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Bevezetés

Az invaziv gombas fertdzések évente ~1,5 millio
embernél idéznek el6 ¢€letveszélyes allapotot vilagszerte.
A kialakito kdérokozok kozul kiemelt fontossaggal birnak
a Candida nemzetség opportunista huméanpatogén fajai.
Ezek évente ~700000 ) invaziv korképet okoznak,
melyek mortalitasa 46-75%. Bar a csoport Kklinikailag
legjelentésebb faja a C. albicans, novekvo gyakorisaggal
jelennek meg a non-albicans fajok okozta infekciok. A C.
parapsilosis a kandidémias  betegekbdl  egyik
leggyakrabban izoldlt gombafaj. A parenteralis
taplalasban részesiild, vagy mas orvosilag behelyezett
eszkozzel kezelt péciensek, illetve az Ujszilottek
fokozottan ki vannak téve az altala okozott fert6zéseknek.

Az invaziv mikdzisok féként sérllt immunitasu
egyénekben alakulnak ki. A gombaellenes immunvalasz
megismerése tehdt nagy jelentdséggel bir, mivel
megalapozza az antifungalis immunterapiadkat. Mara
szdmos elemét azonositottdk a Candida-ellenes
védelemnek. Az ismeretek tobbsége azonban a C.

albicansszal kapcsolatos és keveset tudunk az



immunrendszer és a non-albicans fajok kdlcsdnhatasairdl.
Mivel a Kkivaltott immunvalaszok akar az azonos
nemzetségbe sorolt patogén gombak esetén is eltérd lehet,
szlikség van faji szintli feltarasukra.

A C. albicans ellenes immunitas egyik kdzponti
eleme a Syk és a CARD9 fehérjék altal medialt
szignalizacio. Ez az utvonal egyes gomba eredetii PAMP-
okat felismer6 PRR-ek jelétvitelét kozvetiti, amely
kiilonb6z6 effektor funkcidkat aktival. A C. parapsilosis
fertdzések esetén azonban alig ismert ezen komponensek
jelentdsége.

Munkéankban a Syk és CARD9 C. parapsilosis
fertézés soran betoltott szerepét vizsgaltuk. El6szor
osszehasonlitottuk a C. parapsilosisszal koinkubalt Syk™
és CARD9™ egér makrofagok valaszreakcioit a kontroll
Vt(Syk) ¢és Vt(CARD9Y) sejtekével. KésObb invaziv
kandidiazis modellben vizsgaltuk meg, hogy Syk” és
CARD9”  csontveldi kiméra egerek érzékenyebb
fenotipust mutatnak-e C. parapsilosis fert6zés soran, mint
a kontroll kimérak. Referenciaként a legtobb kisérletet

egy C. albicans torzs felhasznalasaval is elvégeztik.



Moédszerek

Gazda- és gombasejtek tenyésztése és in vitro

koinkubacid (fert6zés): csontvelobol differencialtatott

(BMDM) és peritonealis makrofagok (PM) tenyésztése,
Candida torzsek fenntartasa, makrofagok fert6zése

gombasejtekkel.

In_vivo fertézési modell: csontveléi kiméra egerek

intravénas fertézése Candida sejtekkel.

Mikroszkopia:  fénymikroszkopia  sejtkultdrak  és

szOvettani preparatumok vizsgalatéra.

Képalkotd &ramlési citometria: az NF-xB p65 sejtmagi

= sz

transzlokacidjanak, valamint fluoreszcensen jelolt
gombak makrofagok altali fagocitézisanak és az ezt

kovetd fagoszoma savasodas vizsgalatara.

Immunol6giai médszerek citokinek vizsgalatara:

-Proteome Profiler
-ELISA



Elécsiraszdm meghatdrozds: makrofagokkal torténd

koinkubacio utan, valamint fert6zott egerek kiilonb6z6

szOveteibdl a gombak mennyiségi meghatarozasara.

