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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AIDS

AP-1

APC

ASC

BCL10

CARD

CCL

CGD

CIITA

CLR

CMC

COPD

CR3

CRD

CT

CTLD

CXCL

DC-SIGN

DMSO

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

acquired immune deficiency syndrome (szerzett immunhidnyos

tiinetegyiittes)
activator protein 1 (aktivator fehérje 1, transzkripcids faktor)
antigen presenting cell (antigén prezentald sejt)

apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD

(inflammaszoma asszocialt fehérje)

B cell lymphoma 10 (B limféma/leukémia 10 fehérje)
caspase-recruitment domain (kaszpaz aktivalo/koté domén)

CC chemokine ligand (CC kemokin ligand)

chronic granulomatous disease (kronikus granulomatézus betegség)
class II transactivator (2-es osztalyu transzaktivator)

C-type lectin receptor (C-tipusu lektin receptor)

chronic mucocutaneous candidiasis (krénikus mukokutan candidiasis)

chronic obstructive pulmonary disease

(krénikus obstruktiv tiid6betegség)

complement receptor 3 (komplement receptor 3)

carbohydrate recognition domain (szénhidrat felismeré domén)
computed tomography (computer tomografia)

C-type lectin domain (C-tipusu lektin domén)

CXC chemokine ligand (CXC kemokin ligand)

dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule3-grabbing
non-integrin (dendritikus sejt specifikus intracellularis adhézios

molekula -3- nem integrint koto)

dimethyl sulfoxide (dimetil-szulfoxid)
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ERK extracellular signal-regulated kinase

(extracelluldris szigndl reguldlta kindz)

FcyR Fcy receptor
FITC fluorescein isothiocyanate (fluoreszcein-izotiocianat)
GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

(glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz)

GATA-3 trans-acting T-cell-specific transcription factor GATA-3
(transzaktivalo T sejt specifikus GATA-3 transzkripcios faktor)

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

(granulocita-makrofag kolénia stimulalé faktor)
GPI glycosylphosphatidylinositol (glikozil-foszfatidil-inozitol)

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells

(Human koldokzsinér vénabdl izolalt endotél sejtek)

IFN interferon
ILC innate lymphoid cell (természetes limfoid sejt)
ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif

(immunoreceptor tirozin-alapu aktivaciés motivum)

JNK c-Jun N-terminal kinase (c-Jun N-terminalis kindz)

KC keratinocyte chemoattractant (keratinocita kemoattraktans)

LDH lactate dehydrogenase (laktat-dehidrogendz)

LPS lipopolysaccharide (lipopoliszacharid)

LRR leucine-rich repeat (leucin-gazdag ismétlodés)

MALT1 mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1

(mukoza asszocialt limfoid szovet limféma transzlokacios fehérje 1)
MAPK mitogen-activated protein kinase (mitogén-aktivalt protein kinaz)

MDAS5 melanoma differentiation-associated protein 5

(melandma differencialédashoz kotott fehérje 5)
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MHC

MINCLE

MKK

MR

MTL

MYDS88

NADPH

NET

NFxB

NK

NLR

NLRC4

NLRP3

NOD

ORF

PAMP

PBMC

PBMC-DC

major histocompatibility complex (f6 hisztokompatibilitasi komplex)

macrophage inducible C-type lectin
(makrofag indukalhat6 C-tipusu lektin)

mitogen-activated protein kinase kinase

(mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz)

manndz receptor

mating type locus (parosodasi tipus 16kusz)
myeloid differentiation primary response protein 88

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

(nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat)

neutrophil extracellular trap (neutrofil extracellularis csapda)
nuclear factor kB (nuklearis faktor kB)

natural killer (cell) (természetes 616 (sejt))

NOD-like receptor (NOD-szer( receptor)

NLR family CARD domain-containing protein 4
(NLR csalad CARD domént hordozo fehérje 4)

NLR family pyrin domain-containing protein 3

(NLR csalad pyrin domént hordozo fehérje 3)
nucleotide oligomerization domain (nukleotid oligomerizaciés domén)
open reading frame (nyitott leolvasasi keret)

pathogen associated molecular pattern

(patogén-asszocialt molekularis mintazat)

peripheral blood mononuclear cell

(periférids vér mononukledris sejtek)

peripheral blood mononuclear cell-derived dendritic cells (periférids

vér mononukledris sejtekbdl differencialtatott dendritikus sejtek)
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PBMC-DM

PD-1/PD-L1

PKCS
PLCy2
PRR
PYD

qRT-PCR

RIG-I
RLR
RORyt
ROS
Syk
T-bet

TGFp

TIR
TLR

TRAF

Treg

TRIF

peripheral blood mononuclear cell-derived macrophages

(periférias vér mononuklearis sejtekbdl differencialtatott makrofagok)

programmed cell death receptor 1, programmed cell death receptor

ligand 1 (programozott sejthaldl receptor 1, ligand 1)
protein kinase Cd (protein kinaz C9)

phospholipase Cy2 (foszfolipaz Cy2)

pattern recognition receptor (mintazatfelismer6 receptor)
pyrin domain

quantitative real-time polymerase chain reaction

(kvantitativ valds idejli polimeraz lancreakcio)

retinoic acid-inducible gene-I

RIG-I-like receptor (RIG-I-szeri receptor)

retinoic acid receptor-related orphan receptor yT

reactive oxygen species (reaktiv oxigéngyokok)

spleen tyrosine (Y) kinase

T-box protein expressed in T cells (T sejteken kifejez6d6 T-box fehérje)
transforming growth factor-P (transzformald novekedési faktor-3)
T helper (segit6é T-sejt)

Toll/interleukin-1 receptor

Toll-like receptor (Toll-szerti receptor)

tumor necrosis factor receptor-associated factor

(tumor nekrdzis faktor receptor-asszocialt faktor)
reguldtoros T-sejt

TIR domain-containing adapter inducing IFN[
(TIR domént hordozé IFNp-t indukal6 adapter)
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Az akadémiai doktori értekezés elkészitése a kutatdi palya egyik fontos allomdsa.
Osszefoglalja az eddig elért eredményeket és elSrevetiti a jove feladatait. Természete-
sen egy ilyen munka egyediil nem kivitelezhetd, kiillonésen nem az élettudomdanyok
teriiletén, ahol a csapatmunka elengedhetetlen feltétele a sikernek. Nem volt ez mas-
képp az én esetemben sem. Nem véletlen tehat, hogy a dolgozatban végig tobbes sza-
mot hasznalok, hiszen a bemutatott eredmények nem johettek volna létre Kkitlind
kollégaim nélkiil. A mikrobioldgia iranti érdekl6désem mar egyetemi éveim alatt nyil-
vanvalova valt. A Ferenczy Lajos akadémikus vezette tanszék kivalo iskola volt, ahol
késobbi szakmai palyafutdsomat alapvetéen meghatarozé kutatokkal dolgozhattam
egyitt. Kevei Ferenc tanar urtdl nagyon sokat tanultam és a mai napig halas vagyok
azokért az utmutatasokért, amelyeket téle kaptam fiatal szakdolgozéként és PhD hall-
gatoként. PhD dolgozatomat a Szegedi Tudomanyegyetem (akkor Jozsef Attila Tudo-
manyegyetem) Mikrobiolégiai Tanszékén Kucsera Judit szakvezetésével, a hidegtiird
Cryptococcus hungaricus faj filogenetikai viszonyainak, illetve bizonyos fizioldgiai tulaj-
donsagainak vizsgalata témdjaban irtam. Judit precizitdsa, tudomdny irdnti elkote-
lezettsége és nem utols6 sorban végtelen tiirelme ma is példaként szolgal szamomra.
A doktori fokozat megszerzését kovetden, az EU Marie Curie dsztondijasaként a Ham-
burgi Egyetem, Klein Flottbek bioldgiai centrumaba keriiltem, ahol Prof. Wilhelm
Schaefer vezetésével az opportunista patogén gombak genetikai transzformacidjanak
lehet6ségeit kutattam. A Schaefer laborban eltoltott 3 év alatt bekapcsolédtam a szekre-
talt lipazok patogenitasban betoltott szerepének vizsgalatat célzo kutatasokba. 2005-ben
lehetéségem nyilt a New York-i Albert Einstein Orvosegyetemen Dr. Joshua Nosanchuk
laboratériumaban dolgozni, ahol opportunista patogén gombak (Histoplasma capsula-
tum, Cryptococcus neoformans, Candida fajok) virulencidjanak és patomechanizmusa-
inak vizsgalatat kezdtem meg. Az Einstein Egyetemen kitliné immunoldgiai kutatasok
folynak olyan elismert kutaték kozremiikodésével, mint Matthew D. Scharff, vagy a
nemrégiben elhunyt Stanley Nathenson. Igy keriiltem az immunoldgia kozelébe, Nat-
henson professzor valamint Steve Almo laboratériumainak munkatarsaival, elsésor-
ban Lazar-Molnar Eszterrel végezhettem nagyon izgalmas vizsgalatokat a PD-1/PD-L1
negativ kostimuldciés utvonal szerepérdél a Histoplasma capsulatum okozta fertézé-
sekben. A kiilfoldi tapasztalatszerzés ideje alatt lehetdségem nyilt tobb felsGoktatasi és

kutatointézet életébe torténd betekintésre, azok miikodésének megismerésére. Szamos
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tudomanyos konferencian és tovabbképzésen vehettem részt, amelyek meghatdrozo
szerepet toltottek be palyam késébbi alakuldsaban. 2008 tavaszan az EMBO Installation
Grant és az OTKA posztdoktori dsztondijanak segitségével az SZTE Mikrobioldgiai
Tanszékére térhettem haza egy olyan kornyezetbe, amely, tlzas nélkiill mondhatom,
hogy idedlis koriilményeket teremtett az j kutatocsoport létrehozdsdahoz. A tanszék
vezetSje Vagvolgyi Csaba professzor, aki az els6 pillanattdl kezdve tamogatta a cso-
port munkajat, hihetetlen munkabirasa, élettapasztalata és éleslatasa egyrészt példaként
szolgalt szamomra, masrészt sokszor segitett a helyes jovébeni irdny kivalasztasaban.
Segitsége nélkiil nem sikeriilhetett volna a kutatocsoport személyi és dologi hatteré-
nek megszilarditasa az elmult években. Kitliné egyiittmiikodéseink vannak a Szegedi
Biolégiai Kozpont kutatdival (Dr. Pal Csaba, Dr. Nagy G. Laszld, Dr. Vizler Csaba,
Dr. Buzas Krisztina, Dr. Nagy Istvdn), illetve az SZTE Orvosi és Fogorvosi Kardanak
kutatoival (Prof. Nagy Katalin, Prof. Mandi Yvette és munkatarsaik). Kozvetlen mun-
katarsaim kitiné szakmai felkésziiltsége nélkiil ez a dolgozat nem sziilethetett volna
meg. A labor alapitasa 6ta munkatarsam Szenzenstein Judit, akinek tiirelme és preci-
zitasa nélkiilozhetetlen a mindennapok szervezésében, a kisérleti munka feltételeinek
megteremtésében. Dr. Toth Adél és Dr. Németh Tibor eredményei fontos részét képe-
zik a dolgozatnak, a kezdetektdl segitették a munkamat és ma is nélkiilozhetetlen a koz-
remikodésiik. A labor volt és jelenlegi tagjai, Dr. Horvath Péter, Dr. Grézer Zsuzsanna,
Toéth Rendta, Csonka Katalin, Tanmoy Chakraborty, Papp Csaba, Zajta Erik, kittind
munkajukkal segitették az eredmények elérését, és lehetévé tették ennek a dolgozat-
nak a létrejottét. Halds vagyok nekik, hogy mindig barati hangulatban tudtunk tudo-
manyrol beszélni, egyiitt gondolkodva értelmeztiik a kisérleteket. K6sz6nom a rengeteg
beszélgetéssel eltoltott orat Dr. Hamari Zsuzsanak és Dr. Pfeiffer Ilonanak, akik barat-
saga sokat jelent szdmomra. K6sz6noém Dr. Palagyi Andrasné, Ila rengeteg munkajat és
segitségét a blirokracidval vivott harcban, és halds vagyok Neki baratsagaért. Koszonom
Dr. Pirity Melinda évtizedes baratsagat, tamogatasat. K6szonom az SZTE Mikrobiold-
giai Tanszék minden munkatarsanak azt, hogy nyugodt, inspirald légkort hoztak létre,
ahol j6 dolgozni. Készonoém Dr. Kocsubé Sdndor rendkiviil sok és onzetlen segitségét
az abrak elkészitésében. De legfontosabb volt szamomra csaladom, parom és barataim

tamogatasa, nélkiilitk nem érhettem volna el idaig, ezért mindig halas leszek nekik.
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Az Egészségiigyi Vilagszervezet jelentése szerint a fert6z6 betegségek még mindig az
egyik leggyakoribb halalokként azonosithatdak vilagszerte. Fontos megjegyezni, hogy
mig a bakterialis vagy a virus okozta megbetegedések folyamatosan nagy figyelmet kap-
nak mind a tudomanyos, mind a laikus kozvélemény részérél, addig a gombak altal
kivaltott fert6zésekrdl sokkal kevesebbet hallani. Figyelemremélto, hogy egyelére nem
létezik egy globalis, gombak altal okozott megbetegedéseket Osszesité felmérés, igy
csupan becslésekre tudunk hagyatkozni. A szamok azonban igy is ijesztéek, Brown
és munkatarsai altal készitett tanulmany alapjan napjainkban az invaziv mikdzisok
kozel annyi halalesetet okoznak évente, mint a tuberkuldzis (1,4 millio) vagy a malaria
(1,2 millio) [1, 2].

Mivel a dolgozatban a gombak megbetegité képességének vizsgalataval foglalkozom,
ezért fontosnak tartom annak kissé taldn filozofikus értelmezését, hogy mit is jelent ez
a fogalom. A patogenitas, jelentését tekintve, a betegség kialakulasa és annak lefolyésa.
A patogén fogalma az el6bbi definicié szerint: egy organizmus, amely betegség kival-
tasara képes. Ez a meghatarozas logikusnak és elegendden egyszertinek tiinik ahhoz,
hogy igaz legyen. A kérdés azonban ennél sokkal bonyolultabb.

Az alapvet6 probléma, miszerint miért csak egyes mikroorganizmusok képesek meg-
betegedéseket okozni, illetve hogy miért csak bizonyos gazddkban virulensek, gyakorla-
tilag a 19. szazad ota foglalkoztatja a mikrobiolégusokat. Robert Koch és Louis Pasteur
6ta tudjuk, hogy a betegségek kivaltasaban mikroorganizmusok is szerepet jatszhatnak,
tulajdonképpen a korokozo tedria felallitasaval nyert értelmet a virulencia és a patog-
enitas fogalma. Az elmélet alapvetése az, hogy a patogén és nem patogén mikroorga-
nizmusok kozott valamilyen jelentds kiilonbségnek kell lennie, amely meghatarozza
a gazdaban okozott karosodas mértékét. Ezt a megkozelitést tamasztja ala az a meg-
figyelés, miszerint egyes patogén mikroorganizmusok specialis faktorokat igényelnek
(pl.: toxinokat, specialis burkot, stb.) ahhoz, hogy allati gazdat tudjanak megbetegiteni.
Jollehet ezt a megkozelitést szinte megsziiletése dta szamos kritika érte. A mikrobiold-
gia fejlédésével bebizonyosodott, hogy a virulencia nem egy valtozatlan tulajdonsag. A
patogén mikroorganizmusok allati gazdarol in vitro koriilmények kozé keriilése meg-
valtoztat szamos olyan tulajdonsagot, amelyek a virulencidban is szerepet jatszhatnak,
igazolva, hogy maga a virulencia nem egy statikus jelleg. A 20. szazadban szamos addig

kommenzalistanak, avirulensnek hitt mikrobarol igazoltak, hogy megbetegedéseket

10
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képes kivéltani. A Candida albicans, illetve a Staphylococcus epidermis mint klinikailag
relevans korokozok esete aldatdmasztja, hogy a virulencia, mint tulajdonsag dinamikus
és tobbek kozott a gazda immunrendszerének allapotatdl figg.

Nagyon valdszin(i, hogy a gazda-mikroba interakciok mar azota léteznek, miodta az
élet sejtes format oltott a Foldon. Az ilyen kolcsonhatasok egyike lehetett, amikor egy
6si ,gazdasejt” és egy ,Osbaktérium” interakcidjabdl kialakult a ma ismert eukariota sej-
tek &se. A kolcsonhatasok eredménye lehet a mikroorganizmus, a gazda, vagy mindkét
fél szamara elényos vagy kdros. A mutualizmus vagy a kommenzalizmus példa a mind-
két résztvevo szamara hasznos interakcidra. Amikor egy mikroba a gazdan beliil sza-
porodik, akkor a gazda pusztuldsa a mikroba tovabbi replikacidjat teheti lehetetlenné,
végso esetben akar a mikroorganizmus halalat kivaltva. Ugyan a mikrobidlis szaporo-
das képes a gazda karosodasat okozni, akar betegséget kivaltani, ebben a tekintetben
a karosodas és a betegség nem esszencialis feltétele a mikrobialis tulélésnek a gazdan
beliil. Azt gondolndnk, hogy a patogenitds az él6 mikroba altal okozott gazdakdroso-
das. Erre cafol ra a cysticercosis vagy borsokakdr, amely a sertésgalandféreg, a Taenia
solium larvajara adott gyulladdsos valasz soran kialakul6 betegség. A korkép kiala-
kuldsa a parazita féreg pusztulasaval, a peték kiszabadulasaval, illetve a kikel6 larvak
agyba keriilésével kezdédik. Egyes klinikai megfigyelések arra utalnak, hogy a féregel-
lenes terapiak megnovelik a cysticercosis veszélyét. Ez utdbbi extrém példaja lehet mind
a mikroorganizmus, mind a gazda szdmadra negativ kovetkezménnyel jaré kolcsonha-
tasra. Azok a gazda-mikroba interakcidk, ahol a szervezet kontrolldlni vagy elimindlni
képes a mikrobat, alapul szolgalnak mind a vakcinalason, mind pedig az immunvalasz
erdsitésén nyugvd terapids modszerek szamara.

A gazda valasza is okozhat azonban sejt- vagy szovetkarosodast, betegséget vagy
akar halalt is. Amikor a gazda szdmara karos hatast figyelhetiink meg, akkor beszé-
link mikrobialis ferté6zésrdl, mikroba altal okozott megbetegedésrdl — ebben az érte-
lemben tehat fiiggetlen attél, hogy a karosodast a mikroba, vagy a gazda valasza
okozta. A kolcsonhatasok elemzését tovabb bonyolithatja a gazda és mikroba kozotti
megkiilonboztetés nehézsége. Bizonyos mikroorganizmusokat egyes amobak eldsze-
retettel kebeleznek be és azokat, mint tdpanyagokat hasznositjak. Igy szdmukra ez a
kolcsonhatas hasznos. Mas esetekben azonban bizonyos mikroorganizmusok, mint
pl. a Legionella pneumophila vagy a Cryptococcus neoformans akar az éket bekebelez
améba, az Acanthamoebae castellanii pusztulasat is okozhatjak. Itt a gazda (amdba)

szamara karos hatdsu kolcsonhatasrdl beszélhetiink. Ugyanez az amdba ugyanakkor
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egy masik kolcsonhatasban lehet mikroorganizmus, ami amdbas keratitiszt valthat ki,
igy okozva a gazda (ember) kdrosoddsat. Annak ellenére, hogy a gazda-mikroorganiz-
mus kapcsolatok esetében a patogenezis a gazdat kdrositja, gyakran talalkozunk az ugy-
nevezett ,mikroorganizmus kozponti” patogenezis szemlélettel. Ezen elmélet hivei a
megbetegité képességet és a virulencidt elsésorban mikrobidlis gének mukodésével és
aktivitdsaval hozzak osszefiiggésbe. A tedria szerint egyes mikroorganizmusok hor-
doznak olyan tulajdonsagokat, amelyek patogénné teszik 6ket, mig masokbol hianyoz-
nak ezek a jellegek, igy azok nem patogének. A mikroorganizmus kézponta szemlélet
intellektualis bazisat a szazadfordulo ota tett Gttoré megfigyelésekben kell keresniink.
A virulinek, vagy mas néven agresszinek, vagyis a patogének megbetegité képességét
elésegitd tulajdonsagok (toxinok, enzimek, tok, stb.) felfedezése, a patogenitassal 6ssze-
kapcsolhatd gének megismerése, a ,patogenitas-szigetek” azonositdsa mind-mind a
mikroorganizmus kozpontu szemléletet erdsitették. Olyan mikrobidlis faktorok léte,
amelyek a virulencidban bizonyitottan szerepet jatszanak, mint pl. a poliszacharid
tok (Cryptococcus neoformans), vagy toxinok (Bacillus anthracis), alatamasztottak azt,
hogy géntermékek meghatarozhatjak a patogenitast. Nehéz azonban ezzel a szemlélettel
magyardzni bizonyos gyakori kérokozok, mint pl. a C. albicans vagy a Staphylococcus
aureus patogenitasat, ugyanis a beteg, és a tiineteket nem mutatd, de a mikroorganiz-
must hordozd egyedbdl izolalt mikroba tulajdonségai nem, vagy alig térnek el. Igy a
fenti szemlélettel nem magyarazhato, hogy az egyik miért patogén és a masik miért
nem. A gazda kozpontu szemlélet alapja a fentiekkel szemben az, hogy a gazda véde-
kez6 rendszerének hibdja teszi lehet6vé bizonyos mikroorganizmusoknak a betegség
kialakitasat, végsé soron tehdt a gazda immunallapota hatarozza meg azok patogeni-
tasat. Az elmélet alapja az a tény, hogy a populdcié nem minden tagja betegszik meg
egy patogén mikroorganizmussal torténd talalkozas utan. Tovabbi megerdsités az, hogy
az immunhidnyos allapot eldsegiti egyes fert6z6é betegségek kialakuldsat, amelyet un.
~gyenge” vagy ,kevésbé virulens” korokozok valtanak ki. A mikrobialis opportuniz-
mushoz hasonléan, a gazda szemlélet(i teéria hivei a modern orvostudomany vivma-
nyainak kovetkezményeivel magyardzzadk egyes, kordbban ritkdn izoldlt kérokozok
eloretorését. A magyarazat abban all, hogy a gyenge, nem megfelel6 immunmiikodési
betegek is életben tarthatdak, azonban ezaltal lehetségessé valik bizonyos kérokozok
elszaporodasa. Ez a magyardzat azonban nem ad valaszt arra az esetre, amikor egyes
kérokozok ,egészséges” immunrendszeri gazdaban is képesek megbetegedést kival-

tani, mégsem betegszik meg a populacié minden tagja, igy az opportunizmus mint
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fogalom, ebben a tekintetben is relativ marad. A mikrobialis patogenezis definiciéjanak
problémaja taldn az e témaval foglalkoz6 két tudomanyag, a mikrobioldgia és az immu-
noldgia hagyomadnyosan eltéré6 megkozelitési modjaban keresendé. A mikrobioldgia
els6sorban a mikroorganizmus kozpontu szemlélettel, mig az immunoldgia a gazda
kozpontu szemlélettel kivanja megvalaszolni a kérdést. Talan az célravezetébb lenne,
ha a mikroba-gazda kolcsonhatasban résztvevo feleket, mint egységes rendszert vizs-
galnank, azaz egy mikrobiologus-immunolégus megkozelités. A rendszerelvi vizsgalat
tehat kikiiszobolheti azokat a korlatokat, amelyeket a csak mikrobiolégus, illetve a csak
immunoldégus szemlélet magaban hordoz. A mikroba kézpontu vizsgalatok alapja a
patogén molekularis manipulacidja (mutaciok létrehozasa), majd ezen valtozasok viru-
lenciara gyakorolt hatdasanak vizsgalata ugy, hogy kozben a kolcsonhatds masik tagja
- a gazda - konstans allapott, sokszor ugy, hogy immunologiailag legyengitett vagy
beltenyésztett. Az orvos-immunoldgus szemlélet éppen forditva, a patogént tartja kons-
tansnak, valtozatlan tényezonek, és a gazda immunrendszerének manipuldlasaval vonja
le a kovetkeztetéseket, példaul dsszehasonlitva egy normal (vad tipusu) és egy deficiens
(knock-out) egér reakcidjat egy patogénre. Kétségtelen, hogy mind a két szemléletmod
hozzajarul és hozzdjarult a mikrobidlis patogének elleni védekezés hatékonyabbad téte-
léhez, azonban egyenként egyik sem alkalmas a mikrobidlis patogenitas szimuldldsdra,
ahol a gazda immunrendszere és a mikroba fitnesze egyarant szerepet jatszik a kdlcson-
hatdsban. A kutatdsaink sordn ezzel az dsszetettebb szemlélettel probaljuk megérteni a
C. parapsilosis virulenciajat. Munkank kezdetén szinte semmilyen informacié nem allt
rendelkezésre a C. parapsilosis virulencia faktorairdl, illetve az altala indukalt védeke-
zési mechanizmusokrol. Minddssze néhany tanulmany foglalkozott a faj klinikai jelen-
toségével, immunoldgiai felismerésével, a gazda sejtjeivel valo kolcsonhatdsaival, az
ellene kialakulé immunvalaszt pedig egyaltalan nem vizsgaltak. Munkank kezdetén
tehat elsddleges célunk a C. parapsilosis altal okozott megbetegedések patomechaniz-
musanak, illetve a gomba virulencia faktorainak komplex vizsgalata volt. Ez a munka
jelenleg is folyamatban van, a dolgozatban arra vallalkoztam, hogy az elmult évek ered-
ményeib6l mutassak be néhanyat, amelyek fontos szerepet jatszanak a jové kutatasi

iranyvonaldnak meghatdrozasaban is.
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4.1 Gombak okozta fertozések klinikai jelentosége

Ahogyan a bevezetében emlitettem, becslések dllnak rendelkezésre a gombdak okozta
megbetegedések szamanak meghatarozasara, ezek szerint napjainkban az invaziv mikd-
zisok kozel 1,3 milli6 haldlesetet okoznak évente [1, 2]. Egyértelmi tehat, hogy a gom-
bak okozta fert6zések komoly egészségiigyi problémat jelentenek els6sorban azért, mert
igen magas mortalitdssal jarnak, amely megkozelitheti a 60-70 %-ot is [3, 4]. Az invaziv
mikoézisok tulnyomo tobbségét tin. opportunista patogén fajok okozzak, amelyek egész-
séges egyénekben nem valtanak ki megbetegedést, az immunrendszer legyengiilése ese-
tén azonban gyorsan elterjedhetnek a szervezetben. Ezért kiilondsen veszélyeztetettek a
hematoldgiai rendellenességekben (pl. neutropénia) szenveddk, szerv transzplantacion
atesettek, HIV fert6zottek, illetve kemoterapiaban vagy immunszuppressziv kezelés-
ben részesiilo betegek [1, 5]. Az invaziv gombas fertézések tobb, mint 90 %-at Candida,
Aspergillus, Cryptococcus és Pneumocystis fajok okozzak [1]. Az opportunista mikézisok
legnagyobb részéért vilagszerte a Candida fajok felelosek (részletesen 1d. ,,Az invaziv
Candida fert6zések epidemiologidja” c. részt), amelyek a nozokomialis véraramferto-
zések negyedik leggyakoribb kivalté okai [6]. Az invaziv infekciokon kiviil a Candida
fajok altal okozott nyalkahartya fert6zések is komoly egészségiigyi problémat jelente-
nek, becslések szerint ugyanis az ordlis candidiasis vilagszerte 9,5 milli6, a Candida
gombak altal okozott hiivelygyulladas pedig évente 75 millié beteget érint [7, 8].

A sulyos gombas fert6zések magas mortalitasa részben annak koszonhetd, hogy
jelenleg nem allnak rendelkezésiinkre a pontos diagnoézis felallitasahoz sziikséges opti-
malis modszerek. A mikroorganizmusok vérbdl torténd tenyésztése altalaban lassu és
problémas, raadasul az esetek legalabb felében nem vezet eredményre. Ugyan egyes
esetekben (pl. Cryptococcus fertézések) a vérben jelenlévé gomba-antigének kimuta-
tasa célravezetd lehet [9], ez a mddszer sem mindig alkalmazhaté sikerrel, illetve sza-
mos gombafaj esetében nem all rendelkezésiinkre. Invaziv aspergillosis esetén példaul a
galaktomannan antigén kimutatdsan alapulé teszt 80 %-os hatékonysaggal képes detek-
talni a fertézést abban az esetben, ha a beteg nem kapott antifungalis szereket; azonban
csak 20%-os hatékonysdggal, ha a paciens profilaxisként gombaellenes gyodgyszereket
szedett [10]. Bar a p-glikan kimutatasan alapuld teszt hatékonynak bizonyult a gom-

bas fertézések detektalasara [11], alacsony specificitisa miatt mégsem igazan terjedt
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el [5]. Tudoé- vagy majfert6zés esetén gyakori a CT felvétel alapjan felallitott diagno-
zis, hatranya azonban, hogy a gombas fert6zés nem mindig azonosithatd (a krénikus
tiddaspergillosis példaul rontgenfelvétel alapjan konnyen dsszetéveszthetd a tuberkuld-
zissal). Altaldnosan elmondhatd, hogy a leggyakrabban alkalmazott diagnosztikai elj4-
rasok (PCR-alapt fajazonositds, gomba-antigének kimutatdsa, rontgenfelvétel) nem elég
specifikusak és érzékenyek, raadasul a fejlodé orszagokban tobbnyire nem is hozzafér-
het6ek [1]. Ugyanakkor az invaziv gombas fert6zések kezelése még idében felallitott,
pontos diagnozis esetén sem minden esetben hatékony. A jelenleg elérhet6 antifungalis
szerek gyakran stlyos mellékhatasokat okoznak, és egyéb gydgyszerekkel valo interak-
cioik is problémat jelentenek [1]. Annak ellenére, hogy az opportunista patogén gombak
klinikai jelentésége egyre nd, a fertézések patogenezisét, a gazda-korokozé kolcsonha-
tasok molekularis hatterének sok aspektusat még mindig nem ismerjik. A kdvetkezd

fejezetben a Candida fajok altal okozott fertézésekrdl irok részletesebben.

