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Bevezetés 
 

Az opportunista patogén gombák által okozott fertőzések száma évről évre 

nő, az Aspergillus nemzetség tagjai mellett új fajok is felbukkannak, amely fajok 

által okozott megbetegedések kezelése megfelelő szakirodalmi adatok és tapasztalat 

hiányában nehézkes, gyakran csak műtéti úton lehetséges. Az immunszuppresszált 

betegek különösen kitettek az opportunista patogének általi fertőzéseknek, amelyek 

halálozási aránya ezekben az esetekben igen magas. Az immunszuppresszió számos 

modern orvostudományi eljárásnál nélkülözhetetlen (pl. transzplantáció, rákos 

megbetegedések), ezért e területek fejlődésével a társadalom veszélyeztetett rétege 

is bővül. 

A fent említetteknek megfelelően, az utóbbi években megnőtt a nem- 

Aspergillus opportunista humánpatogén fonalas gombák vizsgálatával foglalkozó 

tanulmányok száma. Ezen csoportba tartoznak a Curvularia fajok, amelyek egyéb 

melanizált gombákhoz hasonlóan úgynevezett feohifomikózisok kialakítására 

képesek. A betegség egészséges emberekben főképp lokális fertőzésként jelenik 

meg, azonban immunszuppresszált betegekben invazív szisztémás mikózis is 

kialakulhat. 

A Curvularia fajok által okozott megbetegedések immunológiai hátteréről, 

a felismerési mechanizmusokról, a kiváltott immunválaszról kevés információ áll 

rendelkezésünkre, ezért jelen dolgozat célja a Curvularia izolátumokkal, elsősorban 

a C. lunata-val szembeni immunválasz vizsgálata. A dolgozatban három, a 

veleszületett immunitáshoz tartozó sejtcsoport, a monociták, a makrofágok és a 

neutrofil granulociták interakcióját vizsgáltuk a gombatörzsekkel és összevetettük 

azt az A. fumigatus esetében tapasztalt adatokkal. 

A Curvularia fajok erősen melanizált konídiumokkal és hifákkal 

rendelkeznek. A melanin virulenciában betöltött szerepét más fajok esetében már 

vizsgálták, azonban az eredmények alapján a pigment fajonként eltérő mértékben 

befolyásolja a megbetegítő képességet és a gazdaszervezeten belüli túlélést. 
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Kísérleteink során a melanin-bioszintézis gátlásával modelleztük a melanin 

fagocitózist és monocita érést befolyásoló szerepét. 

Célkitűzések 
 

A fonalas gombák elleni immunválaszról a legtöbb információnk az A. 

fumigatus-szal kapcsolatban van, azonban egyre több opportunista humán patogén 

fonalas gomba fajt vizsgálnak ebből a szempontból. A gombákkal szembeni 

felismerési és ölési mechanizmusok a szakirodalmi adatok alapján eltérőek lehetnek. 

Munkánk során a klinikai mintákból leggyakrabban izolált Curvularia 

fajok reprezentatív törzsei, elsősorban a C. lunata által kiváltott természetes 

immunválaszt vizsgáltuk. Hogy képet kapjunk a folyamatok csoporton belüli 

diverzitásáról, egyes kísérleti elrendezések esetében a Curvularia nemzetség egyéb 

fajait is bevontuk a vizsgálatokba. Ezen vizsgálatokhoz a következő célkitűzéseket 

fogalmaztuk meg: 

1. THP-1 monocita sejtvonal interakciójának vizsgálata C. lunata, C. 

hawaiiensis és C. spicifera törzsekkel, amely kiterjed a hifák és a 

konídiumok által kiváltott válasz, az ölési hatékonyság, valamint a melanin 

fagocitózisgátló szerepének vizsgálatára; 

2. THP-1 sejtekből érlelt makrofágok interakciójának vizsgálata C. lunata, C. 

hawaiiensis és C. spicifera törzsekkel, amely során a fagocitózis mértékét 

és az ölési hatékonyságot kívántuk megállapítani; 

3. Primer neutrofil granulociták interakciójának vizsgálata C. lunata-val, ezen 

belül a felismerési és ölési mechanizmusok, az ölési hatékonyság és a 

gomba védekező mechanizmusainak feltérképezése. 

