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Bevezetés 

Az invazív gombás fertőzések évente ~1,5 millió 

embernél idéznek elő életveszélyes állapotot világszerte. 

A kialakító kórokozók közül kiemelt fontossággal bírnak 

a Candida nemzetség opportunista humánpatogén fajai. 

Ezek évente ~700000 új invazív kórképet okoznak, 

melyek mortalitása 46–75%. Bár a csoport klinikailag 

legjelentősebb faja a C. albicans, növekvő gyakorisággal 

jelennek meg a non-albicans fajok okozta infekciók. A C. 

parapsilosis a kandidémiás betegekből egyik 

leggyakrabban izolált gombafaj. A parenterális 

táplálásban részesülő, vagy más orvosilag behelyezett 

eszközzel kezelt páciensek, illetve az újszülöttek 

fokozottan ki vannak téve az általa okozott fertőzéseknek.  

Az invazív mikózisok főként sérült immunitású 

egyénekben alakulnak ki. A gombaellenes immunválasz 

megismerése tehát nagy jelentőséggel bír, mivel 

megalapozza az antifungális immunterápiákat. Mára 

számos elemét azonosították a Candida-ellenes 

védelemnek. Az ismeretek többsége azonban a C. 

albicansszal kapcsolatos és keveset tudunk az 
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immunrendszer és a non-albicans fajok kölcsönhatásairól. 

Mivel a kiváltott immunválaszok akár az azonos 

nemzetségbe sorolt patogén gombák esetén is eltérő lehet, 

szükség van faji szintű feltárásukra. 

A C. albicans ellenes immunitás egyik központi 

eleme a Syk és a CARD9 fehérjék által mediált 

szignalizáció. Ez az útvonal egyes gomba eredetű PAMP-

okat felismerő PRR-ek jelátvitelét közvetíti, amely 

különböző effektor funkciókat aktivál. A C. parapsilosis 

fertőzések esetén azonban alig ismert ezen komponensek 

jelentősége. 

Munkánkban a Syk és CARD9 C. parapsilosis 

fertőzés során betöltött szerepét vizsgáltuk. Először 

összehasonlítottuk a C. parapsilosisszal koinkubált Syk-/- 

és CARD9-/- egér makrofágok válaszreakcióit a kontroll 

Vt(Syk) és Vt(CARD9) sejtekével. Később invazív 

kandidiázis modellben vizsgáltuk meg, hogy Syk-/- és 

CARD9-/- csontvelői kiméra egerek érzékenyebb 

fenotípust mutatnak-e C. parapsilosis fertőzés során, mint 

a kontroll kimérák. Referenciaként a legtöbb kísérletet 

egy C. albicans törzs felhasználásával is elvégeztük. 
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Módszerek 

Gazda- és gombasejtek tenyésztése és in vitro 

koinkubáció (fertőzés): csontvelőből differenciáltatott 

(BMDM) és peritoneális makrofágok (PM) tenyésztése, 

Candida törzsek fenntartása, makrofágok fertőzése 

gombasejtekkel. 

In vivo fertőzési modell: csontvelői kiméra egerek 

intravénás fertőzése Candida sejtekkel. 

Mikroszkópia: fénymikroszkópia sejtkultúrák és 

szövettani preparátumok vizsgálatára. 

Képalkotó áramlási citometria: az NF-κB p65 sejtmagi 

transzlokációjának, valamint fluoreszcensen jelölt 

gombák makrofágok általi fagocitózisának és az ezt 

követő fagoszóma savasodás vizsgálatára. 

Immunológiai módszerek citokinek vizsgálatára: 

-Proteome Profiler 

-ELISA 
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Élőcsíraszám meghatározás: makrofágokkal történő 

koinkubáció után, valamint fertőzött egerek különböző 

szöveteiből a gombák mennyiségi meghatározására. 

