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Bevezetés

Az invaziv Candida fert6zés komoly egészségiigyi problémat
jelent napjainkban, amely foként a legyengiilt immunrendszerii
betegeket veszélyezteti. Noha az invaziv candidiasis
leggyakoribb okozoja a C. albicans, a nem-albicans fajok
altal kivaltott fert6zések el6fordulasi gyakorisdga az
utobbi évtizedekben folyamatos ndvekedést mutat. A C.
parapsilosis geografiai régiotol fiiggéen a masodik vagy
harmadik leggyakrabban izolalt invaziv candidiasist
okozo faj a C. albicans utan, jelenleg vilagszerte ezeknek
a fertézéseknek mintegy 17 %-aért felelés. Noha az
utobbi  években intenziven vizsgdljdk az invaziv
candidiasis patogenezisét, a tanulmanyok tilnyomo
tobbsége a C. albicans altal kivaltott immunvalasz
kutatasara iranyul, mig a C. parapsilosis altal okozott
fertézések 1mmunologiai hatterérél jelenleg keveés
ismeretiink van.

Munkank soran célunk a C. parapsilosis altal kivaltott
természetes €s  adaptiv  immunvalasz = néhany
aspektusanak jellemzése, illetve a C. albicans altal

indukalt védekezési mechanizmusokkal valo



Osszehasonlitasa volt. Vizsgaltuk a C. parapsilosis és a
C. albicans altal indukalt citokin termelést és T helper
sejt polarizaciot humdan periférias vérbol szarmazéd
mononuklearis sejtekben, valamint egyes
mintazatfelismerd receptorok, illetve intracellularis
jelatvitelben részt vevé molekulak szerepét a Candida
fajok altal indukalt gyulladasos vélasz soran. Részletesen
vizsgaltuk tovabba a C. parapsilosis és a C. albicans altal
indukdlt inflammaszéma aktivaciot human THP-1

makrofagokban.

Alkalmazott modszerek

Sejttenyésztés, primer sejtek izolalasa

- mononuklearis sejtek (PBMC) izolalasa human
periférids vérbol

- makrofagok differencialtatdisa mononuklearis
sejtekbdl

- emlds sejtvonalak fenntartasa/tenyésztése

In vitro PBMC/makrofig stimulacid




- primer sejtek és sejtvonalak in vitro stimulacidja

kiilonboz6 Candida torzsekkel

Molekularis technikak
- RNS izolalas
- gRT-PCR (kvantitativ valds-idejii PCR)

Immunologiai moédszerek

- aramlasi citometria
- intracellularis citokin festés

- ELISA (enzimkd&tott immunoszorbens proba)

Egvéb modszerek

- reaktiv oxigéngyok (ROS) termelés mérése
- lizoszomalis katepszin B felszabadulas mérése

- laktat dehidrogendz (LDH) aktivitds mérése



Eredmények

1. Human periféridas vérbdél izolalt mononuklearis sejtek

C. parapsilosis és C. albicans fertdzésre adott

valaszreakcidjanak 0sszehasonlitasa

1.1. A C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt T

helper sejt polarizacid Osszehasonlitasa

El6szor megvizsgaltuk a hovel eldlt C. parapsilosis és C.
albicans altal indukalt gyulladasos citokin termelést
human periférias vérbdl izolalt mononuklearis sejtekben.
Azt tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt
sejtek hasonldo mértékiit TNFa és IL-6, valamint mintegy
20 %-kal alacsonyabb szintli IL-1B termelést mutattak a
C. albicans-szal fertézott sejtekhez képest. A Th sejtes
citokinek vizsgalata esetén azonban eredményeink azt
mutattak, hogy a C. parapsilosis 48 ora -elteltével
szignifikansan alacsonyabb IFNy, ugyanakkor magasabb
IL-10 termelést indukalt mononuklearis sejtekben, mint a
C. albicans. Tovabba, a C. parapsilosis jelentdsen kisebb

mértékt IL-17 és IL-22 termelést valtott ki 7 napos



stimulaciot kovetden. Intracellularis citokin festést
kovetd aramlasi citometrias analizissel megerdsitettiik,
hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt mintakban 7 nap
elteltével alacsonyabb volt az IL-17 termelé CD4" Th
sejtek aranya. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
mig a C. albicans fertézés Th1/Th17-dominans T-sejt
polarizaciot indukal, C. parapsilosis fertdzés esetén ez az

egyensuly Th2/Treg irdnyba tolodik el.