Alkalmazott módszerek 
 

Sejttenyésztés, primer sejtek izolálása 

• Emlős sejtvonal fenntartása és differenciáltatása 
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• Neutrofil granulociták izolálása perifériás vérből 

In vitro interakciós kísérletek 

• Sejttenyészetek és primer sejtek indukciója fonalas gombákkal 

Immunológiai módszerek 

• Áramlási citometria – fagocitózis vizsgálat 

• ELISA 

• Fluoreszcens mikroszkópia – NET képzés vizsgálata 

Molekuláris technikák 

• DNS és RNS izolálás 

• cDNS szintézis 

• Kvantitatív valós idejű reverz transzkripció (qRT) PCR analízis 

Egyéb 

• Gomba életképesség meghatározás 

• In silico szekvencia elemzés 

• Melanin tisztítás 

• pH meghatározás 

 

Eredmények 
 

A monocitákkal és makrofágokkal való interakció modellezésére a THP-1 

sejtvonalat használtuk, ahol a sejtek válaszát a konídiumok és hifák jelenlétében is 

megvizsgáltuk. A hifák által kiváltott választ a C. lunata, C. hawaiiensis és a C. 

spicifera esetében tanulmányoztuk. A neutrofil granulociták és a C. lunata fiatal 

hifáinak interakcióját primer immunsejtek felhasználásával modelleztük. 

1. Monociták válasza a Curvularia izolátumokra 

A THP-1 monociták a C. lunata nagy, melanizált konídiumaival nem léptek 

interakcióba, a fagocitózis vizsgálatban a kölcsönhatásban lévő sejtek aránya nagyon 

alacsony volt. A pozitív események többsége nem volt tényleges internalizáció. 
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Mivel a melanin hatással lehet a fagocitózisra, a vizsgálatot elvégeztük melanin 

bioszintézist gátló körülmények közt termelt konídiumokkal is, azonban az 

interakcióba lépő sejtek arányát nem növelte a konídiumfal melanin tartalmának 

hiánya. A THP-1 monociták sem a melanizált, sem pedig a melanin gátolt 

konídiumok jelenlétében nem termeltek TNFα, IL6, IL8 vagy IL10 citokineket. 

A monociták többek között mikrobiális szignálok hatására aktiválódni 

képesek, amely során a sejtek felszíni receptor mintázata megváltozik. Az aktiváció 

elindítja a differenciáció folyamatát, amely után a monociták makrofággá vagy 

dendritikus sejtté alakulnak, vagy fenntartják monocita állapotukat. A monociták az 

antigén prezentációban is részt vesznek. 

A THP-1 monociták aktivációját mind a konídiumok, mind a hifák 

jelenlétében vizsgáltuk. A C. lunata konídiumai nem váltották ki a sejtek 

aktivációját, valószínűleg antigén prezentáció sem történik, amely a kismértékű 

interakcióval magyarázható. A melanin hiánya a konídiumfalban nem befolyásolta 

az aktiváció és az antigén prezentáció elmaradását. A hifák jelenlétében sem 

tapasztaltuk az aktivációra jellemző génexpressziós mintázatot egyik Curvularia 

izolátum jelenlétében sem, habár a C. lunata esetében a sejtek aggregációja volt 

megfigyelhető a késői immunválasz vizsgálatánál. Ebben az esetben sem 

következtethettünk antigén prezentációra. A C. hawaiiensis és C. spicifera hifái nem 

váltották ki a monociták csoportosulását. A monociták nem voltak képesek 

csökkenteni a gombák életképességét az interakció során. 

A THP-1 monociták hifák hatására bekövetkező citokintermelését is 

megvizsgáltuk. A C. hawaiiensis és C. spicifera nem váltotta ki a mért citokinek 

termelését. A C. lunata hifák jelenlétében tapasztalt IL10 antiinflammatorikus 

citokin termelés összefüggésben állhat a gomba által okozott fertőzések krónikus 

jellegével, a gyulladásos válasz gátlására utalhat a HLADRA gén alulszabályozása 

is. Ugyanakkor a gomba az IL8 termelését is indukálta, amely a neutrofil 

granulociták toborzásáért felelős legfontosabb attraktáns. 
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2. Makrofágok válasza a Curvularia izolátumokra 

A Curvularia izolátumok interakcióját érlelt THP-1 sejtekkel is vizsgáltuk, 

amely makrofágokhoz hasonló fenotípust mutat. A C. lunata konídiumait az érlelt 

sejtek hatékonyabban ismerték fel, a fagocitáló sejtek aránya megnőtt. Az 

interakciós események nagy része tényleges internalizáció volt a konídiumok 

méretétől függetlenül. 

