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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. BEVEZETES

Az invaziv gombas fertdzések szama az utobbi évtizedekben jelentdsen emelkedett,
elsésorban a legyengiilt immunrendszerii betegek novekvd szdma (pl. AIDS, rosszul kezelt
diabetes mellitus, szervatiiltetés miatt), az immunszuppressziv terapia elterjedése, a széles
spektrumt antibiotikumok nem megfeleld hasznalata és az antibiotikumokra rezisztens
mikroorganizmusok szamanak novekedése kovetkeztében (Brown és mtsi., 2012). Kiilonosen
az opportunista humanpatogén gombak altal okozott fertézések esetszamaban kovetkezett be
nagymértékli emelkedés, ezen beliil is a Candida nemzetség tagjai okoznak kiemelkedden
magas szamban megbetegedéseket (Kullberg ¢s Arendrup 2015). A leggyakrabban izolalt
korokozo, melyet egyben a leginkabb virulensnek is tartanak a Candida albicans. A felszini
fertozések mellett a C. albicans stlyos, egyéb fertézéseket is képes okozni, mint példaul a
kandidémiat és disszeminalt kandididzist, melyek akar 50%-os mortalitassal is tarsithatok
(Lamoth ¢és mtsi., 2018).

Az elmult két évtizedben a Candida parapsilosis egyre fontosabb koérokozova valt,
mivel jelenleg geografiai régioktol fliggden a masodik vagy harmadik leggyakrabban izolalt
faj Candida fertdzott paciensek vérkulturajabol (Guinea 2014). A C. parapsilosis tipikusan a
human bér kommenzalistdja, azonban képes horizontalis terjedésre akar korhazi dolgozdok
kezérol és biofilm létrehozasara katétereken és mas betltetett orvosi eszk6zokon, ami noveli
a nozokomialis fertdzések kockazatat (Pfaller és Diekema 2007). A C. parapsilosis altal
okozott fertdzések eldforduldsa kiilondsen aggaszté a kritikusan alacsony sziiletési sulyu
Gjsziilottek korében, mivel az Egyesiilt Kiralysagban és Eszak-Amerikdban az invaziv
gombafertdzések tobb mint egynegyedét okozza ebben a korcsoportban (Clerihew és mitsi.,
2007; Pammi és mtsi., 2013).

Mig a C. albicans a gombafertézésekre irdnyuld kutatasok egyik leggyakrabban
alkalmazott modellorganizmusa, a C. parapsilosis altal okozott fertézések immunologiai
hatterérol viszonylag kevés ismerettel rendelkeziink. Kutatécsoportunk korabbi eredményei
alapjan tudjuk, hogy a C. parapsilosis sejtfal N-mannozilacidja befolyasolja a gazda-patogén
interakcidt €és a patogenitast (Perez-Garcia €s mtsi., 2016). A C. parapsilosisban az OCH1
gén koédolja a a-1,6-mannozil-transzferazt, ami a sejtfal N-mannozilacidjat katalizaloé enzim.
A gén delécidja a mutans torzs csOkkent fertézOképességét eredményezi (Perez-Garcia és
mtsi., 2016). Kisérleteink soran Drosophila melanogasterben, 0jsziilott ¢és kifejlett egér in

vivo modellekben jellemeztiik a C. parapsilosis fertozést és vizsgaltuk a sejtfal mutans torzs



csokkent virulencidjanak hatterében all6 immunreakciokat. Emellett kisérleteink soran

vizsgaltuk a Dectin-1 receptor szerepét a C. parapsilosis felismerésében.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az opportunista patogén gombak altal okozott fert6zések jelentosége

A gombafertdzések komoly egészségiigyi problémat jelentenek, amelyek nem csak a
bor €és nyalkahartya betegségeit vagy az allergiat foglaljdk magukban, hanem az invaziv
mikozisokat is, amik sok esetben haldlozéssal is végzddhetnek (Benedict és mitsi., 2017). A
gomba-asszocialt fertdzésekkel jard globalis haldlozési arany nagyobb, mint a maléria és az
emlorak esetében ¢és egyenértékli a tuberkulozis (TBC) és a HIV okozta halédlesetekkel
(Casadevall és Pirofski 2003; Gow ¢és Netea 2016).

Egyes gombacsoportok képviseldi elsddleges, valddi kérokozok az egészséges emberi
szervezetre nézve, azonban a legtobb ¢letveszélyes gombafertdzés elsdsorban a legyengiilt
immunrendszerii betegeket érinti. Napjainkban kiilondsen az opportunista gombafertézések
esetszadmaban kovetkezett be nagymértékli ndvekedés, amikor is a legyengiilt szervezetben
korokozoként tlinik fel egy egészséges emberrel szemben nem-patogén gomba (Vallabhaneni
¢és mtsi., 2016). Ez a magas esetszam olyan tényezOkhoz kapcsoldédik, mint az
immunrendszert érintd, kiilonb6zé rendellenességekben szenvedd betegek szdmanak
novekedése (pl. AIDS, leukémia), az immunszuppressziv terdpia terjedése, a katéterekkel
kezelt betegek novekvd szama ¢€s széles spektrumu antibiotikumok alkalmazasa (Brown és
mtsi., 2012). A szervatiiltetést igényld, valamint a cukorbetegségben szenvedd betegek
novekvd szama is hozzajarul ehhez a jelenséghez (Higa 2008; Silva, R. F. 2010).

Szamos gombafaj kothetd invaziv fert6zés kialakulasdhoz, melyek megkdzelitdleg
90%-a sorolhatd az Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystis vagy Candida nemzetségek
egyikébe (Brown és mtsi., 2012). A legfrissebb epidemiologiai kutatasok alapjan a gomba
eredetll invaziv fertézések 80%-at kiillonb6z8 Candida fajok okozzak, mig az Aspergillus
nemzetség tagjai 0,3-19%-ban tehetdk feleldssé (Bassetti és mitsi., 2017). Bar az 0j
gombaellenes szerek kidolgozasa €s a jobb diagnosztikai fejlesztések folyamatban vannak
(McCarty ¢€s Pappas 2016), a jelenleg rendelkezésre allo eszk6zok és beavatkozasok hatdsa az
invaziv Candida fertézések okozta halalozasi aranyokra nem okozott jelentds valtozast az
ismereteink szélesitéséhez és hasznositdsdhoz fiiz6d6 alapkutatdsok rendkiviil fontosak a

mikozisok altal okozott klinikai problémak megértésében és kezelésében.



3.2. A Candida fertozések jelentosége és epidemiologiaja

A Candida nemzetségbe tartozd fajok sokszor korhazi kornyezetben kialakulod
(nozokomialis) fertézéseket okoznak olyan paciensek esetében, akik stilyos immunhianyos
allapotban vannak, invaziv korhazi beavatkozason estek at vagy valamilyen traumat kdvetéen
hosszabb 1don keresztiil torténd korhazi kezelésben részestilnek. A beiiltethetd orvostechnikai
eszk6zok (kaniil, katéter, miibillentyti, endotrachealis tubus, iziileti protézis) egyre szélesebb
korti alkalmazasa is kockézati tényezo a fertézések kialakuldsaban (Pfaller és Diekema 2007,
Brown ¢és mtsi., 2012). A Candida fajok egészséges egyénekben jelen vannak a bordn, a
széjiiregben, a gasztrointesztinalis- és a hugyuti rendszer nyalkahartya feliiletein. Normalis
koriilmények kozott az immunrendszer megakadalyozza, hogy ez a kommenzalista gomba
korokozova valjon. A bor vagy a nyalkahartya védo funkcidinak sériilése, a mikrobiologiai
egyensulytalansagok vagy az immunrendszer véddmechanizmusainak karosoddsa mind
fokozott érzékenységhez ¢és sulyos mukokutan vagy invaziv candidiasishoz vezethet
(Smeekens és mtsi., 2013).

A nyalkahartyat és bort érintd feliileti kandidiazis el6fordul immunszupprimalt
allapotban, valamint immunkompetens betegek esetében is. A legtobb ilyen a bor, korom,
nyeldcso és genitalis traktust érinté Candida fertézés alkalmi, azonban néhdny beteg esetében
(pl. cukorbetegek) sulyos, visszatérd vagy tartos fert6zés is kialakulhat (un. kronikus
mukokutan candidiasis) (Smeekens és mtsi.,, 2013). Az invaziv candidiasis sordn a
korokozok a véraramba keriilnek (candidémia) és elterjednek a szervezetben (disszeminalt
candidiasis), illetve egyes szerveket érintd mélyebb fertdzéseket (pl. hepatosplenikus
candidiasis) is kialakithatnak. Igy a fertdzés kovetkeztében olyan betegségek alakulhatnak ki,
mint a  szivbelhartya-gyulladdas  (endocarditis),  csontgyulladds  (osteomyelitis),
hashartyagyulladas (peritonitis) és agyhartyagyulladas (meningitis) (Trofa és mtsi., 2008). Az
invaziv candidiasis haldlozasi aranya az 5-70%-ot is elérheti (Bassetti és mtsi., 2018).

Napjainkban hozzavetélegesen 400 Candida fajt ismeriink, melyek koziil koriilbeliil
husznak lehet etioldgiai szerepe a candidiasis kialakitasdban (Williams €s mitsi., 2013; Daniel
¢s mtsi., 2014). Habar a C. albicans felelds a legtobb fertdzés kialakitasaért, egyre novekvo
esetszadmot mutatnak az ugynevezett nem-albicans (NAC) fajok, agymint a C. parapsilosis,
C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei és C. auris altal kivaltott megbetegedések is (Pfaller és
mtsi.,, 2014; Bassetti és mtsi.,, 2018). A NAC fajok elterjedésének legfébb oka
feltételezhetéen az azol tipusu antifungalis szerek (pl. flukonazol) bevezetése a klinikumba és

az intravénas katéterek gyakori hasznalata (Guinea 2014; Yapar 2014).



Fontos azonban kiemelni, hogy a Candida fajok megjelenése jelentds eltéréseket mutat a
foldrajzi régio és a betegesoport fliiggvényében, egyes NAC-fajok klinikai eldfordulasa pedig
bizonyos orszagokban gyakoribb, mint a C. albicansé (Silva, S. és mtsi., 2012; Guinea 2014).

A C. glabrata rezisztens az azol tipusu antifungalis szerekre és elsdsorban iddsebb,
daganatos, illetve Ossejt- ¢és szervtranszplantacion atesett betegekben okoz fertdzést.
Megjelenése foleg Eszak-Eurépaban és az USA-ban 1évé korhazakban jellemz6, azonban
eléfordulasaban novekvo trend figyelhetd meg Ausztraliaban is (Guinea 2014; Chapman és
mtsi., 2017).

Ezzel szemben a C. parapsilosis tfertdzés elsdsorban a fiatalabb korcsoportok tagjait,
ujsziilotteket és katéterezett pacienseket érinti, aminek oka, hogy ez a faj képes terjedni az
egészségligyben dolgozok kezérdl és konnyen kolonizalja a centralis vénas katétereket.
Megjelenését Dél-Amerikaban, Ausztralidban, valamint Afrika és Eurdpa mediterran
teriiletein (pl. Spanyolorszag) regisztraltdk (1. abra) (Guinea 2014; Doi és mtsi., 2016;
Lamoth és mtsi., 2018).

A C. tropicalis a neutropénias paciensekben és a C. glabratahoz hasonloan, a
rosszindulati hematologiai daganattal rendelkez6 betegek korében gyakori (Yapar 2014). Az
azsiai orszagokban a C. tropicalis okozta esetek szamaban folyamatosan novekvd tendencia
figyelhetd meg, emellett Indiaban és Pakisztanban nagyobb elterjedést mutat, mint a C.
albicans (Lamoth ¢és mtsi., 2018). A C. krusei fertézés a hematopoetikus Ossejt
transzplantacion atesett és flukonazol profilaxis kezelésben részesiilo leukémias pacienseket
veszélyezteti leginkabb, elterjedése a kelet-eurdpai régiora (Csehorszag, Szlovakia és
Lengyelorszag) jellemzé (Pfaller és mtsi., 2008; Yapar 2014). A C. auris fertdzésre elészor
2009-ben Japanban figyeltek fel, azota gyors terjedésnek indult és mind az 6t kontinensen
megjelent (Chowdhary és mtsi., 2017; Lockhart és mtsi., 2017). Ez a faj képes kolonizélni a
bort és korhazi kornyezetbdl is kimutathato, ezen tilmenden a C. auris gyakran rezisztens az
antifungalis szerekkel szemben ¢és néhany izoldtum multidrog rezisztensnek bizonyult
(Chowdhary ¢és mtsi., 2017). Egy kozelmultban megjelent riport szerint 54 C. auris izolatum
koziil 50 (93%) rezisztensnek bizonyult flukonazollal szemben, mig az izolatumok 54%-a
vorikonazollal, 35%-a amfotericin B-vel szemben volt ellenallé (Lockhart és mitsi., 2017).
Habar a legtobb megbetegedésért tovabbra is a C. albicans felelés, ezek az adatok
mindenképpen kiemelik a NAC fajok klinikai fontossagat és felhivjak a figyelmet ezen
Candida fajok patogenitasinak ¢és az immunrendszer védémechanizmusainak

megismerésének fontossagara.
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1. abra. A NAC fajok altal okozott fertozések eléfordulasa foldrajzi régionként (Quindos
2014).

3.3. A C. parapsilosis Klinikai jelentosége

A C. parapsilosist eloszor Ashford izoléalta 1928-ban. Bar kezdetben nem tartottak
patogénnek, 1940-ben, mint korokozdt azonositottak egy haldlos kimenetelii szivbelhartya
gyulladast kovetden (Trofa és mtsi., 2008). Egyes tanulmanyok szerint a C. glabrata (Foster
¢s mtsi., 2007), mig mas tanulményok alapjan a C. parapsilosis a masodik leggyakoribb
okozoja az invaziv gombafertdzéseknek (Hays és mitsi., 2011). A C. parapsilosis klinikai
jelentdsége, hogy a C. albicansszal ellentétben gyakran izoladlhato a kornyezetbdl és
horizontalis (pl. a korhazi apolok kezér6l a betegekre) terjedésre képes, ami ndveli a
nozokomialis fert6zések kialakulasdnak esélyét. Emellett jo biofilm képzd képességet mutat
kiilonb6zé implantaitumokon, katétereken, illetve egyéb beiiltethetd orvostechnikai
eszk6zokon (Pfaller és Diekema 2007; Trofa és mtsi., 2008). A Candida fajok a katéter-
asszocialt véraramfertdzések harmadik leggyakoribb kérokozoi (Hidron és mtsi., 2008). Egy
2017-es tanulmény alapjan pedig a katéter-asszocialt fertézések esetén a leggyakrabban
izolalhato fajok a C. parapsilosis fajkomplex tagjai (42,8%), illetve a C. albicans (34,7%)
(Brunetti és mtsi., 2017).

A C. parapsilosis fertdzés altaldban alacsonyabb mortalitassal jar, mint a C. albicans

altal okozott invaziv candidiasis. Felnéttek esetében az invaziv C. parapsilosis fertdzés

11



atlagosan 25-30% mortalitdst mutat, mig a C. albicans okozta candidémia 40-50%-0s
haldlozasi arannyal jar (Trofa és mtsi., 2008).

A felszini ¢és invaziv gombafertdzések nagy részét a Candida fajok okozzdk az
ujsziilott populacidban. Bar a C. albicans tovabbra is a leggyakoribb kérokozoja az 0jsziilott
invaziv candidiasisnak, a NAC fajok koziil a C. parapsilosis okozta fertdzés gyakran érinti az
ujsziilotteket, kiillondsen az alacsony sullyal vilagra jott csecsemdk korében mutat nagyobb
mértekll eléforduldst (20%-40%) (Lamoth és mtsi., 2018). A C. albicans képes vertikalis
uton (anyardl gyermekre) terjedni, mig a horizontélis terjedés a C. parapsilosisra jellemzd
(Saiman ¢és mtsi., 2001). Az ujsziilottkori candidiasis kovetkeztében a mortalitas a rendkiviil
alacsony sziiletési sulyt (akiknek stlya 1000 g vagy annal kisebb) csecsemdk esetében
elérheti a 26%-ot is, az atlag arany pedig 5,4%-18,3% kozo6tt mozog (Zaoutis €s mtsi., 2007).
Habar az invaziv candidiasis el6forduldsi gyakorisaga ebben a korcsoportban csokkent az
utobbi évtizedben a flukonazol profilaxis hasznalatanak koszonhetéen (Aliaga €s mitsi.,
2014), a candidémiabol felépiild illetve taléld paciensek 57%-aban észleltek az idegrendszer
fejlodését érintd karosodast még akkor is, ha a gombaellenes kezelés gyors és megfeleld volt

(Benjamin és mtsi., 2014).

3.4. A Candida nemzetség altalanos jellemzése

A Candida nemzetség tagjai az Ascomycota (aszkuszos gombak) torzsének
Saccharomycetales rendjén belill a Saccharomycetaceae (élesztégombafélék) csaladjaba
tartoznak. A nemzetség fajai koziil szdmos izolalhato a kornyezetbdl (talaj, felszini vizek) is,
mig mas tagok kommenzalista életmodot folytatnak magasabbrendii szervezetekkel
(izeltldbtiak, emldsok) (Nguyen és mtsi., 2007; Pereira és mtsi., 2013). A csoportba tartozé
¢lesztogombak tobbnyire ivartalanul szaporodnak, azonban néhany faj esetében paraszexualis
¢€s ivaros szaporodast is leirtak (Butler és mtsi., 2009). A Candida tajok kozott haploid és
diploid genommal rendelkezd organizmusokat egyarant talalunk. A nemzetségbdl szamos faj
az ugynevezett CUG kladba tartozik, azaz a CUG kodon leucin aminosav helyett szerint
megjelenés jellemzd, méretiiket tekintve pedig a 2-7 pm-es tartomanyba tehetdek. Agar
lemezen tenyésztve sima, rancos vagy gyurott felszinti, fehér vagy enyhén krémszinii

telepeket képeznek (Laffey és Butler 2005).
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A Candida nemzetségben sok dimorf faj talalhatd, amelyekre harom kiilonb6zo
megjelenési forma jellemzd: az élesztd, a megnyult ¢lesztd (pszeudohifa) €s a valodi fonalas
(hifa) struktara. A csoport tagjai kozil a C. albicans, C. dubliniensis és a C. tropicalis
mindhdrom formaban el6fordul, mig a C. parapsilosis és C. guilliermondii az élesztd
morfologia mellett pszeudohifa képzésére képesek, a C. glabrata pedig tobbnyire csak
¢lesztd formaban van jelen (Thompson és mtsi., 2011; Lackey és mtsi., 2013; Lastauskiene és
mtsi., 2015). Az ¢lesztészerli és fonalas novekedés kozotti valtas képessége a C. albicans
esetében intenziven kutatott és fontos virulencia faktorként jellemzik (Jacobsen és Hube
2017). Emellett a C. albicans altal termelt hidrolitikus enzimek, mint a lipazok €s protedzok
patogenitasban betoltott szerepe is jol ismert (Monod és Borg-von 2002; Gacser és mitsi.,

2007b).

3.5. A C. parapsilosis altalanos jellemzése

A C. parapsilosis a normal emberi mikrobialis flora tagjat képezi, azonban eléfordul a
kornyezetben is, izolalhatd példaul talajbol vagy tengervizbdl (Nosek és mtsi., 2009). A C.
parapsilosisként azonositott torzsek jelentds genetikai heterogenitast mutattak ¢és ez alapjan
1995-ben harom csoportra osztottdk azokat (Lin és mtsi., 1995). Tovabbi molekularis
vizsgalatok a harom csoport harom kiilon fajként torténd azonositdsahoz vezettek. 2005 ota
C. parapsilosis sensu strictoként (vagy C. parapsilosis, kordbban 1. csoport), C.
orthopsilosisként és C. metapsilosisként (II. és III. csoport) definialjuk a csoport tagjait (Lin,
D. és mtsi., 1995; Tavanti és mtsi., 2005). A harom faj virulenciajaban jelentds kiilonbségek
figyelhetok meg: mig a C. parapsilosis felelés a klinikai esetek tobbségéért, a C.
orthopsilosis és C. metapsilosis minddssze 1-10%-ban izolalhato fert6zésekbdl (Lockhart és
mtsi., 2008; Bertini és mtsi.,, 2013). Csoportunk altal készitett tanulmanyok szintén
alatamasztottak, hogy a fajkomplex tagjai koziil a C. metapsilosis a legkevésbé virulens
(Gacser és mtsi., 2007a; Nemeth és mtsi., 2013).

A C. parapsilosis tovabbi jellemzoje koz¢ tartozik, hogy a C. albicansszal ellentétben
valodi hifa képzésére nem képes, ugyanakkor pszeudohifa képleteket hozhat l1étre (Nosek és
mtsi., 2009). Szintén csoportunk munkaja sordn deriilt ki, hogy a pszeudohifa képzd C.
parapsilosis torzsek jobban ellenallnak a primer human makrofagok 6ldmechanizmusainak,
¢s nagyobb gazdasejt karositd hatast mutatnak a kizardlag é€leszté morfologiat mutatod

torzsekhez képest, ami alatdmasztja a pszeudohifa virulenciaban betdltott jelentoségét
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(Nemeth és mtsi., 2013). A C. parapsilosis tovabbi patogenitasi faktorai koz¢é tartoznak a
hidrolitikus enzimek, amelyek koziil a lipazokrol €s az aszpartil proteinazokrol bizonyosodott
be, hogy szerepet jatszanak a gomba virulencidjdban (Horvath és mtsi., 2012; Toth, R. és
mtsi., 2017). A C. parapsilosis konnyen képez biofilmet magas gliikoz, illetve lipid tartalmt
médiumban, aminek kiilonds jelentdsége van parenteralis taplalasban részesiilé betegek
korében. Ezen kiviil az intenziv biofilm képzés az elézéekben mar emlitett katétereken,
protéziseken és egyéb orvosi eszkozokon is megtigyelhetd (Trofa és mtsi., 2008; Nosek és
mtsi., 2009). A C. parapsilosis a CUG kladba tartozik és ivaros szaporodasra nem képes.
2009 ota elérhetd a CDC 317 jelu C. parapsilosis izolatum teljes genomszekvenciaja: a
haploid genom mérete 13,1 Mb, és mintegy 5700 ORF-et (nyitott leolvasasi keretet)
tartalmaz (Shibanoki és mtsi., 1991). Azoéta kutatdcsoportunk tovabbi izolatumok teljes
genomszekvencidjanak analizisét is elvégezte (Pryszcz és mtsi., 2013). Fontos kiemelni, hogy
bar a C. parapsilosis filogenetikailag kozel all a C. albicanshoz, a két faj kozott igen jelentds
kiilonbségeket lehet felfedezni. Egy 6sszehasonlitod vizsgalat szerint a C. parapsilosis CLIB
214 torzs fehérje szekvenciai 59%-os hasonlosdgot mutatnak a C. albicans-specifikus
megfeleldjiikkel, ezen feliil talaltak olyan fehérjéket, ami nincs meg a C. albicansban, de
megtalalhatd a C. parapsilosisban (Nosek és mtsi., 2009). Tobbek kozott ezek az adatok is
felhivjak a figyelmet arra, hogy a C. albicansszal folytatott kutatdsok eredményei fontos

alapot szolgéltathatnak, azonban nem teljesen vonatkoztathatdak a C. parapsilosisra.

3.6. A Candida gombak sejtfal felépitése

A sejtfal a gazda-patogén interakcid els@ szintere, igy a szerkezete nagyban
befolyésolja a gombasejtek érzékelését €s a kivaltott immunvalaszt. A legtobb ismeretanyag a
C. albicans sejtfal szerkezetérdl all rendelkezésiinkre, azonban a tobbi Candida faj sejtfala is
hasonl6 felépitést mutat (Gow €s mtsi., 2017).

A sejtfal harom f0 poliszacharidbodl, kitinbdl, gliikdnbdl és mannanbol all. A C.
albicansban ezek a poliszacharidok két réteget alkotnak: a belsé a kitint és a B-gliikkant
tartalmazo réteg, amelyet a kiils6 réteg er6sen mannozilalt fehérjéi boritanak (Gow ¢és mitsi.,
2017) (2.B. abra). A kitin egy PB-1,4-N-acetilgliikozaminokbdl allé poliszacharid és fontos
szerepet tolt be a sejtfal rigiditdsaban ¢€s a fizikai stresszel szembeni ellenéllasban. A kitinre
épilé B-gliikdn vazat a linedris felépitésti B-1,3-glilkan és a rdévidebb [-1,6-gliikan

oldallancok alkotjdk (Brown ¢és Gordon 2005). A sejtfal egyes komponensei kovalens
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kereszt-kotésekkel kapcsolddnak egymdashoz. C. albicans esetében a [-1,3-gliikan
kapcsolodik a kitinhez és a B-1,6-glilkanhoz. A B-1,6-gliikkan pedig, mint kapcsolé molekula
mikddik €s a kiilso réteget alkoté mannoproteineket és a B-1,3-gliikan-kitin vazat koti 6ssze
glikozilfoszfatidil-inozitol (GPI) horgonnyal. A kiilsé sejtfalréteg fehérjéit kovalens kotésen
keresztiill modosithatjak a mannézban gazdag oligoszacharidok, amelyek aszparagin (V-
kapcsolt mannan) és szerin vagy treonin (O-kapcsolt mannan) lancokhoz kapcsolodnak (Klis
¢s mtsi., 2001; Mora-Montes és mtsi., 2009; Mora-Montes ¢és mtsi., 2010) (2.C. abra). Az O-
kapcsolt oligoszacharidok rovid, linearis a-1,2-oligomannanokbdl allnak (Bates és mitsi.,
2006). Az N-kapcsolt manndnok eldgaz6 strukturaval rendelkeznek és elsdsorban a-1,6-
manndz lancok alkotjak, amelyekhez a-1,2-oligomann6z oldallancok kapcsolédnak és
gyakran B-1,2-kapcsolt mono-, di-, tri, vagy tetramanndn molekuldkkal végzédnek (Shibata
¢s mtsi., 2007). Emellett az N-mannén eloszlasa a sejtfalban kiilonbozik a C. albicans élesztd
¢s hifa alak kozott. Kevesebb mennyiségli foszfodiészter kotést tartalmazo f-1,2-
oligomannan ¢és kevésbé elagazo a-1,6-kotdtt mannozt talalhatunk a hifaban, mint az egysejt
alakban (Shibata ¢és mtsi., 2007). Tovabba a sejtfelszini mannoproteinek olyan enzimeket is
tartalmaznak, amelyek fontos szerepet jatszanak a sejtfal biogenezisében, az adhézidban ¢€s a
biofilm képzésben, befolydsolva ezzel a gomba patogenitasat (Hoyer 2001; Dunkler €s mtsi.,

2005; Nobile és mtsi., 2006).

== Mannan
Fehérjék

B-1,6-gliikan © B-(1,6)-gliikéz
= B-1,3-gliikén @ B-(1,3)-gliikéz
A 100nm  B|— kitin @ N-acetilgliikézamin

O~ Plazmamembréan

2. abra. A C. albicans sejtfal elektronmikroszkopos felvétele és sematikus abrazolasa

felépitése (Gow és mitsi., 2011) alapjan modositva.
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3.7. A természetes immunvalasz elemei a gombafertézések soran

A természetes immunrendszer kozponti jelentdségli abban, hogy képesek vagyunk
ellenallni az opportunista gombafertézéseknek. Mig az adaptiv immunrendszer egyértelmiien
fontos a fert6zések elleni védelemben, annak hatdsait nagyrészt a természetes immunrendszer

mechanizmusai segitik eld.

3.7.1. A mintazatfelismero receptorok

Charles Janeway 1989-es cikke alapjan vezették be a mintazat felismerd receptorok
(pathogen recognition receptors, PRR) fogalmat (Janeway 1989). A gomba sejtfal
alkotéelemei, mint a mannoproteinek, kitin és (-glikadn patogén-asszocidlt molekuléris
mintazatok (pathogen associated molecular patterns, PAMPs), amelyek ligandumként
szolgalnak a gazdaszervezet evolucidosan konzervalt mintdzatfelismerd receptorai szamara
(Janeway 1989).