1.2. A C. parapsilosis immunoldgiai felismerésében

szerepet jatszo receptorok azonositasa

A tovabbiakban megvizsgéltuk a Dectin-1, TLR4 és
TLR2 receptorok szerepét a C. parapsilosis és a C.
albicans altal indukalt citokin termelésben. A Dectin-1
receptor gatlasa esetén mind a C. parapsilosis-szal, mind
a C. albicans-szal stimulalt mononuklearis 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 blokkolasa nem volt hatassal a

mononukledris sejtek citokin termelésére, eredményeink



alapjan a TLR2 szerepet jatszik az IL-1p és IL-6
indukcidjaban. Nem tapasztaltunk azonban jelentds
kiilonbséget a C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal
stimuldlt mononuklearis sejtek citokin termelésében a
receptor blokkoldk alkalmazasa soran (noha a Dectin-1
gatlasa esetén a C. parapsilosis-szal stimulalt mintakban
valamivel nagyobb mértékben csokkent a TNFa, IL-18,
IL-6 és IL-10 szintje a C. albicans-szal fertézott
sejtekhez viszonyitva), ami arra utal, hogy egyéb
receptorok aktivacidja lehet felelds a két faj altal indukalt

citokin termelés kiilonbségéért.

1.3. A C. parapsilosis felismerését kovetd intracelluléris

jeltovabbitas elemeinek vizsgalata

A MAPK kaszkad mind a TLR-ek, mind a CLR-ek altal
inditott jelatvitelben szerepet jatszik, az egyes MAP
kinadzok szerepe a szignalizicid sordn azonban kevésbé
tisztazott. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy mind
a harom klasszikus MAP kinaz (p38, ERK, JNK) gatlasa
jelentésen csokkentette mind a C. parapsilosis-szal, mind

a C. albicans-szal stimulalt mononuklearis sejtek citokin



(TNFa, IL-1B, IL-6, IL-10, IFNy) termelését, jelezve,
hogy mindharom enzim szerepet jatszik a két Candida faj
felismerését koveto jelatvitelben. Tovabba, mig a p38 és
ERK inhibici6 a C. parapsilosis-szal stimulalt mintak
citokin (TNFa, IL-1B, IL-6) termelését csokkentette
nagyobb mértékben, a JNK gatlasa a C. albicans-szal
hatassal. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az egyes
MAP kinazok citokin indukcidoban betoltott szerepe
kiilonbozik C. parapsilosis és C. albicans stimulacio

esetén.

2. A C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt

inflammaszéma aktivacid gsszehasonlitasa

A mononuklearis sejtek ¢él6 C. parapsilosis-szal és C.
albicans-szal torténd stimulacidja soran azt tapasztaltuk,
hogy mig mindkét faj azonos mértékben indukalta a
TNFa és IL-6 termelést, a C. parapsilosis jelentdsen
alacsonyabb IL-1B szekréciot valtott ki, mint a C.
albicans. A tovabbiakban ennek a kiilonbségnek a

hatterében meghtiz6dd lehetséges mechanizmusokat



vizsgaltuk részletesen. Az IL-1B érett formajanak
kialakuldsa monocitdkban és makrofdgokban kaszpaz-1-,
illetve inflammaszdma-aktivacio-fiiggo. Mig
monocitakban a  kaszpaz-1  folyamatosan  aktiv,
makrofagokban elészor a pro-kaszpaz-1 hasitasa
sziikséges az enzim aktivacidjdhoz. Kisérleteink soran
PMA-kezelt THP-1 makrofagokban vizsgaltuk a C.
parapsilosis és a C. albicans altal indukalt
inflammaszéma aktivaciot. Azt tapasztaltuk, hogy a C.
parapsilosis csak hosszi inkubacidé utan és viszonylag
nagy sejtszam esetén indukélta az IL-1B szekréciot,
ellentétben a C. albicans-szal, amely mar néhany ora
elteltével jelentds IL-1B termelést valtott ki. Noha C.
albicans esetén a hifaképzésnek fontos szerepet
tulajdonitanak az inflammaszéma aktivacié soran,
érdekes modon eredményeink szerint az IL-18 szekrécio
mértéke fiiggetlen volt a C. parapsilosis pszeudohifak
jelenlététol. Tovabba, nem tapasztaltunk kiillonbséget a
THP-1 makrofagokban az IL-1B mRNS és pro-IL-1B
szintjében C. parapsilosis és C. albicans stimulaciot
kdvetden, ami arra utal, hogy a csokkent IL-1 szekrécio

