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Bevezetés

Az opportunista patogén gombak altal okozott fertézések szama évrél évre
nd, az Aspergillus nemzetség tagjai mellett U fajok is felbukkannak, amely fajok
altal okozott megbetegedések kezelése megfeleld szakirodalmi adatok és tapasztalat
hianyaban nehézkes, gyakran csak miitéti uton lehetséges. Az immunszuppresszalt
betegek kiilondsen kitettek az opportunista patogének altali fertézéseknek, amelyek
halalozasi ardnya ezekben az esetekben igen magas. Az immunszuppresszioé szamos
modern orvostudomanyi eljarasnal nélkilozhetetlen (pl. transzplantacid, rakos
megbetegedések), ezért e teriiletek fejlédésével a tarsadalom veszélyeztetett rétege
is bévil.

A fent emlitetteknek megfelelden, az utdobbi években megnétt a nem-
Aspergillus opportunista humanpatogén fonalas gombak vizsgalataval foglalkoz6
tanulmanyok szdma. Ezen csoportba tartoznak a Curvularia fajok, amelyek egyéb
melanizalt gombédkhoz hasonléan Ugynevezett feohifomikozisok kialakitasara
képesek. A betegség egészséges emberekben foképp lokalis fertézésként jelenik
meg, azonban immunszuppresszalt betegekben invaziv szisztémas mikozis is
kialakulhat.

A Curvularia fajok altal okozott megbetegedések immunoldégiai hatterérél,
a felismerési mechanizmusokrol, a kivaltott immunvalaszrél kevés informécio all
rendelkezésiinkre, ezért jelen dolgozat célja a Curvularia izoldtumokkal, elsésorban
a C. lunata-val szembeni immunvélasz vizsgalata. A dolgozatban héarom, a
velesziiletett immunitashoz tartoz6 sejtcsoport, a monocitak, a makrofagok és a
neutrofil granulociték interakcidjat vizsgaltuk a gombatdrzsekkel és dsszevetettiik
azt az A. fumigatus esetében tapasztalt adatokkal.

A Curvularia fajok erésen melanizalt konidiumokkal és hifakkal
rendelkeznek. A melanin virulencidban bet6ltott szerepét mas fajok esetében mar
vizsgaltak, azonban az eredmények alapjan a pigment fajonként eltéréd mértékben

befolyasolja a megbetegitd képességet és a gazdaszervezeten beliili talélést.



Kisérleteink soran a melanin-bioszintézis gatlasaval modelleztiik a melanin

fagocitdzist és monocita érést befolyasolo szerepét.
Célkitiizések

A fonalas gombak elleni immunvalaszrdl a legtdbb informéacionk az A.
fumigatus-szal kapcsolatban van, azonban egyre t6bb opportunista human patogén
fonalas gomba fajt vizsgalnak ebbdl a szempontbol. A gombékkal szembeni
felismerési és 61ési mechanizmusok a szakirodalmi adatok alapjan eltéroek lehetnek.
Munkank soran a klinikai mintakbél leggyakrabban izolalt Curvularia
fajok reprezentativ torzsei, elsdsorban a C. lunata altal kivaltott természetes
immunvalaszt vizsgaltuk. Hogy képet kapjunk a folyamatok csoporton belili
diverzitasérdl, egyes kisérleti elrendezések esetében a Curvularia nemzetség egyéb
fajait is bevontuk a vizsgalatokba. Ezen vizsgalatokhoz a kovetkez6 célkitiizéseket
fogalmaztuk meg:

1. THP-1 monocita sejtvonal interakcidjanak vizsgalata C. lunata, C.
hawaiiensis és C. spicifera torzsekkel, amely kiterjed a hifak és a
konidiumok altal kivaltott valasz, az 6lési hatékonysag, valamint a melanin
fagocitdzisgatld szerepének vizsgalatara;

2. THP-1 sejtekbdl érlelt makrofagok interakciojanak vizsgélata C. lunata, C.
hawaiiensis és C. spicifera torzsekkel, amely soran a fagocit6zis mértékét
és az 0lési hatékonysagot kivantuk megéllapitani;

