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|. Roviditések jegyzéke

AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome (Szerzett Immunhidnyos Szindréma)
AMP: Anti Microbial Peptide (Antimikrobialis Peptid)

AP-1: Activator Protein 1 (Aktivator Fehérje 1)

APC: Antigen Presenting Cell (Antigén Prezentalo Sejt)

ASC: Apoptosis-associated Speck-like Protein Containing a CARD (Apoptozis-asszocialt
Speck-szeriit CARD-ot Tartalmazé Fehérje)

CARD: Caspase-Recruitment Domain (Kaszpaz-Felvevo Domén)

CLR: C-type Lectin Receptor (C-tipusu Lektin Receptor)

CMC: Chronic Mucocutaneous Candidiasis (Kronikus Mukokutan Kandidiazis)
CXCL: CXC Chemokine Ligand (CXC Kemokin Ligand)

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Dulbecco altal modositott Eagle-féle
tapoldat)

DMSOQO: Dimetil-Szulfoxid
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Enzim Kotott Immunszorbens Proba)
ERK: Extracellular Signal-Regulated Kinase (Extracellularis Szignal-Szabalyozott Kinaz)

FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting (Fluoreszcencia Aktivalt Sejtvalogatas és

Analizis)

FBS: Fetal Bovine Serum (Magzati Borju Szérum)

FC: Flow Cytometry (Aramlasi Citometria)

GFP: Green Fluorescent Protein (Z6ld Fluoreszcens Fehérje)

GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (Granulocita-Makrofag

Kolénia Stimulalé Faktor)

GSEA: Gene Set Enrichment Analysis (Génkészlet-gazdagodas Elemzés)



HBSS: Hanks’ Balanced Salt Solution (Hank-féle Pufferelt S6oldat)

HI1V: Human Immunodeficiency Virus (Human Immundeficiencia Virus)

IFN-y: Interferon-y

IL-: Interleukin-

IRAK: Interleukin-1 Receptor Associated Kinase (Interleukin-1 Receptor Asszocialt Kinaz)
JNK: ¢c-Jun N-terminal Kinase (c-Jun N-terminalis Kinaz)

KC: Keratinocyte Chemoattractant (Keratinocita Kemoattraktans)

KcMR: Keratinocyte Mannose Receptor (Keratinocitdk Manndz-Ko6té Receptora)

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Gének ¢s Genomok Kiotoi
Enciklopédiaja)

K-SFM: Keratinocyte-Serum Free Medium (Keratinocita Szérum-Mentes Médium)
LDH: Lactate-Dehydrogenase (Laktat-Dehidrogenaz)

LPS: Lipopolysaccharide (Lipopoliszacharid)

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase (Mitogén-Aktivalt Protein Kinaz)
MHC: Major Histocompatibility Complex (F6 Hisztokompatibilitasi Komplex)
MOI: Multiplicity Of Infection (Fertdzési Aranyszam)

MY D88: Myeloid Differentiation Primary Response 88 (Mieloid Differenciacios Elsédleges
Vélasz Gén 88)

NF-kB: Nuclear Factor-«B (Nuklearis Faktor-kB)
NLR: NOD-like Receptor (NOD-szer(i Receptor)

NLRC4: NLR Family CARD Domain-Containing Protein 4 (NLR Csalad CARD Domén-
Tartalmu Fehérje 4)

NLRP3: NLR Family Pyrin Domain-Containing Protein 3 (NLR Csalad Pirin Domén-
Tartalmu Fehérje 3)

NOD: Nucleotide Oligomerization Domain (Nukleotid Oligomerizaciéos Domén)

NTC: Nourseothricin (Nourseothricin)



PAMP: Pathogen Associated Molecular Pattern (Patogén Asszocialt Molekularis Mintazat)
PBS: Phosphate Buffered Saline (Foszfat Pufferelt Sdoldat)

gRT-PCR: Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (Kvantitativ Valos-Ideji