nem transzkripciés vagy transzlacios kiilonbségek



eredménye, hanem a pro-lL-1p alacsony hatékonysagu
aktivaciojabol adodik. Kiilonb6z6 inhibitorok
alkalmazésa segitségével kimutattuk, hogy mind a C.
parapsilosis-szal, mind a C. albicans-szal stimulalt THP-
1 sejtekben hasonldo modon képzddik az érett IL-1, és a
folyamat kaszpaz-1-, kaszpaz-8-, Syk- és TLR4-fiiggo.
Az NLRP3 és ASC deficiens THP-1 sejtekkel folytatott
kisérletek megerdsitettek, hogy az IL-1fB szekrécid
mindkét faj esetén NLRP3 inflammaszoma aktivacio-
fiigg6. Az NLRP3 inflammaszéma aktivacidjaban
szerepet jatsz6 harom legfontosabb mechanizmus a
reaktiv oxigéngyokok képzddése, a katepszin B
lizoszoOmabol  torténd  felszabaduldsa, illetve az
intracellularis K" koncentracio csokkenése.
Eredményeink szerint az IL-1B szekréci6 mind C.
parapsilosis, mind C. albicans stimulaciét kovetden K*-
efflux fiiggdnek bizonyult, a katepszin B gatladsa azonban
nem volt hatassal a THP-1 sejtek IL-1p termelésére, noha
a C. albicans intenzivebb katepszin B felszabadulast
indukalt, mint a C. parapsilosis. Tovabba, a NADPH-
oxidaz gatlasa jelentdsen csokkentette mind az

intracellularis pro-1L-1p, mind a szekretalt IL-1p szintjét,



jelezve a ROS lehetséges szerepét az inflammaszoéma
aktivacioban. Ezt erdsiti az az eredményiink is, miszerint
a C. albicans intenziv ROS termelést indukalt THP-1
makrofagokban, mig a C. parapsilosis a fert6zés elsé
négy Orajaban egyaltalan nem indukalta a reaktiv
oxigéngyokok képzddését. Ezen tilmenden kimutattuk,
hogy az inflammaszéma aktivacié C. albicans fert6zés
esetén  fagocitozis-fliggé, ¢és a THP-1  sejtek
szignifikdnsan nagyobb mértékben fagocitaljdk a C.
albicans, mint a C. parapsilosis sejtjeit. Eredményeink
alapjan ugy tinik, hogy szdmos mechanizmus
kozrejatszik abban, hogy a C. parapsilosis alacsonyabb

szintli IL-1P szekréciot indukal, mint a C. albicans.
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Osszefoglalas
Kisérleteink soran kimutattuk, hogy:

1. A C. parapsilosis a C. albicans-hoz hasonlo
mértékben indukalja a TNFa és IL-6, azonban
szignifikansan kisebb mértékben az IL-1B termelését
mononuklearis sejtekben

2. Mig a C. albicans Th1/Th17 iranyu polarizaciot
indukal mononuklearis sejtekben, C. parapsilosis
fertdzés esetén az egyensuly Th2/Treg irdnyba
tolodik el

3. A Dectin-1 receptor fontos szerepet jatszik mind a C.
albicans, mind a C. parapsilosis immunologiai
felismerésében

4. A p38, ERK ¢és JNK MAP kinazok fontos szerepet
jatszanak a C. parapsilosis és C. albicans altal
indukélt citokin termelés indukciojaban, az egyes
kindzok szerepe azonban kismértékben kiilonbozik C.
parapsilosis és C. albicans fert6zés esetén

5. A C. parapsilosis szignifikansan kisebb mértéki IL-
1B szekréciot indukal THP-1 makrofagokban, mint a
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10.

C. albicans, ami a pro-IL-1p alacsony hatékonysagu
hasitasabol adodik

A C. parapsilosis altal indukalt IL-1p termelés THP-
1 makrofagokban kaszpaz-1, kaszpaz-8, Syk, TLR4,
ASC és NLRP3-fiiggd

A C. parapsilosis altal kivaltott IL-1p szekrécid
fiiggetlen a pszeudohifak jelenlététol

A C. albicans szignifikansan nagyobb mértékii ROS
termelést és katepszin B felszabadulast indukal THP-
1 makrofagokban, mint a C. parapsilosis

A C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt IL-1p
termelés K* efflux és NADPH-oxidaz-fiiggd, azonban
fiiggetlen a katepszin B aktivitasatol

A THP-1 makrofagok szignifikansan nagyobb
mértékben fagocitaljak a C. albicans, mint a C.

parapsilosis sejtjeit
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