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Bevezetés

Napjaink egyik ndvekvo tendenciat mutatd
problémadja az invaziv gombas megbetegedések, amelyek
tobb milli6 embernél okoznak megbetegedéseket
vilagszerte. Ezen korképek kialakitdsaban az opportunista
humanpatogén Candida gombafajok kiemelkedden magas
szerepet kapnak. Ezen fajok altal kialakitott szisztémas
megbetegedések okozta mortalitasi ratak akar a 75%-ot is
elérhetik. A klinikumban ¢és a szakirodalomban is ismert
C. albicans az egyik legismertebb ¢s koriiljartabb faj a
Candida nemzetségen beliil, de mas nem albicans fajok is
hozzajarulnak ezen korképek megjelenésében. Ezek kozé
tartozik a C. parapsilosis faj, mely a humén borfeliiletek
gyakori kommenzalistajaként ismert €s onnan gyakran
izolalhatdo.  Legnagyobb  veszélyben az invaziv
kandidiazisokra az ujsziilottek, 1d6ések és

immunszupresszalt egyének vannak.

Az utdbbi évek tanulmanyinak tilnyomo része a C.
albicans altal okozott immunvalasz kutatdsara iranyul.
Ennélfogva a nem albicans tajokrdl, mint példaul a C.

parapsilosis fajrol csak kevés ismeret all rendelkezésre a



humén immunvalasz tekintetében. A gombaellenes
immunvalasz feltarasa fontos mérfoldké a hatékony
antifungalis terdpidk megtaldlasdhoz. Az immunvalasz
egy nemzetségbe tartozd fajok esetén is jelentOs
eltéréseket tud mutatni, igy sziikséges a faji szinten torténd

vizsgalodas is.

A human bdr az elsédleges immunologiai vonal a
szervezetlink szdmara, amely felveszi a kiizdelmet szdmos
patogén mikréba, virus vagy gomba altal okozott
tamadassal szemben. Az epidermiszben megtalalhatéd
keratinocita sejtek PRR-ek segitségével képesek PAMP-
okat észlelni és szignalizacids folyamatok segitségével
effektor funkcidkat indukélni. Az effektor funkciokkal és
a sejt-patogén interakciokkal kapcsolatos szakirodalom
hidnyos vagy feliiletesen targyalt, féleg nem albicans

fajok esetében.

Kutatdsunk sordn a human bdrhadmsejtek
(keratinocitdk) és kommenzalista, valamint patogén C.
parapsilosis és C. albicans fajok kozott végbemend
interakciokat tartuk fel részletesebben. Megvizsgaltuk,

hogy a keratinocitdk milyen mértékben karosodnak ezen



két gombafaj altal okozott fertézés hatasara és milyen a
citokin/kemokin szekrécios profiljuk. A gombak mennyire
képesek kitapadni a hamsejtek felszinéhez. A keratinocita
sejtek milyen internalizacids képességgel rendelkeznek.
Valamint RNS kivonds ¢és szekvendlas segitségével
részletesebben betekintettiink a gomba és sejt oldali
valtozasokra a fertézést kovetden. Tovabba kitértiink a
gombafertdzés okozta metabolomikai eltérésekre a sejtek
rész€rél. Ezen tulmenden mindezeket a vizsgdlatokat
(kivéve RNS szekvenalas) elvégeztiik olyan kontextusban
is, hogy a keratinocita sejteket a kommenzalista gombéval
eldinkubaltuk és ezt kovetden fertdztiik meg dket patogén
gombdval, ilyen modon a sejtek eldkészitett immunitdsa

kapcsan nyertiink informéaciokat.

Modszerek

Keratinocita sejtvonalak és Candida tOrzsek fenntartasa

sejt-comba interakcids fert6zésekhez: HaCaT és HPV-

KER sejtek fagyasztasa, fenntartdsa, Candida torzsek

atoltasa, keratinocita sejtek fertdzése Candida gombaval.



LDH proba: Keratinocita sejtek pusztuldsa soran
felszabadult laktat-dehidrogendz felszabaduldas mérése

Candida fertézést kovetOen.