A PRR-ek a fertézések elleni elsé védelmi vonalat jelentik, ugyanis a természetes
immunrendszer elemeiként képesek felismerni a betolakodd mikroorganizmust, majd pedig
szabalyozni az immunvalasz folyamatait (Salazar és Brown 2018). A PRR-ek négy nagy
csaladba sorolhatok, ezek a Toll-szerti receptorok (Toll-like receptors, TLRs), C-tipust lektin
receptorok (C-type lectin receptors, CLRs), RIG-I-szerti receptorok (RIG-I-like receptors,
RLRs), valamint a NOD-szerli receptorok (NOD-like receptors, NLRs) (Salazar ¢s Brown
2018).

Az immunrendszer korokozokkal torténd taldlkozasa szamos PRR egyideji

crer

a megfeleld bioldgiai valaszt (Dambuza és mtsi., 2017) (3. abra).
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3. abra. A fobb mintazatfelismeré receptorok (PRR), amelyek részt vesznek a C.
albicans fert6zés soran a patogén-asszocialt molekuliris mintazatok (PAMP)
felismerésében (Gauglitz és mtsi., 2012) alapjan.

3.7.1.1. A Toll-szerii receptorok (TLRs)

A TLR-eket tobb mint 2 évtizeddel ezel6tt azonositottak Drosophila melanogasterben
¢s felfedezték, hogy a Toll gén szerepet jatszik a gombafertézések elleni védekezésben
(Lemaitre és mtsi., 1996). A Toll receptorok emlds homoldgjai a Toll-szerli receptorok.
Egérben 12 (TLR1-9 és TLR11-13), mig emberben 10 (TLRI1-10) funkcidképes tagja
talalhaté meg. A TLR1-9 konzervalt az egér és human szervezetben (Kumar és mtsi., 2011).
A TLR-ek I-es tipusu transzmembran proteinek, amelyeknek az extracellularis doménje
leucin-gazdag ismétlodéseket (leucin rich repeats, LRR) tartalmaz és a specifikus PAMP-ok
felismerését végzi. A receptorok citoplazmatikus régidja TIR (Toll/interleukin-1 receptor)
domént tartalmaz, ami a szignalizacié elinditasaért felelds (Kawasaki ¢és Kawai 2014).

A TLR-ek elhelyezkedésiik alapjan is osztalyozhatoak: a TLR1, TLR2, TLR4, TLRS,
TLR6 ¢és TLR10 a sejtfelszinen expresszalodik, mig a TLR3, TLR7, TLR8, TLRY, TLR11,
TLR12 ¢és TLR13 endoszomalis lokalizaciot mutat (Kawasaki és Kawai 2014). A sejtfelszini
TLR-ek elsdsorban mikrobialis sejtfal ¢és membran komponenseket (lipopeptidek,

peptidoglikan, lipopoliszacharid, mannan ¢és flagellin) ismernek fel, mig az intracellularis
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TLR-ek elsésorban bakteridlis €s virdlis nukleinsavak érzékelésére képesek (Kawasaki és
Kawai 2014).

Ezek a receptorok képesek homo- vagy heterodimert alkotni a ligand kotése soran,

ami a TIR domén tartalmu adaptor fehérjék, mint a MyD88 (myeloid differentiation primary
response 88) és a TRIF (TIR domain-containing adapter-inducer interferon-f) kotéséhez
vezet (Dambuza és mtsi., 2017). Igy az adaptor molekulatol figgden a TLR jelatvitel két
utvonalon torténhet: a MyDS88 fiiggd ¢és a TRIF fliggd utvonalon (Dambuza és mtsi., 2017).
A MyDS88 adaptor fehérje komplexet formal az interleukin-1 receptor-asszocialt kinazokkal
(IRAK1 ¢és TRAK4). Az IRAKI1 kotddik a TRAF6-tal (tumor necrosis factor receptor-
associated factor 6). A TRAF6 eldsegiti a TAK1 (transforming growth factor-B-activated
protein kinase 1), majd az IKK (IkB kinase) komplex kialakuldsat, ami végiil az NF«B
(nuclear factor k¥ B) transzkripcids faktor aktivaciojdhoz vezet. A TAK1 mikodése soran
aktivalhatja a MAP kindz csalad tagjait, mint az ERK1/2 (extracellular signal-regulated
kinase), a p38 (mitogen-activated protein kinase) és JNK (c-Jun N-terminal kinase), amelyek
az AP-1 (activator protein 1) transzkripcios faktort szabalyozzak. Az AP-1 aktivacidja
novekedési faktorok, citokinek és kemokinek termelddését indukalja (Kawasaki és Kawai
2014). A TRIF fiiggd, vagyis a MyD88 fiiggetlen ttvonal a TLR3 ¢és TLR4 receptorra
jellemzd, és az IRF3 (interferon regulatory transcription factor) és az NF«B aktivacidjahoz is
vezet, ami a gyulladésos citokinek és az I-es tipusu interferonok termelddését valtja ki
(Kawasaki és Kawai 2014).

Szamos tanulmany tamasztja ald, hogy a TLR-ek, elsdsorban a CLR-ekkel
egyiittmiikddve képesek a gombaellenes immunvalasz kivaltasara. Jelentdségiiket tovabba az
is igazolja, hogy a MyD88 deficiens egerek érzékenyek a C. albicans, Aspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformans €s Histoplasma capsulatum fertézésre (Drummond és mtsi., 2014).
A TLR2 és TLR6 képes heterodimert kialakitva a C. albicans foszfolipomannanok
felismerésére és gyulladasos mediatorok termelésének indukcidjara makrofagokban (Jouault
¢s mtsi., 2003). Meg kell jegyezni azonban, hogy ellentétes tanulmanyok is sziilettek a TLR-
ek specifikus szerepérdl a gombaellenes immunitasban. Disszeminalt candidiasis soréan a
TLR2 mutans egerek szenzitivnek bizonyultak, amit a gyulladasos citokinek csokkent
termelése €s a neutrofil aktivacidoban 1évd defektusok jelenléte jellemzett (Villamon és mitsi.,
2004). Egy masik tanulmany pedig arrél szdmolt be, hogy a TLR2 hianya novelte a C.
albicans elleni rezisztenciat egerekben, ami emelkedett immunsejt aktivacioval parosult
(Netea ¢s mtsi.,, 2004). Ezek az eredmények valoszinlileg az eltérd egér modell és a

kiilonboz6 Candida torzsek hasznalatan alapulhatnak (Salazar és Brown 2018).
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A TLR4 receptor mononuklearis sejteken és makrofagokon talalhato és képes kotddni
a C. albicans sejtfal O-kapcsolt mannanjéhoz. In vivo kisérletekben, a t/r4” egerek alacsony
szintli neutrofil infiltraciot mutattak, mindemellett nem voltak képesek kontrolldlni a C.
albicans terjedését a lépben és nyirokcsomokban (Gasparoto és mitsi., 2010). Tovabbi
kisérletek azonban bizonyitottak, hogy a receptor in vivo szerepe C. albicans fertdzés
szabalyozéasaban torzsfliggd, ami a gomba torzsek eltérd sejtfal szerkezetével magyarazhatd
(Netea ¢és mtsi., 2010). Egészséges emberekben a MyD88 jelatvitel defektusa nem okoz
fogékonysagot a gombafertdzésekre, azonban polimorfizmus szamos TLR-ben, mint a TLR1,
TLR2, TLR3, TLR4, TLR6 ¢és TLRY érzékenységet valt ki immunhidnyos egyénekben. Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy a humén gombaellenes immunvalasz kialakitasaban
elsésorban nem a TLR-ek sziikségesek, de immundeficiencia esetében szerepiik nyilvanvalo

(Dambuza és mtsi., 2017).

3.7.1.2. A C-tipusu lektin receptorok (CLR)

A CLR-ek diverz és a legnagyobb csaladjat képviselik a lektineknek. Mindegyik
receptor legalabb egy szénhidrat felismerd domént (carbohydrate recognition domain, CRD)
hordoz, amit a csalddra jellemzdéen C-tipust lektinszeri doménnek (C-type lectin-like
domain, CTLD) neveznek. A C-tipusu elnevezés onnan ered, hogy ezek a receptorok Ca” -ot
igényelnek a szénhidrat felismerésekor. Ismert azonban, hogy nem minden CLR szamara
sziikséges a Ca”" a ligand kotésekor, ezek a receptorok tobbféle exogén és endogén ligandot,
fehérjéket és lipideket is képesek felismerni (Zelensky és Gready 2005).

A Dectin-1 (vagy mas néven CLEC7A) az egyik legjobban jellemzett CLR (Tang és
mtsi., 2018). Elsésorban a mieloid eredeti immunsejtek felszinén expresszalodik, mint a
monocitak, a makrofagok, a neutrofilek és a dendritikus sejtek, de a B- ¢s a T-limfocitakon,
illetve human eozinofileken is megtalalhatd (Taylor és mtsi.,, 2002; Reid és mitsi., 2004;
Brown ¢és mtsi., 2006). A receptor extracellularis része egyetlen CTLD-t tartalmaz, mig az
intracellularis domén régidoban egy ITAM-szerli (immunoreceptor tirozin-alapa aktivacids
motivum) motivum talalhatd, amely a szignalizacid elinditasaért felelds (Brown és mitsi.,
2007). A Dectin-1 aktivacioja fiigg a B-glilkan polimerek hosszusagatol, a receptor CRD
része a minimum hét gliikkdz egységbdl allo B-1,3-gliikkan fragmentumokat ismeri fel, emellett
egyetlen B-1,6-kapcsolt oldallanc a -1,3-gliikdn polimeren is megerdsiti a receptor affinitasat

(Adams ¢és mtsi., 2008). A receptor-ligandum kotddés elinditja az ITAM-szerli motivum
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foszforilacidjat az Src csaladba tartoz6 kindzok altal, ami kotéhelyet biztosit a Syk (1ép-
tirozin kindz) szamara. A Syk egy kulcsfontossagt kindz, amely tovabbi szignaltranszdukcids
faktorok aktivacidjan keresztiil szabalyozza a citokin és a ROS (reaktiv oxigén gyokok)
termelést (Brown ¢és mtsi., 2006; Plato és mtsi., 2013). A Syk a CARD9 (caspase recruitment
domain 9)-BCL10 (B cell lymphoma 10)-MALT1 (mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma translocation protein 1) komplex aktivaciojat is kivaltja, ami a kanonikus és nem-
kanonikus NF«xB utvonalat is indukalhatja (Gross és mtsi., 2006; Dennehy és mitsi., 2008;
Plato és mitsi., 2013). A Dectin-1 a Syk-fiiggd, de CARD9 fiiggetlen utvonalon a MAP
kinazok (p38, ERK, JNK) aktivaciojat is kivaltja, &m ennek az Gtvonalnak a pontos Iépései
még nem teljesen tisztazottak (Slack és mitsi., 2007). Emellett a receptor képes a Syk-
fliggetlen mdédon, a Rafl szerin-treonin kinazon keresztiil is szignal indukciora, ami az NFxB
aktivalas pontjan kapcsolodik a Syk utvonalhoz (Gringhuis és mtsi., 2009; Tang és mtsi.,
2018). A Dectin-1 szdmos immunfolyamat szabdlyozasban vesz részt, mint példaul a
leukocitak fagocitézisa, a TLR9 receptorok toborzasa a fagolizoszoéméhoz, a fagolizoszoéma
érése, az autofagia és ROS termelddésének indukcidja (Goodridge és Underhill 2008; Tam és
mtsi., 2014). A receptor ugyanugy fontos szabalyozdja a lipid mediatorok és a gyulladést
képes ezen valaszok elinditasara sejttipus-fliggének bizonyult, illetve ezek a folyamatok mas
MyD88-kapcsolt TLR (TLR2, TLR4, TLRS, TLR7, TLRY9) receptorokkal valo
egyiittmiikodést igényelhetnek vagy szinergisztikus modon felerdsithetik a  kivaltott
immunfolyamatot (Gantner és mtsi., 2003; Dennehy €s mtsi., 2008; Alvarez és mtsi., 2010).
Kivalo példa erre, hogy dendritikus sejtekben a Dectin-1 utvonal kdzvetleniil képes indukalni
a TNFa (tumor necrosis factor o) termelddését, mig makrofagokban a citokin indukciojahoz
a TLR2 receptor aktivacidja is sziikséges (Dennehy €és mtsi., 2008; Ferwerda és mtsi., 2008).
Szintén bizonyitott, hogy a Dectin-1 medialt utvonalak képesek befolyasolni olyan citokinek
termel0dését, amelyek hatdssal vannak az adaptiv immunvalasz polarizaltsagara ¢&s
fliggetlenek a TLR-ek jelatvitelétdl (Gringhuis és mtsi., 2009; Gringhuis és mtsi., 2011). A
receptor hatdsa az adaptiv immunvélasz iranyara azzal magyardzhatd, hogy képes a
dendritikus sejtek érését és ezaltal azok citokin termelését szabalyozni (LeibundGut-
Landmann ¢és mtsi., 2007). Ezeket a valaszokat az is befolyasolhatja, hogy a Dectin-1
kozvetlen kapcsolatot képes kialakitani a limfocitdkkal, ugyanis eredetileg a dendritikus
sejtek felszinén 1évo kostimulacids molekulaként azonositottdk, amely képes kotédni a T-

sejtek felszinén 1évo ismeretlen endogén ligandhoz (Ariizumi és mtsi., 2000).
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Az adaptiv immunitds mellett, a receptornak szerepe van a természetes
immunmemoria vagy “képzett immunitas” (trained immunity) kialakitasdban a monocitak
epigenetikus ujraprogramozasa soran (Quintin és mtsi., 2012; Cheng ¢és mtsi., 2014).
Kimutattdk, hogy a C. albicans sejtfalbol szarmazéd B-gliikan molekuldk a monocitdkban a
Dectin-1/Raf-1 utvonalon fokozott és tartés médon indukaljak olyan jelatviteli molekulak
aktivalodasat, mint példaul a p38 (Quintin és mtsi., 2012), ami az epigenetikus hiszton
modosuléasok kialakulasan keresztiil emelkedett proinflammatorikus citokin termelédéshez és
az antifungalis mechanizmusok nagyfoku iniciacidjahoz vezet (Quintin és mtsi., 2014).

Az utobbi években szamos tanulmany fokuszalt a Dectin-1 receptor és a C. albicans

B-gliikkan kapcsolatara, igy ez a gazda-patogén interakcid részletesen jellemzett. In vitro
kisérletek bizonyitjak, hogy a Dectin-1-nek fontos szerepe van a C. albicans fertdzések soran
a fagocitézis és ROS termelddés, az arachidonsav metabolitok ¢és citokin szekrécio
szabalyozéasaban (Suram és mtsi., 2006; Taylor és mtsi., 2007; Heinsbroek €s mtsi., 2008).
A receptor jelentdségét a C. albicans fert6zés elleni védekezésben Dectin-1 deficiens
egerekkel tortént kisérletek is kiemelik. A Dectin-17 egerek magasabb mortalitast és
szervkolonizaltsagot mutattak a patogénnel tortént szisztémas fertdzés soran, ami csokkent
citokin termeléssel és karosult neutrofil-medialt gombadléssel parosult (Taylor €s mitsi.,
2007). Makrofag-specifikus Dectin-1 deficiens egerek fertézésekor is bebizonyosodott, hogy
a receptor fontos eleme a gomba fagocitdzisanak ¢és részt vesz a gombafertdzés
kontrollalasaban (Gales ¢és mtsi., 2010). Mindemellett az is vilagossa valt, hogy a receptor
szerepe a C. albicans altal kivaltott immunvalaszban torzsspecifikus, amire magyarazatul
szolgalhat, hogy a gomba torzsek eltérést mutatnak a sejtfalosszetételben €s az adaptacios
képességben (Marakalala és mtsi., 2013).

A Dectin-1 szerepe a C. albicans fertdzés kovetkeztében kialakult adaptiv
immunvalasz szabalyozasdban még nem teljesen tisztazott. Egér modellben szisztémas
fertozést kovetden a Dectin-1 nem bizonyult esszencialisnak az IL-17 (interleukin-17, Isd.
késobb) citokin termelddés kivaltasaban (LeibundGut-Landmann és mtsi., 2007), azonban
kimutattak, hogy bor fertézés modellben a receptor azon hatdsa, hogy szabalyozza a T-sejt
differenciaciot, fligg a gomba morfologiajatol (a p-glikan kifejezddéstdl a sejtfalban) és a
dendritikus sejtekkel torténd interakciotol (Kashem és mtsi., 2015).

Egy 2009-ben megjelent publikacio alapjan kideriilt, hogy emberben a Dectin-1

hidnya (polimorfizmus a human Dectin-1 génben, Y238X aminosav szubsztiticio) fokozza a
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fogékonysagot a gombafertézésekre, ami kronikus Candida bor- €s nyalkahartya fertdzést
okozhat (Ferwerda és mtsi., 2009).

A Dectin-2 (CLEC4n) elsésorban mieloid eredetli sejteken, monocitdkon, szoveti
makrofagokon, dendritikus sejteken €s neutrofileken talalhatéd és expresszidja megemelkedik
a gyulladasos folyamatok soran. A C. albicans sejtfalaban a B-kapcsolt mannan végek elfedik
az a-1,2-mannan szerkezetet, azonban a Dectin-2 receptor CRD része képes felismerni ezt a
specifikus strukturat (Brown ¢és Crocker 2016). Fontos megjegyezni, hogy a Dectin-2
szerkezete hasonld a Dectin-1-€hez, azonban ennek a receptornak nincs citoplazmatikus
jelatvivd motivuma, igy a szignal tovabbitisahoz mas receptorokkal kell kapcsolatot
l1étesitenie (Brown és Crocker 2016). Kimutattdk, hogy képes heterodimer format kialakitani
a Dectin-3 (CLEC4D vagy MCL) receptorral, ami képes az a-mannan felismerésére, €s igy
elinditani a celluléris szignal kaszkadot (Zhu ¢és mtsi., 2013). Dectin-2 deficiens egerek
szenzitivitast mutattak C. albicans és C. glabrata fertézésre, ami magaban foglalja a csokkent
talélést, az emelkedett vese kolonizacidt €s a csokkent citokin termelddést (Ifrim és mitsi.,
2014; Ifrim és mtsi., 2016).

A Dectin-3 receptor elsdésorban mieloid eredetli sejteken expresszalodik, azonban
megtalalhatd B sejteken is. In vitro C. albicans fertdzés soran indukalja a protektiv
immunvalaszt, mint a fagocitozis, az 6lési folyamatok és a gyulladéas-serkentd citokinek
termelése (Brown ¢és Crocker 2016). A Dectin-3 mutdns egerek magasabb mortalitast és vese
kolonizéaciot mutattak C. albicansszal tortént intravénas fert6zés utan, ami alatdmasztja a
Dectin-2/Dectin-3 heterodimer fontossagat az a-mannan felismerésében (Wells és mitsi.,
2008; Zhu ¢és mtsi., 2013).

A DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3- grabbing non-
integrin vagy CD209) receptorrol ismert, hogy képes kotni az N-mannénokat (Cambi és mtsi.,
2008). A citoszolikus doménben megtaldlhatd internalizdciés motivumok alapjan a DC-
SIGN, mint endocitétikus receptor mikodik és elsdsorban olyan professziondlis antigén
prezentald sejtek felszinén taldlhatdo, mint a makrofagok ¢és dendritikus sejtek (Barreto-
Bergter ¢és Figueiredo 2014). A DC-SIGN szerepet jatszik a patogének bekebelezésében, a C.
albicans sejtek kotését a manndz receptorral egyiittmiikodve végzi (Cambi és mtsi., 2003).

A manndz receptor (mannose receptor, MR vagy CD206) a CLR csaladba tartozé I-
tipusu transzmembran protein. Nyolc CTLD-t tartalmaz és a terminalis mannéz struktarékat,
az o-mannozt ismeri fel. ElsOsorban fagocitdk felszinén expresszalodik, azonban

proteolitikus hasitast kovetden szolubilis formdja is megtalalhaté (Barreto-Bergter és
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Figueiredo 2014). Az MR szerepet jatszik a Candida sejtek fagocitozisaban ¢€s human
keratinocita sejtek 6lési mechanizmusaiban (Snarr és mtsi., 2017). Kimutattdk, hogy egér
makrofagokban az MR szolubilis forméva torténd hasitasat néveli a Dectin-1 B-gliikan altali
aktivacioja és a manndz receptor a fagoszoma kialakulasanak késobbi allapotaban vesz részt
(Heinsbroek ¢és mitsi.,, 2008). Az MR rovid intracellularis domént tartalmaz és nem
rendelkezik ismert szignal motivummal, ami a citokinek génexpresszidjahoz vezethetne, igy
mas CLR ¢és TLR receptorokkal egyiittmiikodve indukdlja ezen hirvivé molekuldk
termelddését (Netea és mtsi., 2006). Szintén megtigyelték, hogy az MR deficiens egerek nem
mutatnak érzékenységet C. albicansszal szemben (Lee és mtsi., 2003).

Az epidermiszben és a nyalkahartydkon taldlhato Langerhans sejtek (Langerhans
cells, LCs) a felsziniikon langerint expresszalnak, ami szintén a CLR-ek koz¢ tartozik. Ez a
receptor képes a mannéz €s a [-gliikkan kotésére és a kiilonb6zo Candida fajok felismerésére,
mint a C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis és C. krusei (de Jong és mitsi.,
2010; De Jesus és mtsi., 2015).

A szolubilis galaktoz-specifikus lektin, a Galectin-3 (korabban Mac-2, ¢BP vagy
CBP30/35) az S-tipusu lektinek kozé tartozik €s specifitast mutat az N-mannan B-1,2-mannan
oldallancanak kotésében. Emellett a B-glitkan aktivalt Dectin-1 jelatvitelt is befolyasolhatja,
ugyanis képes kozvetlen kapcsolatot Iétesiteni a Dectin-1 receptorral. Ennek ellenére
ellentmondasos eredmények is sziilettek a Galectin-3 in vivo szerepét illetéen. Egy 2017-es
publikacié alapjan a Galectin-3 delécidja egerekben emelkedett rezisztenciat okozott a C.
albicans fertézésre ¢és az intracellularis Galectin-3 gatolta a Syk utvonalat neutrofil
granulocitdkban, ami a gomba elleni csokkent ROS termelddéshez vezetett ezekben a
sejtekben (Wu ¢és mtsi.,, 2017). Ezek az eredmények -ellentmondanak egy korabbi
tanulméannyal, ahol azt talaltak, hogy a Galectin-3"" egerek magasabb mortalitast mutattak a
C. albicans, és magasabb szerv kolonizaltsdgot a C. parapsilosis fertdzést kovetden (Linden
¢s mtsi., 2013a). Egyelore a molekularis mechanizmusok, amelyek az ellentétes eredmények
hatterben allhatnak, még nem tisztdzottak, azonban nem zarhatjuk ki, hogy a Galectin-3
szerepe a gombaellenes immunvalasz szabalyozasdban fiigg a receptor intracellularis és
extracellularis kifejezodésétdl (Dumic és mtsi., 2006).

A manndz-kotd lektin (Mannose-binding lectin, MBL) szintén fontos receptora a C.
albicans mannannak. Az MBL a kollektinek osztadlyaba tartoz6 szolubilis lektin és olyan
glikoproteineket ismer fel, amelynek terminalis cukor molekuldja manndz, fruktéz, gliikéz

vagy N-acetilgliikozamin. Az MBL affinitast mutat az ¢éleszté €s a hifa alakhoz is, emellett
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kozvetlen képes gatolni a C. albicans novekedését és indukalja a hifa agglutinaciojat
(Lillegard és mtsi., 2006). A szénhidrat kotés kovetkeztében az MBL az MBL-asszocialt
szerin-proteazokkal (MASP) képez komplexet, majd pedig komplement aktivaciot indukal
(Holmskov ¢és mtsi., 1994). Az MBL ¢és mas szérum fehérjék altal formalt komplex
kialakulasa (MBL komplexek, pentraxin-3 vagy szérum amiloid P) elinditja a C. albicans
¢leszto sejtek C4 és C3b-medialt fagocitozisat és a komplement medialt 61ési folyamatokat a
Clq faktor depozicionalasaval (Ip ¢és Lau 2004). Ezenfelil a human MBL gén
polimorfizmusa fokozza az érzékenységet a vulvovaginalis Candida fertézésekre (Nedovic és
mtsi., 2014).

A komplement receptor 3 (Complement receptor 3, CR3, korabban ismert néven Mac-

1 vagy integrin apfB2) is hozzajarul a gombaellenes valasz kialakitasahoz a B-1,6-gliikan

kotése soran (Rubin-Bejerano és mtsi., 2007). Egér csontveld eredetli neutrofilekkel tortént
kisérletekben a CR3 receptor kifejezddése emelkedést mutatott a B-glitkan-Dectin-1
ligandum-receptor kotddés hatasara, ami fokozott fagocitozist indukalt. Szintén a receptor
fontossagat mutatja, hogy a CR3-deficiens egerek magasabb mortalitast és kolonizaltsagot

mutattak a vad-tipusu kontrollhoz képest C. albicans fertdzést kovetden (Li és mtsi., 2011).

3.7.1.3. A RIG-szerii receptorok (RLR)

Az RLR-ek (retinoic acid-inducible gene-I-like receptors) intracellularis receptorok és
szerepiiket a virdlis fertdzések soran irtdk le. Az RLR-ek olyan jelatvitel utvonalakat
regulalnak, amelyek eldsegitik az I- és III tipustt IFN-ok termelddését (Dambuza és mitsi.,
2017). Dendritikus sejtekben az I tipusu-IFN valasz kulcsszereptinek bizonyult a C. albicans
elleni védekezésben, az interferonok termelddéséhez sziikségesek voltak a Dectin-1 és
TLR7/TLRY aktivacioja altal szabalyozott itvonalak (Bourgeois és mtsi., 2011; del Fresno és
mtsi., 2013). Az MDAS (melanoma differentiation-associated protein 5) receptor is érintett a
C. albicans elleni védekezésben, habar a ligand, ami aktivalja a receptort még nem ismert; az
MDAS deficiencia csokkent citokin vélaszt okozott egér és human sejtekben is (Jaeger és

mtsi., 2015).
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3.7.1.4. A NOD-szerii receptorok (NLR)

Az NLR-ek citoplazmatikus receptorok, amelyeket az N-terminalis effektor domén, a
centralis NOD (nucleotide-binding and oligomerization domain) és a PAMP-ok kotéséért
felelds C-terminalis és leucin gazdag ismétlodéseket tartalmazd domén jellemez. Négy
alcsaladja ismert, amelyeket az N-terminalis domén alapjan osztidlyoznak. Eredetileg
bakterialis fert6zések soran irtak le szerepiiket, azonban az inflammaszéma kialakitasaban
részt vevO NLR-eknek is meghatarozo a funkciojuk a gombaellenes immunvalaszban
(Dambuza ¢és mtsi.,, 2017). A C. albicans és C. parapsilosis fertdzés soran kialakuld
inflammaszoma aktivaciorél Dr. Toth Adél részletesen irt doktori tanulmanyaban (Toth
2016). Az NLR-ek részt vesznek a kitin-medialt valaszok kozvetitésében is. Egy tanulmany
alapjan a C. albicansbol izolalt kitin kdzvetleniil novelte az IL-10 gyulladascsdkkentd citokin
termelddését human mononuklearis sejtekben, ahol megfigyelték, hogy a citokin szekrécidja

az MR, TLR9 és NOD2 receptorok altal medialt folyamat (Wagener és mtsi., 2014).