 

Eredmények 

Az NF-κB p65 alegység sejtmagi transzlokációjának 

vizsgálata C. parapsilosisszal stimulált BMDM-ekben  

C. parapsilosis törzsekkel stimulált BMDM-

ekben vizsgáltuk az NF-κB p65 alegységének sejtmagba 

történő transzlokációját, melyet immunfestést követő 

képalkotó áramlási citometriával kiviteleztünk. Azt 

tapasztaltuk, hogy a fertőzött Syk-/- és a CARD9-/- 

sejtekben kevésbé hatékonyan ment végbe a p65 nukleáris 

transzlokációja, mint a Vt(Syk) és Vt(CARD9) 

makrofágokban. A pozitív kontrollként alkalmazott LPS-

sel kezelt Syk-/- és a CARD9-/- sejtekben azonban nem 

csökkent a transzlokáció mértéke a Vt(Syk) és 

Vt(CARD9) sejtekhez viszonyítva. Ezzel igazoltuk, hogy 

a C. parapsilosis által kiváltott NF-κB aktiváció a 

Syk/CARD9 útvonal szabályozása alatt áll BMDM-

ekben. 



5 
 

Citokintermelés vizsgálata C. parapsilosisszal és C. 

albicansszal stimulált egér makrofágokban  

Proteome Profiler és ELISA módszerek 

segítségével vizsgáltuk a BMDM-ek és PM-ek C. 

parapsilosis törzsekkel történő stimulációjakor kialakuló 

citokintermelését. Összehasonlításképpen egy C. albicans 

törzset is bevontunk a kísérletbe. Eredményeink azt 

mutatták, hogy a Syk-/- és a CARD9-/- sejtek TNFα 

termelése minden alkalmazott Candida törzs esetén 

alacsonyabb volt a Vt(Syk) és a Vt(CARD9) 

makrofágokénál. Amíg a C. parapsilosszal koinkubált 

Syk-/- BMDM-ek kemokin (KC, MIP-1α és MIP-2) 

termelése ép volt, addig a C. albicansszal fertőzötteké 

elmaradt a Vt(Syk) sejtekétől. A CARD9-/- BMDM-ek 

kemokin termelése azonban nemcsak a C. albicansszal, 

hanem a C. parapsilosisszal történő kezelés esetén is 

sérült volt. A PM-ek esetében mind a Syk-/-, mind a 

CARD9-/- sejtekben a C. parapsilosis és a C. albicans által 

indukált TNFα- és kemokintermelés defektusát figyeltük 

meg. Eredményeink összességében arra utalnak, hogy az 

egér makrofágok C. parapsilosis fertőzésre adott 

citokinválasza a Syk és a CARD9 befolyása alatt áll. 
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Megerősítettük továbbá ezen jelátviteli út szerepét a C. 

albicans által kiváltott citokintermelésben. Emellett 

fajspecifikus eltéréseket is azonosítottunk. 

 

A C. parapsilosis és a C. albicans egér makrofágok általi 

bekebelezésének vizsgálata 

Képalkotó áramlási citometriával vizsgáltuk az 

Alexa Fluor® 488-cal/GFP-vel jelölt C. parapsilosis és C. 

albicans sejtek makrofágok általi fagocitózisát. A Syk-/- 

BMDM-ek és PM-ek kevésbé hatékonyan fagocitálták 

mindkét Candida faj sejtjeit, mint a Vt(Syk) sejtek. A 

CARD9-/- BMDM-ek és PM-ek azonban a Vt(CARD9) 

makrofágokhoz hasonló mértékben internalizálták mind a 

C. parapsilosist mind a C. albicanst. A makrofágok 

Candida sejteket fagocitáló képessége tehát Syk-

függőnek, de CARD9-függetlennek bizonyult. 

 

A C. parapsilosist és C. albicanst tartalmazó fagoszómák 

savasodásának vizsgálata egér makrofágokban 

Alexa Fluor® 488-cal/GFP-vel, valamint 

egyidejűleg a pHrodo™ Red pH-szenzitív fluorofórral 

jelöltünk C. parapsilosis és C. albicans sejteket. A 
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makrofágokat ezekkel az élesztő sejtekkel koinkubáltuk, 

majd képalkotó áramlási citométerrel vizsgáltuk a 

pHrodo™ Red+ makrofágok és az Alexa Fluor® 

488+/GFP+ sejtek arányát, melyből a fagoszóma 

savasodás hatékonyságára következtettünk.  Ez az érték a 

C. parapsilosis törzsekkel fertőzött Syk-/- BMDM-ek és 

PM-ek esetében alacsonyabb volt a Vt(Syk) sejtekénél. A 

C. albicansszal kezelt Syk-/- makrofágok hasonló 

eredményeket mutattak. A CARD9 hiánya azonban nem 

volt hatással a fagoszóma savasodás hatékonyságára. Így 

azt a következtetés vontuk le, hogy a C. parapsilosis 

tartalmú fagoszómák savasodása egy Syk által 

szabályozott folyamat, amely nem függ a CARD9-től. 