4.2 Az invaziv Candida fertozések epidemiologiaja

A Candida fajok a normal human fléra tagjaként gyakran megtalalhatdak a szdjiireg-
ben, a bélrendszerben, és egészséges egyénekben dltaliban nem okoznak megbetege-
dést [12, 13]. Az invaziv candidiasis kialakuldsdnak esélyét noveld kockazati tényezok
két csoportra oszthatdk: (1) kiillonbozé betegségeket (pl. hematoldgiai rendellenességek,
daganatos megbetegedések, AIDS) vagy beavatkozasokat (pl. Ossejt vagy szerv transz-
plantacid, immunszuppressziv terapia) kiséré6 immunhianyos allapotok; (2) olyan inva-
ziv beavatkozasok (pl. hasiiregi mutétek, katéterek hasznalata, parenteralis taplalas),
amelyek a szervezet fizikai védelmi vonalainak (nydlkahdrtya barrierek) sériiléséhez
vezetnek [14]. A fertézést okozd Candida gombak szarmazhatnak endogén forrasbol
(tdpcsatorna, nydlkahdrtya felszinek), de lehetnek exogén eredettiek is (pl. egészségiigyi
dolgozok borérdl is atjuthatnak a betegre) [15].

Invaziv candidiasis-rol akkor beszéliink, ha a korokozok a véraramba kertiilnek (can-
didemia), illetve ha a fert6zés szétterjed a szervezetben (disszeminalt candidiasis), és az
egyes szerveket érint6 ,mély” fert6zés alakul ki [16]. Az invaziv candidiasis-nak sok-
féle klinikai manifesztacioja lehet, okozhat endophthalmitis-t (szem bels6 rétegeinek
gyulladasa), endocarditis-t (szivbelhartya-gyulladas), osteomyelitis-t (csontgyulladas),
peritonitis-t (hashartyagyulladds) és meningitis-t (agyhartyagyulladas) is. Mivel a
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legtobb esetben a vérbél mutatjak ki a kérokozokat, az invaziv candidiasis-t gyakran
a candidemia-val azonositjak. Globdlisan a candidemia éves el6fordulasi gyakorisaga
2-11/100.000 f6 kozott valtozik [17], amely becslések szerint mintegy 400.000 Uj esetet
jelent évente [1]. Az invaziv candidiasis gyakorisagaban régiok szerint is jelentds varian-
cia figyelhet6 meg. Mig az USA-ban 2012-es adatok szerint 8/100.000 6 az invaziv can-
didiasis el6fordulasi gyakorisaga, Eurépaban altalaban kevesebb fertézés fordul el6 [14].
Angliaban és Walesben 100.000 f6bdl 1,52-re jut egy fert6zés [18], mig Finnorszagban az
invaziv candidiasis gyakorisaga 2,86/100.000 6 [19], Svédorszagban pedig 4,2/100.000
t6 [20]. Kivételt képez azonban Eurdpan beliil Dania, ahol 2004 és 2009 kézott 100.000
lakosbdl évente 8,6 esetben regisztraltak invaziv Candida fert6zést [21], illetve Spanyol-
orszag, ahol a legujabb felmérések szerint 100.000 lakosra 8,1 eset jut [22].

Mivel invaziv candidiasis leggyakrabban nozokomialis fert6zésként fordul eld, nagy
jelentdsége van a kdérhazban apolt betegek korében eléforduléd fertézések gyakorisagat
felmér6 tanulmanyoknak. A nozokomialis véraramfertézések mintegy 8-10 %-at Can-
dida fajok okozzak [23]. Altaléban elmondhatd, hogy candidemia 1000 kérhdzi felvé-
telbdl 1 esetben fordul eld, bar a szamok régionként erésen valtozdéak lehetnek [14].
Egy a kozelmultban késziilt tanulmdany szerint Spanyolorszagban 0,92 candidiasis eset
jut 1000 betegre [24], mig példaul Latin-Amerikaban ez a szam régiotol fiiggéen 0,33 és
1,95 kozott valtozik [25]. Az intenziv osztalyon kezelt betegek kiilonosen fogékonyak a
gombas megbetegedésekre, a nozokomialis Candida véraramfertézések felét ezeknél a
betegeknél regisztraljak [23]. Fontos megemliteni tovabba, hogy az invaziv candidiasis
gyermekek korében gyakrabban fordul el6 mint felnétteknél, az alacsony sziiletési suly-
lyal rendelkezd csecsemok pedig kiilonosen veszélyeztetettek [4].

Noha eddig tobb, mint 17 Candida fajrdl irtak le, hogy képes human megbetege-
dést kivaltani, a fert6zések tobb, mint 90 %-aért ot faj felelds: a C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis és C. krusei [6]. Gyakorlatilag minden betegcsoportban a
C. albicans fordul el6 leggyakrabban, atlagosan a invaziv candidiasis esetek mintegy
50 %-at okozva [6]. Egy 79 orvosi centrumbol szdrmazé mintékat feldolgozé globalis
tanulmdny szerint 2008 és 2009 kozott a C. albicans a fert6zések 48,4 %-aért volt felelds,
ezt kovette a C. glabrata (18,2 %) és a C. parapsilosis (17,1 %), majd a C. tropicalis (10,6 %)
és C. krusei (2,0 %) [16]. Fontos azonban megjegyezni, hogy a kiilonboz6 fajok el6fordu-

lasi gyakorisaga geografiai régiok szerint jelentds varianciat mutat (1. abra).
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M C. albicans B C. parapsilosis C. glaorata M C. tropicalis egyeb

Svedorszag 2005-2006

Izland 2000-2011

Spanyolarszag 2010-2011

U5A 2008-20M

Brazilia 1994-2004

Paru 2003-2011

1. abra: Invaziv candidiasis-t okozo fajok orszagok szerinti el6forduldsi
gyakorisaga. [20,22,26-29]

A C. glabrata gyakrabban fordul el§ egyes eurdpai orszdgokban és Eszak-Amerikéban,
mig a C. parapsilosis Latin-Amerikdban és Dél-Eurdpaban (Spanyolorszag) okoz tobb
megbetegedést [30]. Figyelemre méltd, hogy az utobbi évek folyaman a C. albicans el6-
forduldsi gyakorisaga a tobbi fajhoz képest jelentés csokkenést mutat. Mig 1997 és 2000
kozott a C. albicans okozta vilagszerte az invaziv candidiasis esetek 70,9 %-at, ez a szam
2009-re 48,4 %-ra csokkent [16, 31]. Ezzel parhuzamosan folyamatosan né a nem-albicans
fajok eléfordulasi gyakorisaga, amelyet tobbek kozott a flukonazol klinikumba val6 beve-
zetésével, és a vénds katéterek egyre gyakoribb hasznalataval hoznak 6sszefiiggésbe [14].
Nagy variancia figyelheté meg az invaziv candidiasis-t okoz6 fajok el6fordulasi gya-
korisagaban kiilonb6z6 korcsoportok szerint is. Mig C. parapsilosis fert6zés gyakrab-
ban fordul elé csecsem6knél mint felnétteknél, a C. glabrata az idésebb korosztalyt
veszélyezteti. A fent emlitett, 2008 és 2009 kozott folytatott globdlis tanulmany sze-
rint a 80-99 év kozotti korosztalyban az esetek 28,6 %-dban C. glabrata okozta a candi-
demia-t, mig a 0-19 évesek korében ez a gombafaj minddssze a fert6zések 2 %-aért volt
felelos [32]. Ezzel szemben az utdbbi korcsoportban C. parapsilosis okozta a megbetege-
dések 28,5 %-at [32]. Egy masik, az ezredfordulén késziilt globalis felmérés hasonlo sta-
tisztikat mutatott a Candida fajok korcsoportok szerinti megoszlasat illetéen.
Korcsoporttol fiiggetleniil, C. glabrata fert6zés gyakrabban alakul ki rosszindulata

daganatos megbetegedésekben szenveddkben, szervatiiltetetteknél, illetve hosszantarto
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antibiotikumos kezelés esetén [6, 14]. Ezzel szemben a C. parapsilosis fert6zés veszé-
lyének kiilondsen az intravaszkuldris katétert viselok és a parenteralis taplalasban
részesillo betegek vannak kitéve [6]. Egy friss, tobb mint 27.000 hematologiai rendel-
lenességben szenvedd beteg bevonasaval késziilt gérog tanulmany szerint ezen betegek
korében kiilondsen magas a nem-albicans fajok altal okozott candidemia eléfordulasi
gyakorisaga (az esetek 87,5 %-at nem C. albicans okozta), amelyek koziil a C. parapsilosis
volt a leggyakrabban (50 %) izolalt faj [33], amelynek oka szinte bizonyosan katéter ere-
detii fertézés lehet.

Osszességében tehat megéllapithat6, hogy egyrészt a Candida fertézések eléfordu-
lasi gyakorisaga vilagszerte novekedést mutat; masrészt, bar a legtobb megbetegedé-
sért tovabbra is a C. albicans felels, folyamatosan né a nem-albicans fajok (kiilonésen a
C. parapsilosis és C. glabrata) okozta fert6zések eléfordulasi gyakorisaga. Ez az epidemi-
olégiai eltolddas egyre inkabb rairanyitja a figyelmet a nem-albicans fajok altal okozott
fertézések patogenezisének tanulmanyozasara, ami azért is fontos, mert C. albicans-hoz

viszonyitva ezekrdl a patogénekrdl jelentdsen kevesebb ismeretiink van.

4.3 Gombafertozések gyakorisaga Magyarorszagon

Hazankban eddig nem késziilt atfogdé tanulmany, amely a gombafert6zések orszagos
el6fordulasi gyakorisagaval foglalkozik. Kétségtelen azonban, hogy mind az enyhébb
feltileti fertézések, mind a sulyos, szisztémas mikézisok jelentds egészségiigyi prob-
lémat jelentenek Magyarorszagon is. Egy a kozelmultban késziilt kozlemény szerint,
amely a nemzetkozi adatokat és a magyar populacio jellegzetességeit figyelembe vevo
becslésekre tamaszkodik, a kiilonbozé gombas megbetegedések (beleértve a feliileti
boér- és nyalkahartya-fert6zéseket is) tobb, mint 1 milli6 beteget érinthetnek hazankban
évente [34]. A szerz6k figyelmeztetnek, hogy minden évben legalabb huszezer kronikus
obstruktiv tiidébetegségben (COPD) szenvedd beteg van kitéve az invaziv tiidéasper-
gillosis, és tobb, mint tizezer az allergids bronchopulmondris aspergillosis veszélyének.
Ami a gombapatogének altal kivaltott életveszélyes véraramfertézéseket illeti, Sinko
és mtsi. becslései szerint az intenziv osztalyon kezelt betegek korében évente tobb szaz
esettel kell szimolnunk [34]. Mivel a szisztémas gombafert6zések gyakran nehezen
kezelhetdk és igen magas mortalitassal jarnak (ami megkdzelitheti a 70 %-ot is [4]), ezek

a megbetegedések sulyos aggodalomra adnak okot.
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A Candida fajok altal okozott fertézések hazai gyakorisagardl, tobbek kozott egy
2012-ben késziilt tanulmany szerint kaphatunk informdcidkat: az 1996-2009 kozotti
periodusban a szegedi klinikdn 10000 kérhazban toltott napra vetitve atlagosan 0,41
volt a candidemia epizddok szama, a legtobb fertézés az intenziv osztalyon kezelt bete-
gek és az ujsziilottek korében fordult eld [35]. A szerz6k ugyanakkor megjegyzik, hogy
a fertdzések el6fordulasi gyakorisagdban novekedést figyeltek meg a 2005 el6tti és utani
periédus dsszehasonlitasa soran [35]. Egy masik tanulmany arrél szamol be, hogy egy
budapesti klinikan 2010 és 2014 kozott 10000 kdorhazi felvételre vetitve 1,7 és 3,5 kozott
valtozott a candidemia epizddok szama [36].

Ddczi és mtsi. tanulmanya szerint Magyarorszagon a szegedi klinikan 1996 és 2009
kozott a candidemia epizodok 63,7 %-at okozta C. albicans, 11,5%-at C. parapsilosis,
szintén 11,5 %-at C. glabrata, ezeket kovette a C. tropicalis (4,9 %), majd a C. krusei (3 %)
[35]. Erdekes, hogy a C. parapsilosis eléforduldsi gyakorisagdban novekedést figyeltek
meg a 2005 el6tti és utdni periddust 6sszehasonlitva, ami tiikrozi a globalis trendeket
[35]. A budapesti klinikan hasonld fajmegoszlasi adatokrol szamoltak be: C. albicans
volt felelds a fertézések 63 %-aért, mig a C. glabrata és a C. parapsilosis az esetek 13
és 10,2, a C. tropicalis és C. krusei pedig a fert6zések 9,3, illetve 3,7 %-at okozta [36].
Az invaziv Candida fertézések kiilondsen sulyos problémat jelentenek az alacsony szii-
letési sulytu csecsemdk esetében. Egy 2010-es tanulmany szerint, amelyben a Candida
fertézések eléfordulasat vizsgaltak egy budapesti ujsziilétt intenziv osztalyon, atlago-
san a megbetegedések 73 %-at okozta C. albicans, mig 24 %-at C. parapsilosis, 3 %-at
pedig C. glabrata [37]. Figyelemre mélt6 azonban, hogy mig az 1500 g feletti sziiletési
stlyu csecsemOk esetében C. albicans okozta a fert6zések 94 %-at, a nagyon alacsony
(1000-1500 g) sullyal sziiletettekben ez az arany 66,6 %-ra csokkent, mig a fennmaradé
33,3%-ért a C. parapsilosis volt felelds. Az extrém alacsony sullyal (<1000 g) sziiletett
gyermekek esetében pedig a C. parapsilosis eléfordulasi gyakorisaga (41,1 %) megkozeli-
tette a C. albicans-ét (52,9 %) [36].

Osszességében elmondhatjuk, hogy a Candida fertdzések gyakorisigit tekintve a
hazai adatok tiikrozik a nemzetkozi trendeket, bar atfogd tanulmanyok hidnyaban
nehéz az epidemiologiai adatok pontos dsszehasonlitasa. Mindenképpen sziikség lenne
a gombas fertdzések gyakorisagat monitorozo atfogd programok bevezetésére, hogy
képet kaphassunk a tényleges helyzetrdl. Bizonyos azonban, hogy ezek a megbetegedé-
sek sulyos kihivast jelentenek a klinikusok szamara, és nagy sziikség lenne a hatéko-

nyabb gombaellenes terapiak kidolgozasara.
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4.4 A C. parapsilosis fertozés epidemioldgiaja

Ahogyan az el6z6ekben emlitettem, a C. parapsilosis klinikai jelentésége nagymérték-
ben megndétt az elmult évek folyaman. Mig felmérések szerint 1997 és 2000 kozott vilag-
szerte az invaziv candidiasis esetek 4,8 %-at okozta, ez a szdm 2009-re 17,1 %-ra nott
(16, 31]. A C. albicans-szal ellentétben a C. parapsilosis gyakran izolalhaté a kornyezet-
bdl, és konnyen terjed horizontalisan (pl. a kérhazi apolok kezérdl a betegekre), ami
noveli a nozokomidlis fertézések kockazatat. Veszélyt jelent tovabbd, hogy jé biofilm
képz6 képességgel bir kiillonboz6 implantatumokon, katétereken, illetve egyéb orvosi
eszk6zokon [6]. Figyelemre mélto, hogy a C. parapsilosis fertézés igen gyakori tjsziilot-
tek korében, kiilondsen az alacsony sullyal vilagra jott csecsemok esetében. Egy a kozel-
multban kozremiikddésiinkkel késziilt, 36 tanulmany adatait Osszesité elemzés szerint
a C. parapsilosis az ujsziilottkori candidiasis esetek 33,47 %-aért felelds [38]. Egyre tobb
kozlemény szamol be azonban a C. parapsilosis fert6zés még magasabb el6fordulasi
gyakorisagarol, amely egyes esetekben a C. albicans okozta infekciok el6fordulasi gya-
korisagat is meghaladja. Egy 2009 és 2010 kozott, 30 kérhaz bevonasaval folytatott spa-
nyol tanulmdny szerint a 16 év alatti korcsoportban a C. parapsilosis okozta az invaziv
gombas fertézések 46,8 %-at, mig a C. albicans a fert6zések 36,5 %-aért volt felel6s [39].
Amint az fentebb mar emlitésre keriilt, a C. parapsilosis eléfordulasi gyakorisaga geografiai
régiok szerint jelentds eltéréseket mutat. Mig a legtobb eurdpai orszagban (pl. Németor-
szdg, Dénia, Egyesiilt Kirdlysdg) és Eszak-Amerikaban ritkdbban fordul el8, Spanyolor-
szagban és Olaszorszagban a masodik leggyakrabban izolalt candidemia-t okozd patogén
a C. albicans utan [14]. Igen magas tovabba az el6fordulasi gyakorisaga Latin-Amerika-
ban, ahol egyes teriileteken prevalencidja a C. albicans-ét is meghaladhatja [25, 40].

A C. parapsilosis fertdzéshez altalaban alacsonyabb mortalitds tarsul, mint a C. albi-
cans okozta invaziv candidiasis-hoz. Felnéttek korében az invaziv C. parapsilosis ferto-
zés mortalitasa atlagosan 25-30 % kozé tehetd, mig a C. albicans candidemia 40-50 %-os
halélozési arannyal jér [40, 41]. Erdekes modon gyermekek korében a mortalitds altald-
ban alacsonyabb: egy az USA-ban késziilt felmérés szerint a 13 év alattiakban a C. albi-
cans fertézés mortalitasa atlagosan 29 %-nak adddott, szemben a 13 évnél iddsebbek
korében tapasztalt 47 %-os haldlozasi arannyal, mig a C. parapsilosis candidemia mor-
talitdsa ezekben a korcsoportokban rendre 15, illetve 24 % volt [41]. Meg kell azonban
jegyezni, hogy ezek a szamok nagyban fliggenek a paciensek alapbetegségétdl, illetve

egyéb hajlamosito tényezok (pl. miitétek, immunszuppressziv terapia) jelenlététdl is.
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4.5 A Candida nemzetség és a C. albicans
altalanos jellemzése

Az aszkuszos gombak (Ascomycota) torzsébe tartozé Candida nemzetség tobb, mint
200 fajt foglal magaban. A csoport tagjai sarjadzassal szaporodé élesztégombak, ame-
lyek kozott haploid és diploid genommal rendelkezé organizmusokat egyarant talalunk.
A nemzetségen beliil szamos patogén faj, tobbek kozott a C. albicans és a C. parapsilo-
sis is az un. ,,CTG klad”-ba tartozik, amelynek tagjaira jellemz6, hogy esetiikben a CUG
kodon rendhagy6 moédon szerint kddol leucin helyett [42]. A C. albicans-t altalaban a
nemzetség prototipikus tagjanak tekintik, és jelenleg is ez a legintenzivebben vizsgalt
Candida faj. Az SC5314 jelt tipustorzs genomja 14,3 Mb méret(i, és mintegy 6107 gént
tartalmaz [43].

A Candida sejtek morfologidjara a kerek vagy enyhén megnyult forma jellemzd,
méretitk atlagosan 2-7 pm kozott valtozik. Agar lemezen nevelve a sejtek sima vagy
gylrott felszind, tobbnyire fehér, esetleg krémszind telepeket képeznek. A nemzetség-
ben sok morfoldgiai valtasra képes faj talalhatd, amelyek bizonyos kornyezeti koriilmé-
nyek (pl. tapanyag- vagy oxigénellatottsag) megvaltozasa esetén sejtalakjukat tekintve
valtozason mennek keresztiil, és micéliumot vagy pszeudomicéliumot hoznak létre.
Az élesztdszeri és fonalas novekedés kozotti valtas képessége a C. albicans esetében igen
fontos virulencia faktor [44]. A Candida fajok szamos extracelluldris enzimet termel-
nek, amelyek koziil tobbnek (pl. C. rugosa lipaz) biotechnolégiai jelentdsége van [45].
Ugyanakkor a kiilonb6z6 hidrolitikus enzimek termelésének képessége fontos virulen-
cia faktor lehet; C. albicans esetén példaul jol ismert a lipazok és proteinazok patogeni-
tasban betoltott szerepe [46, 47]. Az ilyen jellegii virulencia faktorokat a késdbbiekben
részletesen targyalom.

A Candida fajokra szaporodasukat tekintve jelentds diverzitas jellemzd. A diploid
fajok koziil a C. albicans nem képes ivaros szaporodasra, csak paraszexualis ciklus-
sal rendelkezik, amelynek sordn a diploid sejtek egyesiilését kovetden meidzis helyett
mitdzis és kromoszoma-vesztés figyelhetd meg [48]. Ezzel szemben a szintén diploid
Lodderomyces elongisporus ivaros szaporodasra képes, homotallikus organizmus, mig
a C. parapsilosis és C. tropicalis egyaltalan nem rendelkezik szexudlis ciklussal [43].
A haploid fajok kozott homo- és heterotallikus szervezeteket egyarant talalunk [43].

A Candida sejteket vastag, poliszacharidokbdl allé sejtfal veszi koriil. A sejtfal szer-

kezetérdl a C. albicans esetében van a legtobb ismeretiink, de alapveten a tobbi faj is
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hasonlo felépitésii sejtfallal rendelkezik. A sejtfal két, elektronmikroszképosan is jol
elktiloniilé rétegre oszthatd: beliil egy vékonyabb, kitint és B-glitkant tartalmazo réteg
taldlhato, mig kiviil egy mannoproteinekbdl 4116 réteg helyezkedik el [49]. A B-gliikdn
réteg a sejfal szdraz tomegének mintegy 60 %-at alkotja, B-1,3- és B-1,6-gliikdanbdl 4ll,
amelyek egymdshoz és a kitinhez kovalens kotésekkel kapcsolodnak [50]. A belsd réte-
get kiviilrdl teljesen befedi a mannoproteinek rétege, igy az csak az éleszték osztodasa
soran kialakul6 sarjhegeknél valik hozzaférhet6vé [51]. A kiviil talalhaté mannoprotein
réteg (vagy egyszertien mannan) erételjesen glikozilalt fehérjéket tartalmaz. A sejtfal
fehérjék glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) egységekkel kapcsolddnak a [-1,3-gliikan-
hoz vagy kitinhez [49]. A fehérjék lehetnek O-mannozildltak, ebben az esetben a man-
noz egységek szerinhez vagy treoninhoz kapcsolédnak, vagy N-mannozilaltak, ekkor
aszparaginhoz kapcsolédnak a cukor egységek [49]. Mig az O-mannan egységek alta-
laban rovidek (maximum 5, a-1,2-kétéssel kapcsolodé manndz egységbdl allnak), az
N-mannan komplex szervezddésu, és a-1,2-, a-1,3-, és a-1,6-mannozt egyarant tartal-
maz (2. abra) [49]. A C. albicans sejtfalaban kis mennyiségben lipidek is el6fordulnak.
Immunolodgiai szempontbdl jelentds példaul a foszfolipomannan, amelyet $-1,2-man-
ndz egységekhez kapcsolddoé foszfoinozitol-ceramid alkot [50]. Miutan a gomba sejtfala
a gazda-patogén kolcsonhatasok soran kitiintetett szerepet jatszik, ezért egyik kiemelt
kutatasi teriiletiink a C. parapsilosis sejtfalfelépitésének vizsgalata. Prof. Hector Mora
Montes (Mexiko) csoportjaval egyiittmiikddve vizsgaljuk azokat a géneket, amelyek a
kiilonboz6 sejtfalkomponensek létrehozasaban vesznek részt. Az eléallitott mutansok
immunoldgiai felismerését és a gazda-patogén kolcsonhatdsok soran mutatott jellem-

z0it jelenleg is intenziven kutatjuk.

22




dc_1146 15

4. IRODALMI HATTER

mannaproteinek

[1-3 65 16 glikan halozat SR

kitin S8
o

DR RARY RX%
sejtmembran 5}5‘58&8885’82’335?{%

5
\'\.

Candida élesztd sejt

2. abra: Candida éleszt sejt sejtfalszerkezete
([52] alapjan mddositva).

4.6 A C. parapsilosis altalanos jellemzése

A C. parapsilosis-t (3. dbra) els6ként Ashford izolalta 1928-ban, és Monilia parapsilo-
sis-ként irta le, majd az organizmust 1932-ben nevezték at C. parapsilosis-nak [53].
Késébb megallapitottak, hogy a C. parapsilosis-ként azonositott torzsek jelent6s gene-
tikai heterogenitdst mutatnak, és harom csoportra oszthatéak, amelyek koziil klinikai
mintakban leggyakrabban az I. csoport tagjai fordulnak elé [54]. Tovabbi molekula-
ris vizsgalatok a harom csoport harom kiilon fajként torténd definialasahoz vezettek,
igy 2005 6ta C. parapsilosis sensu stricto-rdl (vagy egyszerten C. parapsilosis-rdl, korab-
ban L. csoport), C. orthopsilosis-rol (11. cs.) és C. metapsilosis-rdl (I11. cs.) beszéliink [55].
A harom faj virulencidjaban jelentds kiilonbségek figyelhet6k meg: mig a C. parapsilosis
okozza a klinikai esetek tilnyomo tobbségét, a C. orthopsilosis és C. metapsilosis mind-
0ssze 1-10 %-ban izolalhato [56].
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3. abra: Candida parapsilosis sejt scanning elektronmik-

roszkopos képe (30.000 x nagyitds, a méretskala 2um-t
jelol) A felvételt Papp Csaba (PhD hallgat6, SZTE Mik-
robiolégiai Tanszék) és Susanna Frases (Rio de Janeiro-i

Egyetem, Brazilia) készitette.

A C. parapsilosis a normal human mikrobialis flora tagjat képezi, a kéz bérén kiilono-
sen gyakran megtaldlhat6 [6]. Gyakran el6fordul azonban a kérnyezetben is, izolalhato
példaul talajbdl vagy tengervizbdl is [53]. A C. albicans-szal ellentétben a C. parapsilosis
valodi micéliumok képzésére nem képes, bizonyos koriilmények kozott azonban psze-
udohifakat, megnyult élesztésejtekbdl allé hifaszertt képleteket hozhat létre [53].
A C. parapsilosis egyik fontos bioldgiai tulajdonsaga, hogy konnyen képez biofil-
met magas gliikdz, illetve lipid tartalmi médiumban, aminek kiilonds jelentésége van
parenteralis taplalasban részesiilé betegek esetén [53]. Az intenziv biofilm képzés ezen
kiviil katétereken, protéziseken és egyéb orvosi eszkozokon is megfigyelhetd [40].

A C. parapsilosis szamos mas patogén Candida fajjal egyiitt a fentebb mar emli-
tett CTG kladba tartozik. Noha a szexualis ciklushoz kothet6 elemek megtalalhatok
a genomjaban, ivaros szaporodasra nem képes, ugyanis az idaig vizsgalt osszes izola-
tum ugyanarra a parosodasi tipusra jellemz6 (MTLa) allélt hordozza az MTL 16kuszban
[57]. A CDC317 jelt C. parapsilosis izolatum teljes genom szekvenciaja 2009 6ta elérhet6
[43]. A haploid genom mérete 13,1 Mb, és mintegy 5700 ORF-et (open reading frame,
nyitott leolvasasi keret) tartalmaz [43]. Az azéta eltelt idoben tovabbi izolatumok tel-
jes genomszekvencidjat is meghatarozta kutatécsoportunk szamos érdekes megallapi-

tas téve, amelyet terjedelmi korlatok miatt részletesen a dolgozatban nem targyalok [58].
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Fontos kiemelni, hogy bar a C. parapsilosis filogenetikailag kozel all a C. albicans-hoz,
a két faj kozott igen jelentds kiilonbségeket taldlni. Egy 2005-ben késziilt 6sszehasonlito
elemzés szerint a CLIB214 C. parapsilosis torzs fehérje szekvenciai atlagosan 59 %-os
homolégiat mutatnak a C. albicans-specifikus megfelel6jiikkel, am a C. parapsilosis
genom tobb olyan gént is tartalmaz, amelynek a homoldgja C. albicans-ban nem talal-
haté meg [59]. Szamos olyan C. albicans-specifikus szekvencia is 1étezik azonban, amely
a C. parapsilosis genomjabdl hidnyzik [53]. Tobbek kozott ezek az adatok is ravilagita-
nak arra, hogy ugyan a C. albicans-szal folytatott kutatdsok eredményei fontos irany-

mutatok lehetnek, nem minden esetben vonatkoztathatdk a C. parapsilosis-ra is.

4.7 Candida patogenezis

A Candida nemzetség altal kivaltott gombafertézés és a patogenezis folyamatait a
4. abra foglalja 0ssze [60]. Az abran az opportunista gombafertézések egy altalanos
folyamata lathato. A fert6zés elofeltétele a gazda szdvetein torténd megtapadas (adhé-
zi0). Ezt koveti az invazié (gyakran szoveti sériilés mentén). Bizonyos gombafajok képe-
sek kiilonbozo feliileteken dsszetapadva egybefiiggd rétegek, azaz biofilmek képzésére
(ilyen biofilmek képz6dhetnek egyes orvosi eszkozok, pl. katéterek felszinén). A biofil-
met alkoté mikrobak ellendllébbak lehetnek az antimikrobialis kezelésekkel szemben.
A morfologiai plaszticitas (hifa-élesztd atmenet, vagy a ,white” vagy fehér fenotipus
és az ,opaque” vagy opalos fenotipus kozotti valtas) szintén a fert6zési folyamat része
lehet. A gombasejt szamos fizioldgiai folyamata hozzdjarulhat a patogenitashoz, igy
pl. a mikroelemek felvétele (Zn, Fe stb., részletesen lasd késdbb), a kiilonb6z6 pH viszo-
nyokhoz torténé alkalmazkodas, oxidativ és egyéb stressz koriilményekre adott valasz,
stb. [60].
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4. abra: Opportunista patogén Candida sejtek patogenezisének fontosabb folyamatai ([60] alapjan

modositva) részletes leiras a szovegben.