3.72. A természetes immunvalasz sejtes elemei: neutrofil granulocitak,
monocitak/makrofagok, dendritikus sejtek

A természetes immunvalasz f0 sejtjei, amelyek felismerik a timado patogéneket, a
vérben keringd monocitak €s neutrofilek, valamint a makrofagok és a dendritikus sejtek a
szovetekben. A fertézés akut fazisaban a neutrofilek az elsé sejtek, amelyek a fertdzés
helyére véandorolnak. A neutrofil granulocita sejtek felszinén alacsony szinten
expresszalodnak a TLR-ek, azonban membranjukon nagy szdmban vannak jelen a CR3 és
Fcy fagocitotikus receptorok (Netea és mtsi., 2008). A neutrofilek kulcsszerepet jatszanak a
védekezésben, mivel kozvetleniil tamadjak a patogént harom kiillonb6zé folyamatot
alkalmazva. Az els6 mechanizmus a fagocitozis, azaz a mikroorganizmus felvétele,
intracellularis elpusztitasa ¢és emésztése. A bekebelezett patogént tartalmazd fagoszomak
lizoszomakkal fuziondlnak és kiilonb6z6 hidrolitikus enzimek, antimikrobialis peptidek és
ROS termelddés segitségével torténik meg a patogén elpusztitasa (Becker és mtsi., 2015). A
ROS képzdédésében fontos szerepet jatszik a NADPH-oxiddz enzimkomplex, amely a
fagoszoma membranjaban szerelddik Ossze. A NADPH-oxiddz a molekularis oxigént
szuperoxidda alakitja, majd ebbdl tovabbi reaktiv intermedierek (hidrogén-peroxid, hidroxil
gyok) képzddnek (Amulic és mtsi., 2012). A masik fontos mechanizmus a degranulacio,

amely soran a granulumokban tarolt antimikrobialis fehérjék (mieloperoxidaz, defenzinek,
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katepszinek) kibocsatasaval a szoveti kornyezetben, extracellularisan torténik a betolakodo
mikroorganizmus elolése (Becker €s mtsi., 2015). A harmadik a neutrofil extracelluléris
csapdak (neutrophil extracellular traps, NETs) létrehozasanak folyamata (“NETo6zis”). A
NET a sejtekbdl szarmazd6 DNS ¢és antimikrobidlis fehérjekomplexekbdl 4ll, ami a
fagocitozishoz tilsdgosan nagy hifa képletek elpusztitdsa soran alakulhat ki (McCormick és
mtsi., 2010). Kimutattdk példaul, hogy a Candida sejteket a NET képes rogziteni, azonban
nem jarul hozz4 a hatékony gombasejt 6léshez (Menegazzi és mtsi., 2012). A neutrofilek
szerepét a koérokozok elleni védelemben az is kiemeli, hogy a neutropénidban szenvedd
betegek fogékonyak a gombafertézésekre (Walsh és Gamaletsou 2013).

Tovéabbi sejtek, mint a monocitak ¢és a szovetekben talalhaté makrofagok is
nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a PAMP-ok felismerésében, a fagocitdzisban és a
hatékony gombaellenes védelem els6 1épéseinek kozvetitésében (Qin és mtsi., 2016). A
szoveti rezidens makrofagok kulcsfontossagu effektorsejtek, amelyek gyulladasos citokineket
¢s kemokineket (leginkdbb TNFa, IL-1PB [interleukin-1B], IL-6 [interleukin-6]) termelnek,
ami hatdsara mas immunsejteket toboroznak ¢€s aktivalnak a fert6zés helyén (Netea és mitsi.,
2015). Emellett ezek a folyamatok az adaptiv immunvalaszra, a T sejtek polarizaciojara is
hatdssal vannak (Romani 2011; Qin és mtsi., 2016). A makrofagok jelentéségét Candida
fert6zés esetében korai in vivo vizsgélatok is igazoltak. A makrofag deficiens egerek
szoveteiben erdteljes C. albicans proliferaciot és az allatok megndvekedett mortalitasat
tapasztaltak (Qian és mtsi., 1994). Uj bizonyitékok azt mutatjik, hogy a Candida stimulus a
makrofagok proinflammatorikus fenotipusbol (M1, klasszikusan aktivalt makrofagok)
gyulladasgatld  fenotipussa (M2, alternativ. moddon aktivalt makrofagok) valo
differencidlodasat eredményezheti, ami egyrészt eldsegitheti a gomba talélését, masrészt
azonban része lehet a gazda szervezetben a fert6zés okozta karosodas csokkentésére iranyulo
folyamatoknak (Reales-Calderon és mtsi., 2014).

A dendritikus sejtekrdl ismert, hogy kézponti szerepet jatszanak szamos folyamatban,
mint a korokozok felismerése, a citokinek szekretdlasa, a mikroorganizmusok fagocitdzisa és
végiil az adaptiv immunreakciok indukalasa a T-sejteknek torténd antigén prezentalds
kovetkeztében (Ramirez-Ortiz és Means 2012; Qin €és mtsi., 2016). Az antigén prezentalas
soran jatszott szerepiilk miatt a dendritikus sejtek a legtobb PRR-t (TLR, CLR ¢és FcyR)
expresszaljak (del Fresno és mtsi., 2013). Habar ezek az immunsejtek képesek fagocitalni és
elpusztitani a kiilonb6zé Candida fajok sejtjeit, kevésbé hatékonyak a gomba Olési

folyamatokban, mint a makrofagok (Netea ¢és mtsi., 2015).
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3.8. T helper (Th) sejt valaszok a gombafertézések soran

A természetes immunitds és az adaptiv immunvalasz irdnya szorosan Osszefiigg a
gombafertdzések soran. Az adaptiv immunitas legfontosabb effektor sejtjei a B- és T-
limfocitak, amelyek a humoralis és cellularis valaszok kialakitasaért felelosek. A T-
limfocitakon beliil CD4+ Th és CD8+ citotoxikus T-sejt populéacidkat kiilonboztetiink meg. A
CD8+ T-sejtek a patogének altal fertdzott és tumoros sejtek kozvetlen elpusztitasaban
vesznek részt (van de Veerdonk és Netea 2010). A Th sejtekkel ellentétben, a CD8+ T sejtek
szerepe nincs egyértelmuiien definialva a gombafertdzések elleni védelemben, azonban in vivo
egér kisérletekben kimutattak, hogy a CD4+ T-sejtek hidnyaban a CD8+ T-sejt populacio
szerepet jatszik az ordlis candidiasis kontrollalasaban (Marquis és mtsi., 2006).

A CD4+ T-helper (Th) sejteket funkcidjuk és a sejtek altal termelt citokinek alapjan
lehet csoportositani (Mosmann €s Coffman 1989). A naiv CD4+ T-sejtek specifikus T-helper
sejtekké fejlodése a hivatdsos antigén-prezentald sejtek antigén prezentaciojatol, a
kostimulacios molekuldk kotodésétdl és egy specifikus citokin milli6tél fiigg (van de
Veerdonk és Netea 2010).

Az ugynevezett Thl sejtek differencidlédasdhoz az interleukin-12 (IL-12) és IL-18
szekrécio vezet (Luckheeram és mtsi., 2012). A Thl sejteket az interferon-y (IFNy) és IL-2
termelése jellemzi. Az IFNy a fagocitdk aktivacidjanak fokozasat idézi eld, igy az
intracellularis korokozokkal szembeni védekezésben jelentdsek ezek a sejtek (van de
Veerdonk ¢s Netea 2010).

Az IL-4 citokin a naiv T-sejtek érését a Th2 fenotipus felé irdnyitja. A Th2 sejteket az
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-10, IL-25 termelése jellemzi €s elsdsorban allergids betegségben
¢s a parazita fertézések elleni védelemben mutattak ki szerepiiket (Luckheeram ¢és mitsi.,
2012). A Th2 sejtek miikddésiik soran a Thl sejtek patogén ellenes effektor funkcidit
csillapitjak, valamint alternativ makrofag aktivacidét indukalhatnak, ami a patogének
elpusztitasa helyett a fertdézés elterjedését, a gomba-asszocidlt allergias valaszok ¢és a
megbetegedések sulyosbodasat idézheti el6 (Romani 2011).

A kozelmultban T-helper sejtek egy 0 alcsoportjat irtak le, amelyet Th17 sejteknek
neveznek. Az IL-23, IL-1pB, IL-6 és a transzformald novekedési faktor-f (TGF-P) citokinek
indukaljak a Th17 sejtek fejlodését. A Th17 sejtekre egy kiilonallo citokin profil, nevezetesen
IL-17A, IL-17F, IL-21 ¢és IL-22 termelése jellemzd (van de Veerdonk ¢€s Netea 2010). A
Th17 sejtek altali IL-17 és IL-22 citokinek szekrécidja szintén fontos a kiillonbozé Candida

fajok elleni védekezésben. Ezek a citokinek indukaljak a neutrofil granulocitdk toborzasat,
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felelosek az endotélsejtek aktivalasaért ¢és az antifungalis B-defenzinek felszabaduldsaért
(Liang ¢és mtsi., 2006). Szamos tanulmany kimutatta, hogy az IL-17 jelatvitelben hianyos
egerek hajlamosabbak mind a szisztémas candidiasis, mind a nyalkahartya fert6zésekre.
Habar emberek esetében azok a paciensek, akik az IL-17 termelddést érinté betegségben
szenvednek, a nyalkahartyat érintd, de nem az invaziv candidiasisra mutatnak fogékonysagot
(Netea és mtsi., 2015).

A Thl- és Thl7 tipusu immunvalaszokkal szemben, a Th2-tipusu immunitassal
kapcsolatos citokineknek ellentmond6 szerepe van a gombaellenes védekezésben. Egyrészt a
vad tipusu egerek IL-4 vagy IL-10 jelatvitelének terapias blokkoladsa novelte a Candida
fert6zéssel szembeni rezisztenciat, emellett az IL-10 deficiens egerek nagyobb ellenallast
mutattak a szisztémas candidiasis soran (Vazquez-Torres €s mtsi., 1999; Mencacci és mitsi.,
2001). Mas tanulményok azonban azt mutattdk, hogy az IL-4 sziikséges a Candida
fert6zéssel szembeni protektiv immunreakciok kialakuldsdhoz, a korai IL-10 termelés pedig
hozzajarul az IL-12 hianyos egerek védo Thl sejtvalaszainak kifejezodéséhez (Netea és mtsi.,
2015).

A T-sejtek masik fontos alcsoportja a regulatoros T-sejtek (Treg). A Treg sejtek
fontos szerepet jatszanak a sajat és idegen antigének immunologiai tolerancidjanak
fenntartdsaban. A szervezetet ért fertdzések soran pedig a patogének eliminaciojat kdvetden
negativan szabalyozzédk a gyulladasos immunvalaszt, ezaltal megeldzve a szdveti kdrosodast.
Az altaluk termelt anti-inflammatorikus citokinek kozé tartozik az IL-10 és a TGF-B

(Luckheeram ¢és mtsi., 2012).

3.9. In vivo modellek alkalmazasa a Candida fertozések soran

Szamos kutatas fokuszal arra, hogy részletesebb és mélyebb ismeretet szerezziink
arrdl, hogy a kiilonb6z6 Candida fajok hogyan keriilik ki az immunrendszer védekezd
mechanizmusait. Ennek kdvetkeztében jelentds szamu, a patogének virulencidjaban szerepet
jatszo gének kutatasa van folyamatban. gy, a mutans torzsek teszteléséhez megfeleld és
reprodukalhat6 in vivo modell sziikséges. Az immunvalaszban szerepet jatszo gének, illetve
fehérjék szerepérdl ugyan nyerhetiink informaciot in vitro kisérletek segitségével is, azonban
a szisztémas fertdzés soran jatszott funkcid tisztdzasa csak in vivo modellben lehetséges.

Az elmult évek soran a természetes immunitds szdmos aspektusat vizsgaltak tobb, egymastol

igen kiilonb6z6 modellszervezetet felhaszndlva. A rovarok hatékony immunrendszerrel
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rendelkeznek, amely mintegy prototipusa a gerinces szervezetek velesziiletett
immunitasanak, ezért a rovarok immunrendszerének megismerése nagyban hozzajarul a
torzsfejlodés soran konzervalt immunfolyamatok megértéséhez (Chamilos €és mtsi., 2007).

A Candida fertézések vizsgalatanak kedvelt nem-emldés modell organizmusai a
Drosophila melanogaster (ecetmuslica), a Caenorhabditis elegans (fonalféreg) és a Galleria
mellonella (nagy viaszmoly) larvaja (Segal és Frenkel 2018). A G. mellonella modellt
elsésorban a kiilonb6zé Candida fajok és virulencia faktorokban delécids mutans torzsek
patogenitasanak Osszehasonlitasara hasznaljak, emellett antifungalis szerek tesztelésére is
alkalmas (Mesa-Arango ¢és mtsi., 2013). A C. eleganst szintén az antimikrobialis szerekkel és
a konzervalt immunmediatorokkal kapcsolatos tanulmanyok soran alkalmazzak (Pukkila-

Worley és mtsi., 2014; Segal és Frenkel 2018).

3.9.1. A D. melanogaster modellszervezet alkalmazhatosaga fert6zési kisérletekben

A rovar modellek koziil is kiemelkedd jelentdséggel bir a D. melanogaster, mivel a
teljes genomszekvencidja ismert és tobb ezer génre nézve allnak mutansok a kutatok
rendelkezésére. A D. melanogaster modell alkalmas a mikrobialis fertézések sordan a
velesziiletett immunitas specifikus 1épéseinek megismerésére (Chamilos és mtsi., 2007). A
Drosophila mintazat felismerd receptorai felismerve a konzervalt mikrobialis mintazatokat
aktivaljak a sejtes ¢és humoralis valaszt, amely specifikus az adott mikroorganizmusra
(Ferrandon és mtsi., 2004). Két f6 szigndl utvonal vezet az antimikrobidlis fehérjék
(antimicrobial peptides, AMPs) termelddéséhez (4. ébra): az immune deficiency (Imd)
utvonal, amely a Gram negativ baktériumok elpusztitdsaért felelés és a Toll utvonal, ami
pedig Gram-pozitiv baktériumok és gombak jelenlétére aktivalodik (Hetru és Hoffmann
2009; Buchon ¢és mtsi., 2014).

Habar a Drosophila genom 9 Toll fehérjét kodol és a Toll jelatviteli ut homolog az
emlds Toll/IL-1 receptor utvonallal, azzal ellentétben nem kozvetleniil érzékeli a mikrobialis
PAMP-okat (kivételt képez a Toll7, ami kozvetleniil képes felismerni a virdlis
komponenseket, hasonléoan az emldés TLR-ekhez). A receptor funkcidt a Spétzle latja el
(Buchon ¢és mtsi., 2014). Ez a molekula eldalakban képzddik és aktiv formdjat az SPE
(Spétzle-processing enzyme) altali hasitas soran nyeri el, amit a fertézés €s sejtkarosodas
soran elindul6 proteolitikus kaszkad alakit at (Buchon ¢és mtsi., 2009). Az aktivalt Spitzle

kotédik a transzmembran Toll receptorhoz, eldidézve annak dimerizaciojat, ami pedig a
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Drosophila adaptor fehérjéhez kotddik (dMyD88), ami homoldg az emlés MyD88-cal. Az
utvonal soran kialakul a dMyD88-Tube-Pelle heterotrimer komplex, ami majd degradalja az
NF-kB transzkripcidés faktorhoz, a Dorsalhoz kapcsolédd ¢és az azt gatlo Cactust
(Drosophila IxkB factor). A Dorsal bejut a sejtmagba, és AMP-k génjeinek Aatirasat
szabalyozza, mint a Drosomycin, Metchnikowin ¢és a Defensin (Valanne és mtsi., 2011).
Ismert, hogy a [-glikant felismerd fehérj¢k csaladjanak (GNBP/B-glucan recognition
proteins, BGRP) tagja, a GNBP3 (Gram-negative binding protein 3), képes felismerni a -1,3-
gliikdn elemeket a gomba sejtfalban (Gobert és mtsi., 2003). A GNBP3, ligand k&tése soran,
Spétzle-tfiiggd modon aktivalja a Toll utvonalat. Mindemellett ez a fehérje felelés a
hemolimfaban 1évé gombasejtek agglutinacidjért, ami fliggetlen a Toll 1tvonaltol
(Matskevich és mtsi., 2010). A Toll utvonal azonban aktivalodhat szerin protedzok altal is
(Ligoxygakis és mtsi., 2002). A gomba ¢€s bakterialis fertdzés soran a Persephone (psh) képes
érzékelni a patogén-asszocialt aktivitdsokat a hemolifaban. Ez a szerin proteaz szintén a
Spétzle érését valtja ki (Ligoxygakis €s mtsi., 2002; Issa és mtsi., 2018).

Az Imd utvonalat gyakran azonositjak az emlés TNFR ¢és a TIR-fiiggd TLR utvonallal
(Buchon ¢és mitsi., 2014). Az Imd utvonal aktivatorai a transzmembran receptor PGRP-LC
(peptidoglycan recognition protein-LC) és a citoszolikus PGRP-LE, amelyek a Gram-negativ
€s a Bacillus és Listeria nemzetségbe tartozd Gram-pozitiv baktériumokban talalhato
diaminopimelinsav-tipusu (DAP-tipusu) peptidoglikanokat ismerik fel. Az utvonal végiil az
NF-kB faktor Relish aktivacidjdhoz vezet, ami a nukleuszba transzlokalodik és az effektor

proteinek, koztilk az AMP-k transzkripcidjat szabalyozza (Buchon és mtsi., 2014).
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4. abra. A Toll és az Imd atvonal szabalyozasa D. melanogasterben (Buchon és mtsi.,

2014) alapjan).

A Drosophila sejtes védekez6 funkcidiért

a hemocitak felelések. Harom tipusa ismert

ezeknek a vérsejteknek: a kristaly sejtek, a lamellocitak és a plazmatocitdk. A plazmatocitak

fagocitotikus aktivitast mutatnak a behatoldé mikroorganizmusokkal szemben, az apoptotikus

sejtek eltavolitasat végzik, valamint antimikrobi

alis peptideket is termelnek (Fauvarque ¢és

Williams 2011). A kristaly sejteknek az idegen testek melanizacidjaban €s a sebgyogyulasban

van szerepe, mig a lamellocitdk a plazmatocitdkkal egyiitt a nem fagocitalhat6, nagyobb

méretli idegen testek altal kivaltott tokképzd folyamatban vesznek részt (Fauvarque és

Williams 2011). A fagocitozis folyamata nagymértékben konzervalddott a fajok kozott, és

ezért a D. melanogaster szamos informaciot nyujtott a korokozok érzékelésében szerepet

jatsz6 sejtfelszini receptorokrol és a fagoszoéma érésének 1épéseirdl (Kurucz és mtsi., 2007;

Stuart ¢és Ezekowitz 2008; Honti és mtsi., 2014).

Mindezen tulajdonsagai
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tanulmanyozhassuk a gazda-patogén interakciokat a gombafert6zések soran (Alarco €s mitsi.,
2004). Chamilos és munkatarsai hasznaltak el0szor a Toll (77) deficiens D. melanogastert a
Candida fajok virulenciajanak tanulmanyozasara. Kisérleteik alkalmaval a C. parapsilosis
kevésbé virulensnek bizonyult, mint a C. albicans a Tl legyekben, ami hasonlé a klinikai
allapotokhoz (Chamilos ¢és mitsi., 2006). A hifaképzésben mutans C. albicans torzsek (a
cphl A/A torzs csak €lesztd formaban jelenik meg, mig az efgl A/A torzs defektust mutat a hifa
képzésben) csokkent virulenciaval rendelkeztek a 77" legyekkel szemben, amely eredmények
megegyeznek az egér modellben tapasztaltakkal (Lo és mtsi., 1997; Chamilos és mtsi., 2007).
Glittenberg ¢és munkatarsai munkajuk sordan a C. albicans kiilonbozo klinikai izolatumainak
fert6zoképességét tesztelte egy vad tipusu ecetmuslica torzsben és eredményeik szintén
korrelaltak a korabban egér modellben végzett kisérletekkel (Glittenberg és mtsi., 2011b). A
kutatok egy masik csoportja kimutatta, hogy az emlds modellekben a virulencia
szempontjabol fontos C. albicans gének szintén sziikségesek a Drosophila megfertézéséhez
¢s a Toll utvonal elengedhetetlen a C. albicans fertézés elleni védekezésben. Ezekbdl az
eredményekbdl arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az immundeficiens D. melanogaster
igéretes eszkdzt jelent olyan gazda-specifikus komponensek ¢és C. albicans gének
azonositasdhoz, amelyek a gazda-gomba kolcsonhatasban jatszanak szerepet (Alarco €s mitsi.,

2004).

3.9.2. Egér modell a Candida fertozések vizsgalataban

A ragcsalok koziil az egerek a legszélesebb korben hasznalt modell allatok. Az egér
modellekben szamos klinikai szempontb6l fontos Candida fert6zéssel kapcsolatos
jellemzoket tanulményoztak, beleértve a nyalkahartya ordlis vagy hiively1 fertdzéseit, az
emésztdszervrendszeri, vagy a candidiasis mélyebb szerveket érintd és szisztémas formait,
amelyeket kisérleti iton indukalnak az allatokban (Segal és Frenkel 2018). Annak érdekében,
hogy a klinikai allapotoknak megfeleld kisérleti Candida fertézéseket tanulmanyozzanak,
nemcsak naiv egerekben, hanem kiilonb6zé6 modon immunszuppresszalt (példaul
ciklofoszfamiddal, 5-fluorouracillal vagy besugarzassal elokezelt) egerekben is végeztek mar
megfigyeléseket (Semis és mtsi., 2011; Frenkel és mtsi., 2016).

Ezen kiviil a fert6zés modja is valtozhat: a szisztémas Candida fertézés indukalhat6 a
gomba intravénds beoltdsaval, altalaban a farok vénajaba, ami a legszélesebb korben

alkalmazott modell (Lionakis ¢és mtsi., 2011). Az intraperitonealis ¢és az
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emésztészervrendszeri injekcid is alkalmas a szisztémas fertdzés kialakitdsahoz (Sandovsky-
Losica ¢s mtsi.,, 1992; Segal és Frenkel 2018). Az intravénas fert6zés modellekben a
virulenciat a fertdzott egerek talélésének monitorozasaval és/vagy a gomba altal okozott
szerv kolonizacido meghatarozasaval lehet megfigyelni. Immunkompetens egerek esetében az
intravénds modell alkalmazhaté a kiilonb6z6 Candida fajok  virulencidjanak
Osszehasonlitasara. A C. albicans nyilvanvaldan a legvirulensabb faj, amelyet szorosan kovet
a C. tropicalis. Ezzel szemben a C. krusei ¢és a C. parapsilosis nem okoz mortalitast a
fert6zott allatokban, még magas inokulum hasznalata sordn sem, a gombak végiil a
gazdaszervezetbdl kitisztulnak (Arendrup és mtsi., 2002; Koga-Ito és mtsi., 2011).

Emellett a szakirodalomban szamos publikacié taldlhato, amelyekben az egér in vivo
modellt hasznaljdk az immunrendszer kiilonb6z6 molekuldinak (pl. mintazatfelismerd
receptorok, citokinek, sejtfelszini fehérjék stb.) Candida fert6zések soran betoltott

funkcidjanak tanulmanyozasara (Segal és Frenkel 2018).

3.9.2.1. Az Gjsziilott egér modell

Korabban emlitett epidemioldgiai jelentések bizonyitottak a Candida fajok altal
okozott fertdzések kozotti kiilonbséget. Habar a C. albicans az invaziv candidiasis f6 oka
altalaban, a 2 év alatti gyermekek szamdra nagyobb kockazatot jelentenek a nem-albicans
fajok, mint példaul a C. parapsilosis (Arsenault és Bliss 2015). Mar tobb mint 30 éve
hasznalnak 0jsziil6tt allat modelleket a human csecsemoket és gyermekeket érintd betegségek
tanulmanyozasara (Billingham és Silvers 1961; Pope és mitsi., 1979). Az jsziilott allat
modelleket a Candida fertézések megfigyelésére is alkalmaztdk (Arsenault és Bliss 2015).
Korai kisérletekben a szisztémas candidiasis kialakitdsdhoz emésztdszervrendszerbe torténd
injektalast alkalmaztak (Pope és mitsi., 1979; Domer 1988). Tsai és munkatarsai 2 napos
egereket hasznaltak, amelyekben intraperitonedlis injektalast kovetden vizsgaltak a
kiilonbozd C. albicans torzsek virulencia tulajdonségait a tulélési arany, a szervkolonizacio
mértékének Osszehasonlitasaval €s a szovetmintdk hisztopatoldgiai elemzésével (Tsai és
mtsi., 2011). Trofa és mtsai (2011) elséként jellemezték a C. albicans és C. parapsilosis
fertzést €s a gomba altal szekretalt lipazok virulencidban betdltott szerepét ujsziiltt patkany
modellben intravénas, intraperitonedlis ¢és emésztdszervrendszerbe torténd injektalast

kovetden. Kimutattak, hogy az 0jsziilott ragesalok nagyobb foku érzékenységet mutatnak a
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Candida fert6zésekre mint a kifejlett allatok, és megerdsitették az 0jsziilott allat modellek

hasznossagat a C. parapsilosis patogenezisének jellemzésére (Trofa és mtsi., 2011).

3.10. A gomba sejtfal N-mannan komponensek szerepe a virulenciaban

Szamos tanulmany szamolt be arrol, hogy a kiilsé mannan réteg egyik fontos
funkcioja, hogy elrejtse a belsd B-gliikdn réteget, ¢és igy akadalyozza a gazda szervezet altali
immunfelismerést (5. dbra). In vitro kisérletek sordn, ahol primer emlds dendritikus sejteket
hasznaltak megfigyelték, hogy a B-1,2-manndn deficiens C. albicans magasabb aranyban
indukalja citokinek termelddését (IL-6, IL-12p40, IL-23 és TNFa), mint a vad tipusa torzs
(Ueno és mtsi., 2013). Hasonl6 eredményeket mutattak ki huméan sejtekkel torténd kisérletek
soran is (ahol emelkedett IL-1B, IL-10 és TNFa szekréciot mértek), aminek oka lehet, hogy
az N-kapcsolt manndz elemek mutacidja egyidejlileg nagyobb mennyiségii B-gliikdn szintet
okozott a gomba sejtfalban (Mora-Montes ¢és mtsi., 2010). A gazdaszervezetben szamos
receptor szabalyozza a manndn komponensek felismerését €s az in vivo tanulmanyok
alatamasztjak, hogy ezen sejtfal poliszacharidok fontosak a Candida tajok virulencidjaban
(Snarr és mtsi., 2017). Az a-1,6-manno6z kotésekben mutans C. albicans csokkent virulenciat
mutatott egér modellben ¢és emelkedett Th1 €s Th17 immunvalaszt illetve nagyobb IFN-y, IL-
6, ¢és IL-17 citokin szekréciot indukalt (Zhang és mtsi., 2016). Ehhez hasonloan, az O-
kapcsolt mannan deficiens C. albicans, ami szintén nagyobb B-gliikan kifejezddéssel
jellemezheto a sejtfalban, nem képes elkeriilni a fagolizoszoma fzidt emlds makrofagokban,
emellett gyenge fertézOképességgel rendelkezik in vivo egér kisérletek soran, ami bizonyitja,
hogy az O-mannan a sejtfalban sziikséges a normal mannoprotein funkciokhoz (Timpel és
mtsi., 1998; Bain és mtsi., 2014).

Emellett szintén kimutatasra keriilt, hogy a nem-albicans Candida fajok altal kivaltott
immunvalasz eltér a C. albicans esetében tapasztaltaktol. A C. glabrata genetikailag
kozelebb all a Saccharomyces cerevisiae-hez, a sejtfalinak a mannan felépitése is
nagymértékben hasonlit ehhez a nem patogén organizmushoz (Snarr és mtsi., 2017). A C.
albicansszal ellentétben, az N-mannan mutans C. glabrata torzsek virulensebbnek

bizonyultak egér modellben (West és mtsi., 2013).
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5. abra. A C. albicans sejtfal poliszacharidok és a gazdasejt kozotti eddig feltart
kolesonhatasok (Snarr és mtsi., 2017) alapjan).

3.11. A C. parapsilosis sejtfala és a felismerésében szerepet jatszo receptorok in vitro

koriilmények kozott

Kutatocsoportunk intenziven vizsgalja a C. parapsilosis patogenitasdnak
immunologiai hatterét. Eredményeink 1ényeges kiilonbségekrdl szamolnak be a C. albicans
¢s C. parapsilosis indukalta immunvalaszban. In vitro kisérletekben megallapitottuk, hogy
mig a C. albicans fertdzés erdteljes inflammaszoma aktivaciot és Th1/Th17 polarizaciodt valt
ki, addig a C. parapsilosis szignifikansan alacsonyabb IL-1B, IL-17, IL-22 ¢és INFy, de
magasabb IL-10 citokin és egyben tolerogén Th2/Treg valaszt indukal (Toth és mtsi., 2013).