Megerősítettük továbbá a C. albicans tartalmú 

fagoszómák savasodásának Syk-függését. 

 

A C. parapsilosis egér makrofágok általi eliminációjának 

vizsgálata  

Élő csíraszám meghatározás segítségével 

vizsgáltuk a különböző genotípusú makrofágok C. 

parapsilosist elimináló képességét. Míg a Syk-/- BMDM-

ek kevésbé hatékonyan eliminálták a C. parapsilosist, 
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mint a Vt(Syk) sejtek, addig a CARD9 jelenléte nem volt 

hatással erre a folyamatra. A Syk-/- és a CARD9-/- PM-ek 

esetén nem mutattunk ki defektust az eliminációs 

aktivitásban. 

 

Fertőzésre való érzékenység vizsgálata in vivo kandidiázis 

modellben csontvelői kimérák segítségével  

C. parapsilosisszal intravénásan fertőzött állatok 

szerveiből (lép, vese, máj és agy) és véréből a fertőzést 

követő 2.,5.,7., és 30. napon élőcsíraszámot határoztunk 

meg. Mivel a C. albicansszal beoltott Syk-/- és CARD9-/- 

csontvelői kimérák a későbbi időpontokat nem érték meg, 

ezek és Vt kontrolljaik szöveteiben csak a kezelés utáni 2. 

napon vizsgáltuk a gombakolonizációt. A Syk-/- és 

CARD9-/- csontvelői kimérák szerveiben legalább egy 

nagyságrenddel nagyobb (vese, agy) C. albicans általi 

kolonizációt észleltünk, mint Vt kimérák szerveiben. 

Hisztológiai vizsgálattal megerősítettük a C. albicans 

elburjánzását a Syk-/- és a CARD9-/- kimérák veséiben, 

ahol nekrotikus és gyulladásra utaló területeket is 

azonosítottunk. Ezen vesék makroszkopikusan is 

patológiás megjelenést mutattak. A C. parapsilosisszal 
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fertőzött Syk-/- illetve CARD9-/- kimérákból minden 

vizsgálati időpontban szignifikánsan nagyobb mértékű 

gomba általi kolonizációt mutattunk ki, mint a Vt 

kimérákból, azonban ezen különbség volumene csak a 

fertőzést követő 30. napon érte el a több (~2-3) 

nagyságrendet. Ezen időpontban szövettani módszerekkel 

is kimutatható volt a C. parapsilosis sejtek elszaporodása 

a mutáns állatok veséiben. Összességében megerősítettük 

a Syk és CARD9 alapvető funkcióját a C. albicans elleni 

rezisztenciában, és megállapítottuk, hogy a C. 

parapsilosisszal szemen mutatott ellenállóképesség 

komponensei is. 

 

Összefoglalás 

1. A C. parapsilosis által kiváltott NF-κB aktiváció Syk- 

és CARD9-függő BMDM-ekben. 

2. A BMDM-ek és PM-ek  C. parapsilosis fertőzés során 

kialakuló citokinválasza (részben) Syk- és CARD9-

függő.  
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3. A BMDM-ek és a PM-ek C. parapsilosis és C. albicans 

sejteket fagocitáló képessége Syk-függő, de CARD9-

független. 

4. A C. parapsilosis tartalmú fagoszómák savasodása egy 

Syk-függő, de CARD9- független folyamat BMDM-

ekben és PM-ekben.  

5. A BMDM-ek C. parapsilosist elimináló képessége 

Syk-függő, de CARD9-független folyamat.  

6. A szisztémás C. parapsilosis fertőzéssel szembeni 

ellenállóképesség egér modellben függ a hematopoetikus 

sejtkészlet Syk és CARD9 expressziójától. 
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