Citokinek/kemokinek vizsgdlata immunoldgiai mdbdszer

segitségével: Enzim kotott immunszorbens proba
(ELISA) hasznalata.

CFU _ meghatirozds: Keratinocita sejtek  Candida

gombaval torténd fert6zése utan a gombak mennyiségi

meghatarozasa.

Képalkoté édramlasi citometria: GFP-jelolt Candida

------

pHRodo jelodlt keratinocita sejtek altal fagocitalt Candida

gombak mennyiségi meghatarozasa.

RNS szekvendlds: Keratinocita sejtekbdl és Candida

gombdkbol valé RNS kivonast kovetden RNS szekvenalas
a génexpresszios valtozdsok meghatarozasdra. Gomba
oldalon az upregulalt gének és ECEI expresszio, sejt
oldalon a citokin/kemokin termelésért, antimikrobialis
peptid termelésért felelds gének és tovabbi sejtes, valamint

bioldgiai funkciok azonositasa.



Keratinocita  sejtek  metabolomikai  véaltozasainak

detektaldsa: Candida fertézést kovetéen borhamsejtek
metabolitjainak feltardsa és GC-MS technikaval torténd

azonositasa.

Eredmények

Hamsejtek karosodasanak mértéke Candida fertdzést

kovetden és el6készitett immunitas esetén

A keratinocita sejtek Candida gombaval torténd
fert6zését kovetden megmértik a  hamsejtekbol
felszabadul6 LDH mennyiséget, ami ezen sejtek
kérosodasanak mértékére utal. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a C. albicans SC5314 torzs hatdsara a
keratinocita sejtek karosodasa szignifikansan megnétt a
kontroll csoporthoz képest és leginkdbb a HPV-KER
keratinocitak voltak érzékenyebbek. Ez a tendencia volt
megfigyelhetd 24 oraval és 12 6raval a fertdzést kovetden
is. 48 oraval a gombafert6zést kovetden mar a HaCaT
sejtek bizonyultak érzékenyebbnek az SC5314-es torzson

tal a WO-1 C. albicans torzs esetében is. Pre-inkubalt



korilmények kozott csak HPV-KER sejtek  esetén
figyeltiink meg szignifikdns csokkenést a karosodasban
alacsony fert6zési dozisi C. albicans SC5314 torzs
esetében. A felkészitett immunitds soran hasznalt
kommenzalista gomba kiilonb6z6 fertézési dozisai
hatassal vannak a C. albicans SC5314 torzs altal okozott

karosodas mértékére.

Keratinocitadk  citokin/kemokin  termelése  Candida

fert6zésre és elOkészitett immunitas esetében

A HaCaT és HPV-KER sejtek citokin/kemokin
termelését Candida fertozést kovetben ELISA modszer
segitségével allapitottuk meg. Azt tapasztaltuk, hogy
mindkét sejtvonal esetén az IL-6 citokin és IL-8 kemokin
termelés emelkedett meg szignifikdnsan C. albicans
fertézés hatasara a kontroll csoporthoz képest. Pre-
inkubacios koriilmény esetében rendszerszerlien nem
allapithaté meg emelkedett termelés sem IL-6-ra sem IL-
8-ra, de az esetek nagyobb tobbségében az ¢él6 C.
parapsilosis  CLIB214  torzs altali  pre-inkubacid

eredményezett szignifikansan emelkedett IL-6 és IL-8



szekréciot C. albicans fertGzés hatasara dominansan HPV-

KER sejtek esetében.