A C. parapsilosis esetében csak korlatozott mennyiségli informécié all rendelkezésre
a természetes immunitas elemeivel torténd kdlcsonhatas alapjaul szolgaldé mechanizmusokrol.
Eddig kimutattdk, hogy a C. albicansszal ellentétben a human neutrofilek felszinén
expresszalodd Galectin-3 noveli a C. parapsilosis sejtek fagocitdzisat (Linden €s mitsi.,
2013b). Kutatdcsoportunk in vitro kisérletei alapjan pedig a Dectin-1 szerepet jatszik a C.
parapsilosis felismerésében, ugyanis a hével eldlt gomba altal stimulalt citokinek (TNFa, IL-
1B, IL-6, IL-10 és IFNy) termelését szignifikansan csokkentette a receptor blokkolasa human
mononukledris sejtekben (Toth és mtsi., 2013). Ugyanebben a rendszerben, a TLR2
érintettnek bizonyult az IL-IB ¢s IL-6 citokinek indukcic')jéban, azonban a TLR4 receptor

A gombasejtek felismerésében kulcsszerepet jatszik a sejtfal szerkezete, ami a C.

albicans esetében részletesen jellemzett, azonban keveset tudunk a C. parapsilosis sejtfal
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integritasarol. Korabbi tanulményok eltérést talaltak a C. albicanshoz képest a Kkitin
kifejezddésben (Lima-Neto és mtsi., 2011), illetve rovidebb N-kapcsolt mannan oldallancokat
irtak le a C. parapsilosisban (Shibata ¢s mtsi., 1995). Tovabbi kisérletek is aldtamasztjak,
hogy habar a sejtfal szerkezete hasonlo felépitésli a két organizmusban, a C. parapsilosis
kevesebb mannan, de erdteljesebbb kitin és -1,3-gliikan kifejezédést mutat a C. albicanshoz

képest (Estrada-Mata és mtsi., 2015).

3.11.1. A C. parapsilosis och1A/A mutans torzs jellemzoi

C. albicansban az OCHI gén kodolja a Golgi rezidens a-1,6-mannoziltranszferazt,
ami a sejtfalt N-mannozilacidjat katalizdlo enzim (Bates és mtsi.,, 2006). Az Ochlp
mannoziltranszferaz miikiidése nélkiil nem alakult ki ebben a térzsben az a-1,6-polimannoz
gerinc, ennek kovetkeztében hianyzik a kiilsé elagazd6 N-mannan oldallanc, de az O-mannan
struktara érintetlen maradt (6. dbra). Az N-mannan mutans térzsben azonban megndvekedett
a sejtfalban a kitin és a B-gliikan tartalom (Bates ¢és mtsi., 2006). Az OCH]I gén kititése a C.
albicansban csokkent virulenciat eredményezett egerek intravénas fertdzését kovetden €s a
mutans gyenge citokin valaszt indukalt human PBMC és dendritikus sejtekben a vad tipushoz

viszonyitva (Bates és mtsi., 2006; Netea és mtsi., 2006; Cambi €s mtsi., 2008).
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6. abra. A vad tipusa és az ochlA/A C. albicans torzsek manndz szerkezete (Hall ¢s Gow
2013; Hwang és mtsi., 2017) alapjan.
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A C. parapsilosis OCHI gén funkcionalis ortolégja a C. albicans OCHI génnek, ¢és
kutatocsoportunk sikeresen Iétrehozta az N-mannozildcioban mutans C. parapsilosis
(CpochIA/A) torzset (Perez-Garcia ¢és mtsi.,, 2016). A CpochIA/A az N-kapcsolt
mannozilacids utvonal defektusaival kapcsolatos tipikus fenotipusokat mutatja, beleértve a
lassabb novekedési ratat, az aggregatumok képzését folyékony tapkozegben, a kerekebb
egysejt format és az abnormalis morfogenezist, ugyanis a mutans csokkent pszeudohifa
képzd képességgel rendelkezik. A sejtfal Osszetételében is megmutatkoztak a defektusok,
mint a 67%-o0s csokkenés a manndntartalomban, valamint az emelkedett B-gliikan és kitin
szint a vad tipusu torzshoz képest (Perez-Garcia és mtsi., 2016). Az N-mannan oldallancok
hidnya a sejtfal integritdsasara is hatassal van, ugyanis a CpochlA/A érzékenynek bizonyult a
sejtfal perturbald szerekkel szemben, mint a kalkofluor fehér (Calcofluor white) és kongd
voros (Congo Red), amelyek a sejtfalban 1évo kitinnel és f-gliikdnnal torténd kdlcsonhatasra
utalnak. Emellett a mutans torzs emelkedett érzékenységet mutatott a tunikamicinre, ami az
N-mannan bioszintézis elsé 1épésének inhibitora €s szintén szenzitivnek bizonyult az SDS-sel
(Sodium Dodecyl Sulphate, natrium-lauril-szulfat) tortént kezelésre, ami egy
plazmamembranra hat6 detergens (Perez-Garcia €s mtsi., 2016).

Az N-mannozilacio a C. parapsilosis sejtfalban befolydsolja a gazda-patogén
interakcidt. Az N-mannan réteg hianya a gomba csokkent virulencidjat eredményezte in vivo
egér kisérletekben, ugyanis BALB/c egerek intravénds fert6zését kovetden a CpochlA/A
szignifikansan alacsonyabb szervkolonizaltsagot okozott az allatok lépében, veséjében és
majaban, mint a vad tipusu torzs (Perez-Garcia és mtsi., 2016). In vitro kisérletek soran, a
Cpochl A/A szignifikansan magasabb TNFa, IL-1f, IL-6 és IL-10 citokin szekréciot indukalt
huméan PBMC-kben, a vad tipusu térzshoz viszonyitva. Mindemellett a CpochlA/A sejtek B-
eliminacios kezelésének kovetkeztében, ami hatasara eltavolithaté az O-mannan a sejtfalbol
(Diaz-Jimenez és mtsi., 2012), csokkent az IL-1f szekréci6 a human sejtekben, azonban a
kezelés nem volt hatadssal a TNFa, IL-6 és IL-10 termelés indukcidjara. Receptorblokkolok
alkalmazaséaval szintén kidertlt, hogy a magasabb IL-1f szint, amit a CpochlA/A sejtfalban
még jelen 1évé O-mannan okoz, fiigg a Dectin-1 és TLR4 receptorok altali ligand kotéstol,
ugyanis ezen receptorok gatldsa soran megsziint a CpochlA/A altali IL-1f indukcié a
gazdasejtekben (Perez-Garcia és mtsi., 2016). Ezek az eredmények eltérnek a C. albicans
esetében talaltaktol, ugyanis a C. albicans ochlA/A csokkent citokin indukcios képességgel
rendelkezik (Netea és mitsi., 2006; Cambi és mitsi., 2008). Mindemellett human PBMC

sejtekben a C. albicans altal stimulalt IL-1f termelés az N-mannan ¢s kitin MR altali
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felismerésétol és a P-glikkan altal aktivalt Dectin-1/TLR2 receptorok miikddésétdl fiigg (van
de Veerdonk és mitsi., 2009). Ezek az eredmények aldtdmasztjdk az eltérd felismerési
mechanizmusokat a C. albicans és a C. parapsilosis fert6zés soran. Ezen feliil laborunk
eredményei azt sugalljak, hogy az N-mannan hidnyaban a hozzaférhetd p-gliikkan és O-
mannan a C. parapsilosis sejtfalban a Dectin-1 és TLR4 receptorok aktivacidjat okozza és

ezaltal a patogén elleni hatékony immunvalaszt és eliminaciot valtja ki.
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4. CELKITUZESEK

Klinikai jelentésége ellenére keveset tudunk a C. parapsilosis altal kivaltott
immunvalasz 1épéseirdl. Kutatdcsoportunk korabbi munkaja soran bebizonyosodott, hogy a
sejtfal N-mannozilacid6 hianya befolydsolja a gazda-patogén interakciot, ami alapjan a
CpochlA/A magasabb citokin valaszt indukalt in vitro koriilmények kozott és csokkent
virulenciat mutatott BALB/c egér modellben. Igy munkank soran a C. parapsilosis fertdzés
in vivo rendszerekben torténd jellemzése mellett vizsgalni kivantuk a sejtfal mutans torzs
csokkent virulencidjanak hatterében all6 immunmechanizmusokat. Munkank sordn a

kovetkezo célokat fogalmaztuk meg:

1. A vad tipusu és a sejtfal mutans C. parapsilosis altal indukalt természetes immunvalasz

elemeinek vizsgélata D. melanogaster modellben.

2. A szisztémas candidiasis jellemzéséhez egy intravéndsan fertdzott Gjsziilott egér modell

l1étrehozasa ¢€s leirdsa a vad tipusu €s a sejtfal mutans C. parapsilosis fertdzést kovetden.

3. Szisztémas candidiasist modellezd egér in vivo rendszerben a vad tipusu €s a sejtfal mutans

C. parapsilosis fertézés részletesebb jellemzése és dsszehasonlitasa.

4. A Dectin-1 receptor szerepének in vivo vizsgéalata a vad tipust és a sejtfal mutans C.

parapsilosis felismerésében.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A Kkisérletek soran alkalmazott torzsek és tenyésztési koriilmények

Alkalmazott baktérium torzsek:

Micrococcus  luteus, SZMC 0264 (Szeged Microbiological Collection (SZMC),

http://www.sci.u-szeged.hu/microbiology/).

Alkalmazott Candida torzsek:

A munkank soran felhasznalt Candida torzseket az 1. és 2. tablazat tartalmazza.

1. tablazat. Felhasznalt Candida torzsek.

Fajnév Torzs Szarmazasi Referencia
hely
. SC5314, vad New York, . , .
C. albicans tipus USA (Gillum és mtsi., 1984)
C. glabrata (,:BS 138, vad n.a. (Sato és mtsi., 1994)
tipus
o , Hamburg, , .
C. parapsilosis | GA1, vad tipus Németorszig (Gacser és mtsi., 2005)
C. parapsilosis E;S 317, vad n.a. (Kuhn és mtsi., 2004)
C. parapsilosis thI;JSB 214, vad Puerto Rico (Laffey és Butler 2005)
C. parapsilosis CPRI * - (Holland és mtsi., 2014)
C. parapsilosis CpochlIA/A** - (Perez-Garcia és mtsi.,
2016)
C. parapsilosis | ochIA+OCHI - (Perez-Gzzg(I:lg) ¢s misi.,

N.a., nincs adat. *A CPRI jeli torzs a C. parapsilosis CLIB 214 torzsébol 1étrehozott,
CPL2H1 jelt hisztidin, leucin delécidos mutans torzs reintegralt torzse (Holland és mitsi.,
2014). A CLIB 214 hattéren késziilt mutansok referencia torzseként hasznaljak. Genotipusa:
leu2A::FRT/leu2A::FRT, hislA::FRT/hislA::FRT,FRT::CmLEU2/FRT::CdHIS1. **A C.
parapsilosis ochIA/A sziléi torzse a CLIB 214, genotipusa: leul::FRT/leul::FRT,
hisl::FRT/his1::FRT, ochl::CmLEU2/ochl::CdHISI.

A D. melanogasterrel végzett kisérletek soran, a C. parapsilosis ochIA/A torzzsel tortént

fertozések elemzéséhez a C. parapsilosis CPRI torzset hasznaltuk referenciaként. A vad
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tipust, MyD88” és GNBP3"" D. melanogaster thlélésének vizsgalatat elvégeztik a C.
parapsilosis CLIB 214 és a C. parapsilosis CPRI torzzsel is. Mivel nem talaltunk
kiilonbséget a legyek tulélésében, az egér kisérleteinkhez a C. parapsilosis CLIB 214 klinikai
izolatummal (anyai torzs) dolgoztunk tovabb. Az eredmények a Mellékletek 11.1. pontjaban
talalhatéak. A C. parapsilosis ochIA+OCHI reintegralt torzzsel végzett kisérletek a
Mellékletek 11.2. és 11.3. pontjaban talalhatoak.

2. tablazat. A mikroszkopos felvételekhez az alabbi GFP-vel jelolt Candida torzseket
hasznaltuk:

Torzs Genotipus
GFP-C. leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/his1::FRT, frt::CdHISI,
parapsilosis CPRI CpNEUTSL/CpNEUTSL::Clp10-Prpus-GFP::CmLEU?2
GFP-C. leu2::FRT/leu2::FRT,hisl::FRT/hisl::FRT,
parapsilosis ochl::CmLEU2/ochl::CdHIS1, CoNEUT5L/CpNEUTSL::Clpl0-
ochIA/A Prpus-GFP::SATI
GFPé% S‘gf f“”s RPS1/RPSI::CIp10-Prpys-GFP::SATI

A GFP-vel jelolt torzseket Dr. Németh Tibor biztositotta szdmunkra.

Alkalmazott Drosophila torzsek:

A D. melanogaster torzseket 25 °C-on neveltiik, standard kukorica keményitds taptalajon.
Kisérleteink sordn a kovetkezd ecetmuslica torzseket hasznaltuk: vad tipus (G0147) (Gottar
és mitsi., 2006), GNBP3"% (Gottar és mtsi., 2006), psh”" (Ligoxygakis és mtsi., 2002) és
MyD88” (Tauszig-Delamasure és mitsi., 2002) D. melanogaster, amelyeket
egyiittmiikdésiink sordn Jessica Quintin (Pasteur Intézet, Parizs) kiildott szamunkra. A
fagocitozis kisérletekhez az I(3)mbn-1/TM6Tb (lethal(3)malignant blood neoplasm-1) torzset
hasznaltuk (Konrad és mtsi., 1994).

Alkalmazott egér torzsek:

Kisérleteink sordn 8-12 hetes, illetve 2 napos immunokompetens BALB/c és 12-15 hetes
C57BL/6 és Dectin-1""(Clec7a”") him és ndstény egereket hasznaltunk. A BALB/c egerek az
MTA SZBK allathazabol, mig a C57BL/6 és Dectin-17" allatok a Friedrich Schiller Egyetem

(Serviceeinheit Experimentelle Biomedizin, Bioinstrumentezentrum, Jéna, Németorszag)

41



allathazabol szarmaztak. A Dectin-1" egerek eldallitasat a The Jackson Laboratory
(https://www.jax.org/strain/012337) végezte. A kisérleteink sordn az allatokat allando,
kontrollalt koriilmények kozott (12 6ra fény/12 ora sotét ciklus, 21 °C tartasi hdmérséklet,
igény szerint hozzaférhetd ivoviz és normal ragcsalétap) tartottuk. Az in vivo kisérletek

engedély szdma: XV1./3646/2016.

5.2. Alkalmazott tapoldatok, taptalajok, pufferek és egyéb reagensek

YPD (yeast extract-peptone-dextrose) tapoldat/taptalaj: 0,5 m/V% élesztokivonat, 1 m/V%

pepton, 1 m/V% gliikkéz tartalmia tdpoldat 100 L[.U./ml penicillinnel és 100 pg/ml

streptomycinnel (Sigma-Aldrich), tovabba szilard taptalaj esetén 2 m/V% agarral kiegészitve.

LB tapoldat és taptalaj: 0,5 m/V% élesztokivonat, 1 m/V% tripton és 1 m/V% natrium-klorid

(NaCl) tartalmu tapoldat, szilard taptalaj esetén 2,5 m/V% agarral kiegészitve.

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) tapoldat: RPMI 1640 tapoldat (Lonza)

50 pg/ml gentamicinnel, vagy 100 LU./ml penicillin és 100 pg/ml streptomycin

kombinaciojaval kiegészitve.

Drosophila Schneider tipoldat: Schneider tapoldat (Lonza) 10 m/V% hdinaktivalt

borjuszérummal (fetal bovine serum, FBS; Lonza), 100 I.U./ml penicillinnel, 100 pug/ml

streptomycinnel kiegészitve.

PBS (phosphate buffered saline): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4, 2 mM
KH,PO4 (pH 7,4)

Mounting (dermedd) fed6 médium: Fluoromount G (Southern Biotech)

PBSTX: 0,1 m/V% Triton X-100 PBS oldatban

PBST: 0,01 m/V% Tween 20 PBS oldatban

Drosophila Ringer oldat: 111 mM NaCl, 1,87 mM KCI, 2,38 mM NaHCOs, 1,1 mM CaCl,,
0,84 mM NaH,PO,

PTU: 1-fenil-2-tiourea (Sigma-Aldrich)
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ACK puffer: 150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO;3, 0.1 mM EDTA .Na,.2H,O (pH 7,2-7,4)

70 % Percoll oldat: 2.1 ml Percoll + 0.9 ml RPMI 1640

30 % Percoll oldat: 0.9 ml Percoll + 2.1 ml RPMI 1640

FACS puffer: 2 m/V% FBS PBS pufferben

5.3. Sejttenyésztési modszerek, primer sejtek izolalasa

Candida torzsek fenntartasa/elokészitése a kisérletekhez

A felhasznalt Candida torzsek fenntartasa YPD taptalajon tortént havi atoltassal, az
izolatumokat 4 °C-on taroltuk. A kisérleteket megel6z6 napon a sziikséges torzsekbol
atoltottunk 2 ml YPD tépoldatot tartalmazé steril centrifugacsdvekbe, amelyeket éjszakara 30
°C-os razo inkubatorba helyeztiink (200 rpm). Mésnap a sejteket centrifugaldssal (1310xg, 5
perc, 25 °C) 6sszegytjtottiik, kétszer PBS pufferrel (a D. melanogaster kisérletek esetében
PBST-vel) mostuk, majd Biirker kamra segitségével meghataroztuk a szuszpenziok

sejtszamat.
Baktérium torzsek fenntartasa/elokészitése a kisérletekhez

A felhasznalt M. luteus torzset LB taptalajon 4 °C-os hiitOben tartottuk fenn havi atoltassal. A
kisérleteket megel6z6 napon a torzset atoltottuk 2 ml LB tapoldatot tartalmazo
centrifugacsibe ¢€s egy ¢jszakan at inkubaltuk (37 °C, 200 rpm). A kisérletekhez az M. luteus

sejtszuszpenzid eldallitasat ugyanugy végeztiik el, mint a Candida torzsekét.
A hemocita izolalas

A harmadik stadiumos D. melanogaster [(3)mbn-1 larvakat PTU-t tartalmazé Ringer oldatban
boncoltuk fel, a hemolimfat 10 percig, 25 °C-on 300xg-n centrifugaltuk. A feliiliszo
eltavolitdsa utdn a hemocitakat tartalmazo iiledéket Schneider/FBS/PS tapoldatba vettiik fel.

Az izolalt sejteket a kisérleteinkhez azonnal felhasznaltuk.
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5.3. Alkalmazott Kkisérleti modszerek

5.3.1. In vitro fertozési modellek

5.3.1.1. A fagocitozis vizsgalata mikroszkopiaval

A fagocitozis vizsgéalathoz a 10 db/minta harmadik stadiumos D. melanogaster larvabol
izolalt hemocitakat 150 ul Scndeider/FBS/PS tapoldatban {iveg lemezre helyeztiik. A
mintakhoz 50 ul, GEP-t expresszald Candida torzsek sejtjeit tartalmazé szuszpenzidt (2x10’
sejt/ml) adtunk és harom 6ran at 25 °C-on, fénytdl elzarva, vizes kamraban inkubaltuk. Az
inkubacio leteltével a nem fagocitalt gombak eltavolitasit PBS mosassal végeztik el. A
gombasejtek adherencidjanak a tényleges fagocitozistél vald elkiilonitése érdekében, a
mintakat 10 percig 100 pl kalkofluor fehérrel (Sigma-Aldrich, kalkofluor fehér M2R 1g/l,
Evans kék 0,5g/1, a gomba sejtfalban 1€vo kitint képes kotni) festettiilk, majd ismét mostuk
kétszer PBS-sel. A mintakat 15 percig fixaltuk (4% formaldehid PBS-ben), majd kétszer 15
percig mostuk PBSTX-szel. A Drosophila hemocitdk jeloléséhez a phalloidin (Texas Red®-
X Phalloidin, Life Technologies) (1:300) festést 20 percig PBSTX-ben végeztiik. Ezt
kovetden a mintakat kétszer 10 percig PBSTX-ben, majd egyszer 10 percig PBS-ben mostuk.
A mintdkat Mounting médiummal fedtiik le. A mintdk elemzéséhez BX51 OLYMPUS

mikroszkdpot hasznaltunk.

5.3.1.2. A fagocitdzis vizsgalata aramlasi citometriaval, FlowSight késziilékkel

Candida sejtek fluoreszcens jelolése

crer

oldatot (1 M, pH 10 torzsoldatbol), majd 2 ul, 1 mg/ml koncentraciéja Alexa Fluor® 488
szukcinimidil észter festéket (Life Technologies) ¢s 5 ul 10 mM-os pHrodo™ Red oldatot
adtunk. Szobahdémérsékleten 45 percig torténd inkubacié utdn a sejteket centrifugéalassal
(1310xg, 5 perc, 25 °C) 0Osszegyljtottilk, majd haromszor PBS pufferrel mostuk. Ezt
kovetéen meghataroztuk a szuszpenziok sejtszamat Bilirker kamra segitségével, majd
beallitottuk a megfeleld sejtszamot (2x10” sejt/ml, Schneider tapoldatban). A sejtek homogén

festddését aramlasi citometria segitségével ellendriztiik.

44



A hemocita sejtek fluoreszcens jelolése

A fagocitozis kvantitativ méréséhez a frissen izolalt hemocitékat (15 larva/minta) Eppendorf
csovekbe helyeztiik és 10 percig, sotétben CellMask-DeepRed™ plazma membran festékkel
(1:1000, Schneider tapoldatban) jeldltiik, majd kétszer PBS-sel mostuk (5 perc, 300xg). Ezt
kovetden a sejteket 150 pl Schneider/FBS/PS tapoldatban vettiik fel. A Candida fert6zéshez
készitett mintdkkal parhuzamosan Cytochalasin D-vel kezelt hemocita mintakat is
készitettink (a CytochalasinD aktin polimerizaciot géatld mikotoxin, az inhibitor
alkalmazaséaval a gazdasejtek nem képesek a gombasejtek bekebelezésére). A festési eljarast
megeldzden a vérsejteket 2,5 uM Cytochalasin D-vel kezeltiik 1 6rdn at, majd elvégeztiik a
festési eljarast.

A fagocitozis vizsgalatdhoz a hemocita mintakhoz 50 pl Candida sejtszuszpenzidt (2x10’
sejt/ml) adtunk és 3 oran at 25 °C-on, s6tétben inkubaltuk azokat. Centrifugalast (300xg, 5
perc, 25 °C) kovetden a mintakat 50 ul FACS pufferben vettiik fel. A kisérlethez FlowSight®
aramlasi citométert hasznaltunk, amely segitségével a méret és a piros fluoreszcens jel
alapjan (CellMask-DeepRed™ jelslt) kiilonitettiik el és gytijtottik a méréshez a Drosophila
vérsejteket. Az adatok értékeléséhez az IDEAS (verzid 6.2) programot hasznaltuk, ami soran
a vérsejt populacion beliil (7. abra A ¢és D) a gomba-vérsejt asszociaciot a zold
fluoreszcenciat mutatd sejtek aranya alapjan hatdroztuk meg (7. dbra B és E), illetve ezen
populécion beliil vizsgaltuk a pHrodo™ Red intenzitasa alapjan (7. abra C és F) azon

hemocita sejtek aranyat, amelyekben fagoszémaban voltak detektalhatoak a Candida sejtek.

------

------
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7. abra. Az aramlasi citometria soran hasznalt stratégia a fagocitozis
meghatarozasahoz. Kontroll hemocita (A), (B), (C) és a C. parapsilosis CPRI fertozott
hemocitik (D), (E), (F).

5.3.2. In vivo fertozési modellek

D. melanogaster fert6zése

A fiolankénti 15 db (2-4 napos ndstény ¢és him) vad tipusi €s mutidns ecetmuslicakat
szeptikus sériiléssel fertoztiik. A legyeket inzulinos tiivel injektaltuk, amelyet el6zdleg
baktérium vagy élesztd szuszpenzidba martottunk. A kisérlethez kontrollként PBS pufferrel
injektalt egyedeket alkalmaztunk. A fertézést kovetd 3. oratdl az €16, fertozott legyeket
tartalmazo fioldkat inkubatorba helyeztiik a mikroorganizmusoknak megfelelé homérsékletre
(29 °C gomba- ¢s 25 °C bakteridlis fertézés esetén). A legyeket két naponta 0j fioldkba
helyeztiik a kisérletek végéig.

Az 1jsziilott egerek fertézése

A vemhes BALB/c egerek a Szegedi Biologiai Kutatokozpont Allathazabol szarmaztak. Az

egereket folyamatosan megfigyeltiik, hogy meghatarozzuk a sziiletés datumat. A sziiletést
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kovetd 2. napon az ujsziilott egerek sulyat megmértik (2,2-2,7 g kozott valtozott, az
ugyanabban az alomban 1év6 egyedek szamatdl fiiggben), és 20 pl 1x107 vagy 2x10’
Candida sejtet tartalmaz6 szuszpenzioval vagy steril PBS (kontroll) oldattal injektaltuk
azokat. Az T1jsziilott egerek injekciojat 30 g x 8 mme-es tiivel ellatott 1 ml-es
inzulinfecskenddvel végeztiikk. A szuszpenzidban 1évo buborékokat eltavolitottuk az embdlia
megeldzésének érdekében. A véna lathatova tételét fényforras segitségével biztositottuk

(lasd: 17. abra). Az injekcid beadéasa utan az allatokat naponta vizsgaltuk.
A vad tipusu C57BL/6 és Dectin-1 egerek fertozése

A kifejlett 8-12 hetes BALB/c, a 12-15 hetes C57BL/6 és Dectin-1"" (Clec7a”) him és
néstény egereket az oldalsd farokvénan keresztill, intravénasan fertdztik 100 pl 2x10’
Candida sejtet tartalmazo szuszpenzidval. A fertdzést kovetden az egereket folyamatosan,

naponta monitoroztuk.

5.3.3. A D. melanogaster tulélés vizsgalata

A fiolankénti 15 db (csoportonként 3 db fiola, 6sszesen 45 db légy) vad tipust €s mutans D.
melanogaster torzseket 2x10 sejt/ml gombaszuszpenzidval oltottuk. A tiléléshez a legyeket
7 napig monitoroztuk és két naponta 1j fioldkba helyeztiik. Az eredményeket a tuléld legyek

széazalékaban fejeztiik ki a fert6zés utani kiilonb6z6 idépontokban.

5.3.4. A CFU (colony-forming unit, koloniaképz6 egység) meghatarozasa

CFU meghatarozas D. melanogasterben

A fiolankénti 15 db (csoportonként 3 db fiola, 6sszesen 45 db 1égy) vad tipust €s mutans D.
melanogaster torzseket 2x107 sejt/ml gombaszuszpenzidval oltottuk és a jelzett kisérleti
idopontokban (a szeptikus sériiléssel tortént fertdzés utan 0, 5, 48 és 96 ora) CO;-vel
elaltattuk, 1.5 ml-es Eppendorf csébe helyeztiik majd jégen tartottuk. A legyeket 900 ul PBS-
ben homogenizaltuk. A nyert szuszpenziot 5x-ére, 10x-ére €s 50x-ére higitottuk, YPD/PS
agarlemezekre szélesztettiik ¢s 48 oran at inkubaltuk 30 °C-on. A legyekbdl visszanyert
¢lesztd telepeket megszamoltuk, majd a kolonizaltsag mértékét a higitdsnak ¢és a

csoportonkénti 1égyszamnak megfeleléen CFU/légy forméjaban fejeztiik ki.
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CFU meghatarozas az egér modellekben

A jelzett kisérleti idOpotokban (1jsziilott egér esetében 2 €s 7 nap, felndtt egerek esetében 1,
3 ¢és 7 nap) a disszekciot és a PBS-sel tortént perfuziot (az ujsziilott egerek esetében nem
alkalmaztunk perfuziot a kis testtomeg €s a szervek mérete miatt) kdvetden az egerek szerveit
megmeértiik, a 1épet, majat és agyat PBS-ben, mig a veséket proteaz inhibitort (Complete
Protease Inhibitor Tablet, Santa Cruz Biotechnology) tartalmaz6 PBS-ben homogenizaltuk. A
homogenizatumokbol higitott szuszpenzidt (10x-es, 50x-es, 100x-os higitas) készitettiink és
YPD/PS agar lemezekre szélesztettiik, majd 30 °C-on 48 o6raig inkubaltuk. A szervekbdl
visszanyert gomba telepeket megszamoltuk, majd a kolonizaltsdg mértékét a higitasnak €s a
szerv tomegének megfelelden CFU/g szovetként fejeztik ki. A fennmaradd tomény
szervhomogenizatumokat centrifugaltuk (1310xg, 4 °C, 15 perc) és a feliiluszokat -80 °C-on

taroltuk a citokinek méréséig.