3. Primer neutrofil granulocitak interakcidjanak vizsgélata C. lunata-val, ezen
belul a felismerési és 6lési mechanizmusok, az 6lési hatékonysag és a

gomba védekezd mechanizmusainak feltérképezése.
Alkalmazott modszerek

Sejttenyésztés, primer sejtek izolalasa

e Eml6s sejtvonal fenntartasa és differencialtatdsa



e Neutrofil granulocitak izolalasa periférias vérbol

In vitro interakciés kisérletek

e Sejttenyészetek és primer sejtek indukcidja fonalas gombakkal.
Immunoldgiai médszerek

e Aramlési citometria — fagocitdzis vizsgalat

e ELISA

e  Fluoreszcens mikroszkdpia — NET képzés vizsgalata
Molekuléris technikak

e DNS és RNS izolalas

e cDNS szintézis

e  Kuvantitativ valos idejli reverz transzkripcioé (QRT) PCR analizis,
Egyeb

e Gomba életképesség meghatarozas

e Insilico szekvencia elemzés

e Melanin tisztitas

e pH meghatarozas
Eredmények

A monocitakkal és makrofagokkal valo interakcié modellezésére a THP-1
sejtvonalat hasznaltuk, ahol a sejtek valaszat a konidiumok és hifak jelenlétében is
megvizsgaltuk. A hifak altal kivaltott valaszt a C. lunata, C. hawaiiensis és a C.
spicifera esetében tanulmanyoztuk. A neutrofil granulocitadk és a C. lunata fiatal

hifainak interakcidjat primer immunsejtek felhasznalasaval modelleztik.

1. Monocitak valasza a Curvularia izolatumokra

A THP-1 monociték a C. lunata nagy, melanizalt konidiumaival nem léptek
interakcidba, a fagocit6zis vizsgalatban a kdlcsdnhatashan 16v6 sejtek aranya nagyon

alacsony volt. A pozitiv események tobbsége nem volt tényleges internalizécié.



Mivel a melanin hatassal lehet a fagocitozisra, a vizsgalatot elvégeztik melanin
bioszintézist gatld6 korilmények kozt termelt konidiumokkal is, azonban az
interakcioba 1épd sejtek aranyat nem ndvelte a konidiumfal melanin tartalméanak
hianya. A THP-1 monocitak sem a melanizalt, sem pedig a melanin gatolt
konidiumok jelenlétében nem termeltek TNFa, IL6, IL8 vagy IL10 citokineket.

A monocitadk tébbek kozott mikrobidlis szignalok hatasara aktivalédni
képesek, amely soran a sejtek felszini receptor mintazata megvaltozik. Az aktivacié
elinditja a differenciacié folyamatat, amely utdn a monocitdk makrofagga vagy
dendritikus sejtté alakulnak, vagy fenntartjak monocita allapotukat. A monociték az
antigén prezentécioban is részt vesznek.

A THP-1 monocitak aktivaciéjat mind a konidiumok, mind a hifak
jelenlétében vizsgaltuk. A C. lunata konidiumai nem valtottdk ki a sejtek
aktivaciojat, valoszinlileg antigén prezenticié sem torténik, amely a kismértékii
interakciéval magyardzhaté. A melanin hianya a konidiumfalban nem befolyasolta
az aktivacié és az antigén prezentacié elmaradasat. A hifak jelenlétében sem
tapasztaltuk az aktivaciora jellemz6é génexpresszios mintazatot egyik Curvularia
izolatum jelenlétében sem, habar a C. lunata esetében a sejtek aggregacidja volt
megfigyelhetd a késéi immunvalasz vizsgalatanal. Ebben az esetben sem
kdvetkeztethettiink antigén prezentaciora. A C. hawaiiensis és C. spicifera hifai nem
véltottdk ki a monocitdk csoportosuldsat. A monocitak nem voltak képesek
csokkenteni a gombak életképességét az interakcid soran.

A THP-1 monocitak hifak hatasara bekovetkezd citokintermelését is
megvizsgaltuk. A C. hawaiiensis és C. spicifera nem valtotta ki a mért citokinek
termelését. A C. lunata hifdk jelenlétében tapasztalt IL10 antiinflammatorikus
citokin termelés Osszefiiggésben allhat a gomba altal okozott fert6zések kronikus
jellegével, a gyulladéasos valasz gatlasara utalhat a HLADRA gén alulszabalyozasa
is. Ugyanakkor a gomba az IL8 termelését is indukalta, amely a neutrofil

granulocitak toborzasaért felelés legfontosabb attraktans.