Eredmeények

crer

vizsgalata C. parapsilosisszal stimulalt BMDM-ekben

C. parapsilosis torzsekkel stimulalt BMDM-
ekben vizsgéltuk az NF-xB p65 alegységének sejtmagba
képalkotd aramlasi citometriaval Kiviteleztink. Azt
tapasztaltuk, hogy a fertdzott Syk” és a CARD9”
sejtekben kevéshé hatékonyan ment végbe a p65 nuklearis
transzlokacidja, mint a Vt(Syk) és Vt(CARD9)
makrofagokban. A pozitiv kontrollként alkalmazott LPS-
sel kezelt Syk” és a CARD9” sejtekben azonban nem
csokkent a transzlokacié mértéke a Vt(Syk) és
Vi(CARDD?9) sejtekhez viszonyitva. Ezzel igazoltuk, hogy
a C. parapsilosis altal kivaltott NF-xB aktivacio a
Syk/CARD9 (tvonal szabalyozédsa alatt all BMDM-

ekben.



Citokintermelés vizsgalata C. parapsilosisszal és C.

albicansszal stimulalt egér makrofagokban

Proteome Profiler és ELISA moddszerek
segitségevel vizsgdltuk a BMDM-ek és PM-ek C.
parapsilosis torzsekkel térténé stimulaciojakor kialakuld
citokintermelését. Osszehasonlitasképpen egy C. albicans
torzset is bevontunk a kisérletbe. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a Syk” és a CARD9” sejtek TNFa
termelése minden alkalmazott Candida tOrzs esetén
alacsonyabb volt a Vt(Syk) és a Vt(CARD9)
makrofagokénal. Amig a C. parapsilosszal koinkubalt
Syk” BMDM-ek kemokin (KC, MIP-la és MIP-2)
termelése ép volt, addig a C. albicansszal fert6zotteké
elmaradt a Vt(Syk) sejtekétdl. A CARD9” BMDM-ek
kemokin termelése azonban nemcsak a C. albicansszal,
hanem a C. parapsilosisszal torténé kezelés esetén is
sériilt volt. A PM-ek esetében mind a Syk”, mind a
CARD9™ sejtekben a C. parapsilosis és a C. albicans altal
indukalt TNFa- és kemokintermeles defektusat figyeltik
meg. Eredményeink 6sszességében arra utalnak, hogy az
egér makrofdgok C. parapsilosis fert6zésre adott

citokinvalasza a Syk és a CARD9 befolyasa alatt all.
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Megerdsitettiik tovabba ezen jelatviteli Gt szerepét a C.
albicans altal kivaltott citokintermelésben. Emellett

fajspecifikus eltéréseket is azonositottunk.

A C. parapsilosis és a C. albicans egér makrofagok altali

bekebelezésének vizsgalata

Képalkotd aramlasi citometridval vizsgaltuk az
Alexa Fluor® 488-cal/GFP-vel jelélt C. parapsilosis és C.
albicans sejtek makrofagok altali fagocitozisat. A Syk”
BMDM-ek és PM-ek kevéshé hatékonyan fagocitaltak
mindkét Candida faj sejtjeit, mint a Vt(Syk) sejtek. A
CARD9” BMDM-ek és PM-ek azonban a Vt(CARD9)
makrofagokhoz hasonld mértékben internalizaltak mind a
C. parapsilosist mind a C. albicanst. A makrofagok
Candida sejteket fagocitalé képessége tehat Syk-
fiiggének, de CARD9-fuggetlennek bizonyult.

A C. parapsilosist és C. albicanst tartalmaz6 fagoszémak

savasodasanak vizsgalata egér makrofagokban
Alexa  Fluor®  488-cal/GFP-vel, valamint

egyidejiileg a pHrodo™ Red pH-szenzitiv fluoroférral

jeloltink C. parapsilosis és C. albicans sejteket. A
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makrofagokat ezekkel az ¢leszto sejtekkel koinkubaltuk,
majd képalkoté aramlasi citométerrel vizsgaltuk a
pHrodo™ Red" makrofagok és az Alexa Fluor®
488"/GFP* sejtek aranyat, melyb6l a fagoszoma
savasodas hatékonysagara kovetkeztettiink. Ez az érték a
C. parapsilosis torzsekkel fertézott Syk”” BMDM-ek és
PM-ek esetében alacsonyabb volt a Vt(Syk) sejtekénél. A
C. albicansszal kezelt Syk’ makrofagok hasonld
eredményeket mutattak. A CARD9 hianya azonban nem
volt hatassal a fagoszoma savasodas hatékonysagara. igy
azt a kovetkeztetés vontuk le, hogy a C. parapsilosis
tartalmi  fagoszéméak savasodasa egy Syk éltal
szabalyozott folyamat, amely nem fiigg a CARD9-t6l.
Megerdsitettiik tovabba a C. albicans tartalmu

fagoszomak savasodasanak Syk-fliggését.