5.3.5. Enzim-kotott immunoszorbens préoba (ELISA)

A citokinek koncentraciojat a 2 napos BALB/c egerek szervhomogenizatumainak
feliiliszo6ibol enzim-kotott immunoszorbens proba (ELISA) segitségével hataroztuk meg. A
kisérletek sordn a kovetkezd termékeket hasznaltuk: Mouse IL-1p DuoSet (R&D Systems),
Mouse TNFa DuoSet (R&D Systems), Mouse KC DuoSet (R&D Systems), Mouse IL-10
DuoSet (R&D Systems). A kisérleteket a gyartdi utasitisoknak megfelelden végeztiik. A
méréseket SPECTROstar Nano Microplate Reader késziilékkel (BMG Labtech), 450 nm-en
végeztiik €s az adatokat MARS Data Analysis szoftverrel (verzid 2.22) analizaltuk.

A C57BL/6 és Dectin-17 egerek szervhomogenizatumaibol a citokin profil felallitasat
MultiPlex ELISA segitségével végeztiik. A mérésekhez a Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg
Cytokine 17-Plex Mouse ProcartaPlex™ Panel-t (eBioscience) hasznaltuk a gyarto
utasitasainak megfelelden. A méréseket Dr. Bianca Schulze (Hans-Knoll Institute, Jéna,
Németorszag) végezte.

A citokinek mennyiségének meghatarozasdhoz a felhasznalt szerv tomegét és térfogatat

meghataroztuk, az eredményeket 1 g szovetre vonatkoztatva pg-ban és ng-ban adtuk meg.
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5.3.6. Aramlasi citometria vizsgalatok az immunsejt infiltracié meghatarozasahoz

Egysejt szuszpenzio készitése 1épbdl:

A 1€ép szovet darabokat megmértiik, majd 2 ml PBS-sel 70 pm-es sejtsziron 50 ml-es Falcon
cs6be homogenizaltuk. Centrifugalast kovetden (300xg, 8 perc, 4 °C) a sejt pelletet 1 percig 2
ml ACK pufferrel kezeltiik jégen, majd megallitottuk a reakciot 10 ml 3%-os FBS-t
tartalmazd PBS-sel. Centrifugéalas utan (300xg, 3 perc, 4 °C) Biirker kamra segitségével
meghataroztuk a sejtszamot, majd 100 pl 2x10° sejtet tartalmazé szuszpenziét mértiink 96

lyuka V-alji lemezekre (CELLSTAR®).

Egysejt szuszpenzié készitése vesébdl és majbol:

A vese ¢s maj szovet darabokat megmértiik, majd steril penge segitségével felapritottuk. A
szoveteket 9.5 ml RPMI 1640/10 % FBS/1 % PS oldatot tartalmaz6 15 ml-es Falcon csObe
helyeztiik, majd a szervmintak emésztéséhez 200 ul kollagendz A-t (30 mg/ml, Sigma-
Aldrich), 200 ul DNazt (0,7 mg/ml, Sigma-Aldrich) és 100 pl Na-piruvatot (I mM, Sigma-
Aldrich) adtunk. A csoveket 30 percig 37 °C-on razattuk, majd a szévet darabokat 70 pm-es
sejtszlirén 50 ml-s Falcon cs6be homogenizaltuk 10 ml 3%-os FBS-t tartalmazé PBS-sel.
Centrifugalast (300xg, 8 perc, 4 °C) kdvetden a sejt pelletet 2 ml ACK pufferben vettiik fel,
majd jégen inkubaltuk 1 percig. A reakcidé megallitisahoz a mintdkhoz 10 ml 3%-o0s FBS-t
tartalmazd PBS-t adtunk. Centrifugalds utan (300xg, 8 perc, 25 °C) a pelletet 3 ml 70%
Percoll oldatban felszuszpendaltuk, majd a 3 ml 70%-os Percoll szuszpenziot egy 15 ml-es
Falcon csében 1évé 3 ml 30% Percoll oldat ald pipettaztuk. A mintakat 20 percig
centrifugaltuk (400xg, szobahdmérséklet). A kiilon réteget képezo sejteket 6sszegyljtottiik és
kétszer 10 ml PBS-sel mostuk (300xg, 5 perc, 4 °C). Biirker kamra segitségével
meghataroztuk a sejtszamot, majd 100 pl 2x10° sejtszuszpenziot mértiink 96 lyukda V-alja

lemezekre.

A szervekbol szarmazo sejtek antitesttel torténé festése (“Multicolour”antitestes festés):

A 96 lyuku V-alju lemezeken 1év0 sejteket kétszer mostuk 200 ul PBS-sel (300xg, 3 perc, 25
°C). Az €16 és halott sejtek elkiilonitéséhez a mintdkhoz 50 pl eF506 festéket (1:500 PBS-
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ben) adtunk és 20 percig jégen inkubaltuk azokat. A festék centrifugalassal (300xg, 4 perc, 4
°C) torténd eltavolitasat kovetden a mintadkat kétszer mostuk 200 ul FACS pufferrel, majd 5
percig 10 ul/lyuk Fc-Block oldatot (1:50 FACS pufferben) adtunk hozzajuk. Ezt kvetden 20
ul antitesteket tartalmazo oldattal festettiik a mintdkat jégen 15 percig, fénytdl elzarva. A
festést kdvetden a mintakat kétszer mostuk FACS pufferrel (centrifugéalas: 300xg, 4 perc, 4
°C), majd 100 pl 2 % PFA/PBS oldatban fixaltuk szobahdémérsékleten 20 percig. A fixalod
oldat eltavolitasa utankétszer mostuk PBS-sel (centrifugéalas: 400xg, 3 perc, 4 °C), majd a
mintdkat a mérésig 4 °C-os hutében taroltuk. A felhasznalt antitesteket a 3. tablazat
tartalmazza. A méréseket a BD FACSVerse késziilékkel végeztiik, az adatokat FlowJo v10
szoftver  segitségével elemeztik. A sejt populaciok identifikdlasahoz  elészor
megkiilonboztettiik az €16 €s halott sejteket (8.A. dbra), majd az €16 sejteken beliil (8.B. abra)
kivalasztottuk az egy sejt populacidt (8.C. abra). A kovetkezd 1épésben a CD45+ sejteket
(8.D. abra) valasztottuk ki €s a populacion beliil elemeztiik a dendritikus sejtek (8.E. abra), a
makrofagok, a neutrofilek és a gyulladdsos monocitak szazalé¢kos aranyat (8.F. abra). Az
alacsony széazal¢kos arany miatt a dolgozat nem tartalmazza a gyulladasos monocitakbol
szarmaz6 adatokat. Az immunsejtek abszolut szamat a kovetkezd képlet alapjan kalkulaltuk
ki: [teljes minta térfogata/festéshez felhasznalt minta térfogata]«[(teljes minta térfogata/mért
minta térfogata)*CD45+ sejtek szama]/(mg/felhasznalt szerv)/(makrofagok vagy dendritikus

sejtek vagy neutrofil granulocitak %-os ardnya/100) és mint szdm/szerv hataroztuk meg.
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8. abra. Az dramlasi citometria soran hasznalt stratégia az immunsejtek
meghatarozasahoz.

3. tablazat. A kisérletek soran felhasznalt antitestek listaja.

FITC anti-mouse Ly6G antibody BioLegend
FITC rat IgG2a izotipus kontroll BioLegend
PE-Cy7 anti-mouse CD45 antibody BioLegend
PE-Cy7 rat IgG2b izotipus kontroll BioLegend
PerCP-Cy5.5 anti-mouse Cd11c antibody BioLegend
PerCP-Cy5.5 ahan IgG1 izotipus kontroll BioLegend
Alexafluor 647 anti-mouse Cd11b antibody BioLegend
Alexafluor 647 rat IgG2b izotipus kontroll BioLegend
eV450 anti-mouse Ly6C antibody eBioscience
eV450 rat IgM izotipus kontroll eBioscience
Fixable Viability Dye eFluor™ 506 eBioscience
TruStain FcXTl‘;(legggg}l’ouse CD16/32) BioLegend
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5.3.7. RNS izolalas, cDNS szintézis és qRT-PCR

Total RNS izolalas

Az ecetmuslicakat 5x10” sejt/ml gomba vagy baktérium szuszpenzidba martott inzulinos
tiivel oltottuk. 24 o6réval a fertézést kovetden a legyeket (5 db ecetmuslica/minta) 1.5 ml-es
Eppendorf csébe gytijtottiik, majd folyékony nitrogénbe helyeztiik. RNS izolalashoz Quick-
RNA MiniPrep Kit-et (Zymo Research) hasznaltunk, a mellékelt gyartdi utasitasoknak
megfelelden. Az izoldlt RNS mennyiségét NanoDrop spektrofotométer (ND-1000
Spectrophotometer, Thermo Scientific) segitségével hataroztuk meg. A minta DNS
szennyezettségét a D. melanogaster Drosomycin génre tervezett primerek segitségével, valos
idejii PCR-rel ellendriztiik. Ezt kovetéen a megfeleld mennyiségii és mindségli total RNS

izolatumokbodl cDNS-t szintetizaltunk.
cDNS szintézis

A cDNS szintézishez RevertAid First strand cDNA synthesis kit-et (Thermo Scientific)
hasznaltunk a gyartod utasitasai szerint. A szintézishez 1 pug totdl RNS-t alkalmaztunk. Egy
reakci6 sordan 0,5 pl oligo(dT);g és 0,5 pl random hexamer primert hasznaltunk. Az

alkalmazott reakciokoriilmények a kdvetkezdk voltak: 25 °C/5 perc, 42 °C/60 perc és végiil
70 °C/5 perc.

Kvantitativ valés-idejii PCR (QRT-PCR)

A gRT-PCR soran Maxima SYBR Green qPCR Master Mix-et (Thermo Scientific)
hasznaltunk a gyartd utasitasitdsainak megfeleléen. A qRT-PCR-hez 50x-es higitott cDNS
ribosomal protein 49 (1p49) gén szolgalt. A reakciok soran felhasznalt primerek a
kovetkezoek voltak: rp49, Drosomycin (Drs) a primereket az irodalom alapjan hasznaltuk
(Gottar és mtsi.,, 2006), Metchnikowin (Mtk). A primer szekvencidkat a 4. tablazat

tartalmazza.
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4. tablazat. A qRT-PCR soran felhasznalt primerek és jellemzoéik.

Primer Irany Szekvencia 5°-3° Amplifikalt
szakasz
mérete (bp)

rp49 forward GACGCTTCAAGGGACAGTATCTG 144

reverse AAACGCGGTTCTGCATGAG

Drs forward CGTGAGAACCTTTTCCAATATGATG 79

reverse TCCCAGGACCACCAGCAT

Mtk forward GCTACATCAGTGCTGGCAGA 146

reverse TGTGTTAACGACATCAGCAGTGTG

A méréseket CFX96™ Real-Time System detektorral felszerelt C1000™ Thermal Cycler
késziilék (Bio-Rad) segitségével végeztiik az alabbi program szerint: 1. elédenaturacié (95
°C, 3 perc); 2. denaturacio (95 °C, 10 mp.); 3. annealing-elongaci6é (60 °C, 30 mp.); 4.
olvadasi gorbe analizis (65 °C-r6l 95 °C-ra, 0,5 °C/5 mp.). A program a 2-3. 1épéseket 40-
szer ismételte. Az eredményeket a 22" médszer (Livak és Schmittgen 2001) segitségével

értekeltiik ki.

5.3.8. Mikroszkopos vizsgalatok

Drosomycin-GFP expresszidjanak vizsgalata

Kisérleteink soran a C. parapsilosis éltal indukalt Drosomycin termel6dés megfigyeléséhez

Drosomycin-GFP transzgént hordoz6 Drosophila térzs (Ferrandon €és mtsi., 1998) egyedeit

crer

injektaltuk. A megfigyeléseket 24 oraval a fert6zést kovetden végeztiik el OLYMPUS SZX7

sztereomikroszkoppal.

Hisztopatologiai vizsgalatok

A PBS kontroll és a 20 pl 2x10” C. parapsilosis sejtekkel fertdzott egerek teljes szerveit 4%
paraformaldehidben fixaltuk és ebben tartottuk, amig szovettani feldolgozasra nem keriiltek.

A rogzitett szerveket metszettiik €s hagyomanyos PAS (perjodsav-Schiff) festéssel festettiik.
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A szovetmetszeteket BX51 OLYMPUS vagy Zeiss Imager Z1 mikroszkoppal analizaltuk.
5.4. Statisztikai analizis
A statisztikai szamitasokat a GraphPad PRISM 7 szoftverrel végeztilk. A statisztikai

szignifikancia kiszamitasdhoz hasznalt tesztet az adott abraaldiras tartalmazza. Statisztikailag

akkor tekintettiik szignifikansnak a kiilonbséget, ha p < 0,05 volt.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. C. parapsilosis fert6zés jellemzése D. melanogaster modellben

6.1.1. A D. melanogaster tulélésének vizsgalata Candida fert6zést kovetéen

A D. melanogaster modellben a C. albicans és C. glabrata fertdzés részletesen
jellemzett, azonban a C. parapsilosis fertézést még senki nem vizsgalta mélyebben. Egyediil
Chamilos és munkatarsai irtdk le, hogy a Toll-deficiens legyek talélési aranya nagyobb a C.
parapsilosis fertdzést kovetden, mint a C. albicans fertézésnél (Chamilos és mtsi., 2006).
Korabban Quintin és munkatarsai kimutattak, hogy a MyD88 mutans (a Toll szignaling
transzkripcids faktora) legyek érzékenyek a C. albicans és C. glabrata tertézésre (Quintin és
mtsi., 2013). Igy els6ként teszteltik a MyDS88” D. melanogaster torzs tulélését a C.
parapsilosisszal tortént fertdzést kovetden. Kisérleteink soran C. parapsilosis tipustorzsként a
laboratoriumunkban gyakran alkalmazott GA1 jeli klinikai izoldtumot valasztottuk.
Referencia torzsként a C. albicans SC5314 (az egyik leggyakrabban alkalmazott referencia
torzs) ¢és a C. glabrata CBS 138 torzseket hasznaltuk. Annak érdekében, hogy 6ssze tudjuk
hasonlitani a gombafajok virulenciajat a kiilonb6z6 genotipusu legyekben, a kisérletekhez
2x107 sejt/ml Candida szuszpenzidba martott inzulinos tivel szartuk meg (fertéztiik) az
ecetmuslicdkat és vizsgaltuk azok talélését. Ezt a dozist a szakirodalomi adatok és sajat
tapasztalataink alapjan hataroztuk meg (Chamilos €s mtsi., 2006).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a Candida fajokkal injektalt vad tipusu (vt) legyek
nem érzékenyek a Candida fertézésre (9.A. abra), ami megfelel a szakirodalami adatoknak
(Quintin és mtsi., 2013). A MyD88”" legyek halalozasi aranya szignifikansan nagyobb a C.
parapsilosisszal tortént inkubacio6 soran dsszehasonlitva a PBS kontrollal. Mindemellett azt is
tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis fertézés a C. albicanshoz képest csokkent, mig a C.
glabratahoz viszonyitva nagyobb elhullast okozott a mutans legyekben (atlag tulélési arany a
7. napon: C. albicans 14.9%, C. glabrata 30.6%, C. parapsilosis 21.6%) (9.B. abra). Igy
ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a D. melanogaster Toll ttvonal
sziikséges a C. parapsilosis elleni védekezésben.

Ahogy az mar korabban emlitésre kertilt (3.9.1. fejezet), a Toll transzmembran fehérje
nem képes a PAMP-ok kozvetlen érzékelésére, ehhez szenzor molekulak sziikségesek,

amelyek a ligand kotése utan aktivaljak az utvonalat. A Drosophila GNBP3 nevii PRR-je,
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amely a sejtfal B-1,3-gliikant képes kotni, sziikséges a C. albicans és C. glabrata fertdzés
elleni védelemben (Gottar és mtsi., 2006; Quintin és mtsi., 2013). A Persephone (psh) szerin
proteaz pedig a gomba protedzok aktivitdsat érzékeli a hemolimfaban ¢és mutacioja
érzékenységet okozott a C. glabrata fertbzésre (Quintin és mtsi., 2013), azonban a psh”
legyek rezisztensek a C. albicansszal szemben (Gottar és mtsi., 2006). Igy megvizsgaltuk,
hogy a GNBP3 ¢és a psh szerepet jatszik-e a felismerésben és a Toll Gtvonal aktivaciojaban a
C. parapsilosis fertdzés soran. Eredményeink azt mutatjak, hogy a C. albicans és C. glabrata
fertézott GNBP3" legyek tulélési ardnya szignifikansan csékkent a PBS kontroll
csoporthoz képest. Szintén lathato, hogy az el6z6 két fajhoz hasonldé modon, a C. parapsilosis
fert6zés szignifikans csokkenést okozott a B-gliikkan receptor mutans ecetmuslica talélésében
(9.C. 4bra). A psh” legyek a vad tipushoz hasonléan rezisztensek a C. albicans és C.
parapsilosis fertdézésre és egyediil a C. glabrataval tortént infekcid okozott érzékenységet a

kontrollhoz képest (9.D. ébra).

A vt légy B MyD88™"
100+ 1001
80-% 80-
§ 60 § 60
3 ©
] 2
S 40 = 40 }*
207 207 e |
o 2 4 6 8 o 2 4 6 8
(nap) (nap)
c GNBPp3hades D psh™
100- 1007
-o- PBS
804 804 -=- Calb
» » -+ Cglab
9 604 0 604
] ] -0~ Cpar
2 2
* 40 < 404
xxxx | NS
204 Fkk 20
"o 2 4 6 8 "o 2 4 6 8
(nap) (nap)

9. abra. A D. melanogaster talélésének vizsgalata C. albicans, C. glabrata és C.
parapsilosis fertézést kovetéen. A vt (A), MyD8S” (B), GNBP3" (C) és psh”” (D) legyek
(n=45/csoport) talélését a gombakkal (2x107 sejt/ml) tortént fertézést kovetben 7 napig
monitoroztuk. Az é&bra négy fiiggetlen kisérlet eredményeit foglalja 0Ossze szazalékos
aranyban megadva. Feltlintetett adatok: PBS, PBS-sel injektalt kontroll csoport; Calb
SC5314, C. albicans SC5314; Cglab CBS 138, C. glabrata CBS 138; Cpar GAl, C.
parapsilosis GA1. Szignifikancia mértéke: **** p<0,0001; ** p<0,0021; ns, nem
szignifikans (Mantel-Cox teszt).
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6.1.2. A sejtfal N-mannozilicié szerepe a C. parapsilosis virulenciajaban a D.

melanogaster modellben

Annak érdekében, hogy megfigyeljiik hogy a sejtfal N-mannan komponense hatassal
van-e a C. parapsilosis patogenitasara ebben a modellben, vizsgaltuk a vt, a MyD8S”, a
GNBP3"% ¢s a psh” legyek tulélését a CpochlA/A és a referencia torzzsel (CPRI) tortént
szeptikus fertézést kovetéen. Azt tapasztaltuk, hogy a CpochlA/A fertdzésre a MyD8S”
legyek érzékenységet mutatnak a PBS kontroll csoporthoz viszonyitva, azonban a legyek
tulélési aranya szignifikansan magasabb a CPRI-injektélt csoporthoz képest (10.B. 4bra). A
GNBP3" legyek életképessége szignifikansan csokkent a CpochlA/A-val vald inkubacid
hatasara, emellett nem detektaltunk kiilonbséget a CPRI és a CpochlA/A fertdzott csoportok
talélési aranyaban (10.C. abra). Adataink alapjan a vt és psh”™ legyek életképessége nem
mutatott eltérést a gombaval fert6zott €s a PBS kontroll csoport k6zott (10. abra A. és D.).
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10. abra. A D. melanogaster tulélésének vizsgalata a CPRI és a CpochlA/A fertozést
kovetden. A vt (A), MyD88” (B), GNBP3"* (C) és psh” (D) legyek (n=45/csoport)
talélését a gomba torzsekkel (2x107 sejt/ml) tortént fertézést koveten 7 napig monitoroztuk.
Az abra egymastol négy fiiggetlen kisérlet eredményeit foglalja 6ssze szazalékos aranyban
megadva. Feltlintetett adatok: PBS, PBS-sel injektalt kontroll csoport; CPRI, C. parapsilosis
CPRI; CpochlA/A, C. parapsilosis ochlA/A. Szignifikancia mértéke: **** p<(0,0001; ***
p<0,0002; ** p<0,0021; ns, nem szignifikans (Mantel-Cox teszt).
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crcr

genotipusti ecetmuslicakban a CFU meghatarozasaval. Azt tapasztaltuk, hogy a vt és psh”
legyekben a CpochlA/A csokkent fertdzoképességgel birt, mivel szignifikdnsan alacsonyabb
CFU volt detektalhat6 a fertdzést kovetden 5, 48 és 96 ora elteltével a CPRI-hez viszonyitva.
Szintén lathatd, hogy ezekben a csoportokban a CpochlA/A CFU csokkenést mutat a
fertozést kovetd 48 ¢és 96 oOra kozott, ami utal a mutins gombasejtek hatékonyabb
eliminaciojara (11. dbra A. és D.). A MyD88” tdrzsben is tapasztalhato a kiilonbség,
miszerint a CpochlA/A szignifikdnsan csokkent proliferaciot mutat a CPRI-vel
sszehasonlitva (11.B. abra). A GNBP3"*% esetében a CPRI és Cpochl A/A kolonia szamban
nem detektaltunk eltérést az els6 harom inkubacidés id6pontban, azonban szignifikans

kiilonbséget tapasztaltunk a fertézést kovetd 96. éraban (11.C. 4bra).
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11. abra. A D. melanogaster kolonizaltsaganak vizsgalata a CPRI és a CpochlA/A
fertézést kovetéen. A CPRI és a CpochlA/A CFU/légy szamat a vt (A), MyD8S” (B),
GNBP3"% (C) és psh”” (D) legyekben (n=15/csoport) a kdzvetlen az injektalas (0) illetve 5,
48 és 96 o6ra utan hataroztuk meg. A fertézéshez 2x107 sejt/ml gomba szuszpenziot
hasznaltunk. Az dbra egymastol hat fiiggetlen kisérlet eredményeit foglalja 6ssze. Feltlintetett
adatok: atlag + standard hiba; CPRI, C. parapsilosis CPRI; CpochlA/A, C. parapsilosis
ochlA/A. Szignifikancia mértéke: *** p<0,0002; ** p<0,0021; * p<0,0332; ns, nem
szignifikans (Parositott t-teszt).
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6.1.3. A D. melanogaster cellularis immunvalaszanak in vitro vizsgalata

Azt tapasztaltuk, hogy a vt legyek kolonizaltsagdban csokkenés figyelhetd meg
kozvetlen az injektalast €és a fertézést kovetd 5 ora elteltével (10.A. abra), ezért feltételeztiik,
hogy a jelenség mogott a D. melanogaster cellularis védelmének egyik eleme, a vérsejtek
altali fagocitozis all. A C. albicans patogenitasara fokuszald tanulméanyok kordbban mar
vizsgaltdk ezt a gazda-patogén interakcidt Drosophila Schneider 2 (S2) és mbn2 hemocita
eredetli sejtvonalakon (Levitin és mtsi., 2007; Davis és mtsi., 2011). Munkank sordan a
szakirodalomban mar ismert in vitro modellt alkalmaztunk, amelyben az [(3)mbn-1/TM6Tb
(lethal(3)malignant blood neoplasm-1) hemocita taltermelé Drosophila térzs harmadik
stadiumu larvaibdl izolaltunk primer sejteket. Ezeknek a sejteknek a fagocitaldo képessége
részletesen jellemzett E. colival tortént stimulacié soran (Kurucz és mtsi., 2007). A vérsejtek
altali fagocitdzist mikroszkopos vizsgalattal figyeltiik meg a GFP-C. albicans, GFP-CPRI és
a GFP-Cpochl A/A stimulaci6 hatasara. A vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a primer
hemocitak képesek bekebelezni a Candida sejteket, azonban azt tapasztaltuk, hogy a
fagocitdzis mérhetdségéhez hosszabb inkubacios 1d6, 3 ora sziikséges (12. abra). A CPRI és a
CpochlA/A indukélt fagocitdzis kvantitativ méréséhez aramlasi citometriat alkalmaztunk,
emellett vizsgaltuk a fagocitozis kovetkeztében a fagoszoma érését pH szenzitiv pHrodo™
Red (a festék erdsen fluoreszkalo jelet csak alacsony pH-n ad, vagyis a fagoszéma savas
kornyezetében) sejtfal festék felhasznalasaval. Eredményeink alapjan meglehetésen alacsony
szazalékban (~25%) tapasztaltunk asszociaciot a gombasejtek és a vérsejtek kozott, emellett
nem detektaltunk kiilonbséget a referencia torzs ¢és a sejtfal mutans sejtekkel asszocialt
hemocitak ardnyaban. A pHrodo™ Red festék intenzitasa alapjan szintén elmondhatd, hogy a
fertdzést kovetden alacsony (CPRI: ~ 4,5%, CpochlA/A: ~7,3%) azoknak a hemocita
sejteknek az ardnya, amelyeknek a fagoszoémajdban Candida sejt volt detektalhat6. Ezen
beliil szigifikdnsan nagyobb szazalékban figyeltiink meg azonban pHrodo™ Red pozitiv
hemocita sejteket a Cpochl A/A torzzsel inkubalt mintdkban, 6sszehasonlitva a CPRI-vel (13.

abra).
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GFP Kalkofluor fehér  Phalloidin-TexasRED Kompozit

C. alb.

CPRI

Cp ochl1A/A

12. abra. Az [(3)mbn-1 Drosophila larvabél izolalt hemocitak fagocitozisanak vizsgalata.
Inkubacids 1d6 3 ora. GFP: GFP-t expresszald Candida torzsek, kalkofluor fehér (a gomba
sejtfalban 1évo kitinhez kotddik), Phalloidin-TexasRED a hemocitak F-aktinjahoz kotédik.
Meéretskala: 10 pm.
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13. abra. A fagocitézis vizsgalata aramlasi citometriaval. Inkubaciés id6 3 ora. Feltiintetett
adatok: atlag + standard hiba. CPRI, C. parapsilosis CPRI; CpochlA/A, C. parapsilosis
ochlA/A. Szignifikancia mértéke: * p<0,0332; (Parositott t-teszt). Chll, CellMask-
DeepRed ™ jelolt vérsejtek; Ch02, Alexa Fluor® 488 jeldlt Candida sejtek; Ch04, pHrodo™
Red pH szenzitiv festék intenzitasa.
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6.1.4. A D. melanogaster humoralis valaszanak vizsgalata a C. parapsilosis fertozést

kovetoen

A mikrobidlis fertézés soran a PRR-ek altal aktivalt Toll Gitvonal az antimikrobidlis
pepidek termelddéséhez vezet, ezek koziil is a Drosomycin és a Metchnikowin (a
Metchnikowint szabalyozhatja az ImD utvonal is) antifungélis hatassal is rendelkezik és
kimutattak indukcidjukat Candida fertdzések hatasara (Levashina és mtsi., 1995; Levashina
¢és mtsi., 1998; Alarco és mtsi., 2004).

Mivel korabban mar szdmos hasonl6 kisérletet végeztek C. albicansszal, az optimalis
inkubacios 1dot (24 6ra) a szakirodalmi adatok alapjan valasztottuk (Glittenberg €s mitsi.,
2011b). Els6 lépésben a CPRI altal indukélt Drosomycin termelddést vizsgéltuk a
Drosomycin-GFP transzgént hordoz6 Drosophila torzs egyedeinek sztereomikroszkdpos
megfigyelésével. Azt tapasztaltuk, hogy 24 ora elteltével a PBS-sel injektalt ecetmuslicdhoz
képest a CPRI fert6zott egyedek GFP expresszidja emelkedett, ami mutatja az antifungalis

peptid termelddését a gomba stimulus hatasara (14. abra).