A C. albicans esetében tobb novekedési forma is el6fordul [62]. A morfoldgiai valtoza-
sokat tobb kornyezeti tényezd is befolyasolhatja. Az alacsony pH az élesztd, mig a magas
pH a hifaszerti novekedési forma megjelenését segiti el6. Emellett fonalas novekedést
eredményez szérum vagy N-acetilgliikozamin jelenléte, illetve a fizioldgias hémér-
séklet és CO, szint. A quorum sensing sordn termel6dé molekuldk (fernesor, tyrosol
és dodecanol), illetve a mikrobak kozti kommunikaci6 egyarant szabalyozé funkciot
latnak el a morfogenezisben. A magas sejt denzitas éleszt6-, mig az alacsony denzitas
hifaszert novekedést indukal. A dimorfizmus fontos szerepet tolt be a gomba patogeni-
tasaban. Az éleszté forma féleg az elterjedés, mig a fonalas forma a gazdaszervezetbe
val6 behatolas szempontjabol fontos. A hifa képzésére képtelen mutdansok rendszerint
csokkent virulenciat mutatnak. Erdekes felfedezés volt, hogy a fonalas névekedés nem
csupan egy morfoldgiai jellegzetesség, hanem sokkal inkabb egy az éleszt6étdl eltérd
sejtprogram beinditasat jelenti, ennek bizonyitéka olyan gének expresszidjanak emel-
kedése, melyek kozvetleniil nem vesznek részt a hifaképzésben. Ilyenek a Hwpl, Als3,

Sap proteazok, Ecel és Hyrl. A Candida sejtek kiilonboz6 biotikus, illetve abiotikus
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felszinekhez torténd megtapadasat specialis proteinek (adhezinek) biztositjak. Jelentds
adhezinek alkotjak a nyolc tagbol 4ll6 ALS proteincsalddot. Az ALS gének GPI kapcsolt
sejtfelszini glycoproteineket kodolnak. A hifa asszocialt Als3 kiilonosen fontos szere-
pet tolt be az adhézidban. Ezekrdl a fontos fehérjékrol 2016 elején jelent meg egy rovid
osszefoglald tanulmanyunk[63]. Fontos adhezin tovabba a Hwpl, mely az emlds sejtek
transzglutaminazanak szubsztratja, igy a kotodés kovalens kapcsolatot eredményez a
hifa és a gazdasejt kozt. A Hwpl deléciés mutans csokkent adhézids képességet mutat
szajuiregi epithelidlis sejtekhez, valamint in vivo modellben mérsékelt virulencia jel-
lemzi. Tovabbi, a morfologia kialakulasatol fliggetlen fehérjék is kapcsolatba hozhatdék
az adhézidval (Eapl, Mp65, Phrl, Sap9 és 10). A patogén Candida gombasejtek gazdasej-
tekbe valo bejutasat két alapvetd folyamat biztositja: az indukalt endocitézis, valamint a
sejtekbe torténo aktiv behatolas.

Az invazinok a gombasejt altal expresszalt sejtfelszini fehérjék, melyek eléidézik a
patogén kotddését a gazda ligandjahoz (E-cadherin, N-cadherin), és passziv médon
endocitézist indukalnak. Eddig azonositott invazinok az adhezinként is funkcionalo
Als3, valamint az Ssal (Hsp70- hdsokk protein). Mind az Als3 mind az Ssal a gazda
E-cadherinjéhez kétéddve indukadl chlatrin-dependens endocitézist. Az aktiv behatolds
molekuldris mechanizmusa még feltérképezetlen, de az él6 hifa jelenléte mindenképpen
sziikséges a folyamat lezajlasdhoz. A legujabb kutatasok alapjan ennek a folyamatnak a
hatterében az els6 Candida sejtekben azonositott un. ,,Candidalizin” nevi porusképzé
toxin allhat. A még nem ko6zolt tanulmdny alapjan a hifa-specifikus ECEI gén terméke
képes a human epitél sejtek direkt roncsolasara azaltal, hogy a membranba agyazdédva
porusokat képez és ezzel elpusztitja azokat (Bernhard Hube és Julian Naglik személyes
kozlés). A biotikus és abiotikus felszineken képz6dott biofilm szintén fontos virulencia
faktor. Képzddésének elsd lépése az élesztdsejt kotddése a szubsztrathoz, majd oszto-
das és a fels6 rétegekben a fonalas novekedési forma megjelenése. A morfoldgiai val-
tozasok utan extracellularis matrix halmozddik fel, majd a komplexbdl élesztdsejtek
szabadulhatnak ki, eldsegitve ezzel a patogén terjedését. A biofilm komplex felépitése,
valamint a drog efflux pumpdk megnovekedett expresszidja és a metabolikus plaszti-
citas biztositja az antimikotikumokkal szembeni megnévekedett rezisztenciat. Konnyt
belatni, hogy a fagocitalt Candida sejtek szamadra a tapanyagok korlatozott mennyiség-
ben érhetdek el, tovabba hatast gyakorolnak a bekebelezett sejtekre a fagocitak altal ter-
melt reaktiv oxigén gyokok. A gazdasejtben a gomba glikolizisrél gliikoneogenezisre

valt, és lipideket valamint aminosavakat hasznal tapanyagforrasként. Alacsony glitkoz
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tartalmu szovetekben szintén alternativ metabolikus utvonalak aktivalédnak. Az alter-
nativ szénforrasok hasznalata noveli a gomba stressz rezisztencidjat és noveli a virulen-
ciat. Az immunrendszer fagocita sejtjei oxidativ és nitrozativ stresszorként hatnak a
gombasejtekre. A stresszvalasszal kapcsolatos gének delécidja a virulencia csokkenését
eredményezi. A hésokk proteinek olyan chaperonok, melyek a fehérjék helyes térmorfo-

légidjanak fenntartasdban jatszanak szerepet.

4.8 A C. parapsilosis virulencia faktorai

Miel6tt lehetségessé valt a C. parapsilosis genetikai mddositasa, meglehetésen kevés
informacié allt rendelkezésiinkre a gomba virulencia faktorairél. A 2005 el6tti,
C. parapsilosis-szal foglalkozé tudomanyos munkak kozétt tulnyomdrészt epidemio-
légiai tanulmanyokat talalunk, amelyek a gomba dltal okozott fertézések eléfordulasi
gyakorisagat, a fertézésre hajlamosito rizikdfaktorokat, illetve a gomba antifungalis
rezisztencidjat vizsgaljak [64, 65]. Szemben a ma elérhet6 egyre gazdagabb irodalommal,
az ezredforduld el6tt elenyész6 szdmu tanulmdny késziilt, amely behatobban foglalko-
zott a C. parapsilosis patogenitasért felel6s faktoraival. Ezen munkak talnyomorészt
leiré jellegtliek, és a gomba adhézids képességét [66-68] vagy extracellularis enzimter-
melését jellemzik [68-70]. Egyik f6 motivacié munkdnk kezdetén tehat az volt, hogy

megteremtsiik a C. parapsilosis specifikus virulencia faktorok vizsgalatanak lehetdségét.

4.9 A gombak ellen kialakulé immunvalasz

A gombias fertézések immunoldgiai hatterének kutatasa az elmult két évtized soran kez-
doédott meg igazan intenziven. Nagy attorést jelentett példaul a kiilonbozé mintazat-
felismerd receptorok (pattern recognition receptor, PRR), koztiikk a Dectin-1, mint {6
B-glitkan receptor azonositasa [71]. Ugyanakkor rohamosan béviilni kezdtek ismerete-
ink a gombadk ellen kialakulé adaptiv immunvalaszrol is, nyilvanvaléva valt példaul a
Th17 (T helper 17) sejtek esszencialis szerepe a gombak elleni védekezésben, elsésorban a
mukdza fert6zések soran [72, 73]. Ujabb kutatdsok arra is ramutattak, hogy a patogének
PRR-ek altali felismerése szorosan Osszefligg a kivaltott adaptiv immunvalasz effektor

funkcidival; a Dectin-1 aktivacidja példaul elésegiti a Th17 sejtek differenciaciojat [74].
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Mara tehat vilagossa valt, hogy a gombak elleni védekezésben mind a természetes
(velesziiletett), mind az adaptiv (szerzett) immunitas elemei fontos szerepet jatszanak.
A természetes immunitas effektor sejtjei (monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek,
neutrofil granulocitak stb.) szamos mintazatfelismerd receptort hordoznak, amelyek
lehetévé teszik a patogének érzékelését a vérben és a szovetek kozott egyarant [49]. Az
idegen molekuldris mintdzatok felismerése a receptor tipusatdl, illetve sejttipustdl fiig-
gben kiilonbozo6 gyulladasos medidtorok termeléséhez vezet, illetve indukalja a patogén
kozvetlen eliminacidjat [75]. Ugyanakkor a patogének antigén prezentalo sejtek (antigen
presenting cell, APC), példaul dendritikus sejtek altali bekebelezése az adaptivimmun-

valasz iniciacidjaban jatszik kulcsszerepet [76].

4.9.1 Patogén gombak elleni természetes immunitas

Az immunvalasz kivaltasanak elsé 1épése a mikrobak felismerése, amely a mintazat-
felismerd receptorok révén valdsul meg. A mintazatfelismerd receptor (pattern recog-
nition receptor, PRR) fogalmat Janeway vezette be 1989-ben [77]. Definicidja szerint a
PRR-ek olyan evolucidsan konzervalt receptorok, amelyek képesek kiilonb6z6 pato-
gén-asszocialt molekularis mintazatok (pathogen associated molecular patterns,
PAMPs) felismerésére. Mara hatalmas ismeretanyag gytlt 6ssze a PRR-ekr6l, és vila-
gossa valt, hogy igen komplex szerepet toltenek be az immunvalasz kiilonb6z6 folya-
mataiban. Jelenleg a PRR-ek négy nagy csaladjat kiilonithetjiik el, ezek a Toll-szerti
receptorok (Toll-like receptors, TLRs), C-tipust lektin receptorok (C-type lectin
receptors, CLRs), RIG-I-szert receptorok (RIG-I-like receptors, RLRs), valamint a
NOD-szerli receptorok (NOD-like receptors, NLRs) [78]. A gombak felismerésében

részt vevo fontosabb receptorok és azok ligandjai az 5. abran lathatéak.
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4.9.1.1 Toll-szeri receptorok

Ugyan mara bebizonyosodott, hogy a gombak felismerésében a C-tipusu lektin recepto-
rok jatsszak a legfontosabb szerepet, bizonyos TLR-ek is kiemelkedd jelentéséggel birnak
a gombaellenes immunitasban. Ezt timasztja ala az, hogy a myd88™" egerek fogékonyab-
bak a C. albicans és A. fumigatus fertdzésre, mint a vad tipusu allatok [79]. A TLR-ek
kozil idaig a TLR2-r6l, TLR4-r6l, TLR6-16l, TLR7-r6l és TLR9-rél bizonyitottak, hogy
szerepet jatszanak a C. albicans elleni védekezésben. A TLR4 az egyik legjobban tanul-
manyozott Toll-szeri receptor, kulcsszerepet jatszik a Gram- baktériumok sejtfala-

ban talalhaté lipopoliszacharid (LPS) felismerésében [80]. Képes azonban érzékelni a

30




dc_1146 15

4. IRODALMI HATTER

C. albicans sejtfalaban talalhaté O-mannan-t is [81]. Egy korabbi tanulmanyban megal-
lapitottak, hogy tlr4” egerek fogékonyabbak a disszeminalt candidiasis-ra, ami a kemo-
kin termelés defektjével volt magyarazhaté [82]. Ugyanakkor fontos kiemelni, hogy a
TLR4 nem minden C. albicans torzs felismerésében jatszik szerepet [83]. A TLR2 tob-
bek kozott a bakterialis peptidoglikan felismerésében jatszik fontos szerepet, de szamos
mas ligandja is ismert [80]. A TLR2 C. albicans elleni védekezés soran betdltott szerepé-
vel kapcsolatban szintén felmeriiltek bizonyos ellentmondasok. Ezeket azonban némileg
feloldotta az a felfedezés, hogy a TLR2 tobb mas PRR-ral (pl. Dectin-1) is képes egyriitt-
mukodni, és a kdlesonhatasok fliggvényében specifikus citokin valaszt kivaltani [78].
A TLR2 a TLR6-tal egyiittmiikodve valoszintileg a C. albicans foszfolipomannant ismeri
fel [84]. A TLR7 és TLRY szerepe az antifungalis immunitasban kevéssé tisztazott, de
mindkett6t kapcsolatba hoztak a C. albicans felismerésével [85, 86].

Osszességében elmondhato, hogy ugyan a Toll-szer(i receptorok sok esetben redun-
dans szerepet toltenek be a gombdk elleni védekezésben, mas receptorokkal egytitt-
mukodve fontos szerepiik van az immunvalasz finomhangoldsaban [78]. Ugyan a
dolgozatban nem targyalom részletesen, de folyamatban van laborunkban a TLR4
C. parapsilosis elleni immunvalaszban betoltott szerepének vizsgalata tlr47 egerek fel-

hasznalasaval Prof. Karl Kuchler (Bécs) laboratériumaval egyiittmtkodésben.

4.9.1.2 RIG-I-szeri receptorok

A citoplazmatikus lokalizacioju RIG-I-szert receptorok (RIG-I, MDA5, LGP2) elsédleges
szerepe a viralis RNS felismerése, ami kiilonbozo citokinek és interferonok termelddését
indukdlja [80]. Egy kozelmultban késziilt tanulmdny szerint azonban az MDAS receptor-
nak szerepe lehet a C. albicans elleni védekezésben is; a gén mutdcidja ugyanis kapcsolatba
hozhat6 a Candida fertézésre vald fogékonysaggal, az mda5™ egerek pedig megvaltozott

citokin termelést mutatnak C. albicans fert6zés esetén a vad tipusu egerekhez képest [87].

4.9.1.3 NOD-szer1i receptorok

Az intracellularis lokalizaciéjui NOD-szer(i receptorok csalddja emberben 23, egérben
34 tagot szamldl [80]. A receptorok dltaldnos felépitésére jellemzd, hogy harom domén-

bl allnak: a C-terminalis domén leucin gazdag ismétlodéseket tartalmaz, ezt tartjak
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felel6snek a mikrobidlis PAMP-ek felismeréséért; a centralis domén az un. NOD (nuc-
leotide-binding and oligomerization domain) vagy NACHT domén, amely a receptorok
oligomerizacidjahoz, és igy az aktiv receptorkomplex kialakuldsahoz sziikséges; mig az
N-terminalison az effektor domén helyezkedik el [80]. A NLR-okat N-terminalis domén-
jik alapjan négy alcsaladba soroljak: (1) NLRA (Class II transactivator, CIITA domén),
(2) NLRB (baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat, BIR domén), (3) NLRC
(caspase-recruitment domain, CARD), (4) NLRP (pyrin domain, PYD) [88]. A két leg-
jobban jellemzett NLR az NLRC alcsaladba tartozé NOD1 és NOD2, amelyek bakteria-
lis komponensek érzékelésében jatszanak szerepet, és NFkB, valamint MAPK aktivaciot
indukalnak [80].

4.9.1.4 C-tipusu lektin receptorok

A C-tipusu lektin receptorok a mintazatfelismerd receptorok igen heterogén csaladjat
alkotjak. A csalad szamos tagja szénhidrat felismer6 domént (carbohydrate recogni-
tion domain, CRD) tartalmaz, ami a kiilonb6z6 szénhidrat komponensek megkotéséért
felelos [78]. A C-tipusu lektin receptorokra jellemzé CRD-t C-tipusu lektin doménnek
(C-type lectin domain, CTLD) is nevezziik [89]. Ezzel szemben szamos CLR C-tipusu
lektin-szerti domént tartalmaz (C-type lectin-like domain), amely nemcsak szénhidra-
tok, hanem lipidek és fehérjék felismerésére is képes [89]. A CLR-ek esszencidlis szerepet
jatszanak a gombak elleni védekezésben [90]. A CLR-ek legnagyobb szamban myeloid
sejteken, ugymint makrofagokon és dendritikus sejteken expresszalédnak, de megtalal-
hatéak limfocitakon, granulocitakon és epitélsejteken is [78].

A Dectin-1 az egyik legjobban jellemzett CLR, amely szdmos kiilonb6z6 szerkezetti
B-glitkan molekula felismerésére képes [71]. A Dectin-1 receptor szerepét kiilonb6z6
gombas fert6zések soran szamos in vivo és in vitro tanulmany tamasztja ald; a Dectin-1
deficiens egerek tobbek kozott csokkent rezisztenciat mutatnak C. albicans, A. fumiga-
tus és P. carinii fert6zéssel szemben [91-93]. Erdekes médon a Dectin-1 receptor nem
minden C. albicans torzs felismerésében jatszik szerepet, ami tobbek kozott a kiilonb6zo
torzsek eltéré adaptacids képességével (a sejtfal osszetétel in vivo kortilmények kozotti
megvaltozasaval) magyarazhat6 [52]. A Dectin-1 hidnya emberben is fokozza a gom-
bas fert6zésekre valé fogékonysagot, tobbek kozott kronikus Candida bor- és nyalka-
hartya fert6zésekhez (chronic mucocutaneous candidiasis, CMC) vezet [94]. A Dectin-1

receptor extracelluldrisan egyetlen CTLD-t tartalmaz, mig intracelluldris doménjében
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ITAM (immunoreceptor tirozin-alapu aktivaciés motivum)-szeri motivum (ITAM-
like motif, immunoreceptor tyrosine-based activation motif-like motif) talalhato,
amely a szignalizdci6 elinditaséért felel6s [78]. A receptor aktivacidja az ITAM-szer(i
motivumok foszforilaciéjahoz vezet, ami a Syk kinazt (spleen tyrosine kinase, 1ép tiro-
zin kindz) toborozza a receptorhoz. A Syk kinaz foszforilalja PLCy2-t (phospholipase
Cy2), ami tobb 1épésen keresztiill PKCS (protein kinase CO) aktivacidhoz vezet [95].
A PKCS aktivacioja egyrészt ROS termelést és inflammaszéma aktivaciot indukal az
ERK foszforildciéjan keresztiil, masrészt a CARD9-Bcl10-Maltl komplex aktivacidja-
hoz vezet [78]. A CARDOY (caspase recruitment domain-containing protein 9)-Bcl10 (B
cell lymphoma 10)-Maltl (mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation
protein 1) fehérjekomplex aktivacidja végs6 soron NFxB aktivaciohoz és igy kiilonboz6
citokinek és kemokinek (tobbek kozott TNFa, IL-1B, IL-2, IL-10, IL-6, IL-23, CCL2,
CXCL1, CXCL2) termeléséhez vezet [78, 90]. A Dectin-1/Syk szignalizacié a MAP kina-
zok (p38, ERK, JNK) aktivacidjat is kivaltja [96, 97], am ennek az utvonalnak a pontos
lépései még nem teljesen tisztazottak. A Dectin-1 aktivacidja fagocitézist, ROS ter-
melést és inflammaszéma aktivaciot is indukal [78], tovabba az adaptiv immunvélasz
(kiilonosen a Th17 sejtek differenciacidjanak) szabdlyozasaban (1d. késébb) is fontos
szerepe van [74, 98]. A Dectin-1 receptor szamos TLR-rel képes egyiittmiikodni a pato-
gének felismerése soran [95], kimutattak példaul, hogy a Dectin-1 expresszidja fokozza
a TLR2 altal indukalt NFkB aktivaciot és citokin termelést [99]. Eddig nem vizsgaltak a
Dectin-1 C. parapsilosis fertézésekben betoltott szerepét. A dolgozat készitésének idején
folynak azok a kisérleteink, ahol Dectin-1 hianyos egerek szisztémas és intra-peritonea-
lis fert6zését kovetden elemezziik a receptor hianyanak hatasat.

A Dectin-2 receptor szintén egyetlen CTLD-t tartalmaz, azonban nem [-gliikdn,
hanem manndz tartalmu struktirak aktivaljak [75]. Szamos gombafaj, tobbek kozott a
C. albicans, A. fumigatus, Saccharomyces cerevisiae, C. neoformans és Histoplasma cap-
sulatum felismerésében részt vesz [78]; ezen kivill allergias folyamatokban is szerepet
jatszik [100]. A Dectin-2 receptor szintén a Syk kindzt aktivalja, azonban - mivel int-
racellularis doménje nem tartalmaz ITAM-ot - a jeltovabbitashoz sziikség van a recep-
a Dectin-1 receptor esetében leirtakkal; fontos kiilonbség azonban, hogy a Dectin-2
a Dectin-1-gyel ellentétben nem képes minden NFkB alegységet aktivalni, ami eltérd
cellularis valaszhoz vezet [78]. A Dectin-2 receptor is szerepet jatszik azonban a Th17

valasz szabalyozasaban [101].
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A mannoz receptor (MR) egyike a legkorabban azonositott CLR-eknek; nyolc extra-
cellularis CTLD-t tartalmaz, amelyek segitségével mannoz-, fukdz-, valamint N-acetil
glikézamin-tartalmu strukturakat ismer fel [78]. A manndz receptor tobbek kozott fel-
ismeri a C. albicans-t, C. neoformans-t és P. carinii-t, és szerepet jatszik a C. albicans
altal indukalt Th17-differenciaciéban [102]. Ugyanakkor a MR deficiens egerek csak a
C. neoformans fert6zéssel szemben mutatnak csokkent rezisztenciat, C. albicans-szal és
P. carinii-vel szemben nem [75].

Szamos tovabbi CLR-r6l kimutattdk, hogy szerepet jatszanak a gombak elleni
immunvalaszban. A Mincle receptor a Dectin-2-héz hasonléan a Syk kinazt aktivalja
FcRy adapteren keresztiil; és ugyan elsédleges szerepe a Mycobacterium fajok felisme-
rése, Candida, Malassezia és Fonsecaea fajok is képesek aktivalni [78]. A DC-SIGN
tobbek kozott C. albicans, A. fumigatus és Mycobacterium fajok felismerésére képes,
és a ligand természetétdl fiiggben kiilonféle szignalizacids utvonalakat aktivalhat [78].
Tobb CLR-rel is képes egytittmiikddni, és azok aktivaciojat szabalyozva pro- vagy anti-
inflammatorikus valaszt kivaltani [78]. A Galectin-3 ugyan nem a C-tipusu, hanem az
S-tipusu lektin receptorok kozé tartozik, azonban fontos szerepe van a C. albicans fel-
ismerésében [103]. Kimutattak, hogy a makrofagok Galectin-3 segitségével felismerik a
C. albicans B-1,2-mannant, a S. cerevisiae-t azonban nem [103]. Tovabba, a galectin-3

szerepet jatszik szisztémas C. albicans és C. parapsilosis fertézés esetén is [104].

4.9.1.5 A természetes immunitas effektor sejtjei

A természetes immunrendszer effektor sejtjei (neutrofil granulocitak, monocitak, mak-
rofagok, dendritikus sejtek) kulcsszerepet toltenek be a patogén gombak elleni védeke-
zésben [75]. A neutrofilek szerepét a szervezet védelmében legjobban a neutropéniaban
szenvedd betegek gombas fert6zésekre vald fogékonysaga jelzi [105]. Ezen sejtek legfébb
funkciodja a patogének bekebelezése és kozvetlen elpusztitasa [76]. A neutrofil granulo-
citak altalaban viszonylag alacsony szinten expresszaljak a TLR-eket, viszont memb-
ranjukon igen nagy szdmban taldlhatéak fagocitotikus receptorok, kiilondsen CR3
(complement receptor 3) és Fcy receptorok [49]. A neutrofilek igen hatékonyak a gom-
bak szaporodasanak megfékezésében; kimutattak példaul, hogy drasztikus transzkrip-
cids valtozasokat indukalnak a C. albicans sejtjeiben, ami a hifaképzés represszidjahoz
vezet [61]. A neutrofilek mind intracellularis, mind extracellularis mechanizmusok

segitségével képesek elimindlni a kiilonbozé korokozokat [106]. Fagocitozist kdvetden a
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bekebelezett patogént tartalmazé fagoszomak lizoszomakkal fuzionalnak, majd kiilon-
boz6 hidrolitikus enzimek, antimikrobidlis peptidek és reaktiv oxigéngyokok segitsé-
gével megtorténik a patogén elpusztitdsa [106]. A reaktiv oxigéngyokok képzddésében
igen fontos szerepet jatszik a NADPH-oxiddz, egy tobb alegységbdl allo enzimkomplex,
amely aktivaciot kovetden szerelédik Ossze a fagoszoma membranjaban [75]. A NAD-
PH-oxidaz a molekularis oxigént szuperoxidda alakitja, majd ebbdl tovabbi reaktiv
intermedierek (hidrogén-peroxid, hidroxil gyok) képzddnek [75]. A neutrofilek képe-
sek a Candida sejteket un. extracellularis csapdak (neutrophil extracellular trap, NET)
segitségével is elpusztitani [107].

Ugyan a monocitak és makrofagok altaldban alacsonyabb fungicid aktivitédssal ren-
delkeznek mint a neutrofilek [106], nagyon fontos szerepiik van a patogének elleni gyul-
ladasos valasz kialakitasaban [81]. A monocitdkra magas szintii TLR és kozepes szintt
LR expresszio jellemzd, mig makrofagga valé differenciacidjuk soran megdrzik magas
TLR expresszidjukat, ugyanakkor megnovelik lectin receptoraik szdmat is [49]. Meg
kell azonban jegyezni, hogy a PRR-ok megjelenését a sejtfelszinen a sejtek aktivacids
allapota, illetve a citokin kornyezet is nagyban befolyasolja. A Candida sejtek felis-
merése monocitdkban és makrofagokban a gyulladasos citokin (féként TNFa (tumor
necrosis factor a), IL-1B (interleukin-1P), IL-6 (interleukin-6)) gének megemelkedett
expresszidjahoz és intenziv citokin termeléshez vezet [81, 108, 109]. Ezeknek a fehérjék-
nek egyrészt kulcsszerepiik van a fagocitak antimikrobialis aktivitasanak fokozasaban
[81], mdsrészt fontos szerepet jatszanak a CD4* T-sejtek polarizacidjaban is [76]. A gyul-
ladasos citokinek protektiv szerepét bizonyitja az is, hogy az il6", tnfa”, és illr" egerek
csokkent rezisztenciat mutatnak az invaziv Candida fert6zéssel szemben a vad tipusu
allatokhoz képest [110-112].

A dendritikus sejtek mintegy hidat képeznek a természetes és adaptiv immunitas
kozott. Dendritikus sejtek kiilondsen nagy szamban fordulnak elé a nyalkahartyaval
boritott felszinek kozelében és a borben, ahol hatékony védelmet biztositanak patogén
mikroorganizmusokkal szemben. Kiilonosen nagy szamu mintazatfelismer6 recep-
tort hordoznak [49], a kérokozok fagocitdzisat kovetden pedig fontos szerepiik van az
antigének prezentaldsaban, és igy az adaptiv immunvalasz elinditasaban [106]. A dend-
ritikus sejtek a monocitakhoz hasonléan, szamtalan kiilonféle citokin termelésére képe-
sek, amelyek egyrészt hozzdjarulnak a gyulladdsos vélasz kialakitdsdhoz, mdsrészt
meghatarozzak a T-sejtes immunvalasz iranyat [76] (6. abra).

A fent emlitett sejttipusokon kiviil az un. ILC sejtek (innate lymphoid cells) is fontos
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szerepet jatszanak a gombak elleni immunvalaszban. Ezen sejtek kozos jellemzdje, hogy
limfoid eredetiiek, de nem hordoznak antigén-specifikus receptort [113]. Kiilonosen
fontos, hogy tobb ILC populacié is képes IL-17 termelésre, ami fontos szerepet jatszik a

C. albicans elleni immunvalaszban [114].

Monocita/makrofig I Dendritikus sejtek
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6. abra: A természetes immunitas sejtes elemeinek (makrofagok monocitak és dendritikus sejtek)

szerepe a T-sejtes immunvélasz irdnyanak meghatdrozasaban. (mddositva [81] alapjan)
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4.9.2 A gombak ellen kialakuld adaptivimmunvalasz
4.9.2.1 T-sejtes immunvalasz