Candida sejtek kitapadasa keratinocitdkhoz nem pre-

inkubacids és pre-inkubdcids esetben

A Candida gombasejtek kitapadasanak mértékét
keratinocitdkhoz a fertézést kovetden a feliiluszoban 1évo
¢s a sejtekhez asszocidlt gombak YPD taptalajra végzett
sz€lesztését kovetd CFU szamolassal hatdroztuk meg.
Arra a megallapitasra jutottunk, hogy a C. albicans torzsek
kitapadd képessége szignifikdnsan magasabb a C.
parapsilosis  torzsekhez  képest. Ezen  képesség
tulajdonithato a C. albicans torzsek valodi hifaképzo
tulajdonsagéanak és adhezinjeik magasabb
kifejezodésének. A C. parapsilosis torzsek az el6bb
emlitett tulajdonsdgok hidnyaban hosszabb fert6zési
id6tartam utan sem mutattak szignifikdnsan nagyobb
kitapadd képességet, mint ami a rdvidebb inkubécio
esetében volt megfigyelhetd. Pre-inkubacios koriilmények
esetén nem volt detektdlhatdé valtozas az asszocidcios

képességben a nem pre-inkubacids allapothoz viszonyitva.



Keratinocita sejtek  fagocitald  képessége Candida

gombaval szemben és pre-inkubacios dllapotban

A hamsejtek fagocitalo képességét Candida
gombasejtekkel szemben a gomba pHRodo festékkel vald
megjelolését kovetden aramlasi citometria segitségével
vizsgaltuk. Ez a festék a sejtekbe torténd internalizacid
esetén az ott uralkodd savas koriilmények kozott
emelkedett jelet emittdl. Mivel a keratinocitdk nem
tipikusan fagocitalo sejtek, igy a fagocitdzis csak néhany
szazalékos volt a teljes mért populacidohoz képest, azonban
a C. albicans torzseket szignifikdnsan nagyobb mértékben
voltak képesek fagocitalni a hamsejtek a C. parapsilosis
torzsekhez képest. Ez tulajdonithaté annak is, hogy a C.
albicans torzsek esetén jelentdsebben fenndll az
asszociacio a sejtekhez, ami a fagocitozis meglétének egy
fontos feltétele. Eldkészitett immunitdsu esetben a pre-
inkubaciot kovetd C. albicans SC5314 torzzsel végzett
fertézés utdn a sejtek internalizdcidés hatékonysaga
szignifikansan csokkent a nem pre-inkubacids esethez
képest, C. albicans WO-1 torzsre nem valtozott.

Ennélfogva az eldkészitett immnitast allapot nem



mutatott hatékonyabb fagocitozist a keratinocita sejtek

oldalarol C. albicans SC5314 torzzsel szemben.

Sejt-gomba interakcidt kovetd génexpresszios valtozasok

¢és keratinocitak antimikrobialis peptidvalasza

A Candida gombasejtekbdl ¢€s keratinocita
sejtekb6l RNS-t vontunk ki, majd RNS szekvenalassal
részletesebb informaciokhoz jutottunk a sejt-gomba
interakcid altal okozott valtozasok kapcsan. Az ECE1 gén
egy kulcsfontossagi virulencia faktor a C. albicans
torzsek esetén, igy felderitettik ennek a génnek az
expressziojat. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
gomba, keratinocita sejtekkel torténd interakcidja
szignifikdnsan nem emeli meg ennek a génnek az
expressziojat, hanem alap allapotdban magas expressziot
mutat, féleg igaz ez a C. albicans SC5314 torzs esetében.
Kisérleteink soran Candida gombafertézés hatasara sem
HaCaT, sem HPV-KER sejtvonalon nem tudtunk
detektalni antimikrobidlis peptid termelést. Tovabba
fert6zés soran a gomba oldalrol megemelkedett olyan
gének kifejezddése, melyek segitséget nyujtanak a gomba

kitapadd képességének megndvelésében, a szabadgyok



okozta stressz csokkentésében, valamint a gomba
anyagcseréjének és transzporter aktivitasanak
megnovekedett szabalyozasaban. Ezzel szemben a
keratinocita sejtek oldalardl olyan folyamatok mutattak
feliilszabalyozast, mint a szignalizacid, citokin/kemokin

termelés és ROS szint csokkentés.