PBS C. parapsilosis

14. abra. A C. parapsilosis indukalt Drosomycin-GFP Kifejez6dése a D. melanogasterben.
A Drosomycin-GFP transzgént hordoz6 Drosophila torzs egyedei 24 6ra utan a PBS-sel és C.
parapsilosisszal (CPRI) (2x10® sejt/ml) tortént fertdzés utan.
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Kisérleteink soran a mikrobidlis stimulust kdvetd6 AMP indukciét RNS kivonas és cDNS
szintézist kovetden valos-idejii PCR-rel is tanulmanyoztuk. A vizsgalatokhoz referenciaként
a C. albicans SC5314 gomba ¢és a M. luteus SZMC 0264 baktérium torzset hasznaltuk. A M.
luteus Gram-pozitiv baktériumként indukalja a Drosophila Toll Utvonalat, azonban a
baktérium esetében a GNBP3 receptor és a Persephone hidnya nincs szignifikans hatassal az
AMP-k expresszidjara (Gottar és mtsi., 2006; Issa és mtsi., 2018). A fertézéshez 5x10’
sejt/ml gomba illetve baktérium szuszpenzioval dolgoztunk, ami megfelelonek bizonyult a
CPRI és C. albicans esetében az AMP mRNS szint 0sszehasonlitasahoz, emellett a M.
luteusszal tortént inkubacio nem okozta a kisérleti allatok pusztulésat.

A szakirodalmi adatoknak megfelelden azt tapasztaltuk, hogy a vt gazdaszervezetben
a Candida fajok altal indukélt Drosomycin (Drs) és Metchnikowin (Mtk) mRNS szint
szignifikansan alacsonyabb, mint a M. luteus indukalt mintdkban (Quintin és mtsi., 2013).
Eredményeink azt is mutatjak, hogy a C. albicans szignifikansan magasabb AMP expressziot
valtott ki, mint a CPRI (15.A. és 15.B. abra). A kovetkezd 1épésben 6sszehasonlitottuk a vt és
az immundeficiens 1égy csoportokban az mRNS szint valtozasat. A vt 1égyhez viszonyitva a
gombaval és a baktériummal inkubalt MyD88” csoportok esetében szignifikansan
alacsonyabb mRNS szintet detektaltunk, ami bizonyitja, hogy a jelatviteli fehérje hianyaban
kérosult a Drs és Mtk expresszio. A vt és GNBP3" koz6tt nem detektaltunk kiilonbséget a
M. luteus altal generalt AMP-k mRNS expresszidjaban. Az M. luteus injektalt psh”
legyekben habar alacsonyabb Drs mRNS szintet detektaltunk a vt csoporthoz képest, a
kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak, hasonléan az irodalmi adatokhoz (Issa és mitsi.,
2018). A C. albicans ¢és CPRI fertézott vt ecetmuslica csoportokhoz viszonyitva a
GNBP3" legyekben szignifikans csokkenést figyeltiink meg a Drs és Mtk indukcidban,
mig a Persephone hianya nem volt szignifikdns hatassal a gombaval stimulélt antifungalis
peptidek mRNS szintjére (15.C. és 15.D. abra).

Vizsgaltuk, hogy befolyasolja-e az N-manndn hianya a sejtfalban a CPRI indukalt
AMP-k expressziojat. Azt tapasztaltuk, hogy a vt D. melanogaster torzsben a CpochlA/A
fert6zés magasabb AMP indukciot okozott, ami a Mtk esetében szignifikansnak bizonyult a
CPRI-hez viszonyitva (15.E és 15.D. abra). Ezen feliil nem tapasztaltunk kiilonbséget a
MyD88”", a GNBP3"% ¢s a psh” torzsek CPRI és Cpochl /A altal stimulalt AMP-k mRNS
szintjében (15.E. és 15.F. 4bra).
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15. abra. Az antimikrobialis peptid indukcié vizsgalata D. melanogasterben. A vt D.
melanogaster Drs (A) és Mtk (B) mRNS szint 6sszehasonlitasa M. luteus, C. albicans és Cp
vt stimulalt mintakban. A M. luteus, C. albicans és CPRI indukalt Drs (C) és Mtk (D) mRNS
szint dsszehasonlitisa a vt, a MyD88”", a GNBP3" ¢s a psh” torzsekben. A CPRI és a
CpochlA/A stimulalt Drs (E) és Mtk (F) mRNS szint a vt, a MyD88”", a GNBP3"% ¢s a psh™”
torzsekben. A fertézéshez felhasznalt szuszpenzié: 5x107 sejt/ml. Inkubacios id6 24 ora. Az
abra harom fliggetlen kisérlet eredményeit foglalja Gssze. Feltiintetett adatok: atlag =+
standard hiba. Szignifikancia mértéke: **** p<0,0001; *** p<0,0002; ** p<0,0021; *

p<0,0332; ns, nem szignifikans (Parositott t-teszt).
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6.1.5. A C. parapsilosis fertozés jellemzése D. melanogaster modellben — értékelés

Munkank soran jellemeztiik a C. parapsilosis patogenitasat a Drosophila modellben a
talélés, a kolonizaltsdg, az antimikrobialis peptidek termelddésének és a fagocitozis
vizsgalataval. Azt tapasztaltuk, hogy a MyD88” és a GNBP3" ecetmuslica érzékenységet,
mig a psh”” Drosophila térzs rezisztenciat mutat a C. parapsilosisszal szemben. A humoralis
valasz vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy a C. parapsilosis indukalt Drs ¢s Mtk mRNS szint
szignifikansan csokkent a MyD88” és a GNBP3"“" legyekben, azonban a psh”™ csoportban
nem talaltunk eltérést a vt Drosophila torzshoz viszonyitva. igy adataink arra utalnak, hogy a
C. parapsilosis jelenlétének érzékelését a P-gliikdn receptor végzi, ami a Toll Utvonal
aktivaciojahoz vezet (16. abra). Kisérleteinkben a psh”™ D. melanogaster torzs rezisztensnek
bizonyult a C. parapsilosisszal tortént stimuldciora, ami alapjan a Persephone nem érintett a
C. parapsilosis fertézés kontrollalasaban. Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy a C.
parapsilosis altal kivaltott immunvalasz ebben a rovar modellben a C. albicans fertdzéshez
hasonldan alakul ki (Gottar és mtsi., 2006). Emellett a tulélés és az antifungalis peptidek
indukcidja soran kapott eredményeink szintén aldtdmasztjdk a korabban megfigyelt
tendenciat a két faj virulencidjat illetéen, azaz a C. parapsilosis alacsonyabb
fert6zoképességgel rendelkezik a C. albicansszal 6sszehasonlitva (Chamilos €s mtsi., 2006).
A sejtfal mutans torzzsel tortént vizsgalatok sordn az N-mannozilacid hianya kovetkeztében a
C. parapsilosis csdkkent fertéz6képességet mutatott a MyD8S”™ D. melanogasterben, ami
megegyezzik a kordbban egér modellben tapasztaltakkal (Perez-Garcia és mtsi., 2016). Az
irodalomban a pmrl génben delécidos C. albicans torzs, amely mind az N- és O-
mannozilacioban mutaciét hordoz, hasonldéan csokkent virulenciaval rendelkezett ebben a
rovar modellben (Glittenberg és mtsi., 2011a; Glittenberg és mtsi., 2011b). Ezzel szintén
kimutattuk, hogy a Toll utvonalban deficiens Drosophila talélésének €s kolonizaltsaganak
vizsgalata alkalmas a C. parapsilosis torzsek virulencia kiilonbségeinek kimutatasara.

A humordlis vélasz elemzése soran a CpochlA/A emelkedett Drs és szignifikdnsan
magasabb Mtk indukciot okozott a vad tipusu 1égyben a CPRI-hez viszonyitva, ami utalhat
arra, hogy a sejtfal mutacidja kovetkeztében gyorsabban/hatékonyabban végbemennek a
Drosophila felismerési mechanizmusok, amelyek az antimikrobialis peptidek termelddéséhez
vezetnek. Adataink, miszerint nincs kiilonbség a sejtfal mutans és a vad tipusu C.

parapsilosis stimulus kovetkeztében a GNBP3" 1¢gy talélésében, kolonizaltsagaban illetve
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az antimikrobialis peptidek indukcidjaban megerdsitik, hogy a Drosophila 3-gliikkan receptor
szerepet jatszik a C. parapsilosis elleni hatékonyabb immunvalasz kialakitdsaban.
Kisérleteinkben az /(3)mbn-1 larvabol szdrmazo vérsejtek alacsony aranyt (~25%, 3
ora inkubacié utdn) fagocitaldo képességet mutattak a Candida sejtekkel tortént inkubacio
soran. Emellett adataink alapjan a hemocitak asszociaciot mutat6 €s a pHrodo™ Red pozitiv
sejtvonalakon mar 15 per elteltével is detektaltak fagocitald gazda sejteket (Levitin €s mtsi.,
2007; Davis és mtsi., 2011), emellett jelenlegi tudasunk szerint az altalunk alkalmazott
primer sejteken még nem vizsgaltak a Candida sejtek fagocitozisat. Igy eredményeink arra
utalhatnak, hogy a larva hemocitdk habar képesek kisebb aranyban a plazmatocita sejtek altal
fagocitozissal védekezni a gomba élesztd sejtjeivel szemben, viszont a nagyobb méretii
pszeudohifa alakot mas cellularis védekezé mechanizmus soran artalmatlanitjadk, mint a
hemolimfa koagulacié vagy a melanizaci6. Azonban ennek az elméletnek a megerdsitéséhez
tovabbi kisérletek sziikségesek és kutatdcsoportunk jelenleg is vizsgalja a hemocita és a

Candida sejtek interakciojat.

Candida parapsilosis

l

— B-1,3-gliikan

— Kitin
— B-1,3-gliikan
B-1,6-gliikan
Fehérjék

(;@s;aatzle
ﬁToll
(D Citoplazma
Myd88
— —
(Tube) (Petl9
(Dif X Cactus
#@SSQES::}::}EC
P Sejtmag
®\(B—f Drosomycin
L Metchnikowin

16. abra. A Toll ttvonal szabalyozasa a C. parapsilosis fertézés soran (Gow ¢és mtsi.,
2011) és (Buchon és mtsi., 2014) alapjan modositva.

65



6.2. A C. parapsilosis fert6zés jellemzése ujsziilott egér modellben

Mivel a Candida fert6zések gyakran érintenek gyermekeket és ujsziilotteket, a kutatok
kordbban mar létrehoztak in vivo modelleket, hogy tanulmanyozzdk a fejlédo, éretlen
immunrendszerben a kérokozok patogenitasat. Ezek a tanulmanyok a szisztéméas candidiasis
modellezéséhez par napos egereket hasznéltak fel ¢és emésztdszervrendszeri vagy
intraperitonealis oltast alkalmaztak a fert6zéshez (Pope és mtsi., 1979; Domer 1988; Tsai és
mtsi., 2011). Ezek a modellek azonban tartalmaznak limitalé tényezdket is. A gomba
disszeminacidja jelentds kiilonbséget mutat a mar emlitett oltasi modszerek kozott. Az egerek
emésztdszervrendszeri fertdzése a C. albicans sejtek gyors terjedését eredményezte a bélbdl a
majba, azonban mas szerveket, példaul a vesét és a Iépet, nem érintett a fertdzés (Pope és
mtsi., 1979; Domer 1988). A peritonealis injekcio kovetkeztében a fertdzés elsésorban a 1ép
kolonizaltsagat okozta, amit az oltds modja valthatott ki (Tsai és mtsi., 2011) A kifejlett
egereknél a szisztémas candidiasis modellezésének egyik leggyakrabban alkalmazott
modszere a farok oldals6 véndjan keresztiil torténd intravénas fertézés, mivel erre a
injektalasi moédra azonban nincs lehetdség az 0jsziilott egerek kis testmérete miatt, ezért
kidolgoztunk egy intravénas 1jsziilott egér modellt a C. parapsilosis virulencidjanak

vizsgalatara.

6.2.1. Az intravénas fert6zéshez kidolgozott ujsziilott egér modell bemutatasa

Munkank soran 2 napos BALB/c egereket hasznaltunk. Az injektalashoz egy olyan
modszert alkalmaztunk, amit eredetileg hemopoetikus sejtek adoptiv transzferére fejlesztettek
ki (Billingham ¢és Silvers 1961). A 17. abra mutatja az intravénas fertdzés folyamatat. A
megvilagitasa soran lathatova valt az egér fejének vaszkularis felépitése és az oltast az allat
oldalso feji vénajan keresztiil kiviteleztiik. A fertézést a C. parapsilosis CLIB 214 jeli, vad
tipust izolatummal végeztiik, és kisérleteinkhez két dozist (1x107 és 2x107 sejt 20 ul

végtérfogatban) is alkalmaztunk.

66



17. abra. A 2 napos egér intravénas fertozésének modja. A megvilagitas soran lathato a
feji véna (1. kép. fekete nyil). A Candida szuszpenzid injektalasa lathatd a 2. és 3. képen,
illetve ahogyan kitisztul a véna a vértdl (4. kép, fehér nyil). A sikeres injektalds utan a vér
visszatér a vaszkularis térbe (5. és 6. kép).

67



A fertézés folyamatdnak monitorozasa érdekében, vizsgaltuk a szervek
kolonizaltsagat 2 ¢és 7 nappal az injektalast kovetéen. Az oltast kovetd 2. napon nagyobb
szam CFU volt tapasztalhat6 a majban a tobbi szervhez képest, ami mutatja, hogy a fertdzés
modja nem eredményezett tobb CFU-t az agyban, amit a feji vénan keresztiil tortént
injektalas valthatott volna ki (18.A. abra). A szervek hisztopatoldgiai elemzése alapjan
detektalhatdak voltak az élesztd sejtek, ami szintén utal a C. parapsilosis fertdzés homogén
terjedésére (19. abra).

A 2 és 7 napos kisérletek adatait 6sszehasonlitva, csokkend tendenciat figyeltiink meg
a szervekbdl visszanyert telepszamokban. Kisebb szamu CFU volt detektalhatd az agyban és
vesében, illetve a 1épben €s majban figyeltiink meg nagyobb mértékii telepszam csokkenést
(18.A. abra).

Szintén megfigyeltiikk a C. parapsilosis stimulus hatasara kialakul6 citokin valaszt az
egerek vese és maj homogenizatumabol enzim-kotott immunoszorbens préba (ELISA)
segitségével. Megallapitottuk, hogy a szisztémas C. parapsilosis fertdzés gyulladasos
citokinek (TNFa, IL-1p és KC kemokin) termelddését indukalta, ugyanakkor nem
detektaltunk szignifikans IL-10 szekréciot a szervhomogenizatumokban. A kontrollhoz (PBS-
sel injektalt allat) képest emelkedett TNFa koncentraciét mértiink a C. parapsilosis fertdzott
egerek vese €és mdj mintdiban (az injektalast kovetd 2. napon), azonban ezen citokin szintje
csokkent 7 nappal a fert6zést kovetden. A maj KC kemokin szintjének esetében a TNFa-hoz
hasonl6 tendenciat figyeltiink meg. A kinetika alapjan a vizsgalt idépontok kozott ndvekszik
a C. parapsilosis indukalt IL-1f citokin szint, ami szignifikans eltérést mutat a kontrollhoz

viszonyitva (18.B. 4bra).
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18. abra. A. Az ujsziilott BALB/c egerek lép, vese, maj és agyi CFU adatai 2 és 7 nappal
az intravénas C. parapsilosis CLIB 214 fertozést kovetoen. Egy kisérlet soran legalabb 4
egér/csoport fertézését végeztiik 20 ul 1x10” sejtszuszpenzioval. Az eredmények 2 fiiggetlen
kisérlet Osszesitett eredményeit mutatjak. Feltlintetett adatok: atlag + standard hiba (Mann-
Whitney teszt). B. Citokin adatok a vese és maj homogenizatumokbol. Fertdzés dozisa:
1x107 sejt/20 ul. Feltiintetett adatok: K, PBS kontroll, Cp CLIB 214, C. parapsilosis CLIB
214; éatlag + standard hiba. Szignifikancia mértéke: **** p<0,0001; *** p<0,0002; **
p<0,0021;* p<0,0332; ns, nem szignifikdns (Parositatlan t-teszt).
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19. abra. A 2 napos egerek szerveinek hisztopatolégiai elemzése PAS-festést kovetoen.
A hisztopatoldgiai elemzések 2 nappal az injektalas utan késziiltek. A felsd sorban lathato
képek a kontroll egér szerveit mutatjak: 1ép (A), vese (B), mgj (C), agy (D). Az alsé sorban a
(2x107 sejt/20 ul) C. parapsilosis CLIB 214 torzzsel fertézott egér szervei: 1ép (E), vese (F),
maj (G), agy (H). A fekete nyilak jelolik a gombasejteket. A szervekben nem tapasztaltunk
1éziot. Az 1x107 sejt/20 ul dozissal tortént fertézés soran nem detektaltunk gomba sejteket a
szervekben. Méretskala: 100 pum.

6.2.2. Az 1jsziilott egér modell alkalmazhatosaga a C. parapsilosis torzsek virulencia

kiilonbségeinek kimutatasara

Csoportunk korabbi in vitro kisérletei kimutattak, hogy eltérések figyelhetdek meg a
C. parapsilosis két izolatuma, a C. parapsilosis CLIB 214 (Cp CLIB 214) ¢s a GA1 (Cp
GA1) altal kivéltott makrofag migracioban és a két torzs bekebelezésében (Toth és mitsi.,
2015). Munkank soran megfigyeltiik az 0jsziilott egerek érzékenységét a két térzzsel tortént
fertzés soran. Osszehasonlitva a szervek kolonizaltsagat, 2 nappal a fertdzést kdvetSen
szignifikansan tobb Cp CLIB 214 CFU-t detektaltunk a Iépben, a vesében és a majban, mint a
Cp GAIl torzs esetében. Megfigyeltikk azonban, hogy a Cp CLIB 214 tdérzset a gazda
szervezet hatékonyabban eliminalja: a szervekbdl visszanyerheté Cp CLIB 214 telepszamok
alacsonyabbak a Cp GAl-hez viszonyitva a 7 napos kisérleteknél (20. dbra). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az 0jsziilott egerek intravénas fertdzésének modja alkalmas a

Candida torzsek virulencia kiilonbségeinek monitorozasara.
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6.2.3. A C. parapsilosis sejtfal N-mannozilacio szerepének vizsgalata az ujsziilott egér

modellben

Ujsziilott egér modellben is elvégeztiik a vad tipusu C. parapsilosis (Cp vt = Cp CLIB
214) ¢és a csokkent virulencidju, sejtfal mutans CpochIA/A torzs altal kivaltott érzékenység
Osszehasonlitasat. Kettdé ¢és hét nappal a fertézést kovetden egyarant szignifikansan

alacsonyabb szdmt CFU-t detektaltunk a CpochIA/A fertézott egerek 1€pében, veséjében és

crer

crer

a CpochIA/A szignifikdnsan nagyobb TNFa, IL-1pB citokin és KC kemokin termelddést
indukalt a Cp vt-hez képest. Azonban a m4j homogenizatumbol szarmaz6 adataink alapjan
nem detektaltunk eltérést TNFa €s KC szekrécioban. Mindemellett megfigyeltiik, hogy a
vesébol szarmazd adatokkal ellentétben, 7 nappal a fert6z€és utan a majban mért IL-1p szint
szignifikansan alacsonyabb a CpochlIA/A stimulus hatdsara, mint a Cp vt esetében (21.B.
abra). A fert6zott egerek szerveinek hisztopatologiai elemzése soran detektaltuk a Cp vt €s a
CpochIA/A torzs sejtjeit a szervekben, azonban a gomba jelenléte nem okozott lathatod szoveti

eltérést a kontroll egérhez viszonyitva (22. abra).
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21. abra. A. Az ujsziillott BALB/c egerek 1ép, vese és maj CFU adatai 2 és 7 nappal az
intravénas C. parapsilosis CLIB 214 (Cp vt) és CpochIA/A fertozést kovetoen. Egy
kisérlet soran legalabb 4 egér/csoport fertdzését végeztiik 20 ul végtérfogata 1x107 sejtet
tartalmazo szuszpenzidval. Az eredmények 2 fiiggetlen kisérlet eredményeit foglaljak 6ssze.
ExE p<0,0001; *** p<0,0002 (Mann-Whitney teszt). B. Citokin adatok a vese és maj
homogenizatumokbél az 1x107 sejt/20 pl szuszpenziéval tortént fertézést kovetéen.
Feltiintetett adatok: K, PBS kontroll csoport; Cp vt, C. parapsilosis CLIB 214; CpochIA/A,
C. parapsilosis ochlA/A; atlag + standard hiba. Szignifikancia mértéke: ** p<0,0021; *
p<0,0332; ns, nem szignifikans (Parositatlan t-teszt).
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22. abra A 2 napos egerek szerveinek hisztopatologiai elemzése PAS-festést kovetoen. A
hisztopatologiai elemzések 2 nappal az injektalds utdn késziiltek. A kontroll egér szervei
(PBS-el tortént injektalas): 1ép (A), vese (D), m4j (G). A 20 ul 2x107 sejtet tartalmazo Cp vt
szuszpenzioval fertdzott egér szervei: 1ép (B), vese (E), maj (H). A CpochIA/A fertézott
egerek szervei: 1ép (C), vese (F), mdj (I). A fekete nyilak jelolik a gomba sejteket. A
szervekben nem tapasztaltunk 1¢zi6t. Méretskala: 100 pm.
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6.2.4. Az ujsziilott és kifejlett egerek gombafertézésre mutatott érzékenységének

osszehasonlitasa

Kisérleteink soran elvégeztik a BALB/c ujsziilott és felndtt egerek Cp vt és
CpochIA/A fertdzésre mutatott érzékenységének Osszehasonlitdsat. Adataink alapjan
szignifikansan csokkent CFU volt detektdlhato a CpochIA/A fertdzott felndtt és 0jsziilott
egerek 1épében, veséjében és majaban a Cp vt-vel fertdézott egér csoportokhoz viszonyitva.
Azt tapasztaltuk, hogy a kifejlett egerekhez képest az ujsziilott egerek szerveiben még

detektalhatd a CpochIA/A 7 nappal a fertdzést kovetden (23. abra).
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23. abra. A felnétt és ujsziilott BALB/c egerek érzékenysége a Cp vt és a CpochIN/A
fertozést kovetéen. Fertdzés dozisa: 2x107 sejt/20 ul (jsziildtt egér) és 2x107 sejt/100 ul
(felndtt egér). Az adatok 2 fiiggetlen kisérlet Osszesitett eredményei. Feltiintetett adatok: atlag
+ standard hiba. Szignifikancia mértéke: *** p<0,0002; ** p<0,0021;* p<0,0332 ns, nem
szignifikans 6sszehasonlitva a CpochIA/A torzzsel fertdzott egéresoport esetében mért CFU-t
az annak megfeleld felnott vagy ujsziilott egerek Cp vt fert6zott csoportjaval (Mann-Whitney
teszt).
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6.2.5. A C. parapsilosis fertozés jellemzése tjsziilott egér modellben - értékelés

Az egerek intravénas fertdzésének modja gyakran alkalmazott és reprodukalhato
modell a Candida torzsek virulencidjanak meghatdrozasara (Arendrup és mtsi., 2002). Mivel
a Candida fert6zés komoly egészségligyi problémat jelent az Gjsziilottek korében, munkank
soran egy alternativ modellt épitettiink ki a korokozok patogenitasat célzo6 in vivo
vizsgalatokhoz. Eredményeink elsd részében bemutattuk, hogy a feji vénaba torténd injekcio
alkalmas modszer a szisztémas Candida fert6zés kivaltasara ujsziilott egerekben. Az egerek
szerveiben a gombasejtek egyenletes elterjedését figyeltik meg a CFU meghatarozas és a
hisztopatologiai analizis soran. A temporalis véna injekciojanak modja nem okozott
magasabb kolonizaltsdgot az agyban a tobbi szervehez képest, ami alatamasztja a modell
megbizhatdsagat a disszeminalt candidiasis jellemzésére az jsziilott egerekben.

Mindemellett bemutattuk a modell alkalmazhatésagat a kiilonb6z6 C. parapsilosis
torzsek patogénitasanak elemzésére. Korabban bebizonyosodott, hogy a faj két kiilonb6zo
izolatuma eltéré cellularis valaszt valt ki in vitro korilmények kozott egér és human
makrofagokban (Toth, R. és mtsi., 2015). Csoportunk kimutatta, hogy a Cp CLIB 214
nagyobb ardnyd makrofdg migracidt indukal, mint a Cp GA1 torzs, emellett hosszabb
inkubacios 1do6t igényel a fagocitdk szamara a Cp CLIB 214 sejtek bekebelezése is. Az eltérd
sejtes valaszok a sejtfal szerkezetében vagy Osszetételében mutatkozd potencialis
kiilonbségekbdl adodhatnak (Toth, R. és mtsi., 2015). Az in vivo vizsgalataink alapjan a két
izolatum kozott kiilonbségek adddtak a fertézoképességben is. A Cp GAl-hez képest, a Cp
CLIB 214 a vizsgalt szervek nagyobb kolonizacidjat eredményezte a fertézés korai
idépontjaban, emellett hatékonyabb eliminaciot tapasztaltunk a Cp CLIB 214 torzs esetében.

Az 1jszilott egér modellben is kimutattuk, hogy a C. parapsilosis sejtfal N-
mannozilacidja befolyasolja a gazda-patogén kolcsonhatdst. Adataink szintén tdmogatjak a
valasz eltéréseit. A vad tipushoz képest emelkedett TNFa, IL-1B és KC szekréciot
tapasztaltunk a CpochlIA/A-injektéalt 0jsziilott egerek veséiben, ami korrelal a korabban
huméan PBMC-ken végzett kisérletekkel, ahol a mutans fokozott IL-6, IL-10, TNFa és IL-1
termelddést valtott ki (Perez-Garcia és mtsi., 2016). Ezzel ellenkezdleg a majbol mért citokin
valasz eltéré eredményekkel szolgalt, mivel a sejtfal mutans alacsonyabb citokin szekréciot
valtott ki a vad tipushoz képest. Az irodalomban talalhato példa az eltérd szervekbdl (1€p és

vese) mérhetd citokin koncentracio kiilonbségeirdl (Castillo és mtsi., 2011).
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fgy a vese és a maj kozott emlitett kiilonbségek ellenére, a CpochlA/4 altal stimulalt citokin
adatok korrelalnak a jelentésen csokkent gombaszammal. Habar ezek az eredmények felvetik
a kérdést, hogy az ujsziilott és kifejlett egerek kozott talalhatd-e eltérés a C. parapsilosis
hatékonysagaban.

Munkank soran elvégeztik az ujsziilott és kifejlett allatok érzékenységének
Osszehasonlitasat a C. parapsilosis torzsekkel tortént fertézést kdvetden. Azt tapasztaltuk,
hogy a kifejlett allatokhoz képest az 0jsziilott egerek nem voltak képesek teljesen eliminalni a
CpochIA/A sejteket a szervekbdl 7 nappal a fertdézést kovetden, ami arra utal, hogy habar a
CpochIA/A csokkent virulenciaval rendelkezik mindkét modellben, az Ujsziilott egerek
érzékenyebbek a fertdzésre a kifejlett allatokhoz képest, emellett kordbban mar bizonyitottak,
hogy az 1jsziilott patkanyok intravénds, intraperitonealis, valamint emésztOszervrendszerbe
torténd C. parapsilosis injektalasat kovetden, a C. parapsilosis lipaz hianyos torzs esetében
alacsonyabbnak bizonyult a gombdk szerveket kolonizald képessége a vad tipust torzzsel
szemben (Trofa és mtsi., 2011), igy jelenlegi eredményeink alatamasztjak, hogy az 0jsziilott
egerek intravénas fertdzésének modja lehetdéve teszi a kozvetlen Osszehasonlitast a mar jol
alkalmazott in vivo szisztémas candidiasis modellekkel, ezaltal alapot szolgaltathat a felndtt

¢és ujsziilott immunvalasz 0sszehasonlitasara jovObeni kutatasok soran.
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6.3. A szisztémas C. parapsilosis fert6zés in vivo jellemzése felnétt egér modellben

Munkank soran fontosnak tartottuk a szisztémas C. parapsilosis fertdzés részletes
jellemzését felnott egér modellben is. Mivel kimutattuk, hogy a sejtfal integritasa fontos
szerepet tOlt be a korokozd patogenitasdban, az in vivo karakterizalast egyidejlileg a
CpochIA/A éltal kivaltott immunvalasz leirasaval végeztiik el. A vad tipusu és a sejtfal
mutans C. parapsilosis fertézés soran vizsgaltuk az egerek érzékenységét azaltal, hogy
Osszehasonlitottuk a szervek kolonizéltsdgat, megfigyeltiik a szervekbe torténd immunse;jt
infiltraciot és kiviteleztiik a vese homogenizatumokbdl az in vivo citokin profil jellemzését is.
Ehhez 12-15 hetes C57BL/6 vad tipusu (vt) egeret 100 ul 2x10” C. parapsilosis CLIB 214
(Cp vt) és CpochIA/A gombasejttel fertéztiink ¢€és az immunvalasz kinetikajanak

megfigyeléséhez a fert6zést kvetden 1, 3 €s 7 nappal hajtottuk végre kisérleteinket.