A fertézések soran kialakulé adaptiv immunvalasz szorosan dsszekapcsolddik a ter-
mészetes immunitassal. A szerzett immunitas legfontosabb effektorai a B- és T-limfo-
citak, amelyek rendre a humoralis, illetve celluldris immunitds kialakitdsaért felel6sek
[115]. A CD4" Th sejtek kiilonosen fontos szerepet jatszanak a gombak elleni immun-
valaszban, amit egyértelmten jelez az AIDS-es betegek (akiknél drasztikusan lecsok-
kent CD4" sejtszam figyelheté meg) fokozott érzékenysége C. albicans, A. fumigatus,
C. neoformans és P. jirovecii fertdzéssel szemben [73]. A CD4* Th sejteket funkcidik és
citokin profiljuk alapjan kiilonb6z6 populaciokra oszthatjuk (7. abra). Mig hagyoma-
nyosan a Th sejtek két nagy csoportjat (Thl és Th2) kiilonitették el [116], késébb felfe-
dezték a CD4" CD25" regulatoros T-sejteket (Treg) [117], majd a Th17 populaciot [118].
A Thl sejtek differenciadlédasahoz sziikséges legfontosabb citokin az antigén prezentdlo
sejtek altal termelt IL-12 [115]. A Thl sejtek nagy mennyiségben termelnek IFNy-t, ami
a fagocitak aktivacidjanak fokozdsa altal kulcsszerepet jatszik az intracellularis patogé-
nek elleni védelemben [115]. Tovabba, a Thl sejtek indukaljak az opszonizalé antitestek
szintézisét, ami szintén hozzdjarul a hatékony fagocitdzishoz [119]. A Thl irdnyu diffe-
rencialéddst szamos transzkripcios faktor szabdlyozza, azonban a T-bet-nek van a leg-
fontosabb szerepe. A T-bet expresszié nagyban fokozza az IFNy termelést, ugyanakkor
szuppressziv hatassal van a Th2 és Th17 vonalak fejlédésére [115]. Szamos példa bizo-
nyitja, hogy gombas fert6zések esetén a Thl iranyu differencidcio sziikséges a patogének
hatékony eliminacidjahoz [76]. Az IFNy szerepét jelzi példaul, hogy az IFNy deficiens
egerek sokkal fogékonyabbak az invaziv candidiasis-ra, mint a vad tipusu allatok [120].
A Th1 valasz protektiv szerepét tovabba H. capsulatum és A. fumigatus fertézés esetén is
bizonyitottak [73]. A Th2 sejtek az extracelluldris parazitak elleni védelemben, valamint
hoz IL-4-re és a GATA-3 transzkripcids faktor expresszidjara van sziikség; a Th2 sej-
tek altal termelt legfontosabb citokinek az IL-4, IL-5, IL-13 és IL-10 [115]. A Th2 iranyu
valasz altalaban hatranyosnak tekintheté a gombas fertézések kimenetele szempontja-
bdl [76]. A Th2 sejtek csokkentik a Thl sejtek antimikrobialis effektor funkcidit, vala-
mint alternativ makrofag aktivaciét indukalnak, ami a patogének elimindacidja helyett a
fert6zés perzisztenciajat segiti el6 [76]. A Th2 irdnyu valasz negativ hatasat jol példazza

az a tanulmany, amelyben bemutattak, hogy a vad tipusu allatokhoz képest a GATA-3
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overexpresszald egerek csokkent tulélést mutatnak a szisztémas candidiasis esetén [121].
Ezekben az egerekben a makrofagok aktivacidja nem volt megfeleld, exogén IFNy adasa
azonban visszadllitotta a normal fagocita funkcidkat és jelentésen fokozta az allatok
talélését. Human betegekben is megfigyelték, hogy a kréonikus gombas fertézések (pl.
C. neoformans, H. capsulatum) esetében tobbnyire Th2-domindns valasz mutathato
ki [122]. C. albicans esetén kimutattak, hogy mig az éleszté format felismerd dendri-
tikus sejtek Thl iranyu valaszt indukdlnak, a hifakkal kapcsolatba keriilt fagocitak a
Th2-domindns valasz kialakuldsat segitik el6 [123]. Ennek hatterében az all, hogy a
hifak sejtfalaban a B-gliikdn nem hozzaférheté a Dectin-1 szamara [51, 76], ami egy-
fajta tulélési stratégia a patogén részérdl. A Th17 populacio kiemelkedo szerepét gombas
fertdzések soran mintegy tiz évvel ezel6tt fedezték fel, és azdta igen jelentGs ismereta-
nyag halmozodott fel réluk. A Th17 sejtek fejlédésiikhéz TGEB-t, IL-6-ot, IL-1p-t és
IL-23-at igényelnek; f6 szabalyoz6 transzkripcios faktoruk a RORyt [72]. Legfontosabb
effektor citokinjeik az IL-17, IL-21 és IL-22 [115]. Az IL-17 intenziv gyulladdsos valaszt
indukal, szamos citokin (pl. IL-6, GM-CSF) és kemokin (pl. KC, IL-8, RANTES) ter-
melését serkenti, kulcsszerepet jatszik a neutrofilek fert6zés helyére torténd vandorlasa-
nak szabalyozasaban [124]. Az IL-22 szintén lehet pro-inflammatorikus hatasu (szamos
sejttipusban fokozza kiilonbozé citokinek és kemokinek szintézisét [125]), ugyanakkor
fontos szerepet jatszik a mukdza védelmében kiilonbozé gyulladascsokkenté antimik-
robialis peptidek (S100A8, S100A9) szekrécidjanak fokozasa altal [76]. Az elsé tanul-
many, amely az IL-17 gombads fertézések elleni véd6 szerepét bizonyitotta, 2004-ben
késziilt: ebben kimutattak, hogy az IL-17R (IL-17 receptor) mutans egerek fokozott érzé-
kenységet mutatnak szisztémas C. albicans fert6zéssel szemben a vad tipusu allatokhoz
képest [126]. Azota a Th17 populdcié, illetve az IL-17 kritikus szerepét gombas fert6zé-
sek soran szdmos tanulmany megerdsitette. Kimutattak, hogy a Th17 populacié fontos
szerepet jatszik oralis candidiasis elleni védelemben is, a Th17 deficiens egerek ugyanis
fogékonyabbak erre a fert6zésre [127]. Megfigyelték tovabba, hogy a CMC-ban szenvedd
betegek periférids vérébdl szarmazé mononukledris sejtek C. albicans-szal val6 stimula-
ciot kovetden szignifikansan kevesebb IL-17-et és IL-22-t termelnek, mint az egészséges
donorokbdl szarmazé sejtek [128]; tovabba, az IL-17R mutaciét a CMC egyik lehetsé-
ges kivalto okaként azonositottak [129]. A Th17 differencidcioban tobb CLR (Dectin-1,
Dectin-2, manndz receptor) is fontos szerepet jatszik [73]. A Dectin-1 vagy CARD9
mutaciot hordozé betegek szintén fogékonyak a CMC-ra, aminek a hatterében a defek-

tiv IL-17 valasz all [94, 130]. A Th17 populacié szerepét azonban nemcsak C. albicans,
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hanem C. neoformans, H. capsulatum és P. braziliensis fertézés esetén is bizonyitottak
[73]. A Th17 differenciacioban az inflammaszéma aktivacionak is fontos szerepe van; a
kaszpaz-1 vagy ASC deficiens egerekbdl szarmazoé splenocitak drasztikusan csokkent
IL-17 termelést mutatnak [131]. A regulatoros T-sejtek anti-inflammatorikus funkcioik
révén fontos szerepet jatszanak a gyulladasos valasz szabalyozasaban. Tobbek kozott
IL-10-et és TGFp-t termelnek, amelyeknek fontos szerepe van a gyulladasos folyama-
tok gatlasaban, és igy a szoveti karosodas megel6zésében [115]. A fertdzés jellegétdl fiig-
gben azonban a Treg-ek jelenléte egyarant lehet protektiv vagy hatranyos. Mig a Treg
hianyos egerek rezisztencidja jelentésen megemelkedik H. capsulatum és disszeminalt
C. albicans fertézéssel szemben [132, 133], Pneumocystis fert6zés esetén a Treg-ek jelen-
léte jelentdsen csokkenti a tiiddben kialakuld gyulladast és szoveti karosodast, igy pozi-
tiv hatdsa a betegség kimenetele szempontjabol [134]. Tovabba, fizioldgias koriilmények
kozott a Treg-ek altal termelt IL-10-re sziikség van a normal mikrobialis egyensuly és

tolerancia fenntartasahoz [76].

Thl em—gs 2.9.%  IFNg TNFR
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7.4bra: CD4" sejtek differencidldédasa. (méodositva [135] alapjan)
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4.9.3 A C. parapsilosis elleni immunvalasz

Noha a C. albicans ellen kialakulé immunvalaszrol az utébbi évek-évtizedek folyamdn
jelentds ismeretanyag halmozodott fel, a C. parapsilosis elleni védekezési mechanizmu-
sokrol meglehetésen keveset tudunk. Csoportunk munkajan kiviil, minddssze néhany
tanulmany vizsgalta eddig a C. parapsilosis immunologiai felismerését, vagy az altala
indukalt citokin termelést. Linden és munkatdrsai kimutattak, hogy a galectin-3 sze-
repet jatszik a C. parapsilosis neutrofilek altali fagocitozisaban, és a receptor in vivo
szerepét is bizonyitottak a C. parapsilosis fert6zés elleni védelemben [104, 136]. Ezen
talmenden néhany tanulmanyban vizsgaltak a C. parapsilosis epitélsejtekkel vald
interakcidjat [137, 138]. Egyetlen tanulmanyban sem vizsgaltak még azonban atfogéan
a C. parapsilosis immunologiai felismerését, ezért kutatocsoportunk folytatva a dol-
gozatban késdbb bemutatasra keriil6 munkat, a jovoben kiemelten kivanja kutatni a

C. parapsilosis altal kivaltott gazda immunvalasz molekularis hatterét.
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Annak ellenére, hogy a C. parapsilosis fertézések klinikai jelentésége egyre nd, a faj spe-
cifikus virulencia faktorairdl, illetve az altala okozott betegségek immunoldgiai hat-
terér6l még mindig keveset tudunk. A Candida fertézéseket vizsgalé tanulmanyok
talnyomo tobbsége a C. albicans-szal foglalkozik, egyre tobb bizonyiték mutatja azon-
ban, hogy a kiilonb6z6 patogén Candida fajok stratégidja és eszkozrendszere, amely-
lyel képesek az emberi szervezetben elszaporodni, jelentésen kiilonbozhet egymastol.
Annak érdekében, hogy tobb informaciot nyerjiink a C. parapsilosis virulenciajarol és a

gazdaval torténd kolcsonhatasarol, a kovetkezo célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

I. Olyan eljaras kidolgozasa, amely lehet6vé teszi a C. parapsilosis genetikai manipula-

cidjat, célzott génkitités alkalmazasaval.

II. In vitro, ex vivo és in vivo modellrendszerek kidolgozasa, illetve tovabbfejlesztése a

C. parapsilosis virulencidjanak és patomechanizmusainak vizsgalatara.

III. A fenti eszkozrendszerek felhasznalasaval a szekretalt hidrolitikus enzimek
(lipazok és proteindzok) szerepének vizsgalata a C. parapsilosis virulencidjaban és

a kivaltott betegség patomechanizmusaban.

IV. A C. parapsilosis altal kivaltott immunvalasz vizsgalata, egyrészt a C. parapsilosis
és C. albicans altal indukalt T helper sejt polarizacié dsszehasonlitasa, masrészt az
immunologiai felismerésben szerepet jatszo receptorok feltérképezése és a felisme-

rést kovetd intracellularis jeltovabbitas elemeinek vizsgalata.
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A dolgozatban bemutatott eredmények alapjat képezo kisérleteknél szamos mikrobio-
l6giai, molekularis bioldgiai és immunoldgiai technikat hasznaltunk. Ezek részletes lei-
rasa megtalalhaté a disszertacidhoz kapcsolodd publikaciokban. Ebben a fejezetben
csupan arra vallalkoztam, hogy bemutassam a moédszerek sokféleségét a disszertacio-
hoz kapcsolddé sajat publikaciok jegyzékében a modszerek részeletes leirasahoz sziiksé-

ges részletes irodalmi adatok megtaldlhatoak.

6.1 Felhasznalt Candida torzsek és human sejtkulturak

Felhasznadlt Candida torzsek

Az 0sszes Candida torzs, mind a klinikai izolatumok, mind az altalunk létrehozott
mutansok elérhetéek a Szegedi Tudomanyegyetem Természettudomanyi és Informa-
tikai Kar Mikrobiolégiai Tanszékének torzsgytjteményében (Szeged Microbiological

Collection, www.szmc.hu).

Genetikai manipuldcidhoz haszndlt konstrukciok

o« Lipdz géneket célz6 konstrukciok

» Proteinaz géneket célzé konstrukcidk

Felhaszndlt sejtkultiirak

o« HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells): Human koldokzsindr vénabol
izolalt endotél sejtek

o ]774.16, ]774.2: ragcsalo makrofagszer sejtvonalak

o Caco-2 (human bélepitél sejtvonal)

o RAW 264.7 : ragcsalé makrofagszerii sejtvonal

« PBMC (peripheral blood mononuclear cells): egészséges felnétt donorok periférias
vérébol izolalt mononukledris sejtek

o« PBMC-DM (peripheral blood mononuclear cells-derived macrophages): egész-
séges feln6tt donorok periférias vérébdl izolalt monocitdkbdl differencialtatott

makrofagok
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« PBMC-DC (peripheral blood mononuclear cells-derived dendritic cells): egészséges

feln6tt donorok periférias vérébdl izolalt monocitakbol differencialtatott dendriti-

kus sejtek

Felhasznalt rekonstruadlt emberi szovetek:

o RHE (Reconstituted Human Epithelium): Rekonstrualt 3 dimenzids emberi epitélium

és epidermisz

Sejttenyésztés, primer sejtek izoldldsa

« PBMC izolalas
« PBMC-DM differencialtatas
o« PBMC-DC differencidltatas

6.2 Kisérleti modszerek

« Genetikai manipulacié C. parapsilosis-ban

o Elektroporacid, kémiai transzformacio

In vitro fertézési modellek

e PBMC fert6zési modell
e PBMC-DM fertdzési modell
e« PBMC-DC fert6zési modell

e Caco-2 fert6zési modell

Egyéb molekuldris technikdk

o RNS izolalas, cDNS szintézis, gqRT-PCR
« Total RNS izolalas

o Southern-blot elemzés

« Rhodamin B-t és olivaolajat tartalmazé taplemez (lipaz aktivitas detektalasara)
o Feliiluszobol mért lipaz aktivitas (p-nitrofenil-palmitat szubsztrat felhasznalasaval)

« Biofilm képzés vizsgalata (polietilén, szilikon, polisztirén felilleteken) XTT aktivitas

mérés segitségével
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« Laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitas mérése

o Enzimkdtott immunoszorbens proba (ELISA)

« Western-blot

o Intracellularis citokin festés

 C. parapsilosis immunoldgiai felismerésében szerepet jatszo receptorok azonositasa —
PRR blokkol6k hasznalata (laminarin, LPS, TLR2 blokkolo)

 C. parapsilosis felismerését kovetd intracellularis jeltovabbitds elemeinek vizsgalata —
MAPK inhibitorok hasznalata

Mikroszkdpos technikdk

» Fénymikroszkopia, fluoreszcens mikroszkopia, konfokalis mikroszkdpia

Scanning elektronmikroszkopia

Akridin narancs/kristaly ibolya festés fagocitdzis és intracellularis tulélés
nyomonkdvetéséhez
FITC, LysoTracker Red, DAPI, (CD83-PE), LysoTracker Green festés fago-lizoszoma

kolokalizacié nyomonkovetésére

El6 sejtes vided mikroszkopia

In vivo fertdzési technikdk

Balb/c egerek intraperitonealis és intravénds fertdzése

Ujsziilott patkédnyok intravénds, intraperitoneélis, emésztészervrendszeri fert6zése

CFU (koloniaképzd egység) meghatarozasa kiillonbo6z6 szervekbol

Galleria mellonella larvakat alkalmazo fertézési modell

Statisztikai analizis

o Az adatok kiértékelését, az atlagok, a szdrasok és a kiilonbségek szignifikancidja-
nak kiszamitasat a kisérleti adatoknak megfeleld tesztek alkalmazasaval a GraphPad

Prism 6 szoftverrel végeztiik.
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7.1 Genetikai manipulacio C. parapsilosis-ban

Ahogyan a bevezetében emlitettem, a C. parapsilosis genetikai manipulacidja megle-
hetésen nehéz feladat. Egyrészt diploid organizmusrél van sz, masrészt nem ismert
a teljes szexualis ciklusa, ezért a klasszikus genetikai mddszerek nem johetnek szdba.
Munkdnk kezdetén egy megbizhatéan hasznalhato transzformacios és géndelécids tech-
nika hidnya jelentette a legnagyobb kihivast. A Hamburgi Egyetemen folytatott kuta-
tasaink sordn megallapitottuk, hogy a C. parapsilosis sejtek kémiai transzformacidja
lehetséges, és sikerrel juttattunk a sejtmagba idegen DNS-t. Az els6 altalunk is felhasz-
nalt domindns szelekciés marker a mikofenolsav rezisztencia marker volt. A C. albicans
inozin 5-monofoszfat dehidrogendzt kédoléo IMH3 génjét C. albicans-ban tulmiikod-
tetve mikofenolsav rezisztenciat sikeriilt kivaltani [139]. A markert eredményesen
alkalmaztak C. albicans-ban mint riporter gént, a fertézés kiilonbozé fazisaiban specifi-
kusan kifejez6d6 virulencia faktorok, valamint a white-opaque fenotipus véltas vizsga-
latahoz [140], [141]. Ezekre az eredményekre alapozva végeztiik el az elsé C. parapsilosis
transzformacids kisérleteket, amelyek soran igazoltuk, hogy a C. albicans IMH3 génjé-
nek bejuttatdsa képes rezisztenciat kivaltani C. parapsilosis-ban is. Kés6bb mas kuta-
tocsoportok is alkalmaztak ezt a technikat [142], [143]. Ez a mddszer azonban szamos
problémat vetett fel, ezek koziil az egyik legkomolyabb nehézséget az jelentette, hogy
a mikofenolsav szelekcié soran a C. parapsilosis sejtek (kiilonosen egyes klinikai izo-
latumok) nagymértékben alkalmazkodtak és véltak spontdn rezisztenssé. Ekkoriban
jelent meg egy publikdcid, amely a mikofenolsavat hasznalé rendszert helyspecifi-
kus rekombinazzal valé kombinacioban alkalmazva, célzott géndeléciét valdsitott meg
C. albicans-ban [144]. A kihivas tehdt az volt, hogy taldljunk egy uj szelekciés markert,
és ezt kombinaljuk az un. ,Flipper” technikaval. Ez a rendszer mar alkalmas lehet a
C. parapsilosis célzott genetikai modositasara. Erre a célra a nourseothricin rezisztencia
marker tiint a legbiztatébbnak. Az E. coli Satl génje, amely sztreptotricin aciltranszfe-
razt kodol, rezisztenciat okoz a nourseothricinnel szemben. A Candida fajok nem kon-
venciondlis kodhasznalata miatt a CTG kodonokat CTT kodonokkal helyettesitették.
A modositott CaSATI szekvenciat sikeresen expresszaltattak C. albicans-ban, annak
ACTI promoterét és PCKI terminatorat alkalmazva [145]. Egy évvel késobb, ennek az

optimalizalt szekvencidnak egy masik valtozatat is kidolgoztak, ahol a C. albicans ACT1I
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promoter és URA3 termindtor szekvencidjat alkalmaztak (caSATI) [146]. Reuss és mun-
katarsai a caSATI marker flipper variansat is létrehoztak, lehetéséget nyitva tobb allél
(vagy akar tobb gén) delécidjahoz ugyanabban az organizmusban. A caSATI flipper
rendszer esetén a domindns szelekciés marker helyspecifikus rekombinazok segitségé-
vel eltavolithatéva valik. A konstrukcié az FLP rekombindz gént tartalmazza, amely egy
indukalhaté maltéz (MAL2) promdter szabalyozasa alatt all. A nourseothricin rezisz-
tens transzformansok analizise utdn, maltoz tartalmu tapkozegben az Flp helyspecifi-
kus rekombinaz képes az FRT helyeket felismerni, majd ezeket rekombindlva az idegen
DNS egy szakaszat a genombol kivagni, igy egy transzformacios kor utan ujra a vad
tipushoz hasonléan a domindns szelekciés markert nem tartalmazé organizmushoz
juthatunk (8. abra) Bar C. albicans esetén jol miikodo géndelécids eljarasok régdta ren-
delkezésre alltak [147], C. parapsilosis esetén az elsé sikeres géndelécidt majd 15 évvel
késdbb, a caSAT1 flipper rendszer segitségével hajtottuk végre [148] és ezzel megnyitot-

tuk az utat a faj genetikai manipulacidja el6tt.
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8. abra: Helyspecifikus rekombindciot felhasznalé un. ,Flipper” rendszer diploid genommal rendel-

kez6 mikroorganizmusok genetikai manipulacidjara. (részletes leiras a szovegben)
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7.2. Lipazok szerepének vizsgalata a C. parapsilosis
patomechanizmusaiban

Az el6z6 fejezetben targyalt technika segitségével sikeresen hajtottunk végre célzott
génkiiitést C. parapsilosis-ban és létrehoztunk egy lipaz negativ torzset. A valasztasunk
azért esett éppen a szekretalt lipazokra, mert egy korabbi munkank soran bizonyi-
tottuk, hogy az enzimek aktivitdsanak gatlasa kovetkeztében szignifikansan csokken
a gombak szovetkarositd hatdsa in vitro koriilmények kozott [63, 149]. Mindezidaig
C. albicans-ban 10 kiilonboz6 lipaz enzim kodold gént azonositottak [150]. Ezen gének
fertézést kovetden kiillonbozoképpen szabalyozottak, valamint expresszidjuk leginkabb
a fertézés egy adott stadiumatol fiigg [151]. Tovabba az egyes gének kiilonbozé mér-
tékben jarulhatnak hozza a gomba virulencidjahoz, melyek koziil a LIP5 és LIPS a leg-
inkabb kifejezettek [151], [47]. A C. albicans-szal ellentétben, a C. parapsilosis esetében
csupan két lipaz szekrécioért felelds gént azonositottak korabban. Mivel ezen gének leg-
inkabb a C. albicans LIP1-gyel mutattak nagymértékti homologiat, ezért ezek a LIPI
és LIP2 elnevezést kaptak [152]. Ezen gének S. cerevisiae-vel és P. pastoris-szal torténd
heterolog expresszaltatasa soran bebizonyosodott, hogy a két gén koziil csak a LIP2
kddol funkcionalis fehérjét [153], bar ez a vizsgalat nem zarta ki annak lehetdségét,
hogy a LIP1 gén szerepet jatszhat a gomba virulencidjaban. A teljes genomszekvenalast
kovetden tovabbi két lipaz kodold gén jelenlétére utaltak jelek, bar ezek analizise még
nem kezd6dott el [40]. Ezek a korai eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy a
gomba szekretalt lipazainak koze lehet a patogenitashoz, a gazdat karosité folyamatok-
hoz. A delécios stratégia kidolgozasa soran olyan transzformald kazettat hoztunk létre,
amely a C. parapsilosis genomjabdl egy 2,701 bp méreti szakaszt torolt és ezaltal mind a

LIPI, mind a LIP2 géneket eltavolitotta.
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9. abra: Lipaz gének (CpLIPI-CpLIP2) delécidja C. parapsilosis-ban. (A) A CpLIPI-CpLIP2 tartalmazd
genomi régiot célzo kazetta felépitése. A LIPI és LIP2 gének homoldg régioival, a flipper kazettaval és
az FLP helyspecifikus rekombindz minimalis felismerd helyeivel (FRT). A fekete hasab jelzi a Southern
hibridizacié soran felhasznalt proba kotédési pozicidjat. (B) Southern blot hibridizacids elemzés a létre-
hozott mutansok genomi DNS-én. Az 1-es sav a vad tipust, a 2-es a heterozigota nourseothricin (Nou)
rezisztens, a 3-as a heterozigdta Nou szenzitiv, a 4-es a homozigdta Nou rezisztens, az 5-6s a homozigota
Nou szenzitiv, a 6-0s a rekonstrualt mutans Nou rezisztens, mig a 7-es a rekonstrualt mutdns Nou szen-
zitiv genomi hibridizaciés jeleit mutatja. (C) A nourseothricin rezisztens és szenzitiv telepek szelekcioja,
a bal oldali kép az els6 transzformacids lépés utani szelekciot mutatja magas antibiotikum koncentracié
(100 pg/ml), mig a jobb oldali a helyspecifikus rekombinaz aktivalasa utani szelekciét mutatja alacsony
(5 pg/ml) szelekcios nyomas mellett. A fehér nyilak a rekombindacios eseményt elszenvedett, szenzitiv

telepeket jelzik, amelyek alkalmasak a masodik transzformacié végrehajtasara.
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A 9. dbra a deléci6 folyamatat mutatja, illetve a CpLIP2 gén rekonstrukcidjat, amellyel
a lipaz termelésben helyreallitott mutanst hoztuk létre. Az dbra azt is bemutatja, hogy a
heterozigdta mutansok szelekcidja a csokkentett mennyiségti nourseothricin alkalma-
zasaval konnyen megvaldsithato, hiszen ilyenkor az Gn. Nou® sejtek apr6 telepeket hoz-
nak létre a szelekcids taptalajon. A helyes genomi integraciét minden esetben Southern
hibridizacids technikaval ellendriztiik. A 1étrehozott mutansok extracellularis lipaz ter-
melését specialis Rhodamin B-t tartalmazo taptalajon ellendriztiik. A termel6dé lipa-
zok a telepek koriil jol felismerhetd rézsaszines gytiriit képeznek, amely UV fényben
szintén jol megfigyelhetd. Az dltalunk létrehozott mutansok lipaz negativnak bizonyul-

tak, amelyet mind kvalitativ, mind kvantitativ uton igazoltunk (10. abra).

10. abra: Lipaz aktivitas vizsgalata a létre-
o hozott C. parapsilosis lipdz mutansokon. (A)
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vitas. * p<0,0001 (ANOVA).

Ismert klinikai megfigyelés volt, hogy a C. parapsilosis képes magas lipid tartalmu
kornyezetben torténd novekedésre (ilyen példaul az alacsony sziiletési sulyu csecsemdk
klinikumban hasznalt mesterséges parenteralis taplalasakor felhasznalt tapoldat) [40],
igy feltételeztiik, hogy a lipazok hianya befolyasolhatja ezt a képességet. Megallapitot-
tuk, hogy a mutans sejtek szaporodasa ilyen kozegben szignifikinsan lassabb, amely
arra utal, hogy az extracellularis lipazoknak fontos szerepe van a kérnyezetben megta-
lalhaté komplex lipidek lebontasaban és a gomba szamara felveheté formaba hozasaban
(nem mutatott adat). A C. parapsilosis fert6zések kialakuldsanak egyik jol ismert forrasa
a kiilonboz6 katétereken létrehozott biofilmekrdl a véraramba keriild sejtek elszapo-

rodasa, ezért megvizsgaltuk a mutansok biofilm képzd képességét, és azt tapasztaltuk,
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hogy a mutans sejtek altal létrehozott biofilmek vastagsaga és Osszetettsége jelentdsen

eltér a vad tipusétol (11. abra).
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11. abra: A C. parapsilosis vad tipusu, homozigéta mutans (Acplipl-2/Acplipl-2), heterozigdta mutans
(CpLIP1-2/Acplipl-2) és rekonstitualt (Acplipl-2/CpLIP2) torzsek biofilm képzésének osszehasonli-
tasa. YNB tapoldatban tenyésztett vad tipust éleszték polietilén feliileten létrehozott biofilm fénymik-
roszkopos (A), fluoreszcens mikroszkopos (B) és konfokalis mikroszkopos (C) fotdi 48 dra inkubaciot
kovetéen. A homozigéta deléciés mutans torzs altal, azonos kortilmények kozott megjelend biofilm
felépitésének fénymikroszképos (D), fluoreszcens mikroszkopos (E) és konfokalis mikroszképos (F)
felvételei. A vad tipusu és a lipaz delécidés mutans torzs killonbo6z6 felszineken kialakitott biofilm struk-
tarainak 6sszehasonlitasa (G-I). A grafikonok polietilén (G), szilikon (H) és polisztirén (I) hordozékon
kialakult biofilm relativ XTT aktivitdsat abrazoljak. Az XTT aktivitas mérése 492 nm hulldimhosszon
tortént. * P<0,02 (ANOVA), az dbrakon a szoéras keriilt feltiintetésre. A harom fiiggetlen mérés minden

esetben a fenti eredménnyel szolgalt. Méretarany: 50 um (A, B, D és E); 20 pm (C és F)

A biofilm képzés vizsgalatat kovetden egy uj, a gazda-patogén kolcsonhatasok Ossze-
tettebb elemzésére alkalmas modellt fejlesztettiink ki a C. parapsilosis virulencidgjanak
tanulmdnyozdasdra. Korabban C. albicans esetében mar sikerrel alkalmaztak a rekonst-
rudlt emberi szoveteket, mint virulencia modelleket [154]. Ezek a rendszerek a gombak
patogenitassal Osszefiiggésbe hozhatd folyamatainak tobb allomasat is vizsgalhatova
teszik, ilyenek pl. a megtapadas vagy adhézio, a szovetekbe torténé behatolds vagy inva-
zi0, vagy a gazda sejtjeit, szoveteit karosito képesség. Kisérleteink soran emberi rekonst-
rudlt epitélium és epidermisz szovetek C. parapsilosis-szal torténé fert6zését kovetden

stulyos hisztopatoldgiai elvaltozasok voltak megfigyelhetéek, ugymint atrépia, 6déma,
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és hasadékok megjelenése valamennyi szovet rétegben, melyekhez a sejtek apoptdzisa
is tarsult. Ezzel ellentétben a lipaz deficiens C. parapsilosis-szal torténd fert6zés soran a
szovetkarosodas minimalis mértéki volt, és a fert6zott szovet jellegét tekintve inkabb
a kezeletlen kontrolléhoz volt hasonlithaté (12. abra A-H). Tovabba a lipaz termelésre
képtelen mutans gombasejtek epitél felszinhez torténd kitapadasa is lényegesen rosz-
szabbnak bizonyult a vad tipusu torzshoz viszonyitva. A szovetkarosodas laktat-de-
hidrogenaz (LDH) felszabaduldssal is mérhetd, mely soran a deficiens torzs esetén
minimalis LDH volt csupan kimutathaté a vad tipustu torzshoz képest (12. abra I).
Mindezen eredmények arra utaltak, hogy a C. parapsilosis szekretalt lipazok jelentds
szerepet jatszanak a gomba szovetekhez torténé adhézidjaban és a gazdaszervezet szo-

veteinek karositasaban.
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12. abra: C. parapsilosis vad tipusu torzsével fert6zott rekonstitualt humdn oralis epitélium 48 ora
inkubaciot koveten. Fert6zetlen kontroll — (A és B), vad tipussal — (C és D), heterozigéta muténs-
sal — (CpLIP1-2/Acplipl-2) (E és F), homozigdta mutanssal — (Acplipl-2/Acplipl-2) (G és H), valamint
rekonstitualt (Acplipl-2/CpLIP2) torzzsel (I és J) fertézott szovetek. Az dbra bal oldalan lathato képek
hematoxilin-eozin —, a jobb oldalon szerepl6 felvételek perjodsav-Schiff festést kovetden késziiltek. A met-
szetek kiemelt régidiban hisztopatoldgiai eltérések figyelheték meg. A C és E felvételeken kijelolt terii-
leteken apoptotikus sejtek (rendre 1 és 4), intercellularis 6déma (rendre 2 és 5), a szovet integritasanak
megbomldsa (C/3), valamint vakuolizacié (E/6) figyelheté meg. A fekete nyilak éleszt6 sejteket, a nyilhe-
gyek pszeudohifa elemeket jelolnek. Méretarany: 10 pm (A-J); kiemelt teriiletek 5 pm (1-6). A rekonstitu-
alt humadn oralis epitélium feliilliszéjaban mért relativ LDH mennyiségek a vizsgalt torzsekkel (vad tipus,
heterozigota, homozigdta, rekonstitudlt mutans) valé fertézés 48. drajaban vett mintdkban (K). Az értékek

harom fiiggetlen kisérlet eredményébdl szarmaznak. *P<0,02 (ANOVA), a grafikonon a szoras szerepel.
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Miutan megallapitottuk, hogy a lipaz hianyos sejtek jelentésen alacsonyabb gazdaka-
rositd képességgel rendelkeznek, megvizsgaltuk, hogy az elsédleges cellularis védelmi
vonal legfontosabb komponensei -a makrofagok- képesek-e hatékonyabban elpusztitani
a mutdns élesztéket. Ennek érdekében egy egységesitett in vitro fert6zéses modellt dol-
goztunk ki, amelyben a makrofagok szerepét a szakirodalomban gyakran hivatkozott
J774.2 egér makrofag sejtvonal sejtjei toltotték be. A fagocitdzis kinetikajat egy olyan
viszonylag egyszerti aramlasi citométert felhasznalé modszerrel kdvettitk nyomon, ahol
a gombasejteket Alexa Fluor 647 fluoreszcens festékkel jeloltitk meg, és ennek a jelnek
a jelenlétét vizsgaltuk a makrofag populacidoban. A fagocitdzis kinetikajanak jellemzése
céljabol a méréseket az indukcid kiilonb6z6 idépontjaiban (10 min, 30 min, 1 h, 2 h,
3 h, 6 h) végeztiik el. Az aramlasi citometria mérések sordn a makrofagok mérettarto-
manyaban a fluoreszcens fényt emittaldo eseményeket tekintettiik fagocitalo makrofa-
goknak. Mérésiink soran minden idépontban ezen események szamat viszonyitottuk
a teljes makrofag populacié szdimahoz, ezzel meghatarozva az éleszté sejtekkel asszo-
cialt makrofagok aranyat. Megfigyeléseink szerint az éleszt6 sejtek felvétele mar az
inkubacio els6 30 percében kimutathatd. A fagocitalé makrofagok részaranya a fertd-
zést kovetd 2. oranal az 50%-ot is meghaladta és egészen az inkubdcié harmadik o6ra-
jaig emelkedett. Ugy taléltuk, hogy ennél az id6pontnél a folyamat telitési fazisba lépett,
ugyanis 3 orat kovetden nem tapasztaltunk lényegi emelkedést a fagocitald sejtek ara-

nyaban (13. dbra).