A hifák ebben az esetben nem indukálták a sejtek aggregációját, azonban 

azok megjelenése után is megfigyelhető volt a sejtek konídiumhoz történő 

kapcsolódása, tehát a makrofágok a konídiumok felismerésében játszhatnak 

szerepet. 

A sejtekkel való interakció nem csökkentette az izolátumok életképességét, 

önmagukban a makrofágok nem voltak képesek hatékony ölésre. 

3. Neutrofil granulociták válasza C. lunata fiatal hifáira 

A vizsgálatok során megállapítottuk, hogy a neutrofil granulociták a C. 

lunata hifáit szérum dependens mechanizmussal ismerik fel, amely indukálja az 

oxidatív burst folyamatát a sejtekben. A gomba termelhet egy szolubilis faktort, 

amely önmagában is kiváltja a sejtek aktiválódását, azonban ROS felszabadulást ez 

nem eredményez. A nagyméretű mikrobákkal szemben, mint a fonalas gombák, a 

NET képzést fontos effektor funkciónak tartják a neutrofilek esetében. A C. lunata 

jelenléte azonban nem váltotta ki a NET formálását, habár a sejtek kapcsolódtak a 

hifákhoz. A NET hiányát magyarázhatja a H2O2 szintjének radikális csökkenése az 

interakció során, hiszen a NET képzés szabályozásában a reaktív oxigén gyökök 

fontos szerepet játszanak. Eredményeink alapján a gomba savanyítja a környezetét 

az interakció során, amely pH változás gátolja a neutrofil funkciókat, elsősorban az 

oxidatív burst gátlásán keresztül. Ezen körülmények között a neutrofil granulociták 

nem voltak képesek hatékony ölésre a C. lunata-val szemben. 
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Összefoglalás 
 

Jelen munka során: 

• megállapítottuk,  hogy a THP-1  monociták nem fagocitálják a  C.   lunata 

konídiumait, azok a monociták érését és citokin termelést nem indukálják; 

• a konídium falban felhalmozott melanin, mint bioszintetikus végtermék, 

nem játszik szerepet a fagocitózis és az érés indukciójának gátlásában; 

• a C. lunata érett hifái kiváltották a THP-1 monociták csoportosulását a hifa 

körül, 

o azonban ez nem okozta a monocita érésre jellemző transzkripciós 

mintázatot, 

o IL8 citokin termelését váltotta ki, amely a neutrofil granulociták fontos 

szerepére utal, 

o a HLADRA gén erőteljes transzkripciós gátlását, valamint IL10 citokin 

termelését eredményezte, amely az immunszuppresszió indukciójára 

utal, 

• a C. hawaiiensis és C. spicifera jelenlétében nem tapasztaltuk a THP-1 

monociták aggregációját, érésre jellemző transzkripciós mintázatát vagy 

citokin termelését; 

• a THP-1 makrofágok felismerték és fagocitálták a C. lunata konídiumait, 

azonban sem a C. lunata, sem pedig a C. hawaiiensis vagy a C. spiciera 

hifák jelenlétében nem volt megfigyelhető a felismerés; 

• a neutrofil granulociták a C. lunata hifáit szérum opszonizáció után ismerik 

fel, amely indukálja az oxidatív burst folyamatát is; 

• a C. lunata hifái körül a neutrofil granulociták gyülekeznek, azonban a NET 

képzés elmarad; 

• a C. lunata valószínűleg az extracelluláris pH csökkentésével gátolja a ROS 

képzést, amely így nem képes indukálni a NET kialakulását; 
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• a neutrofilek egy valószínűsített szolubilis faktor hatására is aktiválódtak, 

azonban ilyenkor az oxidatív burst indukciója elmaradt; 

• kísérleteink során egyik vizsgált sejttípus sem volt képes hatékonyan 

csökkenteni a Curvularia izolátumok életképességét. 
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