6.3.1. A vad tipusu és a sejtfal mutans C. parapsilosis fert6zés jellemzése

Osszehasonlitva a vad tipusi és a sejtfal mutans torzzsel tortént fertdzést azt
tapasztaltuk, hogy az egerek hatékonyabban ellenallnak a CpochIA/A fertézésnek, ugyanis
szignifikansan kevesebb CpochIA/A CFU-t detektaltunk a 1épben, a majban és a vesében a
Cp vt injektalt csoporthoz képest (24.A. abra). Az egerek érzékenységének vizsgalatat
elvégeztik a C. parapsilosis ochIA+OCHI reintegralt torzzsel is, amely eredmények a
Mellékletek 11.2. pontjaban talalhatoak.

Munkank soran dramlasi citometriaval elemeztiik a C. parapsilosis torzsekkel tortént
fert6zés hatasat a neutrofilek, makrofagok és dendritikus sejtek toborzasara. A kisérletek
soran felallitott kinetika alapjan azt tapasztaltuk, hogy a Cp vt indukélta az immunsejtek
bedaramlasat a fert6zott szervekbe, ami a harmadik napon mutatott nagyobb mértékii
immunsejt akkumulacidt, majd a neutrofilek, makrofagok és dendritikus sejtek szama
folyamatosan csokkent az 1d6 eldrehaladtaval (24.B. ébra).

Méréseink alapjan a Cp vt-hez viszonyitva a CpochlIA/A stimulus eltéré mddon
indukalta a kiilonb6zé immunsejtek vandorlasat a szervekbe. A [ép immunsejtjeit
megfigyelve alacsonyabb neutrofil felhalmozodast tapasztaltunk a fertdzés elsé napjan. A
makrofagok szdmaban nem, a dendritikus sejtek esetében pedig a fert6zés harmadik napjan

tapasztaltunk nagyobb infiltracidt a Cp vt-hez viszonyitva (24.B. édbra/lép).
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A majban a fert6zés els6 napjan detektaltunk nagyobb ardnyban makrofag populaciot,
emellett a neutrofil granulocitak esetében szignifikansan nagyobb bearamléast a fert6zést
talaltunk szignifikéans eltérést a két torzs kozott (24.B. dbra/maj).

A fertézést kovetd elsd napon nagyobb szamu makrofag €s dendritikus sejtszdmot
detektaltunk a CpochIA/A fert6zott allatok veséjében, ez az eltérés azonban nem bizonyult
szignifikansnak a Cp vt-vel Gsszehasonlitva. Azonban azt tapasztaltuk, hogy a CpochlIA/A
stimulus alacsonyabb makrofag ¢€s dendritikus sejt akkumulaciot eredményezett a fertdzés
utani 3. és 7. napon 6sszehasonlitva a Cp vt altal indukalt immunsejt kompozicioval (24.B.

abra/vese).
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A makrofagok ¢és a dendritikus sejtek mintazatfelismerd receptorainak aktivacidja a
patogének felismerését kovetden gyors citokin szintézist és szekrécidt indukal, ezért
kisérleteink soran vizsgaltuk a C. parapsilosis €s a sejtfal mutans torzs altal indukalt
humoralis immunvalaszt. Mivel a legnagyobb aranyban a vesében detektaltunk eltérést a
CFU szamban a citokin profil felallitasat a vese homogenizatumabol kiviteleztiik.

A Multiplex ELISA eredmények alapjan a kontroll egér csoporthoz viszonyitva (0
nap) a Cp vt fertézés indukélta a TNFa, IL-1p, IL-6 gyulladasos citokinek és a GM-CSF
kemokin mennyiségét (25. abra). Emellett a kontrollhoz viszonyitva szignifikans citokin
szekréciot tapasztaltunk a Th1 tipusu [FNy, a Th2 tipusu IL-5, IL-4, IL-13, a Th17 tipust IL-
17A, IL-22, tovabba az IL-27 és az IL-9 citokin esetében. A Cp vt altal kivaltott IL-12p70,
IL-2 (Thl tipusu), IL-18 ¢és IL-23 citokin indukcié nem bizonyult szignifikéns eltérésnek a
kontrollhoz képest. Megtigyeltiik, hogy a humoralis véalasz indukcioja korrelal a CFU ¢és az
immunsejt infiltracid esetében tapasztalt kinetikdval, ugyanis a citokinek szekrécidja a
fert6zés 1. és 3. napjan bizonyult intenzivebbnek, majd a fertdz¢és 7. napjan a termelddésében
csokkenést tapasztaltunk. Azonban a Cp vt altal indukalt IL-17A szint szignifikdnsnak
bizonyult a kontrollhoz képest a fertdzést kovetden 7 nappal (25. dbra). A kontroll csoporthoz
viszonyitva a CpochlIA/A fertdzés nem valtott ki szignifikans TNFa, IL-1p, IL-6, GM-CSF,
INFy, IL-12p70, IL-2, IL-5, IL-4, IL-13, IL-17A, IL-22, IL-18 szekrécidt, azonban
szignifikans indukciot az IL-27, IL-9 és IL-23 citokinek esetében tapasztaltunk (25. dbra).
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25. abra. Az in vivo citokin termel6dés 6sszehasonlitasa a Cp vt és a CpochlIA/A fertozott
egerek vese homogenizatumabdl (n=8/csoport). Az 4bra 2 fiiggetlen kisérlet eredményeit
foglalja 6ssze. Feltiintetett adatok: atlag + standard hiba, 0. nap: kontroll, 1., 3. és 7. nap a
fert6zott egerekbdl szarmazo adatok. Szignifikancia mértéke: *** p<0,0002; ** p<0,0021;*
p<0,0332, ns, nem szignifikans (fekete csillaggal jelolt a Cp vt altal indukalt szignifikans
citokin termelddés, piros csillaggal jelolt a CpochIA/A altal indukalt szignifikans citokin
termelddés a kontroll csoporthoz viszonyitva (ANOV A-Dunett proba).
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6.3.2. A szisztémas C. parapsilosis fertozés in vivo jellemzése - értékelés

Munkank soran elvégeztik a C. parapsilosis fertézés jellemzését a C57BL/6 vad
tipusu felnétt egér modellben. Megfigyeltiik, hogy a C. parapsilosis telepszam az 1d6
elorehaladtaval folyamatosan csOkken a Iépben, vesében ¢és mdajban. Kisérleteinkben
vizsgaltuk ezen fertdzott szervekbe torténd immunsejtek aramlasat és azt tapasztaltuk, hogy a
neutrofilek, a makrofagok ¢és a dendritikus sejtek nagyobb szamban detektalhatoak a fertdzés
1. és 3. napjan, mint a 7. napon. Ezek az adatok korreldlnak a szervekben folyamatosan
redukalodé CFU adatokkal is, ami arra utal, hogy a fent emlitett természetes immunsejtek
szerepet jatszanak a gomba eliminaciojaban a gazdaszervezetbdl.

Az in vivo citokin profil alapjan azt tapasztaltuk, hogy a TNFa, IL-1f, IL-6 és GM-
CSF termelddése dominal a C. parapsilosis fertézés korai szakaszaban (1. és 3. nap), azonban
e gyulladdsos medidtorok szigortian szabalyozottak az opportunista patogénnel szemben
kialakult valasz sordn. A C. parapsilosis fertézés korai idépontjaiban (1. és 3. nap)
detektaltunk szignifikans IFN-y és IL-22 szekréciot, azonban az a tény, hogy a kontrollhoz
viszonyitva nincs eltérd IL-12p70 (szerepe van a naiv T sejtek Thl sejtekké
differencidlodasanak elinditdsaban) és IL-2 citokin termelés arra utal, hogy a fert6zés
kovetkeztében nem a Thl valasz dominal (Macatonia és mtsi., 1993). Ezen C. parapsilosis
altal stimulalt gyulladésos citokinek a neutrofilek ¢s a makrofagok mozgositasat, ezzel egyiitt
a gombasejtek eliminalasat idézhetik eld, ugyanis az IFN-y részt vesz a fent emlitett
immunsejt populacidk aktivalasaban és a protektiv immunvalasz kialakitdsaban Candida
fert6zések soran (Lin, L. és mtsi., 2009). Mindemellett eredményeink azt mutatjak, hogy a C.
parapsilosis a fert6zést kovetden 7 nappal indukalt a kontrollhoz viszonyitva szignifikans IL-
17A (~1000 pg/g) termelddést. Intravénas C. albicans fertdzés esetében leirtdk az intenziv és
a fert6z¢€s idOpontjaiban folyamatosan emelkedett IL-17A szekréciot (2500 pg/ml) (Huang és
mtsi., 2004). Igy az in vivo citokin termelédés elemzése soran nyert adataink megerdsitik a
csoportunk in vitro kisérletei soran megfigyelt eredményeket, ahol a C. parapsilosisszal
stimuldlt human mononuklearis sejtek szignifikdnsan alacsonyabb IL-17-et termeltek a C.
albicans fert6zott sejtekhez képest (Toth, A. és mtsi.,, 2013). Egy korabban megjelent
tanulmany szintén vizsgalta, hogy a C. parapsilosis komplex tagjai az IFN-y, IL-17A, TNFa
viszonyitott erds expressziot csak a TNFa és IL-22 szintjében talaltak (Trevino-Rangel Rde

¢s mtsi., 2015). Ez utobbi tanulmany ¢€s csoportunk eredményei kozotti eltérés a kiilonb6zo
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izolatumok hasznalatan alapulhat. Adataink szerint a C. parapsilosis az intravénas injektalas
3. napjatél valtotta ki az IL-4, IL-13 Th2 tipusu és az IL-27, IL-9 gyulladascsokkentd
citokinek termelddését. Ezek az adatok szintén megegyeznek a folyamatosan csokkend CFU
adatokkal és arra utalnak, hogy a C. albicansszal ellentétben a C. parapsilosis, mint stimulus
a tolerogén tipusi immunvalasz kialakulasdhoz vezet in vivo koriilmények kozott.
Mindemellett kutatécsoportunk célul tiizte ki az adaptiv immunrendszer sejtjeinek, ezen beliil
a regulatoros T-sejtek szerepének tisztazasat a C. parapsilosis fertdzés szabalyozasaban.
Ezek a kisérletek jelenleg is folyamatban vannak laboratériumunkban.

A szisztémas CpochIA/A torzzsel tortént fertézés soran tapasztalt csokkent szerv
kolonizécid és az Osszességében alacsonyabb humoralis valasz megerdsiti, hogy a sejtfal N-
mannozilacidjanak hianyaban a C. parapsilosis csokkent virulenciaval rendelkezik. Habar
detektaltunk eltérést a két torzs altal indukalt immunsejtek szaméban (a Cp vt-hez
viszonyitva a CpochlIA/A fert6zés a 1épben szignifikdnsan magasabb dendritikus sejt, majban
szignifikdnsan magasabb neutrofil akkumulacio a fertézést kovetd 3. nap, illetve a vese és a
majesetében figyeltiink meg emelkedett szamu makrofag és dendritikus sejt populacidt a
fert6zés utan 1 nappal, azonban ezek nem bizonyultak szignifikans eltérésnek) nem tudtunk
specifikus immunsejt tipust kijeldlni, ami egyértelmiien felelds lenne a CpochIA/A sejtek
hatékony elimindlasaért a szervekbdl. Erre magyarazatul az szolgalhat egyrészrdl, hogy az
intravénds C. albicans fertdzés esetében is kimutattdk a szerv specifikus celluléris
immunvalaszt, ami alapjdn a vesében késobbi iddpontokban figyelheté meg neutrofil
bearamlas a léphez és a majhoz képest, emellett a nem fert6zott egerek Iépében és majaban
detektalhaté leukocita populaciok nagyobb aranyban tartalmaznak rezidens makrofagokat és
dendritikus sejteket a veséhez viszonyitva (Lionakis és mtsi., 2011). Kutatok mas csoportjai
megfigyelték, hogy a C. albicans ochl A/A toérzs in vivo koriilmények kozott csokkent TNFa
¢és IL-6 termelddést valtott ki a referencia torzshoz képest (Netea és mtsi., 2006), emellett a
C. albicans sejtfal mutans térzsek (pmrl, az N- és O-manndnban, és az mntl/2, O-mannan
deficiens), amelyek szintén csokkent virulencidval rendelkeznek a fert6zés korai
idopontjaban (12 ora) indukéalnak kemokineket (G-CSF, KC, IL-6, MIP-1a [Macrophage
Inflammatory Protein-la] és MIP-2), amely medidtorok eldidézhetik a leukocitak fertézés
helyére torténd aramlésat, eldsegitve a hatékonyabb patogén eliminaciot (Castillo és mitsi.,
2011). Masrészrol csoportunk egér peritonedlis €s csontveldi eredetli makrofagokon végzett
in vitro kisérletei alapjan azt tapasztaltuk, hogy ezek a gazdasejtek nagyobb mértékii

fagocitdzist mutatnak a sejtfal mutans torzzsel szemben, ezen beliil is megfigyeltiik, hogy egy
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fagocita tobb CpochIA/A sejtet képes bekebelezni a referencia torzshdz viszonyitva. Ezek
alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a CpochIA/A nem minden esetben (szervben) general
in vivo nagyobb immunsejt infiltraciot €s emellett gyulladdsos immunvalaszt, ugyanis a
rezidens immunsejtek a szovetekben képesek elpusztitani a sejtfal mutdns gomba sejtjeit. A
fertézés a kontrollhoz képest nem generadlt szignfikdns gyulladdsos citokin szekréciot,
azonban szignifikdns IL-27, IL-9 és IL-23 termelddést valtott ki. Korabbi C. albicansszal
végzett tanulmanyok leirtak, hogy az IL-23 citokin gyulladascsokkentd hatassal bir (Wu, Y.
¢s mtsi., 2006), mig az IL-9 hozzdjarul az immuntolerancia kialakulasdhoz a nyalkahartyat
érint6 candidiasis soran (Renga és mtsi., 2018).

Az IL-27 citokint els6sorban antigénprezentalo sejtek termelik, emellett erds T-sejt
immunmodulator, amely mind pro- és gyulladdscsokkentd tulajdonsagokkal rendelkezik
(Goriely ¢és mtsi., 2008; Stumhofer és Hunter 2008). Az IL-27 indukciot egy korabbi
tanulmany is kimutatta C. parapsilosis fertozés soran, ahol demonstraltdk, hogy a patogén
fagocitozisa kovetkeztében emelkedik az IL-27 szint TLR7/NOD2 (NOD2 receptor a kitin
felismeréssel hozhato kapcsolatba) aktivacio fiiggd modon (Patin és mtsi., 2016). Csoportunk
adatai alapjan a vad tipust és a sejtfal mutans C. parapsilosis is indukélja az IL-27
termelddést, azonban egyértelmli kiilonbséget detektaltunk a két torzs altal okozott
szervkolonizaltsagban. Ez az eredmény nem feltétlen zarja ki a TLR7/NOD2 felismerést,
azonban arra utal, hogy a CpochIA/A felismerésében és a kivaltott immunvalaszban

elsédlegesen mas receptorok jatszanak szerepet.
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6.4. A Dectin-1 receptor szerepe a szisztémas C. parapsilosis fertozés soran

6.4.1. A Dectin-1 receptor szerepe a vad tipusa C. parapsilosis felismerésében

A Candida fertdzésekkel foglalkozo tanulmanyok kiemelt figyelmet forditnak a
gomba sejtfalban 1évo B-gliikkan és a Dectin-1 receptor interakcidjara. Az egereken végzett in
vivo vizsgalatok kimutattdk a Dectin-1 alapvetd szerepét szisztémas candidiasis sordn: a C.
albicans fertbzés kovetkeztében a Dectin-17" egerek nem képesek kialakitani a protektiv
gyulladasos valasz folyamatait és kontrollalni a patogén terjedését a szervezetben, ami végiil
az egerek mortalitdsahoz vezet (Taylor és mtsi., 2007; Vautier és mtsi., 2012; Marakalala és
mtsi.,, 2013). Eddigi informacidink korlatozottak a C. parapsilosis altal indukalt
immunvalaszrol, kiilondsen a CLR-ek szerepérdl a gomba felismerésében. Ezért kutatasaink
soran vizsgaltuk a Dectin-1 receptor és a C. parapsilosis interakcidjat. Ehhez 14-15 hetes
C57BL/6 vad tipusu (vt) és Dectin-17" egeret 100 ul térfogata 2x10” gombasejttel fertéztiink,
majd 6sszehasonlitottuk az egerek érzékenységét €s az immunsejtek toborzasat.

A 1épbdl, a majbol és a vesébdl meghatarozott gomba telepszam alapjan nem talaltunk
kiilonbséget a vt és a Dectin-17" egerek érzékenységében a C. parapsilosis stimulus hatéséara
(26.A. abra). Szintén megfigyeltiik, hogy a C. parapsilosis altal kivaltott természetes

crcr

abra).
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26.A. 4dbra. A vt és a Dectin-1"" egerek szervkolonizaltsaginak osszehasonlitasa a Cp vt
fert6zés utan. Fert6zés dozisa: 2x107 sejt/100 ul (n=10/csoport). Az adatok 2 fiiggetlen
kisérlet Osszesitett eredményei. B. dbra. A vt és a Dectin-1” egerek immunsejt
infiltraciojanak kinetikaja. Feltlintetett adatok: atlag + standard hiba, 0. nap: PBS kontroll,
1., 3. és 7. nap a fert6zott egerekbdl szarmazo adatok. Cp vt; C. parapsilosis CLIB 214.
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Ebben a kisérletsorozatban hosszabb inkubaciés idoket is alkalmaztunk, hogy megfigyeljiik
hogy a késObbi idopontokban hatassal van-e a receptor hidnya a patogén eliminacidjara. A 14
¢s 20 napos inkubécios kisérletek alatt sem detektaltunk eltérést a 1ép, vese, és ma4j
szovetekbdl szarmaz6 C. parapsilosis CFU adatokban (27.A. abra).

Mivel korabbi tanulmanyok bizonyitottdk, hogy a C. albicans esetében a Dectin-1
altal szabalyozott protektiv immunvalasz torzsfiiggd, ezért elvégeztiik a receptor deficiens
egerek injektalasat két masik vad tipust C. parapsilosis izolatummal (C. parapsilosis GA1 és
C. parapsilosis CDC 317). A szervekbdl izolalt telepszamok alapjan nem talaltunk

kiilonbséget a vt és a Dectin-1"" allatok érzékenységében a C. parapsilosis torzsekkel tortént

fertzést kovetden (27.B. abra).
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27.A. dbra. A vt és a Dectin-1"" egerek szervkolonizaltsaganak dsszehasonlitasa. Fertdzés
dozisa: 2x107 sejt/100 ul (n=10/csoport). Az abra 2 fiiggetlen kisérlet eredményeit foglalja
ossze. B. abra. A vt és a Dectin-1"" egerek érzékenységének vizsgalata a C. parapsilosis
GA1 és a C. parapsilosis CDC 317 izolatumokkal tortént fert6zést kovetéen

(n=4/csoport). Feltlintetett adatok: atlag + standard hiba.
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6.4.2. A Dectin-1 receptor szerepének vizsgalata a C. parapsilosis ochl A/A altal indukalt
immunvalaszban

Kisérleteink alapjan a sejtfal N-mannozilacidjanak hianydban a C. parapsilosis
csokkent virulencidaval rendelkezik egerek intravénds fert6zését kovetden. Emellett in vitro
koriilmények kozott, az N-mannan mutans torzzsel tortént inkubacid szignifikdnsan
magasabb TNFa, IL-1f, IL-6 és IL-10 citokin szekréciot eredményezett human PBMC-kben,
mint a vad tipust torzs. A receptor blokkolok alkalmazasa soran kimutatasra keriilt, hogy a
CpochlA/A indukélt magasabb IL-1f termelddés fligg a Dectin-1 és TLR4 receptor
mikodésétol ezekben a gazdasejtekben (Perez-Garcia és mtsi., 2016). Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy az N-mannan oldallancok elfedik a sejtfal belsé alkotoelemeit, ezaltal
akadalyozva a receptorok altali felismerést (Perez-Garcia és mtsi., 2016). Ezért in vivo
koriilmények kozott vizsgaltuk a Dectin-1 és a C. parapsilosis sejtfalban “hozzaférhetébb” -
gliikan kolcsonhatasat.

Eredményeink alapjan a Dectin-1 deficiens és a vad tipusi egerek hasonlo
hatékonysaggal kontrollaltdk a CpochlA/A sejtek terjedését a 1épben, vesében €és méajban
(28.A. 4ébra.). Az aramlasi citometria adatai alapjdn nem taldltunk kiilonbséget az
immunsejtek aktivaciojadban a Iépben, és a madj/vese makrofag ¢&s dendritikus sejt
képest a Dectin-17" egerek csokkent neutrofil szamat figyeltiik meg a majban és vesében
(28.B. abra).

A vt és Dectin-1"" egerek érzékenységének vizsgalatat elvégeztiik a C. parapsilosis
ochIA+OCH]I reintegralt torzzsel is, amely eredmények a Mellékletek 11.3. pontjaban
talalhatoak.
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28. 4bra. A. abra. A vt és a Dectin-1" egerek kolonizaltsiganak osszehasonlitisa a
Cpochl A/A fert6zés utan (n=10/csoport). Az abra 2 fliggetlen kisérlet eredményeit foglalja
ossze. B. abra. A vt és Dectin-1"" egerek immunsejt infiltraciéjanak kinetikaja.
Feltlintetett adatok: atlag + standard hiba, 0. nap: PBS kontroll, 1., 3. és 7. nap a fertdzott
egerekbdl szdrmazo6 adatok. Szignifikancia mértéke: ** p<0,0021; * p<0,0332 (2-agn
ANOVA-Sidak teszt).
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6.4.3. A Dectin-1 receptor szerepe a szisztémas C. parapsilosis fert6zés soran - értékelés

Munkank soran in vivo kériilmények kozott vizsgaltuk a Dectin-17" receptor szerepét
a C. parapsilosis éltal kivaltott immunvalaszban. Eredményeink alapjan nem detektaltunk
kiilonbséget a vad tipusa és Dectin-17" egerek érzékenységében dsszehasonlitva a vese, 1ép és
mdj CFU adatait, emellett szintén megfigyeltiik, hogy a receptor hidnya nincs hatassal e
szervekben az immunsejtek aktivacidjara. Mivel kisérleteinket tobb C. parapsilosis
izolatummal is elvégeztiik, kijelenthetjiik, hogy a C. parapsilosis felismerése in vivo egér
modellben fiiggetlen a Dectin-1 receptortol.

Kisérleteinkben vizsgaltuk, hogy a Dectin-17" szerepet jatszik-e a Cpochl A/A fert6zés
kovetkeztében megfigyelt csokkent virulencidban. Azt tapasztaltuk, hogy a vad tipust és a
receptor deficiens allatok ugyanugy képesek voltak kontrollalni a CpochlA/A sejtek
disszeminacidjat, ezt alatamasztva nem detektaltunk kiilonbséget a makrofagok ¢és a
dendritikus sejtek toborzasaban. Azonban a CpochlA/A fertézott Dectin-17" egerek veséjében
¢s majaban a fertdzést kovetd 3. napon szignifikansan alacsonyabb neutrofil szamot figyeltiik
meg a vad tipusu egér csoporthoz viszonyitva. Ez arra utalhat, hogy a Dectin-1 receptor
jelenléte sziikséges a neutrofil granulocitak hatékony aktivacidjadhoz, ennek ellenére a
receptor deficiens €s vad tipusu egerek ugyanugy képesek voltak eliminalni a Cpochl A/A-et a
szervekbdl, igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a neutrofilek nagyobb szamu
akkumulacioja nem sziikséges a Cpochl A/A sejtek elpusztitasahoz a gazdaszervezetbol.

Eredményeink alapjan in vivo egér modellben a sejtfalban jelenlévd p-glilkan és a
Dectin-1 receptor kapcsolata redundans szerepet tolt be a C. parapsilosis altal kivaltott
immunvalasz kialakitdsaban. Garcia és munkatarsai kimutattak, hogy in vitro kisérleteikben a
Cpochl A/A altal indukalt magasabb citokin valasz nem csak a B-gliikdn/Dectin-1, de az O-
mannan és TLR4 receptor fiiggd modon alakult ki. Igy eredményeink azt sugalmazzak, hogy
a Cpochl A/A fenotipus az O-mannén és TLR4 receptor kapcsolatan alapszik (Perez-Garcia és
mtsi., 2016). Emellett csoportunk jelenleg is vizsgalja, hogy a Dectin-1 receptor in vivo

koriilmények kozott részt vesz-e a C. parapsilosis torzsek altal indukalt citokinek

crer
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6.4.4. C. parapsilosis in vivo fertozési modellek eredményeinek értékelése

Laborunk kordbbi humén mononukledris sejteken végzett tanulmanyai alapjan, a C.
parapsilosis GA1l izolatum altal indukdlt TNFa, IL-1B, IL-6 ¢és IL-10 citokinek
kovetkeztében, ami utal a receptor szerepére a felismerésben (Toth, A. ¢és mtsi., 2013).
Azonban in vivo kisérleteink soran a Dectin-1 hianya vagy jelenléte nem volt hatassal az
egerek érzékenységére ¢és a természetes immunsejtek aktivacidjara a vad tipusu C.
parapsilosis torzsekkel szemben. Hasonléan human mononukleéaris sejteken végzett
kisérletek alapjan a CpochlA/A magasabb TNFa, IL-1, IL-6 és IL-10 termelddést valtott ki
a vad tipusu C. parapsilosishoz képest (Perez-Garcia és mtsi., 2016), ezzel ellentétben a 14-
15 hetes C57BL/6 egerek CpochlA/A torzzsel tortént fertdézését kovetden csokkent citokin
szekréciot tapasztaltunk. fgy munkank ravilagit az in vitro és in vivo rendszerekbdl szarmazo
eredmények kiilonbségeire. Mindemellett az in vivo rendszerekben felhasznalt
modellorganizmusokban nyert eredmények kozott is felfedezheto ellentét.

Elsésorban a vad tipusa C. parapsilosishoz viszonyitva a CpochlA/A-stimulus
nagyobb IL-1p, TNFa, KC termelddést okozott a BALB/c jsziilott egér modellben, mig a
C57BL/6 vad tipust egerek fertdzése soran csokkent humoralis valaszt figyeltiink meg. Igy a
két in vivo modellben tapasztalt citokin €s kemokin adatok eltérései a hasznalt genotipusu és
fejlettségi allapotti egerek kozotti kiilonbségekbdl eredhetnek. Az 1jsziilottek korében
kiilonosen nagyaranyu a C. parapsilosis fertézések eléfordulasa (Pammi és mtsi., 2013),
azonban még nem teljesen tisztazott ennek az immunologiai héttere. A korasziilott csecsemok
esetében kimutattdk az alacsony neutrofil és monocita sejtszdmot, ami fontos szerepet
jatszhat a szisztémas fert6zések kialakuldsanak ndvelésében (Mouzinho €s mitsi., 1994).
Emellett mononuklearis sejteken végzett kisérletek bizonyitjak, hogy a funkcionalis PRR-ek
aktivitadsa a gesztacios id6szak 33. hetétdl novekszik (Kan és mtsi., 2016). Ennek alapjan a
legkorabbi aktivitast az endoszoméaban (TLR7, TLR8 ¢és TLR9) és az intracellularisan (pl.
NLR) elhelyezkedd receptorok mutatjak, amelyeket az extracellularis PRR-ek kévetnek, mint
példaul a TLR1, TLRS és a Dectin-1 receptor kifejezddése. Ezek a fejlodési stadiumok is
fokozhatjak a korasziilottek fertézésekkel szembeni sebezhetdségét (Kan €s mtsi., 2016).