Nem pre-inkubélt és pre-inkubalt Candida fert6zés utani

metabolomikai valtozasok a keratinocitakban

A HaCaT ¢és HPV-KER hamsejtek Candida
gombadval torténd fertézését kdvetden a sejteket feltartuk
¢s tartalmukat GC-MS technikdval vizsgéltuk, igy a
fertdzés hatasara bekovetkezo metabolomikai
valtozasaikat tudtuk felderiteni. Altalanosan elmondhato,
hogy a C. albicans SC5314 torzs altali fertdzés hatasara
szignifikdnsabb metabolikus valtozdsok -gyakrabban
emelkedettebb szintek, ritkabban kisebb termelodés-
indukalodtak a fertdzetlen kontroll csoporthoz képest nem
pre-inkubalt és pre-inkubalt allapotban is. Bar sok esetben
megfigyelhet6 volt valtozas C. albicans WO-1 torzsnél is,
de annak mértéke mérsékeltebb volt a C. albicans

SC5314-es  torzshoz  képest. Olyan metabolitok
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termel0dése mutatott erdteljesebb valtozast a kontroll
csoporthoz képest, amelyek felelések a hamsejtek barrier
funkcioinak  felerdsitésében,  sejt  differenciacio
elosegitésében, kollagén szintézisben, gyulladasos

folyamatokban és antioxidans tulajdonsagokban.

Osszefoglalas

1. Akeratinocita sejtek karosodasa 12 és 24 oras Candida
fertozést kovetden, a C. albicans torzsek altal
szignifikdnsan emelkedettebb és a HPV-KER sejtek
esetén nagyobb sejtpusztulas figyelhetd meg. 48 oras
fertdzést kovetben a HaCaT sejtek  valnak
érzékenyebbekké. Pre-inkubalt allapotban a HPV-
KER  sejtek esetétn mérhetd  szignifikdnsan
alacsonyabb karosodas alacsony dézisu C. albicans
SC5314 torzs fertdzésre.

2. A keratinocitak C. albicans torzsek (féleg SC5314
torzs) fertdzése esetén mutatnak szignifikdnsan
magasabb IL-6 citokin és IL-8 kemokin termelést. Pre-
inkubalt  allapotban  bizonyos  pre-inkubacios

korilmények kozott szignifikdnsan emelkedettebb
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citokin/kemokin termelés figyelheté meg, foleg HPV-
KER sejteknél a nem pre-inkubalt helyzetben
mértekhez képest.

A C. albicans torzsek szignifikdnsan nagyobb
mértékben képesek kitapadni a keratinocitakhoz, mint
a C. parapsilosis torzsek. Pre-inkubalt koriilmények
kozott a kitapadas hatékonysaga nem valtozik a nem
pre-inkubalt allapothoz viszonyitva.

A hamsejtek fagocitdlo képessége alacsony, de
szignifikansan hatékonyabban képesek a C. albicans
torzsek internalizacidjara. Pre-inkubalt fertdzés soran
a C. albicans SC5314 torzzsel szemben a hamsejtek
internalizacios képessége szignifikansan csokkent volt
a nem  pre-inkubalt  allapotban  mértekkel
Osszehasonlitva.

A C. albicans torzsek ECEI génexpresszidja
keratinocita sejtekkel interakcioba hozva nem
valtozik, alapallapotban magas szintet mutat ¢&s
nagyobb az SC5314 torzs esetén. A HaCaT és HPV-
KER sejtek Candida fertézést kovetéen nem mutattak
antimikrobialis  peptid  termelést.  Sejt-gomba

interakcid soran gomba oldalrdl szignifikdnsan
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emelkedett  folyamatok: adhézios  képesség,
szabadgyok okozta stressz csokkentése,
megnovekedett anyagcsere €s transzporter aktivitas;
sejt oldalrol: szignalizacid, citokin/kemokin termelés
¢s ROS csokkentés.

A bérhamsejtek metabolizmusa C. albicans torzsek
hatasara mutat szignifikdnsan nagyobb mértéki
valtozasokat, mind pre-inkubalt és nem pre-inkubalt
kortilmények kozott. A kontroll csoporthoz képest
szignifikansan emelkedett metabolitokhoz kd&thetd
funkciok: sejt differenciacio, kollagén szintézis,
gyulladasos folyamatok, antioxidans tulajdonsag,

barrier szerep.
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