53




dc_1146 15

7. EREDMENYEK ES ERTEKELES

Arza_MO1

€3 1000100 163 ted e5 16 000100 163 fes tes tes
Intensity_MC_Ch11 Intensity_MC_Ch11 Intensity_MC_Ch11

L e N L m AR
-1000 100 1e3 1ed 1e5 e

D 2h E 3h F 6h
800
s | 68.4%
800 -
glwu— glsw— g
§ 400 - E 400 - 5
300 -
200 -

T —— Con L s L s
ed -1000100 1e3 1e4 1e5 le6 -1e3 1000100 1e3 1e4 1e5 1eb 1e3 -1000100 1e3 1ed4 1e5 1eb
Intensity_MC_Ch11 Intensity_MC_Ch11 Intensity_MC_Ch11

13. abra: A fagocitozis kinetikdja J774.2 egér makrofag sejtek és Alexa Fluor 647 jelolt C. parapsilosis
vad tipusi GA1 éleszték kolcsonhatasaban. A zolddel jelolt teriiletben foglalt eseménypontok az élesz-
t6vel asszocialt makrofagokat jelentik. A szazalékos értékek ezek ardnyat mutatjak a teljes makrofag

populaciéra vonatkoztatva.

Az élesztOsejtek makrofagok altali felvételének nagy felbontast optikai vizsgala-

das, az éleszto koriil az allab képzddése, majd annak kozel teljes zarddasa (14. abra).

tat scanning elektronmikroszkdp segitségével végeztiik el. Az inkubacio els6 érajaban

fixalt mintakon jol elkiilonithet6k a fagocitdzis kezdeti 1épései: a felismerés/kapcsold-

10,0V 12 4enm 2400k SE(U)

14. dbra: ]774.2 egér makrofagok és C. parapsilosis GA1 vad tipust izolatum kolcsonhatdsanak ese-
ményei egy oraval a fert6zést kovetden. Az dbran a felismerés (A), allab képz6dés (B) és a fagoszoma

1o

zarddas (C) momentumai lathatok. A fehér nyil egy a zar6do fagoszomaban 1év6 élesztdsejtet jelol.
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Miutan bebizonyitottuk, hogy a médszer alkalmas a bekebelezés nyomonkévetésére,
osszehasonlitottuk a vad tipusu és a lipaz deficiens sejtek J774.2 egér makrofagok altali
bekebelezési hatékonysagat. Megallapitottuk, hogy a fert6zést kovetd 60. percben a lipaz
termelésében hidanyos sejteket hatékonyabban voltak képesek fagocitalni a falosejtek,
mint a vad tipusu élesztésejteket (15. Abra C, E). A makrofagokon beliili mikrobadlési
hatékonysag vizsgalatara az un. akridin narancs/kristaly ibolya festést alkalmaztuk. Ez
egy olyan mddszer, amelyet el6szor Miliotis és munkatdrsai irtak le [155], majd a méd-
szert laborunkban adaptaltuk a C. parapsilosis makrofagokon beliili talélésének detek-
talasara. Igy egy konnyen és gyorsan kivitelezhetd kvalitativ modszert fejlesztettiink ki,
amelynek segitségével egyértelmiien eldonthetd, hogy él6 vagy elpusztult sejtrdl van-e
sz6 a makrofagon beliil. Lényege, hogy a membran permedbilis akridin narancs fluo-
reszcens festék mind az egyes (ssDNS), mind a kettds szald DNS-hez (dsDNS) képes
kotddni. Egy adott gerjeszt6 fényt hasznalva az €16 sejtek dsDNS-éhez kapcsolddd fes-
ték zold, mig az elpusztult sejtekre utald ssDNS-sel asszocialt molekula piros szini
fluoreszcens fényt emittal. A kristaly ibolya festék membran impermeabilis, és a mak-
rofagokon kiviil rekedt akridin narancs festett gombaktdl szarmazé emittalt fény kiol-
tasara szolgal. Ennek megfeleléen a mikroszkdp latémezdjében észlelt fluoreszcens fény
csak olyan gombabdl szarmazhat, amely gazda sejteken beliil talalhaté. A szin alap-
jan eldonthetd, hogy él6 vagy elpusztult sejtet latunk. A felvételeket az in vitro fertézést
kovetden 3 ora utdn készitettitk. Azt tapasztaltuk, hogy az inkubacié korai szakasza-
ban az élesztd sejtek felvétele megtorténik a J774.16 és RAW 264.7 ragcsaldo makrofag
sejtvonalak sejtjei altal, és a vad tipust C. parapsilosis sejtek nagy része zoldre festédik,
vagyis él6 gombakrdl beszélhetiink. Ezzel szemben a lipaz termlésére képtelen gomba-
sejtek jelentOs része pirosra fest6dott, tehat elpusztult a fago-lizoszéma fuzidjat kove-
téen (15. Abra A-F).
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15. abra: J774.16 és RAW 264.7 makrofagszert sejtvonalak fagocitald és o6lési képes-
sége C. parapsilosis torzsekkel szemben. J774.16 makrofagok és C. parapsilosis vad
tipust (A) valamint lipaz deléciés mutans (Acplipl-2/Acplipl-2) (B) torzsének kolcson-
hatasarol készilt fluoreszcens mikroszkopos felvételek. Az elpusztult éleszté sejtek
vilagos piros és sarga (nyilhegyek) az él6k zold (nyilak) fényt emittdlnak. Méretarany:
10 um. J774.16 és RAW 264.7 makrofagszer( sejtek fagocital6 - (rendre C és D) vala-
mint intracellularis 6lési képessége (E és F) a négy torzs 6sszehasonlitdsaban. A fago-
citozis értékek (C és D) harom parhuzamos minta legaldbb 5 latomezdjének adatait
Osszesitik. *P<0,02. Az intracellularis 6lési képességek (E és F) kvantifikaldsa az é16
csiraszam meghatdrozas alapjan tortént. A grafikonon az ezekbdl vont atlag valamint a
szOras keriilt feltiintetésre. **P<0,01 (ANOVA).

A sejtszintl és szOvetszintli gazda-patogén interakciok vizsgalatat kovetSen in vivo
fert6zési modellek alkalmazasaval is alatamasztottuk a szekretalt lipazok virulencia-
ban betoltott szerepét. Balb/c egerek vad tipusu és lipaz deficiens C. parapsilosis sejtek-
kel torténd intraperitonealis fert6zését kovetden, a deficiens torzs esetén szignifikansan
csokkent a gomba szerv kolonizald képessége (csokkent CFU) mely a 1épbdl, vesébdl és
majbol egyarant kimutathato6 volt, tovabba hosszabb inkubaciés idé utan a lipazt nem
termel§ torzs gyorsabb eliminacidja volt megfigyelhet6 a vad tipust torzshoz hasonlitva

(16. abra A-B). Mivel ismeretes, hogy a C. parapsilosis fertézések eléfordulasat tekintve
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az ujsziilotteknél, csecsemdk korében a leggyakoribb [156], [157], ezért egy olyan fer-
t6zési modellt is kidolgoztunk, mely az ezen korosztalyt érinté fert6zéseket utanozza.
Ujsziilétt patkanyok intravénads, intraperitonedlis, valamint emésztészervrendszerbe
torténd C. parapsilosis injektalasat kovetden, a lipaz hidnyos torzs esetében ismételten
alacsonyabbnak bizonyult a gombak szerveket kolonizalé képessége a vad tipusu torzs-

zsel szemben [158] (16. abra C).
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16. abra: Egér intraperitonedlis fertézése C. parapsilosis vad tipust -, heterozigota — (CpLIPI-2/Acp-
lipl-2), homozigéta delécios — (Acplipl-2/Acplipl-2) torzsekkel. A fertézést koveté masodik (A) illetve
negyedik (B) napon izolalt vese, 1ép és maj él6 csiraszam értékei intraperitonedlis fert6zést kovetden.
Ujsziilott patkdnyokon végzett intravénas fertézés masodik napjén a vese, 1ép és méj €16 csiraszdmai a
(C) abran lathatéak (Cp WT - vad tipust C. parapsilosis, Cp KO - C. parapsilosis lipdz negativ mutans
Acplipl-2/Acplipl-2). A grafikonok két fiiggetlen kisérlet eredményeit osszesitik. Minden adatpont egy-
egy kisérleti allatnak felel meg. *P < 0,0049 (Kruskal-Wallis); %, él6 csiraszam nem meghatarozhatd.

Az eddigi megfigyelések egyértelmlien alatamasztottak annak valdszinliségét,
hogy a szekretalt gomba lipazok befolyasoljak a virulenciat és a gomba patogenitas-
ban szerepet jatszé folyamatait. Miutdn a természetes és adaptiv immunitas folya-
mataiban is kulcsszerepet jatszanak a dendritikus sejtek, ezért a kovetkezdkben

megvizsgaltuk a human DC-k és a C. parapsilosis vad tipusu és lipaz negativ mutans
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sejtek kolcsonhatasait. Megallapitottuk, hogy a ragcsalé makrofagokhoz hasonldan a
human DC-k is képesek a C. parapsilosis sejtjeinek fagocitdzisara (17. dbra), és a lipazt
nem termeld sejteket hatékonyabban voltak képesek bekebelezni, mint a vad tipusu
élesztoket. Annak vizsgalatara, hogy a bekebelezést kévetden a DC sejtekben is aktiva-
l6dnak-e az antimikrobialis effektor mechanizmusok, megvizsgaltuk a human éretlen
(iDC) és érett (mDC) dendritikus sejtek gombaeliminacios képességét. Megallapitottuk
egyrészrol, hogy az érett DC sejtek hatékonyabb mikrobadlési képességgel rendelkez-
nek, masrészt igazoltuk a ragcsald sejtvonalaknal tapasztalt jelenséget, miszerint a lipaz
termelésének hianya hatékonyabb o6lést tesz lehet6vé (17. abra F). Mikroszkopos vizsga-
lattal igazoltuk, hogy a hatékonyabb elimindacids képesség hatterében a fago-lizoszéma
hatékonyabb fuzidja allhat, mas szoéval feltételeztiik, hogy a szekretalt lipazok gatolni
képesek ezt a fontos antimikrobidlis folyamatot (17. dbra G). Erdekes médon a DC sejtek
karosodasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a hatékonyabb fagocitdzis és gombadlési
képesség egyben mind az iDCk, mind az mDCk magasabb sejthaldlaval jart (17. dbra
G). Ennek magyarazata lehet, hogy a hatékonyabb aktivacié egyik megnyilvanuldsa a
megnovekvo veszély jel felszabadulas, amely Osszefliggésben lehet a sejthalallal, amely
aztan kozvetett médon a gyulladésos folyamatok beinditasaért is feleléssé tehets. Eppen
ezért vizsgalni tervezziik részletesebben a C. parapsilosis altal indukalt sejthalal tipuso-
kat, illetve azok szerepét a gyulladasos folyamatok elinditasaban. Errdl részletesebben

irok a tovabbi terveinket targyalo fejezetben.
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17. abra: A C. parapsilosis funkcionalisan aktivalja a humdn monocita eredetti dendritikus sejteket, amely
megnovekedett fagocitald és 6lési képességet eredményez. Az A és B panel éretlen human dendritikus sej-
tek és FITC-jelolt vad tipusu (A) illetve lipaz deléciés mutans (Acplipl-2/Acplipl-2) C. parapsilosis torzsek
(B) interakcidjat mutatja be a fert6zés elsé drdjaban. Méretarany: 20 pm. A fagocitak jelentés hanyada pozi-
tiv a CD83 dendritikus sejt markerre. A vad tipusu és lipaz deléciés mutdns torzzsel fertdzott éretlen és
érett human dendritikus sejtek fagocitalé képességének aramlasi citometrids analizise a fert6zést kovetd
els6 éraban (C). A fagocitozis szazalék (D) valamint a fagocita index (E) értékeinek Osszevetése az érett és
éretlen dendritikus sejtek vonatkozasdban. A grafikonok hat donortél szairmazo6 dendritikus sejt popula-
ci6 fert6zésébol és donoronként 20 latdmezd analizisének eredményét Gsszesitik. Az éretlen és érett human
dendritikus sejtek 6lési képességének vizsgalata C. parapsilosis vad tipusu és lipaz deléciés mutans torzsével
valé kolcsonhatas harmadik drdjaban (F) és interakcidjuk fluoreszcens mikroszkdopos felvételen a fertézést
kovet6 elsd draban (G). A FITC-jelolt gombak zold, a LysoTracker Red jelolt lizoszomak piros fluoreszcens
fényt bocsatanak ki. A fehér csillagok a két forras kolokalizacidjat jelolik. Méretarany: 5 pum. A vad tipusa
és mutans élesztd gazda sejtekre gyakorolt kdrosité hatdsanak vizsgalata a feliilszé protedz aktivitdsa-
nak mérésével az interakcid elsd orajaban (H). A grafikon két donor sejtpopulacidjanak atlagat abrazolja.
A D, E és H grafikonokon az atlag szérasa keriilt feltiintetésre. DAPI - 4’,6-diamidino-2-phenylindole, wt —
wild type (vad tipus) lip-/- lipaz deléciés mutans, FITC - Fluoreszcein-izotiocianat.
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A dendritikus sejtek mellett a makrofagok azok a celluldris komponensek, amelyek
a patogének elleni immunvalasz meghatdrozo szerepldi, ezért megvizsgaltuk, hogy a
primer humdn makrofdgok milyen mértékben képesek fagocitalni és elimindlni a vad
tipusu, illetve a lipaz deficiens C. parapsilosis torzseket. A torzseket 3 draig ko-inkubal-
tuk a makrofdgokkal, majd akridin narancs/kristdly ibolya festést kovetéen fluoresz-
cens mikroszkopia segitségével meghataroztuk a bekebelezett és elpusztitott Candida
sejtek szamat. Azt tapasztaltuk, hogy a makrofagok hasonlé hatékonysaggal fagoci-
taltak a vad tipusu és lip-/- C. parapsilosis sejteket, ellentétben a ragcsald sejtvonalnal
és human DC-nél tapasztaltakkal, azonban 6lési hatékonysaguk hasonléan az eddigi
eredményeinkhez, magasabb volt a lipaz deficiens torzzsel szemben (18. abra). Az 6lési
hatékonysagot CFU (koloniaképzd egység)-meghatarozassal is megerésitettiik in vitro
fert6zést kdvetden. A fagocitozist a Candida sejtek fluoreszcens jelolését kovetéen aram-
lasi citometria segitségével is megvizsgaltuk, azonban azt tapasztaltuk, hogy igy sem
volt kiilonbség a fagocitalo makrofag populacioé nagysagaban a két torzzsel torténd fer-
t6zés esetén. Természetesen nem zarhatjuk ki, hogy a fagocitozis iniciacidjaban eltérés

lehet, ilyen iranyu kisérleteink jelenleg is folyamatban vannak.
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18. abra: Fagocitézis és 0lési hatékonysag vizsgalata primer human makrofagokban C. parapsilosis wt és
lip-/- torzsekkel torténé fertézést koveten. (A) Wt vagy lip-/- C. parapsilosis-szal fert6zott primer human
makrofagok akridin narancs/kristaly ibolya festést kovetéen (fluoreszcens mikroszkoépia, reprezentativ
abrak). (B,D) A primer humdan makrofdgokat 3 6raig inkubdltuk Wt vagy lip-/- C. parapsilosis-szal, majd
akridin narancs/kristaly ibolya festést kovetéen meghataroztuk a fagocitalt (B), illetve elolt (D) Candida
sejtek szamat. (C) A primer humdén makrofagokat 2 6raig inkubaltuk fluoreszcensen jelolt wt vagy lip-/-
C. parapsilosis-szal, majd dramlasi citometria segitségével meghataroztuk a fagocitalé makrofag populacié
nagysagat. (E) A primer human makrofagokat 3 érdig inkubaltuk Wt vagy lip-/- C. parapsilosis-szal, majd
CFU szamolas alapjan meghataroztuk az 6lési hatékonysagot. * p<0,05 (paros t-proba).
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A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a C. parapsilosis lipaz hidnya hogyan befolya-
solja a fago-lizoszéma ftizi6t a makrofdgokban. Ebben a kisérletsorozatban a Candida
sejteket Alexa Fluor 647 fluoreszcens festékkel, a makrofagokat LysoTracker Green fes-
ték segitségével jeloltiik, majd un. ,kvantitativ imaging” segitségével meghataroztuk a
fagoszoéma-lizoszéma ko-lokalizaci6 intenzitdsit. Ez a modszer kombindlja az dram-
lasi citometria nagy ateresztOképességét a mikroszkopia részletgazdagsagaval. Ezaltal
alkalmazhaté példaul a fagocitozist kovetd fago-lizoszéma ko-lokalizacio kovetésére is.
A modszer alkalmazasa soran azt tapasztaltuk, hogy a fagoszoéma-lizoszéma ko-lokali-
zacié nagyobb mértéki volt a makrofagokban a lipdz mutdns torzs fagocitdzisat kove-
tden, a vad tipusu torzshoz viszonyitva (19. abra). Ezek az eredmények megerdsitették a
human DC sejteknél tapasztaltakat, vagyis hogy a C. parapsilosis lipaz képes késleltetni
a lizoszoma érését a fagocitakon beliil, ami csokkenti a makrofagok 6lési hatékonysagat

az élesztdsejtekkel szemben.
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A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a vad tipusu és lipaz deficines C. parapsi-

losis torzsek hogyan indukaljdk a gyulladdsos mediatorok expresszidjat human
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makrofagokban. A human primer makrofagokat 3, 6, 12 vagy 24 6raig stimuldltuk
vad tipusu vagy lipaz deficines C. parapsilosis-szal, majd megvizsgaltuk bizonyos gyul-
ladasos mediatorok génexpresszids valtozasait a gazdasejtekben. Eredményeink azt
mutattak, hogy a ciklooxigenaz-2 (PTGS-2), illetve a TNFa, IL-1f, IL-6 valamint IL-8
pro-inflammatorikus citokin gének expresszidja primer human makrofagokban szig-
nifikansan megemelkedett a lipaz deficines C. parapsilosis torzzsel valo stimulaciot
kovetden, a vad tipusu torzzsel valo stimulacidhoz viszonyitva, ami 12 6ra utan volt a
legkifejezettebb (20. Abra).
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20. abra: Ciklooxigendz-2 (PTGS-2) és pro-inflammatorikus citokin gének (TNFa, IL-1p,
IL-6 és IL-8) expresszidja primer humdan makrofagokban C. parapsilosis vad tipusu illetve
lipaz deficiens torzseivel torténd stimulaciot kovetéen. A makrofagokat 12 draig stimulal-
tuk wt vagy lip-/- C. parapsilosis-szal, majd RNS-kivonast és cDNS szintézist kovetéen meg-
hataroztuk a kiillonb6zé medidtorok mRNS expresszidjat QRT-PCR segitségével. A variancia
csokkentése érdekében a génexpresszios valtozasokat szazalékos aranyban tiintettiik fel a vad
tipusu torzs altal indukalt expresszidhoz viszonyitva. * p<0,05, ** p<0,01 (paros t-préba).

A makrofagok citokin-szekrécidjanak vizsgalatahoz a sejteket 24 o6raig stimulaltuk
wt vagy lip-/- C. parapsilosis-szal, majd meghataroztuk a bizonyos szekretalt citokinek
koncentracidjat a sejtkulturak felilluszoiban. Azt tapasztaltuk, hogy a primer human
makrofagok emelkedett citokin-termeléssel reagaltak a lipdz deficiens C. parapsilo-
sis torzzsel valo stimulaciora a vad tipusu torzzsel valo stimulacidhoz képest, ami dssz-

hangban van a mért génexpresszios valtozasokkal (21. abra).
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21. abra: Primer human makrofagok citokin termelésének vizsgalata vad tipusu és lipaz deficiens C.
parapsilosis torzsekkel vald stimulaciot kovet6en. A makrofagokat 24 6raig stimuldltuk wt vagy lip-/- C.
parapsilosis-szal, majd ELISA segitségével maghatdroztuk a szekretalt TNFa, IL-1f, IL-6 és IL-10 meny-
nyiségét a sejtkulturak feliluszéiban. A variancia csokkentése érdekében a citokin termelés mértékét

szazalékos aranyban tiintettiik fel a vad tipusu torzs altal indukalt szekrécidhoz viszonyitva. * p<0,05, **

p<0,01 (paros t-proba).

Tovabbi kisérleteink sordn megvizsgaltuk a frissen izoldlt mononukledris sejtek
(PBMC) citokin termelését is wt és lip-/- C. parapsilosis-szal torténd stimulaciot kove-
téen. Ehhez a mononukledris sejteket wt és lip” C. parapsilosis torzsekkel fertéztiik és
6, 12, 24, illetve 48 6éran keresztiil inkubaltuk. Az inkubacids id6 elteltével a sejtkultu-
rak feliiluszoiban meghataroztuk a kiilonb6z6 citokinek koncentraciojat ELISA segitsé-
gével. Azt tapasztaltuk, hogy - ellentétben a makrofagok esetén tapasztalt emelkedett
citokin termeléssel a lip” torzzsel torténd stimulacio hatdsara — a mononuklearis sejtek
azonos mennyiségii TNFa-t és IL-1B-t termeltek a wt és a lip” C. parapsilosis torzzsel
torténd stimulaciot kovetéen (nem mutatott adatok). A citokin termelés nem valtozott a
kiilonb6z6 id6pontokban, illetve kiilonb6z6é mennyiségli Candida sejt adasat kovetden
sem. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a C. parapsilosis altal termelt lipazok vala-
milyen fagocita-specifikus molekulaval léphetnek kapcsolatba, hiszen hasonlo jelensé-
get tapasztaltunk a human DC sejtek esetében is. Miutan egyértelmiinek ttnt, hogy a
fagocitdzisra és a fagocita sejtekre gyakorol hatast a gombdk szekretdlt lipaza, ezért a

tovabbiakban ezekre a sejtkomponensekre kifejtett cellularis hatasokat vizsgaltunk.
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7.3 Cellularis interakcio C. parapsilosis és
gazdasejtek kozott

Mivel a szekretalt lipazok virulenciaban jatszott szerepe cellularis szinten szamos pon-
ton nyert bizonyitast, a tovabbiakban tanulmanyoztuk, hogy azok hogyan befolyasol-
jak a fagocitdzis folyamatanak egyes stadiumait. Elvégeztiik tehat a torzsek makrofagok
altali fagocitdzisanak 6sszehasonlitasat él6 sejtes vided mikroszkopia segitségével [159].
A kisérletek soran a C. parapsilosis vad tipusu, valamint lipaz deficiens torzsek egyen-
kénti Osszehasonlitdé vizsgalatan kiviil alkalmaztunk ko-infekcios koriilményeket
is annak érdekében, hogy kideritsiik, komplementalhat6-e a lipazok hatdsa, ha a vad
tipusu sejtek jelen vannak. Kisérleti eredményeink arra utaltak, hogy a szekretalt lipa-
zok hidnya szignifikdnsan megemelkedett fagocita aktivacidhoz vezetett, mely soran
tobb fagocita sejt egyszerre tobb gombasejt felvételére volt képes (22. abra B-D). Ezzel
egyidében, magasabb makrofdg migracios sebesség volt észlelhetd a mutans sejtek
jelenlétében, mint a vad tipusu sejtek esetében, amely arra utal, hogy a szekretalt lipa-
zok hidnyaban gyorsabban kovetkezik be a gomba felismerése (22. Abra). A gazda-
sejtek karosodasat tekintve, egy korabbi tanulmanyunkhoz hasonléan [160], itt sem
észleltiink kiilonbséget az egyes torzsek dsszehasonlitasakor. Ko-infekcids kisérletekben
arra kerestiik a védlaszt, hogy a vad tipusu sejtek lipaz termelése képes-e kompenzalni
az elébbiekben vazolt cellularis funkcidkban bekovetkezett valtozasokat. Eredménye-
ink azt mutattak, hogy amikor a vad tipusu sejtek is jelen vannak, akkor a lipaz defici-
ens fenotipus részlegesen kompenzalddik (22. abra B-D), mely tovabbra is alatamasztja

a szekretalt lipazok gazda-patogén interakcidban betoltott szerepét.
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22. abra: Osszesitett gombafelvétel. Az dbra a C. parapsilosis vad tipusu (GA1), lipaz deficiens (LIP KO),
valamint mindkét torzs egytittes alkalmazasaval torténé makrofag fert6zés eredményeit reprezentdlja.
(A) A képsorozat a C. parapsilosis lipaz deficiens sejtek fagocitdzisat mutatja. A szamok az eltelt id6t
jelolik (perc). Vonalzé: 10um. (B) Fagocitozis szazalék: az egyes gomba torzsek jelenlétében aktivalo-
dott makrofagok szazalékos aranya, (C) Fagocitozis szazalék a fagocitdlt gomba sejtszam eloszlasaban.
(D) Egy makrofagra juté atlagos fagocitalt gomba szam azon makrofagok esetében, amelyek legalabb
egy gomba sejtet fagocitaltak. (***: P<0,0001**: P<0,005, *:P<0,05).
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Mindezen eredmények alatamasztjak a feltevést, miszerint a gomba szekretalt lipazai
a gazda immunvalaszat mind celluldris, mind pedig humoralis tton represszaljak, ezal-

tal mintegy védo funkcidt biztositva a gazda immunvalaszaval szemben.

Sziveti
| sériilés

Tulélés a
sejten beliil

A kompeticioban 1évé
mikroflora lizise

1&3 Gomba eredetil

extracellularis lipazok:

2 A gazdaszervezet
Prow, invazidja

* A gyulladis | Adhézida e
N 7 késleltetése gazdaszovethez - L,
{ [L-, IL- ‘ [ [
| A tpanyagok
| felvétle

23. abra: A C. parapsilosis szekretalt lipazainak virulencidban bet6ltott szerepe a gazda-patogén kol-

csonhatasok soran eddigi eredményeink alapjan.

Amint az a bevezetdben is emlitésre keriilt, korabban leirtak, hogy a C. albicans és
C. parapsilosis altal termelt lipaz enzimek aktivitasdnak gatldsa kovetkeztében jelen-
tésen csokken a gombak szovetkarosito hatasa [161]. Eredményeink arra utalnak, hogy
a C. parapsilosis altal termelt lipaznak jelentés szerepe van a gazda-patogén interakciok
soran. Egyrészt hozzdjarulnak a gazda szoveteiben a gomba tapanyaghoz jutasahoz.
Bizonyitottuk, hogy magas lipid tartalmu tapkozegben nélkiilozhetetlenek a mikroba
novekedéséhez, amely részben magyarazatot adhat a faj gyakori kérhazi el6fordula-
sara. Bizonyitottuk, hogy szerepiik lehet a gazdasejtekhez torténd adhézidban, biofilm
képzésben és az immunsejtek karositasaban is. Megallapitottuk, hogy a fagocita sejte-

ken beliili tulélésben is szerepet jatszhatnak a lipazok, a fago-lizoszéma fuzi6 gatlasaval.

66




dc_1146 15

7. EREDMENYEK ES ERTEKELES

Kimutattuk tovabba, hogy a szekretalt extracellularis lipazoknak gyulladascsokkentd
hatasa van, amely kedvez6 lehet a patogén szamara a fert6zés folyaman, mivel a haté-

kony gyulladasos valasz nélkiilozhetetlen a patogén elimindcidjahoz.

7.4 Szekretalt proteinazok szerepének vizsgalata
a C. parapsilosis patomechanizmusaiban

A lipazok szerepének tisztazasat kovetéen megvizsgaltuk, hogy a masik {6 szekre-
talt hidrolitikus enzimcsaladnak, az aszpartil proteinazoknak milyen szerepe lehet
a gazda-patogén kolcsonhatasok soran. A C. albicans tiz szekretalt aszparil proteinaz
(SAPI-10) génnel rendelkezik, amelyek altal kédolt fehérjék szerepe intenziven tanul-
manyozott. Szerepet jatszanak a széveti megtapadds folyamatdban, képesek a szoveti
integritds megbontdsdra, valamint a komplement rendszer fehérjéit is képesek bon-
tani, ezaltal el6segitik a fertézés terjedését. C. parapsilosis esetén harom ortoldg asz-
partil proteinazt kodolo gént irtak le, ezek a SAPPI, SAPP2, és a SAPP3. Ellentétben
a C. albicans-szal, C. parapsilosis esetén ezek a protedzok kevéssé tanulmanyozottak
mind a gazda-patogén kdlcsonhatas tekintetében, mind a gomba virulencidjaban betol-
tott szerepiiket illetéen. Ezidaig csupan a Sappl valamint a Sapp2 enzimek azok, melyek
érése és katalitikus tulajdonsdgai ismertek. Mindkét fehérje preproenzim formaban
szintetizalddik, melyeket egy szignal peptidaz hasit, majd szekrécio el6tt egy tjabb hasi-
tason esnek at egy membran kotott fehérje, a Kex-2 altal. Kimutattak, hogy a két enzim
koziil a szekretalt Sappl mennyisége egy nagysagrenddel nagyobb a Sapp2-vel dssze-

vetve, valamint szubsztratspecifitdsa és az enzim aktivitasa is jéval nagyobb.
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Prof. Toni Gabaldén munkacsoportjaval kollaboraciéban azonositottunk két, identi-
kus 2871bp méretli genomi szakaszt, egymastol 32kb tavolsagra, amely egy-egy kopia-
ban tartalmazta a SAPP1 ORF-et (1206bp). A duplikalodott szakaszban talalhaté SA PPI
géneket SAPPla és SAPP1b néven kiilonitettiik el egymastol (24. abra).

Duplikacio Duplikacio
| (2871bp) I I (2871bp} |
—_ //- ‘—
rid
SAPP1b ORF : | SAPPla ORF
{1206bp) 32Kb (1206bp)

24. abra: 2871 bp mérett duplikalodott régid, egymastol 32kb tavolsagban, melyek a SAPPI OREF-et

tartalmazzdk.

Ahhoz, hogy a Sappl fehérje virulencidban bet6ltott szerepét vizsgaljuk, a C. parapsi-
losis GA1 jelt klinikai izolatumat, mint vad tipusu torzset felhasznalva a SAPPI gének
négy alléljdnak delécidjat hajtottuk végre a mér ismertetett modszerrel. Igy el6alli-
tottunk homozigota A/Asappla, A/Asapplb egyszeres és A/Asappla-A/Asapplb dupla
delécios mutdns torzseket. A mutdnsok sikeres létrehozdsa utdn fehérjeszinten vizsgal-
tuk a vad tipusu, valamint a mutans torzsek Sappl és Sapp2 proteinjeinek termelését.
Fluoreszcens szubsztratként Dabcyl-Glu-His-Val-Lys-Leu-Val-Glu-EDANS (5mg/ml,
DMSO-ban oldva) szolgalt. A szubsztrat specifikus hasitéhelyeket tartalmaz, melyeket a
Sapplp és a Sapp2p képes felismerni és hasitani (25. dbra).