Eredményeink alapjan a C. parapsilosis indukalta a neutrofilek, makrofagok és

crer

egerekben. Igy feltételezhetd, hogy egészséges felndttekben a természetes immunrendszer
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effektor funkcioi megfelelden szabalyozzak a C. parapsilosis terjedését intenziv gyulladdsos
valasz kialakulasa nélkiil is, mig a természetes immunrendszer fejlodé allapotanak
kovetkeztében a csecsemdk nem tudjak korlatozni a C. parapsilosis disszeminaciojat, ami
fert6zést eredményezhet. Egy bakterialis szepszist kovetd 0Osszehasonlité elemzés
dokumentélta az 0jsziilott egerekben (5-7 napos) az alacsonyabb neutrofil és makrofag
szamot, emellett a csokkent gyulladasos valaszt (IL-10, IL-6, TNFa citokinek é¢s MCP-1,
MIP-1a kemokinek) és ROS termelddést a 6-12 hetes allatokhoz képest (Gentile és mitsi.,
2014). igy elképzelheté, hogy az effektiv neutrofil és makrofag funkcid kialakulasahoz
nagyobb aranyt humordlis vélasz generalasa sziikséges ujsziilott egerekben, ami
magyarazhatja a sejtfal mutans C. parapsilosis esetében tapasztalt nagyobb citokin indukciot
¢s emellett a hatékony eliminacidt. Azonban ennek az allitdsnak a megerdsitéséhez tovabbi
kisérletek sziikségesek, amelyekhez megfeleld rendszert jelent az altalunk felallitott 0jsziilott
egér modell.

Az in vivo modellekben végzett eredményeink kozott szintén kiilonbség, hogy
adataink alapjan a Drosophila p-glikan receptor szerepet jatszik a C. parapsilosis
felismerésében, mig egér modellben a Dectin-1 nem jarult hozza az indukalt immunvalasz
szabalyozasahoz. Jelenlegi informacidink alapjan nincs hasonld példa az irodalomban, igy
ezek a kiilonbségek az emlds és a rovar modell kozotti kiilonbségbdl adodhatnak.

Az alkalmazott modellekben kimutatott gazda-patogén interakcid kiilonbségeinek
ellenére mindharom tanulmanyozott in vivo rendszerben bebizonyosodott, hogy a sejtfal N-
mannozilacidja befolyasolja a C. parapsilosis patogenitasat és hianydban csokken a

fert6zoképesség.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az invaziv Candida fertézések komoly egészségiigyi problémat jelentenek
napjainkban, amelyek kiilondsen a legyengiilt immunrendszerii betegeket veszélyeztetik és
kezelés nélkiil akar halalos kimeneteliiek is lehetnek (Lamoth és mtsi., 2018). A C. albicans
felelds a szisztémas fertézések tobbségéért, azonban a megbetegedéseket okozd Candida
fajok eloszlasa megvaltozott az elmult évtizedekben, ami szerint a nem-albicans fajok
eléfordulasi gyakorisaga folyamatosan novekszik (Lamoth és mtsi., 2018). Ezen fajok koziil
kiemelkedik a C. parapsilosis, mivel a faj okozta nozokomialis fert6zések esetében a
korasziilottek, valamint az alacsony sziiletési sullyal vilagra jott jsziilottek a leginkabb
veszélyeztetett csoport (Pammi ¢és mtsi.,, 2013; Quindos 2014). Az opportunista
gombafertdzések kialakulasdnak hatterérben allo folyamatokat intenziven kutatjak, e
tanulmanyok is kiemelt figyelemmel a C. albicans patogenitasanak meghatarozo elemeit
vizsgaljak. Azonban klinikai jelentdsége ellenére keveset tudunk a C. parapsilosis altal
kivaltott immunvalaszrol.

Kutatocsoportunk ezért célul tiizte ki a C. parapsilosisra adaptalt in vivo rendszerek
kidolgozasat és jellemzését. Mivel korabban bebizonyosodott, hogy a C. parapsilosis sejtfal
N-mannozilacioja befolyasolja a gazda-patogén kolcsonhatast (Perez-Garcia és mtsi., 2016),
ezért kisérleteink sordn az OCHI génre nézve mutans €s a vad tipusu C. parapsislosis torzs
altal kivaltott immunvalaszt is részletesen vizsgaltuk.

Munkank soran a kovetkezd eredményeket értiik el:

1. A C. parapsilosis fert6zés jellemzése D. melanogaster modellben

A D. melanogaster egy olyan alternativ modellszervezet, amelyet gyakran
alkalmaznak a természetes immunvalasz vizsgalatidra, és tulajdonsagainak koszonhetéen
tobbek kozott a fertdézések altal kivaltott védekezd mechanizmusok megfigyelésére is
alkalmas. A Candida fajok esetében mindezidaig a C. albicans és a C. glabrata virulencia
faktorait és a velesziiletett immunitas aspektusait tanulmanyoztak. Munkank soran célunk
volt annak a vizsgalata, hogy a D. melanogaster alkalmas-e a C. parapsilosis fertdzések
modellezésére.

Kisérleteinkben a rovar gazdaszervezet tulélését, kolonizaltsagat, és az antifungalis

peptidek, mint a Drosomycin és Metchnikowin indukcidjat elemeztik a C. parapsilosis
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patomechanizmus megfigyeléséhez. A C. parapsilosis fertézés kovetkeztében a Toll
Gtvonalban deficiens (MyD88") és a f-1,3-gliikan felismerését végzd receptor mutans D.

melanogaster torzsek (GNBP3"%

) csokkent tualélését figyeltiink meg, ami az antimikrobialis
peptidek indukcidjanak zavaraival parosult. A Persephone szerin protedz hidnyos ecetmuslica
nem mutatott érzékenységet a C. parapsilosisszal szemben, emellett nem tapasztaltunk
eltérést a vad tipust legyekhez képest a humoralis immunvélasz indukcidjdban sem. Ezen
eredményeink alapjdn arra kovetkeztettiink, hogy a C. parapsilosis elleni védelemben
szerepet jatszik a B-1,3-gliikdn receptor altali felismerés €s a Toll utvonal aktivacio, mig a
Persephone nem befolyasolja a C. parapsilosis fert6zés kimenetelét.

A sejtfal mutans C. parapsilosisszal torténd inkubéacio a MyD88” térzs magasabb
talélési aranyat és csokkent kolonizaltsagat eredményezte a referencia C. parapsilosis
torzzsel fertdzott MyD8S” csoporttal 6sszehasonlitva, ami alapjan megallapitottuk, hogy az
N-mannozilacio ebben a modellben is befolyasolja a C. parapsilosis virulencidjat. Ezzel
egyidoben kimutattuk, hogy a MyD88 deficiens Drosophila talélésének és kolonizaltsaganak
vizsgalata alkalmas rendszerré teszi az ecetmuslicat a C. parapsilosis torzsek virulencia
kiilonbségeinek kimutatisara. A GNBP3" Drosophila fertézése soran nem tapasztaltunk
eltérést a talélés, a proliferacié és az antimikrobialis peptidek indukcidjaban a referencia torzs
¢s a sejtfal mutans C. parapsilosis k6zott, ami megerdsiti a GNBP3 szerepét a C. parapsilosis

sejtekkel szembeni immunvalaszban.

2. A szisztémas C. parapsilosis fertozés jellemzése tjsziilott egér modellben

Munkank soran egy intravénas 1jsziilott egér modellt irunk le a szisztémas C.
parapsilosis fertdzés tanulmanyozasara. A 2 napos BALB/c egerek C. parapsilosisszal
torténd oltdsa utan az ¢élesztésejtek homogén terjedését figyeltik meg a kiilonbozo
szervekben, amit hisztopatoldgiai vizsgalatokkal is aldtamasztottunk. Egy 0Osszehasonlitd
elemzés segitségével bemutattuk, hogy a feldllitott modell alkalmazhaté a kiilonboz6 C.
parapsilosis torzsek virulenciagjanak megfigyeléséhez. Eltérést tapasztaltunk a C. parapsilosis
GA1l ¢és a C. parapsilosis CLIB 214 izolatumokkal torténd injektalas utan a fertézés
kinetikajaban. Szintén kimutattuk, hogy a sejtfal mutans térzs ebben a modellben is csokkent

virulenciaval rendelkezik é€s eltérd citokin valaszt indukal, ami magasabb TNFa, KC és IL-1
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termelddést eredményezett az egerek veséjében, mig a majbol mért citokin adatok
szignifikansan alacsonyabbnak bizonyultak a referencia térzshoz képest.

Mindemellett 6sszehasonlitottuk az 0jsziilott és a felnott allatok érzékenységét a C.
parapsilosis torzsekkel torténd fertézés utan. Megfigyeltiik, hogy a kifejlett egerekhez képest
az ujsziilott egerek érzékenyebbek mind a vad tipust mind pedig a sejtfal mutans térzzsel

tortént fertdzésre.

3. A vad tipusa és a sejtfal mutans C. parapsilosis fertozés részletes jellemzése és

osszehasonlitasa feln6tt egér modellben

A 12-15 hetes C57BL/6 vad tipusu felnétt egerek fertézését kovetden megfigyeltik a
C. parapsilosis altal indukalt in vivo immunvalaszt, emellett vizsgaltuk a sejtfal N-
mannozilacidjanak hatasat a kivaltott immunfolyamatokra. Megfigyeltiik, hogy a sejtfal N-
mannan oldallancainak hianyaban a C. parapsilosis csokkent fertdzoképességgel rendelkezik,
ugyanis szignifikdnsan alacsonyabb telepszamot detektaltunk a sejtfal mutans torzzsel
fert6zott egerek szerveiben Osszehasonlitva a vad tipust C. parapsilosisszal. Az aramlasi
citometriai analizisek alapjan megéllapitottuk, hogy a vad tipusu C. parapsilosis indukalja a
neutrofil granulocitdk, makrofagok és dendritikus sejtek toborzasat, emellett a vesébdl mért
citokin koncentracio alapjan azt tapasztaltuk, hogy a fert6zés korai idépontjaiban figyelhetd
meg TNFa, IL-1B, IL-6, GM-CSF ¢s IFN-y termelddés, ami eldsegitheti a gombasejtek
hatékony eliminaciojat. A C. parapsilosis telepszamok csokkenésével megegyezden
gyulladascsokkentd €s az immuntolerancia kialakulasaban részt vevo citokinek, 1L-4, IL-13,
aktivaciot okozott a kiilonb6z6 szervekben. Magasabb dendritikus sejt és neutrofil bedramlast
tapasztaltunk a Iépben ¢és majban, mig szignifikansan alacsonyabb neutrofil, makrofag és
dendritikus sejt szdmot detektaltunk a vesében a vad tipusi C. parapsilosishoz képest.
Emellett a CpochliA/A a kontrollhoz képest szignifikdns indukcidt az 1L-27, IL-9 és 1L-23
gyulladascsokkentd citokinek esetében valtott ki. Ezen adatokkal megerdsitettiik a sejtfal N-

mannan rétegének immunmodulalé hatasat €s szerepét a C. parapsilosis virulenciajaban.

96



4. A Dectin-1 receptor szerepének vizsgialata in vivo egér modellben szisztémas C.

parapsilosis fertozés soran

Kisérleteink soran vizsgaltuk tovabba, hogy a Dectin-1 receptor részt vesz-e a C.
parapsilosis indukalt in vivo immunvalaszok kialakitasdban. Megfigyeltiik, hogy a fert6zést
kovetden a vad tipust egerekhez képest a Dectin-1 hianya nem valtott ki szenzitivitast és
eltérést az immunsejtek aktivacigjaban. Ezen eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a
Dectin-1 receptor nem vesz részt a C. parapsilosis felismerésében, amit a C. parapsilosis
CDC 317 és C. parapsilosis GA1 izolatumokkal végzett kisérlettel is igazoltunk. Kovetkezd
1épésként elemeztiik, hogy a Dectin-1 hozzéjarul-e a CpochlA/A fertézések soran tapasztalt
csokkent virulencidhoz. Megfigyeltiik, hogy a receptor deficiens egerek ugyanugy képesek
elimindlni a CpochlA/A sejteket, mint a vad tipusu csoport. Ezt alatdmasztva nem
detektaltunk eltérést a vad tipust €s Dectin-1 hidnyos makrofagok és dendritikus sejtek
aktivaciojaban. Azonban a CpochlA/A fertdzott Dectin-17" egerek veséjében és majaban a
vad tipusu csoporthoz viszonyitva alacsonyabb neutrofil bedramlast figyeltiink meg. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a Dectin-1 receptor jelenléte sziikséges a neutrofil granulocitak
hatékony aktivacidjadhoz, ennek ellenére a neutrofilek nagyobb szamu jelenléte nem
sziikséges a CpochlA/A sejtek hatékonyabb elpusztitasaért a gazdaszervezetben. Ezekkel az
eredményekkel bizonyitottuk, hogy a Dectin-1 receptor és a sejtfal N-mannan réteg
hidnyaban hozzaférhetébb p-glilkan kapcsolata redundans szerepet tolt be a C. parapsilosis
altal kivaltott immunvalaszban in vivo egér kisérletek soran. Egyéb potencialis receptorok
ugy, mint a TLR4 szerepének vizsgéalata a C. parapsilosis felismerésében jelenleg is

folyamatban van laboratoriumunkban.

Osszegzésként a kovetkezé eredmények elérésérél szamolhatunk be:

Jelen dolgozatban harom Kkiilonb6zé in vivo modellrendszerben végeztiilk el a C
parapsilosis  altal Kivaltott fert6zések Kkarakterizalasat: egy nem-konvencionalis,
gerinctelen modellben, a D. melanogasterben, valamint két emlés modellszervezetben, a
2 napos ujsziilott egér modellben és felnétt 14-15 hetes egér modellben. Kutatasaink
soran az opportunista patogén gomba jelenlétére adott természetes immunvalaszt
vizsgaltuk. Emellett részletesen elemeztiik a C. parapsilosis fert6zés soran kialakulo

cellularis és humoralis valaszt szisztémas candidiasis soran. Mindegyik modellben
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bizonyitottuk, hogy a C. parapsilosis sejtfal integritasa fontos szerepet tolt be a
patogenitasban. Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a C. albicansszal ellentétben,
a Dectin-1 receptor nem vesz részt a C. parapsilosis altal kivaltott immunfolyamatok
szabalyozasaban. Eredményeink felhivjak a figyelmet a Candida fajok altal indukalt
védekezési mechanizmusok kiilonbozoségére és ebb6l adédéan azok megismerésének

fontossagara.
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8. SUMMARY

Candida species are opportunistic fungal pathogens causing severe infections in
immunocompromised patients (Lamoth et al., 2018). Although C. albicans remains the
leading cause of invasive candidiasis, the incidence of infections due to non-albicans species
has significantly increased over the past decades (Lamoth et al., 2018). C. parapsilosis is an
important opportunistic pathogen, member of the non-albicans spp., which is responsible for
hospital-acquired infections in neonates and pediatric patients (Quindos 2014). A better and
more detailed understanding of how Candida spp. evade a human immune attack is of
interest and virulence factors of these pathogens are under constant investigation with a
special focus on C. albicans. Although its clinical importance is increasing, our knowledge of
the pathogenesis of C. parapsilosis is severely restricted.

Therefore we aimed to develop in vivo models to characterize C. parapsilosis
infections. The cell wall is the immediate contact point between the pathogens and a host,
influencing the immune response (Hall and Gow 2013). Here, we examined the role of cell
wall integrity in the immune sensing of C. parapsilosis in vivo. The role of N-linked
mannosylation was investigated using the C. parapsilosis ochlA/A strain, which displays a
severe defect in its N-mannan content with elevated B-glucan and chitin levels in the cell wall
Perez-Garcia et al., 2016).

The main results of our studies based on our objectives are as follows:

1. The characterization of C. parapsilosis infections in D. melanogaster

As an interesting invertebrate model, D. melanogaster is suitable to examine the
specific steps of innate immune responses against C. albicans and C. glabrata, as flies
deficient in the Toll signaling pathway are sensitive to fungal infections (Quintin et al.,
2013). In this study, we used D. melanogaster as a model to investigate the pathogenicity
of C. parapsilosis.

Our results demonstrate, that the Toll pathway in Drosophila restrains C. parapsilosis
proliferation as the Toll pathway mutant, MyD88” flies succumb to injected C. parapsilosis.

We found, that however, both the GNBP3 p-glucan receptor and the Persephone protease
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detection system are required for Toll pathway activation by fungal infections, solely
GNBP3”, and not psh mutants are susceptible to the C. parapsilosis infection. Also, we
observed that MyD88” and GNBP3"™% flies showed impaired antimicrobial induction
following C. parapsilosis stimulation. Therefore, we concluded that C. parapsilosis cells are
detected by GNBP3 which leads to MyDS88 signaling, inducing the Toll antifungal humoral
defense. Finally, we found that N-mannosylation in the cell wall affected the virulence of C.
parapsilosis in this model. The CpochIA/A challenged MyD88” flies showed better survival
compared to the reference C. parapsilosis strain infected group of flies. Therefore, we
established a Drosophila model to analyze the differences in the virulence of the C.
parapsilosis strains. Furthermore, we also observed that GNBP3"% flies displayed similar
sensitivity in survival and fungal burdens to CpochIA/A as the reference C. parapsilosis
strain, which suggests that GNBP3 plays a role in the recognition of the 3-1,3-glucan element

in the cell wall of this species.

2. Investigation of the virulence of C. parapsilosis using a new neonatal mouse model to

studying systemic candidiasis

In this study, we describe a novel and conveniently applicable intravenous neonatal
mouse model to monitor systemic C. parapsilosis infection. Using the currently developed
model, we aimed to analyze the pathogenic properties of different C. parapsilosis strains. We
infected 2 days-old BALB/c mouse pups via the external facial vein with different doses
of C. parapsilosis strains. Homogenous dissemination of yeast cells was found in the spleen,
kidney, liver and brain of infected newborn mice. Colonization of harvested organs was also
confirmed by histological examinations. Fungal burdens in newborn mice showed a
difference for two isolates of C. parapsilosis. C. parapsilosis CLIB 214 infection resulted in
higher colonization of the spleen, kidney and liver of neonatal mice compared to the C.
parapsilosis GA1 strain at day 2 after the infection. In a comprehensive study with the adult
mice infection, we also presented the attenuated virulence of a C. parapsilosis cell wall
mutant (OCHI null mutant) in this model. Significantly less CpochlA/4 cells were recovered
from the spleen, kidney and liver of newborn mice compared to the wild type strain. When
investigating the cytokine response of neonatal mice to C. parapsilosis infection, we found

elevated TNFa, KC, and IL-1B expression in all organs examined when compared to the
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uninfected control. Furthermore, all three measured cytokines showed a significantly elevated
expression when newborn mice were infected with CpochiA/A cells compared to the wild
type strain. This result further supported the inclusion of OCHI in C. parapsilosis
pathogenicity.

3. Detailed characterization and comparison of wild type and cell wall mutant C.

parapsilosis infection in a mouse model

During this project, our aim was to get deeper insight to how the N-mannosilation in
the cell wall effects the C. parapsilosis-induced immune response. The CpochIA/A showed
significantly reduced fungal loads in the kidney, liver and spleen of mice compared to those
infected with the wild type C. parapsilosis strain. Based on the flow cytometric data we
found that the wild type C. parapsilosis induced the recruitment of neutrophil granulocytes,
macrophages and dendritic cells to the infected organs. It has been observed that CpochiA/4
caused different immune cell activation in the various organs. Higher dendritic cell and
neutrophil recruitment were observed in the spleen and liver. While in comparison to the wild
type C. parapsilosis, a significantly lower neutrophil, macrophage and dendritic cell count
was detected in the kidney. During the determination of the cytokine concentration in the
kidney, we found that at the early stages of the infection wild type C. parapsilosis induced
the TNFa, IL-1p, IL-6, GM-CSF and IFNy production, which contributes to the effective
elimination of the fungal cells from the host. With the decrease in C. parapsilosis tungal
burdens, we found the secretion of the anti-inflammatory cytokines such as IL-4, IL-13, IL-
27 and IL-9, indicating the development of immune tolerance to C. parapsilosis. Cytokine
measurement from this organ showed the induction of IL-27, IL-9 and IL-23 cytokines
induced by CpochliA/A. Based on these data, we conclude that due to a defect in the cell wall,
C. parapsilosis triggers anti-inflammatory immune response in the host, that confirms the
immunomodulatory effect of the cell wall N-mannan layer and its importance in the

virulence.
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4. Investigating the role of the Dectin-1 receptor in an in vivo mouse model during

systemic C. parapsilosis infection

Antifungal immunity appears to be mediated primarily by members of the C-type
lectin receptor (CLR) family. C-type lectin receptors (CLRs), play critical roles in host
defense against C. albicans infections (Brown and Crocker 2016). Therefore, in the present
study, we aimed to investigate the role of Dectin-1 in C. parapsilosis recognition.

Intravenous infection with wild type C. parapsilosis cells resulted in similar fungal
burdens in the kidney, liver and spleen of both wild type and Dectin-17" mice. No differences
were observed in the composition of immune cells in the kidney, liver and spleen of wild type
and Dectin-17" mice after the wild-type C. parapsilosis stimuli. Our results demonstrated that
loss of N-linked mannosylation in the cell wall of C. parapsilosis results in significantly
decreased virulence. In a previous study, it was demonstrated that loss of proper cell wall N-
linked mannosylation in C. parapsilosis leads to an increased ability to stimulate IL-1P
production and secretion in human mononuclear cells. This IL-1p production was confirmed
to be dependent on engagement of B-1,3-glucan with Dectin-1 and TLR4 with its ligand,
most likely O-linked mannans (Perez-Garcia et al., 2016). Our purpose was to evaluate
whether the presence of Dectin-1 contributes to the reduced virulence of CpochIA/A in vivo.
According to our data, absence of Dectin-1 did not influence fungal clearance in mice after
infection with the less virulent CpochIA/A strain. Interestingly, in Dectin-1"" mice we
detected less effective neutrophil activation in the kidney upon infection with the CpochIA/A
strain. However, this phenomenon did not influence the elimination of the N-mannan mutant
strain.

Based on these results, we conclude that the Dectin-1 receptor is not involved in the
immune sensing of C. parapsilosis, which was confirmed by studies with two other isolates
of C. parapsilosis. Furthermore, absence of Dectin-1 receptor in mice did not alter the
elimination of CpochIA/A cells. Therefore, our study suggests in contrast with C. albicans,
the immune response induced by C. parapsilosis is independent of Dectin-1 recognition

during a systemic infection.

As a summary, we report the following results:
We successfully performed the characterization of C. parapsilosis infection in vivo using
three model systems: a non-conventional invertebrate model, D. melanogaster, 2-day old

mice pups and 12-15-week old adult mice. In this study, we examined the interaction
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between the fungus and innate immunity. In each model we demonstrated that the
integrity of C. parapsilosis cell wall plays an important role in virulence. In our
experiments, we found that, unlike in case of C. albicans, the Dectin-1 receptor is not
involved in the mediation of C. parapsilosis induced immune response. OQur results draw

attention to different immune defense mechanisms induced by Candida species.

This research was supported by GINOP-2.3.2.-15-2016-00015 and GINOP-2.3.3- 15-2016-
00006.
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a sok technikai segitségért; Dr. Palagyi Andrasnénak, Kreisch Istvannénak, Szdnyi
Janosnénak ¢s Lengyel Boglarkanak a munkammal kapcsolatos gazdasagi tigyek intézéséért;
valamint a 301. labor ¢és a Mikrobiologiai Tanszék valamennyi dolgozdjanak

segitOkészséglikeért.

A legtobb koszonet és hala a csalddomat, sziileimet és testvéreimet illeti, amiért
mindvégig mellettem alltak ¢és szeretetteljesen tamogattak. Kiilon halaval tartozom
sziileimnek, akik aldozatos munkajukkal lehetové tették, hogy tanulmanyaimat folytathassam

az altalam valasztott teriileten, és szeretettel biztattak.

Jelen kutatds megvalositasa a GINOP-2.3.2.-15-2016-00015 és a GINOP-2.3.3- 15-2016-

00006 azonosité szamu kiemelt projektek keretében zajlott.
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11. MELLEKLETEK

11.1. A D. melanogaster érzékenységének vizsgalata a C. parapsilosis GA1, a C.

parapsilosis CLIB 214 és a C. parapsilosis CPRI fertozést kovetéen

Kisérleteink soran nem detektaltunk kiilonbséget a C. parapsilosis GA1, a C. parapsilosis
CLIB 214 és a C. parapsilosis CPRI fertézott MyD88”™ és GNBP3" legyek tulélésében

Osszehasonlitva a harom torzzsel tortént fertozést.

vt |égy MyD88-/-
1004 100+
—% -o- PBS -o- PBS
80 -2 GA1 80+ -2 GA1
2 60- -4 CLIB 214 ° 60- -4~ CLIB 214
g -o- CLIBREC g -o- CLIBREC
< 40+ = 40+ - ns
20+ 20+
3 T L] L] 1 c T L] L] 1
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
nap nap
GNBP3hades
1004
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§ 604 -4 CLIB214
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20+
c T
0 2 4 6 8
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29. abra. A D. melanogaster tulélésének vizsgalata C. parapsilosis torzzsel tortént
fertdzést kovetben. A vt, MyD8S" és GNBP3™ legyek tilélését a C. parapsilosis torzsekkel
(2x107 sejt/ml) tortént fertézést kovetden 6 napig monitoroztuk. Az abra egy kisérlet
eredményeit foglalja 6ssze szdzalékos aranyban megadva. Feltiintetett adatok: PBS, PBS-sel
injektalt kontroll csoport; GA1, C. parapsilosis GA1; CLIB 214, C. parapsilosis CLIB 214;
CLIB REC, C. parapsilosis CPRI. Szignifikancia mértéke: **** p<0,0001; ** p<0,0029; *
p<0,0332; ns, nem szignifikans (Mantel-Cox teszt).
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11.2. A 12-15 hetes C57BL/6 egerek érzékenységének osszehasonlitasa a C. parapsilosis
CLIB 214 és a C. parapsilosis ochl A+OCH]1 fert6zésre

A kisérlet sordn nem detektaltunk kiilonbséget a 1ép €s a vese kolonizaltsagaban a Cp vt €s a
C. parapsilosis ochlA+OCH] reintegralt torzzsel fert6zott vad tipust egerek kozott, viszont

eltérést figyeltiink meg a mdj kolonizaltsagaban a két torzzsel tortént fertézés soran (30.

abra).

=

=
>
h

1084 10%q
1054 -e- vtegér+Cpwvt
1054 10% -o- vtegér+och1 H
4 gér + och1A+OCH1
a g 10 b
© £ 0
2 104 2 108 o 104
2 2 2
[T
o o 1024 o
1034 1034
104
102'_I_I_l_ 100'_I_I_I_ 102'_I_I_I_
1 3 7nap 1 3 T7nap 1 3 T7nap

30. abra. A CS57BL/6 vad tipusu egerek szervkolonizaltsaganak osszehasonlitasa.
Fert6zés dozisa: 2x107 sejt/100 ul (n=5/csoport a R.I. fertézés esetében, n=15 a Cp vt
fert6zés esetében). Feltiintetett adatok: atlag + standard hiba. Cp vt; vad tipusa C.
parapsilosis CLIB 214, ochl A+OCH1; C. parapsilosis ochl A+OCH].

11.3. A 14-15 hetes C57BL/6 és Dectin-1" egerek érzékenységének dsszehasonlitasa a C.
parapsilosis ochl1 A+OCH1 fertozést kovetéen

Kisérleteink soran nem detektaltunk kiilonbséget a vt és Dectin-1"" egerek érzékenységében a

C. parapsilosis ochl A+OCH] fertdzést kovetden (31. abra).
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abra. A C57BL/6 vad tipusi és Dectin-1" egerek szervkolonizaltsaganak

osszehasonlitasa. Fertdzés dozisa: 2x10” sejt/100 ul (n=5/csoport). Feltiintetett adatok: atlag
+ standard hiba. Cp vt; vad tipusu C. parapsilosis CLIB 214, ochlA+OCHI, C. parapsilosis

ochlA+OCHI.
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