A C. parapsilosis egér makrofagok altali eliminacidjanak

vizsgéalata

El6  csiraszdm  meghatarozds  segitségével

vizsgaltuk a kiilonb6zé genotipust makrofagok C.
parapsilosist eliminalo képességét. Mig a Syk”” BMDM-

ek kevéshé hatékonyan eliminaltdk a C. parapsilosist,
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mint a Vt(Syk) sejtek, addig a CARD9 jelenléte nem volt
hatassal erre a folyamatra. A Syk™ és a CARD9” PM-ek
esetén nem mutattunk ki defektust az eliminécios

aktivitashan.

Fertdzésre valod érzékenyséq vizsgalata in vivo kandidiazis

modellben csontveldi kimérdk segitségével

C. parapsilosisszal intravénasan fert6zott allatok
szerveibdl (1€p, vese, maj és agy) és vérébdl a fertdzést
kovetd 2.,5.,7., és 30. napon élécsiraszamot hataroztunk
meg. Mivel a C. albicansszal beoltott Syk’" és CARD9™-
csontveldi kimérak a késObbi idépontokat nem érték meg,
ezek és Vt kontrolljaik szoveteiben csak a kezelés utani 2.
napon vizsgaltuk a gombakolonizaciot. A Syk” és
CARD9” csontveldi kimérak szerveiben legaldbb egy
nagysagrenddel nagyobb (vese, agy) C. albicans altali
kolonizaciot észleltink, mint Vt kimérak szerveiben.
Hisztologiai vizsgalattal megerésitettik a C. albicans
elburjanzasat a Syk” és a CARD9” kimérak veséiben,
ahol nekrotikus és gyulladasra utalo terleteket is
azonositottunk. Ezen vesék makroszkopikusan s

patoldgias megjelenést mutattak. A C. parapsilosisszal
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fertézott Syk” illetve CARD9™ kimérakbol minden
vizsgalati idopontban szignifikdnsan nagyobb mértéki
gomba altali kolonizaciét mutattunk ki, mint a Vt
kimérakbol, azonban ezen kulénbség volumene csak a
fert6zést koveté 30. napon érte el a tobb (~2-3)
nagysagrendet. Ezen idépontban szdvettani modszerekkel
is kimutathato volt a C. parapsilosis sejtek elszaporodasa
a mutéans allatok veséiben. Osszességében megerdsitettiik
a Syk és CARD?9 alapvet6 funkciojat a C. albicans elleni
rezisztenciaban, és megallapitottuk, hogy a C.
parapsilosisszal szemen mutatott ellenallGképesség

komponensei is.

Osszefoglalas

1. A C. parapsilosis altal kivaltott NF-xB aktivacio Syk-
és CARD9-fiiggé6 BMDM-ekben.

2. A BMDM-ek és PM-ek C. parapsilosis fert6zés soran
kialakulé citokinvalasza (részben) Syk- és CARD9-
fliggo.



3. ABMDM-ek és a PM-ek C. parapsilosis és C. albicans
sejteket fagocitald képesseége Syk-fliggd, de CARDY-
fliggetlen.

4. A C. parapsilosis tartalmu fagoszomék savasodasa egy
Syk-fiiggd, de CARD9- fliggetlen folyamat BMDM-
ekben és PM-ekben.

5. A BMDM-ek C. parapsilosist elimindlé képessége
Syk-fiiggd, de CARD9-fuggetlen folyamat.

6. A szisztémas C. parapsilosis fertézéssel szembeni
ellenalloképesség egér modellben fligg a hematopoetikus

sejtkészlet Syk és CARD9 expressziojatol.
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