Sapplp

Dabcvl-Glu-His-Val-Lys-Leu-Val-Glu-EDANS

25. abra: A Sapplp és Sapp2p
specifikus hasitohelyei SGPPZP

Kontroll reakcidként tisztitott Sapplp fehérjét tartalmazo elegyet mértiink Ossze.
A mintakat ezutan fluoreszcens detektorral felszerelt HPLC késziilékkel vizsgaltuk

(phenomenex prodigy C18 oszlop) (26. abra).
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26 abra: A Sappl és Sapp2 fehérjék aktivitdsanak kvantitativ HPLC analizise. A: a tisztitott Sappl fehérje
aktivitasanak kimutatasa. B: C. parapsilosis vad tipusu torzs feliliszéjanak Sappl és Sapp2 enzimaktivitdsa.
C: a A/Asappla, D: a A/Asapplb, E: a A/Asappla- A/Asapplb torzs feliiluszojanak Sappl és Sapp2 enzimakti-
vitasa. F: az egyes torzsek enzimaktivitasainak dsszefoglalé diagramja. #: nem Sappl specifikus cstcs (valo-
szintsithet6en a Sapp2 egyik izoformajanak miikodése kovetkeztében létrejove jel). (**: P<0,005, *:P<0,05).

A két fehérje HPLC analizise arra utal, hogy a SAPPI gén elvesztésével a SAPP2 gén

expresszios szintje megemelkedik. Korabbi tanulmanyok megmutattdk, hogy a dupla

deléciés mutans torzsben megfigyelhet6 Sapplp helyén 1évé cstics nem a Sapplp hasi-

tasanak kovetkezménye (Merkerova et al. 2006). A mutansok proteinaz aktivitasanak

vizsgalata utdn munkank tovabbi részében a torzsek gazda-patogén interakcioit ele-

meztiik. Meghatdroztuk az egyes torzsek szérumérzékenységét, melyhez 20% humdn

szérumot alkalmaztunk, hével inaktivalt és nem inaktivalt formaban, PBS-ben higitva.
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A vad tipusu és mutans torzsekbdl 3 x10*/ml sejtszamot alkalmaztunk kiindulasnak,
majd 8, 12, 24 és 48 ora elteltével meghatdroztuk az €l6 sejtek szamat. (27. abra). Mig
a hovel inaktivalt, 20% human szérumot tartalmazé kulturak esetén minden torzs
hasonlé mértékt novekedésre volt képes, addig a 20% intakt human szérumot tartal-
mazd médium esetén a A/Asappla-A/Asapplb dupla deléciés mutans torzs noveke-
dése mind 24 6ra, mind 48 6ra inkubacié utan szignifikans csokkenést mutatott a vad
tipusu torzshoz képest. A A/Asappla és A/Asapplb torzsek és a vad tipusu torzs noveke-
dési ratdja kozt nem mutatkozott eltérés (27. abra). A dupla delécidés mutans torzs csok-
kent novekedési rataja arra enged kovetkeztetni, hogy a Sappl fehérjének szerepe van a

szérumban taldlhaté komplement komponensek és immunfehérjék bontasaban.
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27. abra: A vad tipusu és deléciés mutans torzsek szérumérzékenységének vizsgalata. A hdvel inaktivalt
(A) 20% human szérumot tartalmazé médiumban, illetve 20% intakt humdn szérumot (B) tartalmazo

kozegben a vad tipus és a mutans torzsek novekedése (*: P<0,05; **: P<0,005).

A lipazok esetében lattuk, hogy a szekretdlt enzimek hathatnak a makrofagok anti-
mikrobialis funkcidira. Ezért a proteinaz mutansok esetében is vizsgaltuk a vad tipusu,
valamint deléciés mutdns torzsek primer human makrofagok (PBMC-DM sejtek) altali
fagocitozisanak és mikroba eliminacidjanak hatékonysagat. A vad tipusu és A/Asappla,
A/Asapplb és A/Asappla-A/Asapplb torzseket fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) festet-
titk, mig a makrofag sejtek jelolése CD14-fikoeritrin (PE) antitesttel tortént. A mérés
soran a vad tipusu torzshoz képest a A/Asappla-A/Asapplb dupla delécids torzs sejtjeit a
primer human makrofagok hatékonyabban fagocitaltak (28. abra).
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28. abra: A vad tipusu és delécids torzsek fagocitozisanak dramlasi citometrids vizsgalata.
A A/Asappla-A/Asapplb torzs fagocitdzisanak szazaléka szignifikansan nagyobbnak bizonyult, mint a vad
tipusu torzsé (***: P<0,0001).

A gombasejtek PBMC és PBMC-DM sejtek altali gombaoélési hatékonysagat vizsgalva
a PBMC sejtek szignifikdnsan hatékonyabban voltak képesek a A/Asappla-A/Asapplb
dupla deléciés mutdns torzs elpusztitdsara (29. dbra A), amely jelenség a differencial-
tatott PBMC-DM sejtek esetén a A/Asappla és a A/Asapplb torzseknél is megfigyelhetd
volt (29. dbra B).
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29. abra: Periférias mononukledris sejtek (A) és azokbdl differencidltatott makro-
tagok (B) gombadlési hatékonysaganak vizsgalata vad tipust, A/Asappla, A/Asapplb
és A/Asappla-A/Asapplb delécios torzsek esetén. (***: P<0,0001, *:P<0,05).
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Annak érdekében, hogy a vad tipust és a SAPPI deléciés mutans torzsek esetén a
fagocitdzis folyamatdt részleteiben tanulmdnyozhassuk, fluoreszcens mikroszkdépos
technikat is alkalmaztunk, melynek soran a fagoszomak és lizoszémak ko-lokalizacid-
jat vizsgaltuk. A vad tipusa és A/Asappla, A/Asapplb és A/Asappla-A/Asapplb torzseket
Calcofluor White festékkel, majd a ko-inkubacids id6 letelte utdn a human makrofag
sejteket Lysotracker Red festékkel festettiik. A dupla deléciés mutans torzs esetén tobb
fago-lizoszoma fuzi6 volt megfigyelhet6 a vad tipusu torzzsel dsszevetve (30. abra). Ezek
az eredmények azt tdmasztjak ald, hogy a Sappl fehérjének fontos szerepe van mind
a fagocitozis folyamatanak gatlasaban, mind a mar bekebelezett gomba intracelluldris

talélése soran.

Calcofluor White +
Lysotracker Red

A Lathaté fény  Calcofluor White Lysotracker Red

30. abra: Fago-lizoszéma fazi6 vizsgalata vad tipust (A) és A/Asappla-A/Asapplb (B) torzs esetén.
Az éleszt6 sejtek Calcofluor White-tal, mig a primer human makrofagok Lysotracker Red-del festettek.

Mindezen adatok alatamasztjak a C. parapsilosis szekretalt aszpartil proteinazok sok-
rétli szerepét a patogenezisben, és egybecsengenek mas fajoknal leirt adatokkal. Bar
alapvetd szerepiik a peptidkotések hidrolizise, mégis vizsgalataink szerint ezen asz-

partil proteinazok jelentds szereppel birnak a mikroba virulencidjanak kialakitasaban.
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Szerepiik van a gazdaszervezet szérumdban taldlhaté antimikrobidlis fehérjék bontasa-
ban, a fagocitézis gatlasaban, valamint a mikroba fagocita sejten beliili tulélésében egy-

arant (31. 4bra).

C. parapsilosis szekretalt
protedzainak szerepe a
gazda-patogén
kolesonhatasokban

/"J/‘

"IN

Védekezés a
szérumfehérjck ellen

' Fagocitdzis Tualélés a sejten beliil
gdtlas (fagolizoszoma gatlas)

31.abra: A C. parapsilosis szekretalt proteinazainak szerepe a gazda-patogén

kolcsonhatdsok soran.

7.5 A Candida parapsilosis sensu lato fajcsoport
virulencidjanak jellemzése

Az eddigiekben leirtak alapjan két fontos virulencia faktort azonositottunk a szekretalt
lipazok és proteinazok targyaban. A tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy ezeknek
a szekretalt komponenseknek a megléte vagy hianya altaldnossagban is osszefiiggésbe
hozhatd-e a megbetegit6 képességgel. Azaz feltétele-e a virulencia kialakuldsanak ezek-
nek a faktoroknak a megléte. Az ilyen iranyu vizsgalatok egyik legfobb nehézsége, hogy
az egymastdl filogenetikailag viszonylag tavol es6 fajok virulencidjat nehéz 6sszehason-

litani multifaktorialis meghatarozottsaguk miatt. Kdnnyt belatni, hogy minél tavolabbi
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rokonok esetében kiséreljiik meg az dsszehasonlitast, annal tobb olyan tényezdvel kell
szamolnunk, amelyek a két fajt a torzsfejlédésben egymastdl elvalaszté id6 alatt alakul-
hattak ki. Ezért a vizsgalatainkat a Candida parapsilosis sensu lato fajcsoporton beliil
végeztiik, ahol harom, fejlddéstanilag kozel 4llo, ugyanakkor virulenciajukban lényeges
eltéréseket mutatd fajt talalhatunk. Els6sorban nozokomialis fert6zésekkel hozhatok
Osszefiiggésbe, a Candida albicans-hoz hasonldéan opportunista patogének, eléfordu-
lasi gyakorisaguk alapjan a C. albicans mogé sorolhatok [40]. Egy 2005-ben napvildgot
latott publikacié nyoman a korabban C. parapsilosis 1, 11, I1I elnevezésti csoportokat ma
rendre C. parapsilosis, C. orthopsilosis és C. metapsilosis fajnévvel illetjiik [55]. Fontos
megjegyezni, hogy a klinikumban val¢ eléfordulasuk gyakorisaga is lényeges kiilonbsé-
geket mutat, leggyakrabban a C. parapsilosis, legritkdabban a C. metapsilosis okoz meg-
betegedést, amely fajonként kiillonbozé megbetegité képességet feltételez [149], [162],
[163], [164]. Eme felismerés parosulva azzal, hogy kozel rokon fajokrol van sz6, egy saja-
tos kisérleti rendszer felallitasat teszi lehetévé, amely kaput nyithat a C. parapsilosis
sensu lato éleszt6 csoport patoevolucidjanak megismerése, megértése felé. A szakiroda-
lom ugyan emlitést tesz egy-egy virulencia faktor vizsgalatarol [46], [56], de ezen tulaj-
donsagok szisztematikus analizise, valamint a gazddval val6 interakci6é -nagy szdmu
minta bevonasaval elvégzett atfogd- jellemzése még nem tortént meg. Ezért dontottiink
ezen hianypotlé 6sszehasonlitas elvégzése mellett 63 C. parapsilosis, 18 C. orthopsilosis
és 12 C. metapsilosis klinikai izolatum bevonasaval. Elsddlegesen az altalunk mar azo-
nositott virulencia faktorok jellemzésére fokuszaltunk, nevezetesen az extracelluldris
lipaz és proteinaz termelésre, valamint a pszeudohifa képzésre valo képesség, mint gaz-
dasejt karosito tulajdonsag meglétére vagy hidnydra. A vizsgalt izolatumok gazdaszer-
vezetet karositd hatasat in vivo-, makrofag karosité képességét, fagocitdzissal/oléssel
szembeni ellenalloképességét két modellen in vitro fertézéses rendszerekben vizsgaltuk,
kiegészitve egy képalkoté technikdval kombindlt dramldsi citométer eredményeivel,
kiilonos tekintettel az izolatumok extracellularis enzimtermelésére valamint pszeudo-
hifa képzésre vald képességének és a virulencidjuk kozotti esetleges dsszefiiggésekre.
Eredményeink szerint a 63 C. parapsilosis izolatum mindegyike képes aktiv extra-
cellularis proteinazt szekretalni. Ezen feliil 51 izolatum tekinthetd lipaz termeldnek,
amelyek koziil 40 képes pszeudohifat fejleszteni. A lipazt nem termel6 12 izolatum
mindegyike képes pszeudohifa létrehozasara. A 18 C. orthopsilosis izolatum koziil
2 proteinaz és lipaz szekréciora nem, de pszeudohifa fejlesztésére képes. A 16 protei-

naz termeld koziil egy képes lipazt is szekretdlni, amely torzs pszeudohifa képzéssel is
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jellemezhetd, mig a fennmaradé 15 izolatum lipaz termelésére képtelen, amelyek kozott
10 pszeudohifa képz6t azonositottunk. A 12 C. metapsilosis izolatum a vizsgalt para-
méterek tekintetében egységesnek bizonyult, egyetlen esetben sem volt megfigyelhet6
pszeudohifaképzés vagy lipaz termelés, de mindegyik izolatum képes volt aktiv protei-

naz szekrécidjara (32. dbra).

C. parapsilosis C. metapsilosis C. orthopsilosis
n=63 n=12 n=18

32. abra: A C. parapsilosis sensu lato fajcsoportba tartozo torzsek extracellularis enzimtermelésének 6ssze-

foglalé bemutatasa. Az ,,n” a vizsgalatba bevont térzsek szamat jelzi. A halmazok metszéspontjaban bemu-

tatott tort szamok a pszeudohifa képzésre képes (szamlald) és képtelen (nevezd) izoldtumokat jelzi.

A fenti paraméterek ismeretében a harom faj 9-9 izolatumat valasztottuk ki oly
maddon, hogy (lehet6ség szerint) mind lipaz/proteindz termel6k/nem termelék, mind
pszeudohifa képzék/nem képzék reprezentalva legyenek. Igazoltuk, hogy a primer
human fagocitak és a periférias vérbol izolalt mononukledris sejtekbdl differencialta-
tott makrofagok (PBMC-DM) is képesek felvenni és elpusztitani a vizsgalt élesztoket. A
PBMC-DM-ok szignifikdnsan kisebb mértékben voltak képesek fagocitalni a C. parapsi-
losis izolatumokat, mint a C. orthopsilosis vagy C. metapsilosis torzseket (rendre 14,02 +
5,26%, 32,17 + 9,39% és 36,61 + 7,88%, p<0,01). Szignifikansnak bizonyult a kiilonbség a
fajcsoport lipazt termelé/nem termeld (rendre 12,58 + 5,07% és 32,83 + 9,51%, p<0,001)
és pszeudohifa képzdé/nem képzé (rendre 21,62 + 10,64% és 32,35 + 11,92%, p<0,05) és
a C. parapsilosis fajon beliil a lipazt termelé/nem termel6 (rendre 11,29 + 4,1% és 19,48
+ 1,23%, p<0,05) izolatumok Osszehasonlitasdban. A vizsgalt fajok koziil a C. parapsilo-
sis-szal valé inkubacid valtotta ki a legmagasabb LDH felszabadulast (1,23 + 0,08% rela-
tiv aktivitas), ezt a C. orthopsilosis kovette (1,14 + 0,08% relativ aktivitas) mig a legkisebb

mértéki fagocita karosit6 hatassal (1,07 £ 0,06% relativ aktivitas) a C. metapsilosis volt
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jellemezhetd. Ebben az Osszevetésben J774.2 sejtekkel végzett kisérleteinkhez hason-
l6an szignifikans kiilonbség csak a C. parapsilosis és C. metapsilosis sejtkarosité hatasa
kozott mutatkozott (p<0,001). Eredményeink szerint a fajcsoport hifat képz6 izolatumai
szignifikansan nagyobb mértékii sejtkarositd hatassal rendelkeznek, mint hifa képzé-
sére képtelen torzsek (1,19 + 0,1% és 1,11 + 0,08, p<0,05) (33. abra).
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33. abra: Kiilonbozé C. parapsilosis sensu lato fajok izolatumainak kolcsonhatdsa emberi primer
PBMC-DM sejtekkel. (A) Olési hatékonysdg vizsgalata koloniaképzd egység (CFU) meghatdrozassal (Cp, C.
parapsilosis sensu stricto; Co, C.orthopsilosis; Cm, C. metapsilosis), (B) 6lési hatékonysag vizsgalata lipaz ter-
mel§ vs. nem termeld, pszeudohifa képzést mutaté vs. nem mutat6 C. parapsilosis sensu lato fajok izolatumai
esetében [lip+, lipaz pozitiv (fiiggetleniil a pszeudohifa képzés képességre); lip-, lipazt nem termeld; psh+,
pszeudohifa pozitiv (fliggetleniil a lipaz termelés képességre); psh-, pszeudohifa negativ], (C) 6lési hatékony-
sag vizsgalata lipaz termel6 vs. nem termeld, pszeudohifa képzést mutatd vs. nem mutatd C. parapsilosis
sensu stricto izolatumok esetében, (D) 6lési hatékonysag vizsgalata lipaz termel6 vs. nem termeld, pszeu-
dohifa képzést mutatd vs. nem mutatd C. orthopsilosis izolatumok esetében (E) a C. parapsilosis sensu lato
fajok izolatumainak gazda sejteket karosité képessége az LDH (laktat dehidrogenaz) felszabadulas mérésé-
vel, (F) gazdasejt karosité képesség a lipaz és pszeudohifa képzés képességének fiiggvényében a C. parapsi-
losis sensu lato fajcsoport izolatumainal, (G) gazdasejt kdrosité képesség a lipaz és pszeudohifa képzés
képességének fliggvényében a C. parapsilosis sensu stricto izolatumoknal, (H) gazdasejt karositd képesség
a lipaz és pszeudohifa képzés képességének fiiggvényében a C.orthopsilosis izolatumoknal. Cp, C. parapsi-
losis sensu stricto; Co, C. orthopsilosis; Cm, C. metapsilosis. Az adatpontok mindegyike egy-egy izolatumot
jelez. Statisztikai analizis: Kruskal-Wallis teszt (A, E), Mann-Whitney teszt (B, D, F, G, H) Wilcoxon rank
sum teszt (C). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Az izolatumok virulenciajat in vivo fertézéses modellben vizsgaltuk meg. Ehhez egy
nem-konvencionalis modellt alkalmaztunk, a viaszmoly (Galleria mellonella) larvainak
testiiregébe injektaltuk a korabbi kisérletekben is szerepld C. parapsilosis sensu lato faj-

csoport tagjait (fajonként 9-9 izolatumot). Az inokulum mennyiségét 6 x 10°/10ul/larva

76




dc_1146 15

7. EREDMENYEK ES ERTEKELES

értékre allitottuk be, majd a larvak életképességét 10 napon keresztiil kovettitk nyomon.
A C. metapsilosis-szal fertdzott larvak életképessége szingifikdnsan nagyobbnak bizo-
nyult, mint az akar C. orthopsilosis-szal, akar C. parapsilosis-szal fert6zotteké (rendre
p<0,0001 és p<0,001). A C. orthopsilosis-szal valamint C. parapsilosis-szal fert6zott lar-
vak tulélési gorbéje kozott nem volt kimutathatd szignifikans kiilonbség. A tulélési idé
medianja C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C. parapsilosis sorrendben rendre 60, 108 és
108 6ranak addédott (34. dbra).

C. parapsilosis sensu lato

100+ .
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E ; - Co
5 604 —— Cm
m -
o 404
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0 ] * %k
[« 204 ] dek ke
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34. abra: Galleria mellonella larvainak tulélése a C. parapsilosis sensu lato fajcsoport

izolatumaival tortént fert6zést kovetden. A gorbék az sszegzett tulélési adatokat tartal-

mazzak fajcsoportonként 9 izolatummal végrehajtott kisérletek alapjan. (***: P<0,0001)

A fenti kisérletek ravilagitottak arra, hogy a virulencia kialakuldsa szamos faktor altal
meghatarozott. Az opportunista patogén gombak esetében a gazdaszervezet egy speci-
alis kornyezetként foghatd fel, ahol bizonyos képességek megléte sziikséges a megfeleld
tapanyagok felvételéhez, illetve altaldban a tuléléshez. Ezen tulajdonsagok koziil lehet
egy, a szekretalt hidrolitikus enzimek termelése. A kornyezethez torténd adaptacio tel-
jesebb megértéséhez elvégeztiik a C. parapsilosis sensu lato csoportba tartozo fajok teljes
genom szekvendldsdt és osszehasonlité genom analizisét. Megallapitottuk, hogy bizo-
nyos géncsalddok (mint pl. a lipdzok, proteindzok) expanzidja figyelheté meg a klini-
kumban gyakrabban el6fordulé fajok esetében. Igazoltuk tovabbd, hogy a fajon beliili
hibridizacié a kornyezethez torténé adaptacié egyik ttja lehet. Annak fényében, hogy
az emberi szervezet az opportunista patogén gombak esetében egy specialis élettérként
foghatd fel, a hibridizacios események az ehhez a kérnyezethez torténé alkalmazkodast
tehetik lehetové [165, 166].
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7.6 A C. parapsilosis altal kivaltott immunvalasz vizsgalata

A bevezetében emlitett komplex megkozelitést szem eldtt tartva fontosnak tartottuk,
hogy a gazda valaszanak, a C. parapsilosis altal kivaltott immunreakciok vizsgalatara
alkalmas rendszereket is kidolgozzunk és vizsgaljuk azt, hogy létezik-e a gombak eseté-
ben is fajspecifikus valaszreakcio.

Bizonyos Candida fajokat az egészséges human mikrobidlis kozosség tagjaként a test
szamos teriiletén, igy a bélflora komponenseiként is szamon tarthatjuk [167]. A szakiro-
dalom alapjan ismeretes, hogy a tapcsatornat a C. parapsilosis is kolonizalja mas fajok
mellett, amelyek aranya egyedrdl-egyedre tag hatarok kozott valtozik [168]. A human
bélrendszer ennek megfelel6en egy igen valtozatos, potencidlisan opportunista patogén
gombaflorat hordoz, amelynek kontrolljaban a tapcsatorna epitél sejtrétege kitiintetett
szereppel bir. Ezek a sejtek ugyanis passziv elhatarol6 szerepiik mellett aktivan is koz-
remikodnek a mikrobak fagocitalasaval, illetve citokinek és antimikrobialis fehérjék
szekrécidjaval [169-171]. Ez utobbiak koziil a defenzinek kiilondsen fontos szerepet tol-
tenek be nem csak éleszt6k, hanem baktériumok, protozodk, sét virusok elleni védeke-
zésben is [172]. Az emlitett kis molekulatomegi, ciszteinben gazdag, kationos fehérjék
hatdsat elsésorban C. albicans-szal kapcsolatos publikaciokbol ismerjiik, ugyanakkor
mas, bélrendszert kolonizalé Candida fajra gyakorolt hatasardl hidnyosak az ismerete-
ink [173].

Ezek titkrében valaszt kerestiink arra, hogy a C. albicans-on kiviil tovabbi harom
opportunista patogén Candida faj (C. krusei, C. parapsilosis és C. tropicalis), milyen
mértékben képes indukdlni a humdan béta defenzin-2 (HBD-2) fehérje szintézisét és
szekrécidjat in vitro a modellként alkalmazott Caco-2 (human bélepitél sejtvonal)
sejtekben.

Kisérleteinkben pozitiv kontrollként az Escherichia coli Nissle 1917 torzsét alkalmaz-
tuk. Megallapitottuk, hogy a fert6zés negyedik 6rajaban valamennyi esetben megemel-
kedett a HBD-2 transzkriptum (GAPDH-ra, mint bels6é kontrollra normalizalt) relativ
expresszidja a fertézetlen kontrollhoz képest. Ezen értékek C. parapsilsois, C. krusei,
C. albicans és C. tropicalis sorrendben rendre 2,3 + 0,2; 3,2 + 0,2; 3,5 + 0,3 és 4,1 £ 0,4-
nek adddtak, a fert6zetlen kontrolltdl statisztikailag szignifikans eltérést csak C. albi-
cans és C. tropicalis esetében tapasztaltunk. A HBD-2 gén kifejez6dése nem csak
mRNS, hanem fehérje szinten is emelkedést mutatott. Az epitél sejtek intracellularis
HBD-2 fehérjéjének abszolut mennyiségét immunfluoreszcens festési eljarast kovetéen

késziilt mikroszkopos felvételek szoftveres analizisével hataroztuk meg. Valamennyi
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élesztd torzs szignifikans emelkedést indukalt a vizsgalt fehérje mennyiségében a fer-
tézetlen kontrollhoz képest. Ezen megfigyelésiinket az epitél sejtek lizatumanak fel-
haszndlasaval elvégzett Western-blot analizis is alatdmasztotta. Ugy tapasztaltuk, hogy
a vizsgalt rendszerben a HBD-2 fehérje intracellularisan megnovekedett mennyiségé-
vel parhuzamosan a fehérje szekrécidja is fokozddik. A fert6zés 24. drajaban gyujtott
feliiluszok ELISA analizisének eredményei szerint C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilo-
sis, C. albicans sorrendben tapasztaltunk egyre névekvé HBD-2 fehérje koncentraciot a
tapoldatban.

Miutan megallapitottuk, hogy a gomba jelenléte képes a defenzinek termelését indu-
kalni félprofessziondlis immunsejtek esetében, megvizsgaltuk, hogy professzionalis
immunsejtekben milyen folyamatokat indukal a C. parapsilosis jelenléte. Korabbi mun-
kank alapjan ismert volt, hogy a PBMC-k reagalnak a C. parapsilosis sejtekre. Behatob-
ban azonban eddig nem elemeztiink ennek a reakciéonak az immunologiai karakterét.
Ezért kezdetben Osszevetettiik a C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt citokin
termelést periférias vérbdl izolalt mononukledris sejtekben. Annak érdekében, hogy
a C. parapsilosis és C. albicans altal kivaltott citokin termelést késdbbi id6pontokban
(2-7 nap) is 0ssze tudjuk hasonlitani (a T-sejtes citokinek indukcidja hosszabb id6t vesz
igénybe), ebben a kisérletsorozatban hével elolt Candida sejtekkel dolgoztunk. (Az €16
C. albicans RPMI tapoldatban intenziven hifazik és tobb napos inkubdcié soran inten-
ziv sejtkdrosoddst okoz.) Mivel kordbban mdr szdmos hasonlo kisérletet végeztek
C. albicans-szal, az egyes citokinek méréséhez sziikséges optimalis inkubacios idoket
(TNFa, IL-1p és IL-6, 24 6ra; IFNy és IL-10, 48 dra; IL-17 és IL-22, 7 nap) szakirodalmi
adatok alapjan allapitottuk meg [102, 174, 175].

A gyulladasos citokinek indukcidjanak vizsgalatdhoz a frissen izoldlt mononuk-
learis sejteket hével elolt C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal stimuldltuk 1:5 vagy
2:1 Candida:PBMC aranyban, majd 24 ora elteltével a feliiluszokat Osszegyujtottiik
és meghataroztuk a szekretdlt TNFa, IL-1p és IL-6 mennyiségét ELISA segitségével.
Azt tapasztaltuk, hogy mind a C. parapsilosis, mind a C. albicans ddzis-fliggéd modon
indukalta a mononuklearis sejtek TNFa, IL-1p és IL-6 termelését (35. abra). Tovabba,
a C. parapsilosis hasonld mértéki citokin szekréciot indukalt, mint a C. albicans; 2:1
Candida:PBMC fertdzési arany esetén azonban a szekretdlt IL-1p mennyisége mintegy

20 %-kal nagyobb volt C. albicans fertézés esetén (35. abra.).
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35. abra: Gyulladasos citokinek indukcidja mononuklearis sejtekben C. parapsilosis és C. albicans fertézés
hatasara. PBMC (5x10°) stimuldcidt kovet6en (24 6ra; hovel elolt C. parapsilosis vagy C. albicans) a szekretalt
TNFa (A), IL-1p (B) és IL-6 (C) koncentracidjat a sejtkulturak feliilaszoiban ELISA segitségével hataroztuk
meg. Az 1:5 és 2:1 szamok a Candida:PBMC aranyt mutatjak. Feltiintetett értékek: atlag + standard hiba. K,
kontroll; Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; ** p<0,001 (Wilcoxon préba); n=14.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a C. parapsilosis és C. albicans fertézés hogyan

befolyasolja az IFNy és IL-10 indukciéjat mononuklearis sejtekben. 48 o6ras inkuba-

ciot kovetden azt tapasztaltuk, hogy 2:1 ardnyu fertézés esetén a C. parapsilosis szig-

nifikansan alacsonyabb IFNy, ugyanakkor magasabb IL-10 termelést indukalt, mint a

C. albicans (36. abra). Mivel az IFNy termelés els6sorban a Th1-tipusu valasszal hozhaté

kapcsolatba, mig az IL-10 f6ként a Th2 és Treg sejtek terméke [76, 176], ezek az eredmé-

nyek arra utalnak, hogy a C. parapsilsosis és C. albicans fert6zés esetén eltéréen szaba-

lyozott a Th polarizacio.
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36. abra: IFNy és IL-10 indukci6ja mononukledris sejtekben C. parapsilosis és C. albicans
fert6zés hatasara. PBMC (5x10°) stimulaciot kovetGen (48 dra; hével elolt C. parapsilosis
vagy C. albicans) a szekretalt IFNy (A) és IL-10 (B) koncentraciojat a sejtkultarak felila-
szoiban ELISA segitségével hataroztuk meg. Az 1:5 és 2:1 szamok a Candida:PBMC
aranyt mutatjak. Feltlintetett értékek: atlag + standard hiba. K, kontroll; Cp, C. parapsilo-
sis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; ** p<0,001 (Wilcoxon préba); n=14.