2. Makrofagok véalasza a Curvularia izolatumokra

amely makrofagokhoz hasonl6 fenotipust mutat. A C. lunata konidiumait az érlelt
sejtek hatékonyabban ismerték fel, a fagocitdlé sejtek aranya megndtt. Az
interakcidés események nagy része tényleges internalizacié volt a konidiumok
méretétdl flggetlendl.

A hifak ebben az esetben nem indukaltak a sejtek aggregacidjat, azonban
azok megjelenése utdn is megfigyelheté volt a sejtek konidiumhoz torténd
kapcsolddasa, tehat a makrofagok a konidiumok felismerésében jatszhatnak
szerepet.

A sejtekkel val6 interakcié nem csokkentette az izolatumok életképességét,

6nmagukban a makrofagok nem voltak képesek hatékony 6lésre.

3. Neutrofil granulocitak valasza C. lunata fiatal hifaira

A vizsgalatok sordn megéllapitottuk, hogy a neutrofil granulocitdk a C.
lunata hifait szérum dependens mechanizmussal ismerik fel, amely indukalja az
oxidativ burst folyamatat a sejtekben. A gomba termelhet egy szolubilis faktort,
amely 6nmagaban is kivaltja a sejtek aktivalodasat, azonban ROS felszabadulést ez
nem eredményez. A nagyméretii mikrobakkal szemben, mint a fonalas gombak, a
NET képzést fontos effektor funkcidnak tartjak a neutrofilek esetében. A C. lunata
jelenléte azonban nem valtotta ki a NET formalasat, habar a sejtek kapcsolddtak a
hifakhoz. A NET hidnyat magyarazhatja a H,O- szintjének radikalis cstkkenése az
interakcié sorén, hiszen a NET képzés szabalyozasaban a reaktiv oxigén gyokok
fontos szerepet jatszanak. Eredményeink alapjan a gomba savanyitja a kérnyezetét
az interakcio sorén, amely pH véltozas gétolja a neutrofil funkciokat, elsésorban az
oxidativ burst gatlasan keresztll. Ezen korllmények kdzott a neutrofil granulocitak

nem voltak képesek hatékony &lésre a C. lunata-val szemben.



Osszefoglalas

Jelen munka soran:

megallapitottuk, hogy a THP-1 monocitak nem fagocitaljak a C. lunata

konidiumait, azok a monocitak érését és citokin termelést nem indukaljak;

a konidium falban felhalmozott melanin, mint bioszintetikus végtermék,

nem jatszik szerepet a fagocitozis és az érés indukcidjanak gatlasaban;

a C. lunata érett hifai kivaltottdk a THP-1 monocitak csoportosulését a hifa

kordal,

o azonban ez nem okozta a monocita érésre jellemz6 transzkripcios
mintazatot,

o IL8 citokin termelését valtotta ki, amely a neutrofil granulocitak fontos
szerepére utal,

o aHLADRA gén erételjes transzkripcios gatlasat, valamint IL10 citokin
termelését eredményezte, amely az immunszuppresszié indukci6jéra
utal,

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

citokin termelését;

a THP-1 makrofagok felismerték és fagocitaltdk a C. lunata konidiumait,

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

hifak jelenlétében nem volt megfigyelheté a felismerés;

a neutrofil granulociték a C. lunata hifit szérum opszonizaci6 utan ismerik

fel, amely indukalja az oxidativ burst folyamatat is;

a C. lunata hifai koril a neutrofil granulocitak gytilekeznek, azonban a NET

képzés elmarad;

a C. lunata valosziniileg az extracellularis pH csokkentésével gatolja a ROS

képzést, amely igy nem képes indukalni a NET kialakulasat;



a neutrofilek egy valdszinisitett szolubilis faktor hatasara is aktivalodtak,
azonban ilyenkor az oxidativ burst indukcitja elmaradt;

kisérleteink soran egyik vizsgalt sejttipus sem volt képes hatékonyan
csdkkenteni a Curvularia izolatumok életképességét.
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