A Thl7 sejtes citokinek vizsgalatdhoz a mononukledris sejteket 7 napig stimuldltuk
hével elolt C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal. Azt tapasztaltuk, hogy mig mindkét
faj dozis-fiiggd mddon indukalta az IL-17 és IL-22 termelést, a C. parapsilosis-szal sti-
mulalt mononukledris sejtek szignifikansan kevesebb IL-17-et és IL-22-t szekretaltak a

C. albicans-szal fert6zott sejtekhez képest (37. abra).

A . B
2000+ _— 8000-
— 1500 - —T— — 6000
£ E
£ 1000- £ 4000- =
= N
J L
— 500 = 2000-
0- T T T 0-
+ \_‘_)Q ,\-?’ '];N \_‘_)Q ,\"P '];"\ + ’\'f& ,\-‘P ,\;'.\ '\_?;Q ,\'?-" "'I,’\
R R R p PP R X R p PP

37. abra: IL-17 és IL-22 indukcidja mononukledris sejtekben C. parapsilosis és
C. albicans fert6zés hatasira. PBMC (5% 10°) stimuldciét kovetéen (7 nap; hével elolt
C. parapsilosis vagy C. albicans) a szekretalt IL-17 (A) és IL-22 (B) koncentracidjat a
sejtkulturak feliiliszéiban ELISA segitségével hataroztuk meg. Az 1:5 és 2:1 szamok a
Candida:PBMC aranyt mutatjak. Feltlintetett értékek: atlag + standard hiba. K, kontroll;
Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (Wilcoxon préba);
1:5 és 2:1 arany, n=14; 1:50 arany, n=6.
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Annak érdekében, hogy megallapithassuk, hogy a csokkent IL-17 és IFNy termelés
egyiitt jar-e az IL-17 és IFNy termel6 sejtek alacsonyabb szamaval a C. parapsilosis-szal
stimulalt mintakban, intracellularis citokin festést végeztiink. A mononuklearis sejteket
6 napig inkubaéltuk hével elolt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal, majd dramlasi
citometria segitségével meghatdroztuk az IL-17 és IFNy pozitiv sejtek aranyat a CD4"
populdcion beliil. Azt tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt mintakban ala-
csonyabb volt mind az IL-17*, mind az IL-17"IFNy* kettds pozitiv Th limfocitak szama a
C. albicans-szal stimulalt sejtekhez képest (38. abra).
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38. abra: Th17 polarizaci6 vizsgalata C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal stimulalt mononuklearis sej-
tekben. PBMC (5 x 10°) stimulacidt kovetden (6 nap; hovel elolt C. parapsilosis vagy C. albicans) az IL-17* (A)
és IL-17*IFNy* kett6s pozitiv (B) sejtek szamat a CD4* populdcidban aramldsi citometria segitségével hata-
roztuk meg intracellularis citokin jelolést kovetden. K, kontroll; Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05

(paros t-proba); fertézési arany 1:5 Candida:PBMC; n=5. Az als6 sorban az aramldsi citometrids analizis

reprezentativ diagramjai lathatok egy donor esetén.

A monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek mintazatfelismer6 receptorainak akti-
vacidja a patogének felismerését kovetden gyors citokin szintézist és szekréciot indukal

[49]. Kisérleteink soran el6szor 6sszehasonlitottuk a C. parapsilosis és C. albicans altal
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indukalt pro-inflammatorikus citokin termelést mononuklearis sejtekben. C. albicans-
szal mar szamos PBMC-stimulacios kisérletet végeztek; ismert, hogy ebben a rendszer-
ben hatékonyan indukalja a TNFa, IL-6 és IL-1p termelését [174]. Eredményeink alapjan
a C. parapsilosis a C. albicans-hoz hasonlé mértékben stimulalja a TNFa és IL-6 szekré-
ciot, ami arra utal, hogy a C. parapsilosis a vérben C. albicans-hoz hasonléan hatékonyan
aktivalja a természetes immunitas sejtjeit. Meg kell azonban jegyezniink, hogy ebben a
kisérletsorozatban hével elolt Candida sejtekkel dolgoztunk, ami befolyasolhatja a pato-
gének altal kivéltott valaszt (a hokezelés jelentésen megvaltoztatja a gombak sejtfalszer-
kezetét). Ennek ellenére ezek és a tovabbi eredmények értékes informaciot szolgaltatnak
a C. parapsilosis és C. albicans elleni immunvalasz alapveté hasonlosagairdl és kiilonbsé-
geir6l. Legujabb kisérleteinkben azonban kidolgoztunk egy olyan ko-inkubéciés rend-
szert, ahol az él6 sejtek kolcsonhatasait vizsgalhatjuk a human fagocita sejtekkel.

A Th sejtes immunvalasznak kritikus szerepe van a gombas fertézések elleni véde-
lemben. Az aktivalodott Th sejteket effektor funkcidik szerint négy f6 csoportra (Thl,
Th2, Th17 és Treg) oszthatjuk (ezen kiviil néhany kisebb populaciot is megkiilonboz-
tetnek) [115]. Szamos tanulmanyban kimutattak, hogy a C. albicans immunkompe-
tens egyénekben Th1/Th17 iranyu Th-polarizaciét indukal [73], és candidiasis esetén a
Th17 sejtek vagy az altaluk termelt citokinek hidnya negativan befolyasolja a fert6zés
kimenetelét [72]. Munkank soran megvizsgaltuk, hogy a C. parapsilosis hogyan befo-
lyasolja a Th sejt polarizaciot. Azt tapasztaltuk, hogy a C. albicans-szal 6sszehasonlitva
a C. parapsilosis mononukledris sejtekben alacsonyabb IFNy, ugyanakkor magasabb
IL-10 termelést indukalt. Mig az IFNy-t tulnyomdrészt Thl sejtek termelik, az IL-10
termelésért foleg a Treg és Th2 sejtek (valamint kisebb részben monocitak) felel6sek.
A két citokin antagonisztikus hatasu, az IL-10 gatolja az IFNy termelést [76]. A Treg
sejteknek fontos szerepe van a gyulladdsos valasz szabdlyozasaban C. albicans fertd-
zés esetén; bizonyitott, hogy disszemindlt candidiasis soran a Treg sejtek altal termelt
IL-10 és TGFp gatolja a Thl és Th17 sejtek pro-inflammatorikus funkciéit [177]. A kli-
nikumban a magas IL-10 szintet altalaban kockazati tényezének tekintik a gombas
fertézésekre valé fogékonysag szempontjabol, ugyanis gyakran figyelheté meg emelke-
dett IL-10 szint krénikus candidiasis-ban vagy aspergillosis-ban szenvedd betegeknél
[178]. A C. parapsilosis altal indukalt alacsony IFNy és magasabb IL-10 szint arra utal-
hat, hogy ennél a patogénnél a Thl iranyu polarizacié nem jatszik olyan fontos szere-
pet a védekezésben, mint mas opportunista gombak esetén. Az immunvalasz tolerogén,
Th2/Treg iranyba torténd eltolasa ugyanakkor egyfajta tulélési stratégia is lehet a pato-

gén szempontjabol.
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A Thl7 citokinek vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy mig a C. albicans intenziv
IL-17 és IL-22 szekrécidt indukalt (ami 0sszhangban van az eddigi szakirodalmi ada-
tokkal [102, 128]), a C. parapsilosis-szal stimulalt sejtek jelentésen alacsonyabb IL-17
és IL-22 termelést mutattak. Intracellularis citokin festés segitségével azt is kimutat-
tuk, hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt PBMC kultarakban alacsonyabb volt az IL-17,
illetve az IL-17 és IFNYy termelé CD4" sejtek ardanya. Ugyan a C. parapsilosis altal indu-
kalt Th-polarizacié mogotti molekularis mechanizmusok még tisztazasra varnak, ezek
az eredmények részben magyarazhatjak a C. albicans és C. parapsilosis eltérd virulen-
cidjat, illetve az egyes betegcsoportok fogékonysagat a két patogén altal okozott fertd-
zésekkel szemben. Az Gjsziilottek kiilonosen fogékonyak C. parapsilosis fertézésre [38],
ennek oka azonban még mindig nem teljesen tisztazott. Az ujsziilottek immunrend-
szere még sok tekintetben éretlen; jellegzetes példaul a neutrofilek és NK sejtek alacsony
szama és aktivitasa [179, 180], ami f6leg az IFNy hidnyanak tulajdonithat6. Ennek hat-
terében a Thl polarizacié defektje all, az Gjsziilottek immunrendszerére ugyanis Th2/
Th17 dominancia jellemz6 [181]. Eredményeink fényében elképzelhetd, hogy mig egész-
séges felndttekben a természetes immunrendszer effektor mechanizmusai elegendéek
lehetnek a C. parapsilosis fert6zés megfékezéséhez intenziv Th1/Th17 valasz indukcidja
nélkiil, csecsemdkben a gyenge természetes immunitas sulyos fertézést eredményez-
het (hidba lennének képesek hatékony Th17 vdlaszt inditani). Ezzel a spekuldci6val
Osszhangban van az a tanulmany, amely kimutatta, hogy a neutrofilek sokkal hatéko-
nyabban fagocitaljak a C. parapsilosis, mint a C. albicans sejtjeit, kiemelve ennek a sejt-
populacionak a fontossagat a fert6zés soran [136]. A neutrofilek szerepét tovabba az is
alatamasztja, hogy a neutropénids betegek kiilondsen fogékonyak a nem-albicans fajok
altal okozott Candida fert6zésekre; egy a kozelmultban késziilt atfogé tanulmany ered-
ményei szerint a hematolégiai rendellenességben szenveddk (akiknek a 73 %-a neutro-
pénias volt) korében a candidemia-t az esetek 87,5 %-aban nem-albicans Candida faj
okozta, és a C. parapsilosis volt felelds az esetek 50 %-aért [33]. Ugyanakkor Destin és
munkatdrsai kimutattak, hogy a C. albicans-szal és C. parapsilosis-szal stimulalt Gjszii-
16tt neutrofilek reaktiv oxigéngyok termelése és fagocitotikus kapacitasa nem kiilon-
bozik a felnott neutrofilekétdl, ami arra utal, hogy a csecsemdk Candida fertézésekre
valo fogékonysaganak hatterében nem ezen neutrofil funkcidk allnak [182]. Az emlitett
tanulmanyban nem vizsgaltak azonban a neutrofilek Candida fajokkal szembeni 6lési
képességét, amelyhez a reaktiv oxigéngyokok termelésén kiviil egyéb mechanizmusok
is hozzajarulhatnak [106]. A jovoben mindenképpen tovabbi vizsgalatok lesznek sziik-

ségesek a neutrofil granulocitak kiillonb6z6 Candida fajokkal szembeni védekezésben
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betoltott pontos szerepének tisztdzasahoz. Erre irdnyulo egytittmitikodések kialakitasa
folyamatban van. Prof. Mdcsai Attila kutatdcsoportjaval egyiittmikodve tervezziik a
neutrofilek szerepének vizsgalatat a nem-albicans Candida fajok altal kivaltott fertd-
zések sordn. Onkritikusan fontos azonban megjegyezni, hogy kisérleti rendszeriink-
nek tobb hidnyossaga is van. Egyrészt, amint azt fentebb mar emlitettem, hével elolt
Candida sejtekkel dolgoztunk; masrészt nem hatdroztuk meg, hogy az egyes citokinek
termeléséért mely sejtpopulaciok felelések. A PBMC frakcioban jelen 1évé CD4" sej-
tek jelentds része memoria (CD45RO*) T-sejt: a naiv T-sejtek mellett (~ 40 %) mint-
egy 20 %-ban effektor memoria T-sejtek, 40 %-ban pedig centralis memoria T-sejtek
vannak jelen [183]. Kimutattak, hogy IL-17 és IL-22 termeld, C. albicans-specifikus
memoriasejtek egészséges egyének vérében is jelen vannak [184, 185]. Mivel a PBMC
donorok kortorténetét nem ismerjiik, nem tudhatjuk azt sem, hogy milyen aranyban
vannak jelen a vériikben Candida-specifikus memoriasejtek, igy nem lehetiink bizto-
sak benne, hogy a termelt citokinek djonnan differencidlodott, vagy memoria T-sej-
tekbdl szarmaznak. Van de Veerdonk és munkatarsai azonban azt tapasztaltak, hogy
amikor naiv (CD45RA") vagy memoria (CD45RA") T-sejteket stimuldltak C. albicans-
szal autolog monocitak jelenlétében, 8 nap elteltével az eredetileg naiv T-sejtek
minimalis IL-17 termelést mutattak a memoriasejtekhez képest [102]. Eyerich és mun-
katdrsai egészséges és CMC-ben szenvedd betegek vérébdl izoldlt mononukledris sej-
tek IL-17 és IL-22 termelését hasonlitottak 0ssze Candida antigénnel vald stimulaciot
kovetden, és azt tapasztaltak, hogy az IL-17 termel6 sejtek tobbsége a CCR6" memoria
T-sejt populacidban volt [128]. Mivel a C. albicans gyakrabban megtalalhat6 az emberi
szervezetben, mint a C. parapsilosis, nem zarhatjuk ki, hogy az alacsonyabb IL-17 ter-
melés részben a memoria T-sejtek alacsonyabb szamanak koszonheté. Ugyanakkor
kisérleteink soran viszonylag nagy szamu (14) donorral dolgoztunk, és egyetlen eset-
ben sem tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis a C. albicans-nal magasabb IL-17 és IL-22
termelést indukalt volna; ami pedig varhato lenne, ha a citokin termelés kiilonbségét
pusztan az antigénnel valé eldzetes taldlkozas gyakorisaga hatarozna meg. Tovabba,
Eyerich és munkatarsai kimutattak, hogy a CMC-ben szenvedd betegek vérébdl izo-
lalt mononuklearis sejtek alacsonyabb IL-17 és IL-22 termelést mutatnak az egészséges
donorokbdl szarmazo sejtekhez képest, annak ellenére, hogy a betegekben a Can-
dida antigének folyamatosan és nagy koncentracidban jelen vannak a szervezetben
[128]. A C. parapsilosis altal indukalt Th polarizdcié pontosabb vizsgilata a jovében
naiv T-sejtek izoldlasa és in vitro stimuldcidja segitségével, vagy in vivo rendszerben

a Th-sejtek adoptiv transzferét kovetden [186] lesz megvaldsithatd (bar egyeldre nem
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allnak rendelkezésiinkre C. parapsilosis-specifikus antigének, és ebbdl adéddan erre a
fajra specifikus TCR-ral rendelkezé transzgenikus egér modellek sem, amelynek meg-

oldésan szintén dolgozunk).

7.6.1 A C. parapsilosis immunologiai felismerésében
szerepet jatszo receptorok azonositasa

Annak érdekében, hogy informaciét nyerjiink a C. parapsilosis immunoldgiai felisme-
résérol, bizonyos PRR blokkoldk jelenlétében vizsgaltuk a mononuklearis sejtek cito-
kin termelését. Azt tapasztaltuk, hogy a Dectin-1 receptor laminarinnal torténé gatlasa
jelentdsen csokkentette mind a C. albicans-szal, mind a C. parapsilosis-szal stimulalt
mononukledris sejtek citokin termelését, jelezve, hogy a receptor mindkét faj felismeré-
sében szerepet jatszik (39. abra.). Tovabba, a TNFa, IL-1f, IL-6 és IL-10 szintjében vala-
mivel nagyobb csokkenést tapasztaltunk a C. parapsilosis-szal stimulalt mintakban a
C. albicans-szal stimulalt sejtkultirakhoz képest (bar ez a kiilonbség csak az IL-6 ese-

tén volt szignifikans).
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39. abra: Dectin-1 szerepe a C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt citokin termelés-
ben. Az abran hével elolt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimuldlt mononuklearis
sejtek (5x10° PBMC) citokin termelése lathaté Dectin-1 inhibitor (laminarin) jelenlétében.
24 (TNFa, IL-1B, IL-6) vagy 48 o6ra (IL-10, IFNYy) elteltével a citokinek koncentraciojit a sejt-
kultarak felillaszéiban ELISA segitségével hataroztuk meg. A grafikonon az inhibitorok
jelenlétében és a kontroll (inhibitor nélkiili) mintakban mért citokin koncentraciok szaza-
lékos aranyat (atlag + standard hiba) tiintettiik fel. Fert6zési arany 2:1 Candida:PBMC. Cp,
C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-préba); n < 6.
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A TLR4 blokkolasat Bartonella quintana LPS-sel végeztiik, amely a receptor termé-
szetes antagonistdja [187]. Mig a TLR4 gatlasa jelentésen csokkentette az E. coli LPS-
sel (TLR4 agonista) stimulalt mononuklearis sejtek TNFa, IL-1B és IL-6 termelését, a
receptor blokkolasa nem volt hatassal a C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt cito-

kin termelésre (40. 4dbra).
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40. abra: TLR4 szerepe a C. parapsilosis és C. albicans éltal indukalt citokin termelésben.
Az abran hével elolt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimuldlt mononukledris sej-
tek (5x10° PBMC) citokin termelése lathaté TLR4 inhibitor (B. quintana LPS) jelenlétében.
24 (TNFa, IL-1B, IL-6) vagy 48 ora (IL-10, IFNYy) elteltével a citokinek koncentracidjat a sejt-
kultarak feliiliszoiban ELISA segitségével hataroztuk meg. A grafikonon az inhibitorok jelen-
létében és a kontroll (inhibitor nélkiili) mintakban mért citokin koncentriciok szdzalékos
aranyat (atlag + standard hiba) tiintettiik fel. Fert6zési arany 2:1 Candida:PBMC. LPS, E. coli
LPS; Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-proba); n < 6.

Ezen tulmenden a TLR2 receptor szerepét is megvizsgaltuk a C. albicans és
C. parapsilosis felismerése soran. Mig a TLR2 blokkolasa kismértékben csokkentette a
C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt IL-1B és IL-6 termelést, a TNFa, IL-10 és
IFNy termelését nem gatolta, s6t az utdbbi kettd citokin szekrécidjat kismértékben

novelte (41. dbra).
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41. abra: TLR2 szerepe a C. parapsilosis és C. albicans éltal indukalt citokin termelésben.
Az abran hével elolt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimuldlt mononukledris sej-
tek (5x10° PBMC) citokin termelése lathaté TLR2 inhibitor (blokkold antitest) jelenlétében.
24 (TNFa, IL-1B, IL-6) vagy 48 ora (IL-10, IFNYy) elteltével a citokinek koncentracidjat a sejt-
kultarak feliiliszoiban ELISA segitségével hataroztuk meg. A grafikonon az inhibitorok jelen-
létében és a kontroll (izotipus kontrollt tartalmazd) mintakban mért citokin koncentraciok
szazalékos aranyat (atlag + standard hiba) tiintettiik fel. Fertézési arany 2:1 Candida:PBMC.
Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01 (paros t-proba); n < 6.

7.6.2 A C. parapsilosis felismerését koveto intracellularis
jeltovabbitas elemeinek vizsgalata

A patogének felismerését kovetéen a PRR-ek szamos kiilonboz6 jelatviteli utvonalat
aktivalhatnak, amelyek végs6 soron specifikus génexpresszios valtozasokhoz és a cito-
kin termelés indukcidjahoz vezetnek. A MAP kinazok a szignalizacios kaszkad végén
helyezkednek el, igy aktivaciot kovetden kozvetlenill képesek bizonyos transzkripcids
faktorok mtikodését szabalyozni [188]. Ismert, hogy mind a TLR-ek, mind a Syk-asszo-
cialt CLR-ek képesek aktivalni a p38, ERK és JNK klasszikus MAP kinazokat [96, 189];
az egyes MAP kinazok szerepe a Candida fajok altal indukalt citokin termelésben azon-
ban nem teljesen tisztazott. Annak érdekében, hogy informaciét nyerjiink a p38, ERK és
JNK szerepérél a C. albicans és C. parapsilosis felismerését kovetd citokin indukcidban,
a mononukledris sejtek citokin termelését kiilonb6z6 MAPK inhibitorok jelenlétében
vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy mindhdarom klasszikus MAPK gétlasa szignifikdnsan
csokkentette mind a C. parapsilosis-szal, mind a C. albicans-szal stimulalt mononukle-

aris sejtek TNFa, IL-1B, IL-6, IL-10 és IFNy termelését (42. dbra). A csokkenés mértéke
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azonban kiilonboz6 volt az egyes citokinek esetén. A p38 kindz gatlasa legnagyobb mér-
tékben az IL-1P szintjét csokkentette mind C. parapsilosis-szal, mind C. albicans-szal
stimulalt mononuklearis sejtekben (42. abra). Ugyanakkor a p38 kindz gatlasa szignifi-
kdnsan nagyobb mértékben csokkentette a C. parapsilosis, mint a C. albicans altal indu-
kalt TNFa, IL-1P és IL-6 szekréciot.
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42. dbra: p38 kinaz szerepe a C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt citokin termelésben.
Az abran hovel elolt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimulalt mononukledris sejtek
(5x10° PBMC) citokin termelése lathaté p38 kindz inhibitor jelenlétében. 24 (TNFa, IL-1B,
IL-6) vagy 48 ora (IL-10, IFNYy) elteltével a citokinek koncentracidjat a sejtkultiarak felillaszoi-
ban ELISA segitségével hataroztuk meg. A grafikonon az inhibitorok jelenlétében és a kontroll
(inhibitor nélkiili) mintakban mért citokin koncentraciok szazalékos aranyat (atlag + stan-
dard hiba) tintettiik fel. Fert6zési arany 1:5 Candida:PBMC. Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albi-
cans. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-proba); n < 5.

Az ERK kinaz gatlasa esetén az IL-1P, IL-6 és IFNy szintjében tapasztaltuk a leg-
nagyobb csokkenést. Tovabba, hasonléan a p38 inhibiciénal tapasztaltakhoz, az ERK
gatlasa szignifikansan nagyobb mértékben csokkentette a C. parapsilosis, mint a
C. albicans altal indukalt TNFa, IL-1p és IL-6 szekréciot (43. dbra). Ugyanakkor az ERK
inhibitornak szignifikdnsan nagyobb gatlé hatasa volt a C. albicans-szal stimulalt, mint

a C. parapsilosis-szal fert6zott sejtek IFNy termelésére.
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43. abra: ERK kindz szerepe a C. parapsilosis és C. albicans éltal indukalt citokin termelés-
ben. Az abran hével elolt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimulalt mononuklearis
sejtek (5x10° PBMC) citokin termelése lathaté ERK inhibitor jelenlétében. 24 (TNFa, IL-1p,
IL-6) vagy 48 ora (IL-10, IFNYy) elteltével a citokinek koncentracidjat a sejtkultarak felila-
szoiban ELISA segitségével hatdroztuk meg. A grafikonon az inhibitorok jelenlétében és a
kontroll (inhibitor nélkiili) mintdkban mért citokin koncentraciok szazalékos aranyat (atlag
+ standard hiba) tiintettiik fel. Fert6zési ardny 1:5 Candida:PBMC. Cp, C. parapsilosis; Ca,
C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-proba); n < 5.

Mig a p38 kinaz és az ERK gatldsa szignifikdnsan nagyobb mértékben csokken-
tette a C. parapsilosis, mint a C. albicans altal indukalt TNFa, IL-1B és IL-6 szekré-
ciot, a JNK inhibicié a C. albicans altal indukalt TNFa, IL-1p és IFNy termelésre volt
nagyobb hatdssal (44. dbra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy egyrészt mind
a C. parapsilosis, mind a C. albicans felismerését kdvetden tobb kiilonbozé jelatviteli
utvonal aktivalodik, amelyek az egyes citokinek termelésének indukciéjahoz vezet-
nek; masrészt, az egyes MAP kindzok citokin indukcioban betdltott szerepe kiilonbozik

C. parapsilosis és C. albicans stimulacio esetén.
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44. dbra: JNK kinaz szerepe a C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt citokin termelés-
ben. Az abran hével elolt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimuldlt mononuklearis
sejtek (5x10° PBMC) citokin termelése lathato JNK inhibitor jelenlétében. 24 (TNFa, IL-1p,
IL-6) vagy 48 ora (IL-10, IFNy) elteltével a citokinek koncentracidjat a sejtkultarak felild-
szoiban ELISA segitségével hatdroztuk meg. A grafikonon az inhibitorok jelenlétében és a
kontroll (inhibitor nélkiili) mintdkban mért citokin koncentraciok szazalékos ardnyat (atlag
+ standard hiba) tuintettiik fel. Fert6zési ardny 1:5 Candida:PBMC. Cp, C. parapsilosis; Ca,
C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; ** p<0,001 (paros t-proba); n < 5.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a Dectin-1 receptor blokkolasa kovetkeztében
jelentésen csokkent a C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimulalt mononuklearis
sejtek citokin termelése, ami arra utal, hogy ez a receptor mindkét faj felismerésében fon-
tos szerepet jatszik. A Dectin-1 szerepe a C. albicans és szamos mas gombafaj felismeré-
sében régota ismert [75], a C. parapsilosis esetében azonban még nem mutattak ki. Ezzel
szemben kisérleti rendszeriinkben a TLR4 nem jatszott szerepet a C. parapsilosis vagy
C. albicans altal indukalt citokin termelésben. Ugyan ismert, hogy a TLR4 képes felis-
merni a C. albicans O-manndant és ennek kovetkeztében citokin termelést indukalni [81],
bizonyitottak, hogy ez a receptor nem minden C. albicans torzs felismerésében jatszik
szerepet [83]. Tovabbd, hokezelés hatdsdra megvaltozik a Candida sejtek sejtfalszerke-
zete, és a belsd réteget alkotd B-glitkkan jobban hozzaférhetévé valik [51]. Ezt az is bizo-
nyitja, hogy a laminarin sokkal jobban gatolja a hdvel elolt, mint az él6 C. albicans sejtek
altal indukalt citokin termelést [81]. A TLR2 szintén szerepet jatszik a C. albicans elleni
immunvalaszban [49], és ismert az is, hogy ez a receptor egyiittmtikodik a Dectin-1-
gyel a zimozan (S. cerevisiae B-1,3-gliikan) altal indukalt citokin termelésben [99, 190].
A TLR2 monocitakban, makrofagokban és dendritikus sejtekben az ERK kinaz akti-

vacidjan keresztiil fokozza az IL-10 termelést, és ezaltal Th2 és Treg iranyba tolja el a
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Th polarizaciot [49]. Tovabba, a tr2" egerek rezisztensebbek az invaziv C. albicans fer-
t0zéssel szemben [132]. Ennek ellenére mi azt tapasztaltuk, hogy bar a TLR2 blokkolasa
kismértékben csokkentette a C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt IL-1P és IL-6
termelést, a receptor gatldsa nem csokkentette, sét, kismértékben novelte a mononukle-
aris sejtek IL-10 szekrécidjat. Ennek valdszintileg az lehet az oka, hogy kisérleti rendsze-
riilnkben a Dectin-1 receptor ,feliilirja” a TLR2 szerepét, mivel hdvel elolt sejtek esetén a
B-glitkan a sejtfalban konnyen hozzaférhet6vé valik. Pro-inflammatorikus citokineken
kiviil, a Dectin-1 receptor az IL-10 termelését is indukalja [49], és ezzel dsszhangban a
Dectin-1 receptor gatlasa esetén csokkent IL-10 szintet tapasztaltunk. A Dectin-1, TLR4
és TLR2 blokkoldsa soran sem tapasztaltunk azonban kiilonbséget a C. parapsilosis-szal
stimuldlt mononuklearis sejtek citokin termelésében a C. albicans-szal stimulalt sejtek
citokin szekrécidjahoz képest, ami arra utal, hogy a két faj altal indukalt eltéré immun-
valasz kivaltasaért nem ezek a receptorok felel6sek. Arra a kérdésre tehat, hogy kiilonbo-
zik-e a két patogén felismerése, tovabbi PRR-ok (TLR6, Dectin-2, mannéz receptor stb.)
vizsgalata adhat valaszt. Mivel erre korabban nem volt lehetdségiink, ezen receptorok
szerepének vizsgalata jelenleg folyik laboratériumunkban.

A mintazatfelismerd receptorok vizsgalatan talmenden kivancsiak voltunk a recep-
torok altal indukalt jeltovabbitdsban részt vevé kindzok citokin indukciéban betoltott
szerepére is. Ismert, hogy a MAPK kaszkad mind a TLR-ek, mind a CLR-ek altal indi-
tott szignalizacié soran aktivalodhat, az egyes MAP kindzok funkcidja a kiilonboz6
Candida fajok altal kivaltott citokin indukcidban azonban kevéssé tisztazott. Annak
érdekében, hogy informaciot nyerjiink ezen fehérjék szerepérél a Candida fajok felis-
merését kovetden, dsszehasonlitottuk a C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal stimulalt
mononukledris sejtek citokin termelését p38, ERK és JNK kindz inhibitor jelenlétében.
Eredményeink megerdsitik ezen kindzok szerepét a jelatvitelben a Dectin-1 aktivacioja
soran, ugyanis mind a Dectin-1, mind a MAP kindzok blokkolasa kovetkeztében jelen-
tésen lecsokkent citokin szekréciot tapasztaltunk. Tovabbd, bar a C. parapsilosis-szal
és a C. albicans-szal stimulalt sejtek citokin szekrécidja hasonlé mintdzatot muta-
tott a MAP kinazok gatlasa kovetkeztében (jelezve, hogy a két faj hasonlé jelatviteli
utvonalakat aktival), bizonyos esetekben szignifikdns kiilonbségeket tapasztaltunk a
C. parapsilosis-szal és a C. albicans-szal stimulalt sejtek citokin termelése kozott. Ezek
az eredmények Osszességében arra utalnak, hogy a C. parapsilosis és a C. albicans altal
kivaltott eltéré immunvalasz mogott a MAP kindzok eléré aktivacidja allhat, ami vald-
szintileg kiilonb6z6 PRR-ek aktivacidjanak, vagy a PRR-ek kozotti egyiittmtikodés

eltérd szabalyozasanak a kovetkezménye.

92




dc_1146 15

8. TOVABBI TERVEINK

8. TOVABBI TERVEINK

A C. parapsilosis elleni immunvalasz vizsgalata tovabbi terveink kdzéppontjaban all.
Mocsai Attila professzor kutatdcsoportjaval egytittmutkodve kivanjuk vizsgalni a gyul-
ladasos folyamatok szerepét a C. parapsilosis ellen kialakulé hatékony gazdavalaszban.
Legujabb kutatasi eredményeink arra utalnak ugyanis, hogy a C. albicans-hoz hason-
l16an a C. parapsilosis is Syk-, ASC-, NLRP3-, és kaszpaz-1 fiiggd utvonalon keresztiil
hoz azonban hosszt inkubacidra és viszonylag magas gomba sejtszamra van sziikség.
Bar egyel6re nem tisztazott, hogy az inflammaszéma aktiv gatldsa, vagy az aktivacios
szignalok hidnya felel6s az alacsony szintl IL-1 szekrécidért, immunolégiai szempont-
bdl ennek mindenképpen nagy jelentésége van. Az IL-1B tobbek kozott fontos szere-
pet jatszik a Th17 sejtek differencidcidjaban [191], igy hidnya a T-sejtes immunvalaszt
jelentésen befolydsolja. Igy részben magyarazatot kaphatunk az el6z6 fejezetben tar-
gyalt jelenségek mogotti mechanizmusokrdl. A tovabbiakban IL-1 receptor, illetve
NLRP3-deficiens egerek segitségével szeretnénk in vivo rendszerben vizsgalni az IL-1f3
protektiv szerepét C. parapsilosis fert6zés soran. Tervezziik tovabba a T-sejtes immun-
valasz vizsgalatat is, kiilonos tekintettel a T helper polarizacié (Thl, Th2, Th17 iranya
differenciaci6) tanulmanyozasara in vivo koriilmények kozott. Legujabb kutatasaink-
ban az egyik kozponti reguldtor a Syk (spleen tyrosine kinase) kindz C. parapsilosis
elleni immunvalaszban betdltott szerepérdl szeretnénk tobb informaciét nyerni. Aho-
gyan részletesen targyaltam korabban, a Syk fontos szerepet jatszik a gombak elleni
immunvalasz kialakitasaban.

Tovabbi céljaink kozott szerepel a Syk és a CARD9 szerepének alapos vizsgalata a
C. parapsilosis ellen kialakulé immunvalaszban. Egyik {6 térekvésiink a Syk altal vezé-
nyelt szignalizacié és a C. parapsilosis altal kivaltott NLRP3 inflammaszéma aktiva-
ci6 kozotti kapcsolat felderitése. Fontos kiemelni, hogy az inflammaszéma aktivacioja
szorosan Osszefligg a kiilonb6z6 programozott sejthalal-utvonalakkal. Eredményeink
alapjan a C. parapsilosis viszonylag alacsony szintt nekrozist indukal makrofagokban,
ami a ,veszély” szignalok hidnya miatt részben felel6s lehet a kismértékii inflamma-
szoma aktivacioért. Kimutattuk azonban, hogy ASC és NLRP3 hidnyaban szignifikan-
san csokken a C. parapsilosis altal indukalt sejthalal mértéke, ami arra utal, hogy nem
csupan nekrdzis, hanem valamilyen programozott sejthalal is lejatszodik a gazdasej-

tekben C. parapsilosis fert6zés esetén. A tovabbiakban tervezziik a C. parapsilosis altal
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indukalt sejthalal részletes vizsgalatat is. A két leggyakoribb gyulladasos folyamatokat
kiséré programozott sejthaldl forma a piroptézis és pironekrdzis [192], amelyek mole-
kularis hatterérél azonban még viszonylag keveset tudunk. Mivel azonban a kiilonb6z6
sejthalal-formak jellegzetes morfoldgiai valtozasokkal jarnak, a tovabbiakban részletes
mikroszkopos vizsgalatokat terveziink a C. parapsilosis altal kivaltott sejthalal tanul-
manyozasa érdekében. A piroptozis példaul kivaléan vizsgalhato fluoreszcens mikrosz-
kopiaval, GFP-vel kapcsolt ASC-t kifejez6 THP-1 sejtvonal segitségével [193]. Terveziink
tovabba elektronmikroszkopos vizsgalatokat is, melynek soran elkiilonithetjiik az apop-
totikus, illetve nekrotikus sejteket. A késdbbiekben ezek az eredmények hozzajarulhat-
nak ahhoz, hogy pontosabb képet alkothassunk egy altalanosan alacsony gyulladasos

valaszt indukalé patogén gomba ellen kialakulé immunvalaszrol.
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Az invaziv Candida fert6zések vilagszerte komoly egészségiigyi problémat jelente-
nek, amely f6ként a legyengiilt immunrendszer(i betegeket veszélyezteti. Noha az inva-
ziv candidiasis leggyakoribb okozdja a C. albicans, a nem-albicans fajok altal kivaltott
fertézések éves el6fordulasi gyakorisaga az utdbbi évtizedekben folyamatos noveke-
dést mutat. Az egyik klinikai szempontbdl legjelentésebb faj a C. parapsilosis, amely
vildgszerte a szisztémas candidiasis esetek mintegy 17 %-at okozza [16]. Tovabb4, mig
a C. albicans éltal okozott fert6zések szama hasonlé gyermekek és felnéttek esetében,
a C. parapsilosis fiatalkortiakban, kiilonosen ujsziilottekben, sokkal gyakrabban fordul
el6 [38]. Noha az utdbbi években intenziven vizsgaljak az invaziv candidiasis patogene-
zisét, a korokozok virulencia faktorait, a tanulmanyok tulnyomo tobbsége a C. albicans
kutatasara iranyul, mig a C. parapsilosis altal okozott fertézések patomechanizmusanak
molekularis hatterérdl jelenleg kevés ismeretiink van.

Munkank soran célul thztiik ki, hogy megértsitk a C. parapsilosis specifikus
pato-mechanizmusokat, a gomba virulencia faktorait és a gazdaszervezet valaszreakci-
6inak f6 komponenseit. Ezen célkitiizések alapjan elvégzett vizsgalataink f6bb eredmé-

nyei a kovetkezdk:

9.1 A C. parapsilosis genetikai manipulacidjara alkalmas
rendszer kidolgozasa

Egy hatékonyan miikodd transzformacios, illetve célzott génkiiitésre alkalmas technika
elengedhetetlen feltétele barmilyen olyan vizsgdlatnak, amely egy tulajdonsidg moleku-
laris hatterét kivanja célozni. Kiilonosen igaz ez olyan mikroorganizmusok tekinteté-
ben, ahol a szexualis ciklus ismeretlen és igy a klasszikus genetikai modszerek nem,
vagy nagyon korlatozottan alkalmazhaték. Munkank kezdetén tehat els6dleges célunk
egy hatékony, transzformacion alapuld génkiiitési technika kidolgozasa volt. Mindenek-
el6tt kidolgoztuk a C. parapsilosis elektroporacion alapuld transzformacidjat, majd
bizonyitottuk, hogy domindns szelekciora alkalmas génbeviteli mddszert hoztunk létre.

Ezt kovetéen a diploid genomban megvaldsithaté génkiiitéshez sziikséges rendszert
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hoztuk létre. Az E. coli Satl génje, amely sztreptotricin aciltranszferazt kodol, rezisz-
tenciat biztosit a nourseothricinnel szemben. Ebben az esetben a CTG kodonokat CTT
kodonokkal helyettesitették. A mddositott CaSATI szekvenciat sikeresen expresszaltat-
tak C. albicans-ban, annak ACTI promoterét és PCKI terminatorat alkalmazva [145].
Egy évvel késébb, ezen optimalizalt szekvencidnak egy masik valtozatat is kidolgoz-
tak, ahol a C. albicans ACT1 promoter és URA3 terminator szekvenciajat alkalmaztak
(caSATI) [146]. Ugyanezen munka soran a caSATI marker flipper variansat is kidolgoz-
tak, lehetséget nyitva tobb gén delécidjahoz, ugyanabban az organizmusban. A mod-
szert sikeresen adaptaltuk és ennek eredményeként lehetové valt a C. parapsilosis célzott

genetikai modositasa.

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

Az elmult években a patogén mikroorganizmusok szekretalt extracelluldris enzimei
egyre nagyobb figyelmet kaptak a patogenezisben betoltott valdszintsithetd szerepiik
miatt, illetve mert célpontjai lehetnek a fert6zések kezelésére alkalmazhatd szinteti-
kus gatloszereknek. Ilyen enzimek példaul a szekretalt protedzok és lipazok [194], [150],
[195]. Eddigi munkank alapjan mar tudjuk, hogy a szekretalt lipazok a gazdaszerve-
zetben elérhetd szabad zsirsavak lipidekbdl torténd felszabaditasa mellett szdmos egyéb
funkcidval rendelkeznek.

A dolgozatban bemutatott eredményeink és legijabb még nem publikalt adataink is
arra utalnak, hogy a gomba altal termelt szekretalt lipazok virulencidban jatszott szerepe
sokrét(i, mivel a gazda immunvalaszat mind sejt szinten, mind pedig humoralis szinten
befolyasoljak, ezaltal lehetdséget biztositanak a gomba szamadra a gazdaszervezet koloni-
zaciojahoz [160], [196], [197]. A gazdaszervezetbdl szarmazo tapanyagok felhasznalasan
kiviil hozzajarulnak még tovabba a gazdaszoveteken torténd kitapadasahoz, a kompe-
titiv mikroflora liziséhez, valamint moduldlhatjdk a gazda gyulladdsos folyamatait, ami
tovabbi szovetkdrosodashoz vezethet [160], [196].

Mindezidaig Candida albicans-ban 10 kiilonbozé lipaz enzim koédold gént azonositot-
tak [150]. Ezen gének fert6zést kovetden kiilonbozoképpen szabalyozottak, valamint

expresszidjuk leginkabb a fert6zés egy adott stadiumatol fiigg [151]. Tovabba az egyes
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gének kiilonb6z6 mértékben jarulnak hozza a gomba virulencidgjahoz, melyek koziil a
LIP5 és LIP8 a leginkabb kiemeltek [151], [47].

A C. albicans-szal ellentétben, a C. parapsilosis esetében csupan két lipaz szekrécidért
felelds gént azonositottak be. Mivel ezen gének leginkabb a C. albicans LIP1-gyel mutat-
tak nagymértéki homoldgiat, ezért ezek a LIPI és LIP2 elnevezést kaptak [152]. Ezen
gének S. cerevisiae-vel és P. pastoris-szal torténé expresszaltatasa soran bebizonyult,
hogy a két gén koziil csak a LIP2 kédol funkciondlis fehérjét [152], [153].

Bar a C. parapsilosis LIP1, LIP2 expresszios vizsgalatai hozzajarultak ismereteink ezen
teriiletének kibdvitéséhez, nem adtak valaszt a gének virulencidban betoltott szerepé-
nek kérdésére. Késobb az altalunk bevezetett génmanipulacids technikak segitségével
sikeriilt létrehozni az elsé lipaz deficiens C. parapsilosis deléciés mutans torzset, mely
segitségével megkezd6dott a szekretalt lipazok szerepének vizsgalata a gomba virulen-
cidjaban [196]. Itt kell megemliteni, hogy mivel a C. parapsilosis esetében csak két lipazt
kddold gént ismertiink, lehetséges volt egy un. ,lipaz negativ” torzs létrehozasa. Ennek
koszonhetden a gomba eredetti extracellularis lipazok szerepe vizsgalhatova valt a gaz-
da-patogén kolcsonhatdsok sordn. Igy egyfajta modellrendszert is létrehoztunk, ahol
altalanos megfigyeléseket tehetiink, a C. albicans esetében — ahogyan mar emlitettem -
10 lipaz gént azonositottak, amelyek egyidejii delécidja még ma is komoly kihivas (bar
itt kivinom megjegyezni, hogy a napjainkban elterjeddben 1évé CRISPR/CAS9 rendszer
erre alkalmas lehet, hiszen ez a modszer alkalmas akdr géncsalddok torlésére is, és foly-
nak is ilyen irdnyu prébalkozasok laborunkban, Prof. Geraldine Butler, Dublin, kuta-
tocsoportjaval egytittmuikodésben). Mar az els6 vizsgalatok soran bizonyossagot nyert,
hogy a szekretalt lipazoknak fontos szerepe van a lipid gazdag tdpanyag hasznositasa-
ban, biofilm képzésben, tovabba a gazda feliiletén torténd kitapadasban, és az immun-
valasz mddositasaban is [196].

Kidolgoztunk és tovabbfejlesztettiink szamos, a gazda-patogén kolcsonhatas vizsga-
latara alkalmas rendszert, tobbek kozott egér makrofag sejtvonalakat, human primer
makrofagokat és dendritikus sejteket felhasznal6 rendszereket [196], [160], [198]. Mind
az egér, mind pedig a human forrasbol szarmazé makrofagok nagyobb hatékonysaggal
eliminaltak a lipaz deficiens sejteket a vad tipusi gombasejtekhez képest, ezaltal bebi-
zonyosodott a mutans torzs csokkent virulenciaja és bizonyitasra keriilt a gombasejtek
szekretalt lipazainak virulenciaban betoltott szerepe [196], [160], [198]. Human primer
makrofagok és dendritikus sejtek citokin termelése soran magasabb gyulladast el6segito
citokin (IL-1p, IL-6, TNFa) és kemokin (IL-8, COX-2) szintet azonositottunk, valamint
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primer makrofagok esetén moédosult gyulladasgatlo valasz (alacsony IL-10) volt mér-
het6 a lipaz negativ torzs jelenlétében. A fenti adatokbdl arra a kévetkeztetésre jutot-
tunk, hogy a C. parapsilosis altal termelt lipazoknak gyulladdscsokkenté hatdsa van,
amely kedvez6 lehet a patogén szamara a fert6zés folyaman, mivel a hatékony gyullada-
sos valasz nélkiilozhetetlen a patogén elimindcidjahoz.

Ezzel 6sszefliggésben, human dendritikus sejtek esetében a fagocitdzis hatékonysaga
is megnovekedett a mutans sejtek jelenlétében, ellenben human primer makrofagok
esetén a fagocitdzis hatékonysagaban nem volt észlelhetd szignifikans kiilonbség a lipaz
deficiens és vad tipusu torzsek kozott. Azonban a dendritikus sejtekkel egyetemben
a mutans torzsek esetében mindkét esetben korai fago-lizoszéma aktivacié volt meg-
figyelhet6 [160], [198]. Ezzel igazoltuk a szekretdlt lipazok tamogato szerepét a gomba
intracellularis tulélé stratégidgjaban.

Rekonstrualt human szovetek C. parapsilosis-szal torténé fertézését kovetden sulyos
hisztopatoldgiai elvaltozasok voltak megfigyelhetéek, ugymint atrépia, 6déma, és hasa-
dékok megjelenése valamennyi szovetrétegben, ezek mellett a gazdasejtek apoptdzisa is
megfigyelhetd volt [148]. Ezzel ellentétben a lipaz negativ C. parapsilosis torzzsel tor-
ténd fertézés soran a szovetkarosodas minimalis mértéka volt, és a fertézott szovet jel-
legét tekintve inkabb a kezeletlen kontrolléhoz volt hasonlithaté [148]. A sejtek epitél
felszinhez torténd kitapaddsa is lényegesen rosszabbnak bizonyult, mint a vad tipusu
torzs esetében. A szovetkdrosodas laktat-dehidrogendz (LDH) felszabadulassal is mér-
hetd, mely sordn a deficiens torzs esetén minimalis LDH volt csupan kimutathaté a vad
tipusu torzshoz képest [148]. Mindezen eredmények arra utaltak, hogy a C. parapsilosis
szekretalt lipazok jelentds szerepet jatszanak a gomba szovetekhez torténd adhézidjaban
és szovetkdrositasaban.

A ragcsalé vagy human sejteket felhasznalé modellrendszerek alkalmazasa szamos
hasznos informadcidt szolgaltatott a lipazok gazda-patogén kolcsonhatasok soran betdl-
tott szerepérol, azonban a patologias folyamatok megértéséhez sziikség van az dsszetet-
tebb in vivo fert6zési modellekre is. A C. parapsilosis ellentétben a C. albicans-szal nem
képes letélis fertézés kivéltdsara egérmodellben. Igy tulélési vizsgilatok ezzel a fajjal
nem végezhetéek. A kiilonbozé szervekbdl kimutathaté gombatelepek szama azonban
korrelal a fertézés stlyossagaval, igy immunkompetens dllatokat felhasznalé CFU (kolo-
niaképzé egység) meghatarozason alapulé modszert dolgoztunk ki a C. parapsilosis
fertézések nyomonkovetésére. Ilyen modellek felhasznaldsaval is alatamasztottuk a

szekretalt lipazok patogenitasban betoltott szerepét [148], [158]. Balb/c egerek vad tipust
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és lipaz hianyos C. parapsilosis sejtekkel torténd intraperitonealis fertézését kovetden, a
mutans torzs esetén szignifikdnsan csokkent a gomba szerv kolonizalo képessége (csok-
kent CFU), mely mind a 1épbdl, vesébdl és majbdl egyarant kimutathato volt, tovabba
gyorsabb gomba eliminacié volt megfigyelhetd a vad tipusu torzzsel szemben [148].
Mivel ismeretes, hogy a C. parapsilosis fert6zések eléfordulasat tekintve az 0jsziilot-
teknél, f6leg alacsony sziiletési sulytu csecsemék korében a gyakoribb [156], [157], ezért
egy olyan modellt is kidolgoztunk, ahol ezt a helyzetet kivintuk modellezni. Ujszii-
16tt patkdnyok intravénds, intraperitonedlis, valamint emésztdszervrendszerbe torténd
C. parapsilosis injektalasat kdvetGen, a lipaz negativ torzs esetében ismételten alacsonyabb-
nak bizonyult a gomba szervkolonizal6 képessége a vad tipusu torzzsel szemben [158].
Tehat a C. parapsilosis szekretalt lipazok virulencidban jatszott szerepe, a sejt és szo-
vet szintll interakcid vizsgalatok mellett, komplex szervezetek esetén is alatamasztasra

kertlt.

9.3 A C. parapsilosis szekretalt aszpartil proteinaz 1 (Sappl)
virulenciaban betoltott szerepének vizsgalata

A C. albicans altal szekretalt aszpartil proteinazok (Sap) virulencidban bet6ltott szerepe
régota tanulmanyozott teriilet [199]. C. albicans-ban végzett vizsgalatok azt igazoltak,
hogy ebben a fajban a szekretdlt aszpartil proteindzok virulencidban bet6ltott szerepe
igen sokrétl, szamos, a gazdaszervezetben megtalalhatd strukturalis és antimikrobia-
lis proteinek bontasara képesek, ezaltal eldsegitve a mikroba szervezeten beliili terjedé-
sét [200], [201].

C. parapsilosis esetén ebben az idében (2009) Olga Hruskova-Heidingsfeldova és
munkatdrsai sikeresen azonositottak, tisztitottak és jellemezték a C. parapsilosis Sappl
és Sapp2 fehérjéit [202], [203], am a szekretalt aszpartil proteinazok virulencidban betol-
tott szerepérdl informacioé nem allt rendelkezésre. Az enzimoldgiai vizsgalatok szerint a
mikroba f6 szekretalt aszpartil proteinaza a Sappl fehérje, amely induktiv koriilmények
kozt legalabb egy nagysagrenddel nagyobb mértékben termelddik, mint a Sapp2 fehérje,

valamint szubsztrat specifitasa is sokkal szélesebb [203].
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Mindezen adatokbdl kiindulva munkank kezdeteként célul ttiztiik ki a C. parapsilosis
f6 szekretalt aszpartil proteinazanak, a Sappl fehérjének virulencidban betoltott sze-
repének vizsgalatat. El6zetes vizsgalataink soran felmeriilt annak a lehet6sége, hogy a
SAPPI gén két képidban van jelen a genomban, ezért a rendelkezésiinkre all6 szekven-
cia adatok felhasznaldsaval elvégeztiik a SAPPI 16kusz in silico analizisét. Az analizis két
identikus 2871bp méret(i szekvenciat azonositott egymastdl 32kb tavolsagra, amely sza-
kaszok egy-egy kopidban tartalmaztak a SAPPI gént, igy a két kopiat SAPPla és SAPP1b
néven kiilonitettiink el egymastol. Geraldine Butler és munkatarsai 2009 végén publi-
kaltak a C. parapsilosis annotalt genomszekvenciajat [43], amely adatok megerdsitették
az in silico vizsgalat helyességét.

Annak érdekében, hogy a Sappl fehérje virulencidban betoltott szerepérdl felvilago-
sitast nyerjiink, a caSATI flipper rendszer segitségével elvégeztiik a SAPPla és SAPPIb
gének delécidjat, valamint sikerrel létrehoztunk egy A/Asappla-A/Asapplb dupla delé-
cios torzset is. A SAPPI gének elvesztését a Sappl és Sapp2 fehérjék enzimaktivitasa-
nak vizsgdlatdra alkalmas HPLC mddszerrel igazoltuk. A dupla delécids torzs esetén
sem RNS, sem enzim aktivitasi szinten nem tudtunk kimutatni SAPPI génexpresz-
sziot, illetve Sappl fehérje aktivitdst. Erdekes médon a dupla delécids torzs esetén a vad
tipushoz képest emelkedett mértékii SAPP2 génexpressziot, valamint enzim aktivitas
emelkedést tapasztaltunk. Ezen jelenség hétterében valdszintisithetéen egy visszacsa-
tol6 mechanizmus allhat, amely miikddésének eredményeként a Sapp2 fehérje emelke-
dett termelését vagy a mar megtermelt enzim aktivitasanak fokozddasat eredményezte,
amely mintegy kompenzacidés mechanizmusként szolgal a Sappl elvesztésére. Ez a jelen-
ség felhivja a figyelmet arra, hogy akarcsak C. albicans esetén [201], C. parapsilosis-ban
a szekretalt aszpartil proteindzok kifejezdése szintén szigoru szabalyozas alatt all.

C. albicans esetén régdta tudott, hogy a szekretdlt aszpartil proteindzok képesek a
szérumban taldlhaté szamos komplement komponens bontasara, ezaltal semlegesitve a
gazdaszervezet humoralis védekezését [204]. Annak kideritésére, hogy a Sappl fehérje
rendelkezik-e hasonlo szereppel, elvégeztiik a vad tipusu és a kiillonbozé Sappl mutans
torzsek szérumérzékenységének vizsgalatat. Eredményeink azt mutattdk, hogy intakt
human szérum jelenlétében a vad tipusu, és a A/Asappla és A/Asapplb torzsek noveke-
dése kozt nem mutatkozott kiilonbség, viszont a SAPPI deléciés mutans torzs esetén a
novekedés mértéke jelentds mértékben visszaesett. Ez az eredmény arra enged kovet-
keztetni, hogy a C. parapsilosis Sappl fehérjéjének, hasonléan a C. albicans Sap fehér-

jékhez, szerepe lehet a szérumban megtalalhaté komplement komponensek bontasaban.
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A jelenség pontos okanak kideritése tovabbi biokémiai vizsgalatokat igényel tisztitott
Sappl fehérje, valamint tisztitott komplement komponensek és egyéb, szérumban talal-
haté antimikrobialis peptidek (pl. defenzinek) bevonasaval.

Egy fert6zés folyamataban a szervezetbe keriilé patogénekkel els6ként makrofagok
keriilnek kapcsolatba. A felismerést kovetéen egyik legfontosabb cellularis antimik-
robialis folyamat a mikroba fagocitézisa. A primer fagoszéma lizoszémaval valé fuzi-
6ja pH csokkenéssel jar, melynek soran megtorténik a patogén elimindcidja [49]. Hogy
ezeket a folyamatokat tanulmanyozzuk, primer emberi sejteket hasznaltunk modell-
ként (PBMC és PBMC-DM sejtek). Aramlasi citometrids méréseink szerint a vad tipus-
hoz képest a SAPPI delécids torzsek fagocitdzisa joval eredményesebben valosult meg.
A fagocitdzis folyamatanak részletesebb tanulmanyozasa érdekében fluoreszcens mik-
roszkopos vizsgalatokat végeztiink PBMC-DM sejtek és vad tipust, valamint SAPPI
mutans C. parapsilosis torzsek felhasznalasaval. A vad tipussal fert6zott mintakhoz
képest a Sappl fehérjét nem termeld mutdns torzzsel fert6zott PBMC-DM sejtek esetén
emelkedett mértéku fago-lizoszéma fuziot figyeltiink meg. Ismeretes, hogy a fagoszoma
lizoszomaval torténd fazidjahoz szamos, a vezikuldk felszinén talalhaté receptor-ligand
kotédése sziikséges [205]. Az altalunk végzett megfigyelés felveti annak a lehet&ségét,
hogy a Sappl fehérjének szerepe van a mikroba fagocita sejten beliili ttlélésében is.

PBMC és PBMC-DM sejtek alkalmazdsaval vizsgaltuk a gazdasejtek vad tipusu és
delécios mutdnsokkal szembeni gombaélési képességét. Mind a PBMC, mind az ezek-
bdl differencialtatott primer makrofagok esetén a dupla deléciés mutansokkal szembeni
gombaolési képesség szignifikdns emelkedést mutatott. Ezzel parhuzamosan a SAPPI
delécids torzs gazdasejtet karositd képessége csokkenést mutatott a vad tipusu torzzsel
osszevetve.

Osszegezve, eredményeink azt mutatjak, hogy a Sappl fehérje jelentds szereppel bir a
mikroba virulencidjanak kialakitasaban. Szerepe van a gazda antimikrobialis peptidje-
inek semlegesitésében, a fagocitdzis gatlasaban, valamint nagymértékben hozzajarul a

patogén fagocita sejten beliili tuléléséhez egyarant.
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9.4 Human periférias vérbol izolalt mononuklearis sejtek
C. parapsilosis és C. albicans fertozésre adott
valaszreakcidjanak dsszehasonlitasa, illetve a
C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt T helper sejt
polarizacid 6sszehasonlitasa

Az opportunista gombafert6zések kovetkeztében kialakulé immunvalasz vizsgilata
elsdsorban a C. albicans okozta megbetegedésekre koncentral. Kevés informacidéval ren-
delkeziink az un. ,nem-albicans” fajok altal kivaltott gazdavalaszrdl. Ezért megvizs-
galtuk és Osszehasonlitottuk a hével elolt C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt
pro-inflammatorikus citokin termelést human periférias vérbdl izolalt mononuklearis
sejtekben. Azt tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt sejtek hasonlé mértéki
TNFa és IL-6, valamint mintegy 20 %-kal alacsonyabb szint(i IL-1p termelést mutat-
tak a C. albicans-szal fert6zott sejtekhez képest. A Th sejtes citokinek vizsgalata esetén
azonban eredményeink azt mutattak, hogy a C. parapsilosis 48 Ora elteltével szignifi-
kansan alacsonyabb IFNy, ugyanakkor magasabb IL-10 termelést indukalt mononukle-
aris sejtekben, mint a C. albicans. Tovabba, a C. parapsilosis jelentdsen kisebb mértéki
IL-17 és IL-22 termelést valtott ki 7 napos stimulaciot kovetéen. Intracellularis cito-
kin festést kovetd aramldsi citometrias analizissel megerdsitettiik, hogy a C. parapsilo-
sis-szal stimulalt mintdkban 7 nap elteltével alacsonyabb volt az IL-17 termel6 CD4" Th
sejtek aranya. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy mig a C. albicans fertézés Thl/
Th17-dominans T-sejt polarizaciot indukal, C. parapsilosis fertdzés esetén ez az egyen-

suly Th2/Treg iranyba tolodik el.

9.5 A C. parapsilosis immunoldgiai felismerésében
szerepet jatszo receptorok azonositasa

A tovabbiakban megvizsgaltuk a Dectin-1, TLR4 és TLR2 receptorok szerepét a
C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt citokin termelésben. A Dectin-1 recep-
tor gatlasa esetén mind a C. parapsilosis-szal, mind a C. albicans-szal stimulalt mono-
nukledris sejtek jelentésen 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 blokkoldsa nem volt hatassal a mononukledris sejtek citokin
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termelésére, eredményeink alapjan a TLR2 szerepet jatszik az IL-1p és IL-6 induk-
cidjaban. Nem tapasztaltunk azonban jelentds kiilonbséget a C. parapsilosis-szal és
C. albicans-szal stimulalt mononukledris sejtek citokin termelésében a receptor blok-
kolok alkalmazdsa soran (noha a Dectin-1 gatlasa esetén a C. parapsilosis-szal stimulalt
mintakban valamivel nagyobb mértékben csokkent a TNFa, IL-1pB, IL-6 és IL-10 szintje
a C. albicans-szal fert6zott sejtekhez viszonyitva), ami arra utal, hogy egyéb receptorok
aktivacidja lehet felelés a két faj altal indukalt citokin termelés kiilonbségéért. A poten-
cialis tovabbi receptorok szerepének intenziv vizsgalata a C. parapsilosis felismerésében

jelenleg folyik laboratériumunkban.

9.6 A C. parapsilosis felismerését koveto intracellularis
jeltovabbitas elemeinek vizsgalata

A MAPK kaszkad mind a TLR-ek, mind a CLR-ek altal inditott jelatvitelben szerepet
jatszik, az egyes MAP kindzok szerepe a szignalizaci6 soran azonban kevésbé tiszta-
zott. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy mind a hdrom klasszikus MAP kindz
(p38, ERK, JNK) gatlasa jelentdsen csokkentette mind a C. parapsilosis-szal, mind a
C. albicans-szal stimulalt mononuklearis sejtek citokin (TNFa, IL-f, IL-6, IL-10, IFNYy)
termelését, jelezve, hogy mindharom enzim szerepet jatszik a két Candida faj felismeré-
sét kovetd jelatvitelben. Tovabbd, mig a p38 és ERK inhibicié a C. parapsilosis-szal sti-
mulalt mintak citokin (TNFa, IL-p, IL-6) termelését csokkentette nagyobb mértékben,
a JNK gatlasa a C. albicans-szal stimulalt mintak citokin szekrécidjara volt nagyobb
hatassal. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az egyes MAP kinazok citokin induk-

cioban betoltott szerepe kiilonbozik C. parapsilosis és C. albicans stimulacié esetén.

Osszefoglalva tehat megallapithatjuk, hogy a C. parapsilosis szekretalt lipazainak és
proteinazainak jelentOs szerepe van a gazda-patogén interakciok soran. Igazoltuk a
szekretalt mikrobialis hidrolazok jelentoségét a tapanyagforrasok biztositasaban,
a gazdaszervezet sejtjeihez, szoveteihez tortén6 adhézioban. Mig az extracellularis
lipazok esetében kimutattuk, hogy képesek csokkenteni a gyulladasos folyamato-
kat és szerepet jatszanak a biofilmképzésben, addig megallapitottuk, hogy a szek-
retalt proteinazok képesek a szérum antimikrobialis hatasat csokkenteni. Mindkét
extracellularis komponens gatolja a dendritikus sejtek és makrofagok fagocita akti-

vitasat, illetve a fago-lizoszoma fuzidjanak gatlasaval azok gombadlo képességét.
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Kiilonbségeket mutattunk ki a C. parapsilosis és a C. albicans ellen kialakulo
immunvalaszban. Mig a C. albicans intenziv pro-inflammatorikus Th1/Th17 iranyu
T-sejt polarizaciot indukal, a C. parapsilosis ellen kialakulé immunvalasz csokkent
IL-1p termeléssel és Th2/Treg-dominans, tolerogén iranyu T-sejt polarizacioval jelle-
mezhetd. Megallapitottuk tovabba, hogy a C. parapsilosis is képes intenziv defenzin
termelés indukcidra, amely fontos komponense a gazdaszervezet immunvalaszanak
(45. abra).

Ugyan szamos tovabbi vizsgalatra van sziikség annak érdekében, hogy részle-
teiben feltarjuk a C. parapsilosis specifikus virulencia faktorokat és gazdavalaszt,
eddigi munkdnk felhivja a figyelmet a kiilonb6z6 Candida fajok megbetegitoképes-
sége mogott huzodo folyamatok hasonlosagaira és alapveto eltéréseire. Eredménye-
ink ravilagitanak a kiilonb6z6 fajok tanulmanyozasanak fontossagara a Candida

fertozések mikrobioldgiai és immunologiai hatterének kutatasa soran.
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45. abra: A C. parapsilosis virulencidjaban és patomechanizmusaban szerepet jatszo komponensek és

azok celluldris és humoralis hatdsa.
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