Polimeraz Lancreakcio)

PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Lancreakcio)

PRR: Pathogen Recognition Receptor (Patogén Felismerd Receptor)
RIG-I: Retinoic Acid-Inducible Gene-I (Retinosavval-Indukalhaté Gén-1)
ROS: Reactive Oxygen Species (Reaktiv Oxigéngyokok)

spp.: species pluralis (fajok)

Syk: Spleen tyrosine kinase (Lép tirozin kinaz)

SZMC: Szeged Microbiology Collection (Szegedi Mikrobioldgiai Torzsgylijtemény)
TCR: T-cell Receptor (T-sejt Receptor)

Th: T-helper (Segit6 T-sejt)

TIR: Toll/Interleukin-1 Receptor (Toll/Interleukin-1 Receptor)

TLR: Toll-Like Receptor (Toll-Szerii Receptor)

TNF-a: Tumor Necrosis Factor Alpha (Tumor Nekrozis Faktor Alfa)
Treg: Regulatory T-cell (Regulator T-sejt)

Wt: Wild type (Vad tipus)

YPD: Yeast Extract-Peptone-Dextrose (Eleszté Kivonat-Pepton-Dextroz)



I1. Bevezetés

Az 1980-as évektdl kezdddben egyre jelentésebb a gombak altal okozott sulyos
megbetegedések szama (Trofa és mtsai., 2008). A legnagyobb veszélynek a legyengiilt vagy
nem megfeleléen mikodé immunrendszerrel rendelkezd egyének vannak kitéve (pl.
csecsemok, iddsek, gliikokortikoszteroidokkal vagy kemoterapias szerekkel kezelt paciensek),
mivel ndluk magas aranyban alakulnak ki szisztémas mikozisok (Brown és mtsai., 2012; Trofa
¢s mtsai., 2008). Szisztémas mikdzis esetén a patogén gomba szétterjed a szervezetben és
kiilonb6z6 belsd szerveket timad meg. Ezek még megfeleld antifungalis gyogyszeres kezelések
mellett is jelentdsen magas (20-90%) mortalitassal jarnak és évente kb. félmillié ember halalat
okozzak (Gow ¢és Netea, 2016; Brown ¢és mtsai., 2012). Ilyen betegségeket foként Candida,
Aspergillus, Cryptococcus és Pneumocystis fajok, valamint a Mucoromycotina altérzsbe tartozo
gombaék okozzak (Brown és mtsai., 2012). A miko6zisok zdme azonban feliileti fertézés, melyek
a bort és részeit, valamint a nyalkahartydk felszinét érintik és altaldban kevésbé veszélyesek
(Brown és mtsai., 2012). A gombas borbetegségek jelenleg legalabb 1 milliard embert érintenek
(Gow ¢és Netea, 2016). Ezeket leggyakrabban dermatofitdk okozzak (Guégan és mtsai., 2016;
Brown és mtsai., 2012), azonban Candida fajok is képesek a kialakitasukra (Havlickova és
mtsai., 2008). Az opportunista humanpatogén gombak kozott a Candida nemzetség tagjai
évente kiemelkedd szamu szisztémds megbetegedést okoznak magas (46—75%) mortalitasi
arannyal (Brown és mtsai., 2012). Pfaller és Diekema (2007) szerint az USA-ban 100.000 fére
atlagosan 0,4 halalesetet okoztak az ilyen betegségek egy évben. A Candida fajok a negyedik
leggyakoribb okoz6i a nozokomidlis véraram fertézéseknek (Brown és mtsai., 2012). Tobb
mint egy tucat Candida faj képes fert6zést okozni emberben (Turner és Butler, 2014), ezek
koziil a C. parapsilosis az egészséges emberi bor gyakori kommenzalistajaként ismert (Trofa
¢s mtsai., 2008). Alkalmanként azonban ez a faj is képes bdrbetegségek, fdleg
koromgombasodas kialakitdsara (Odds, 1994; Havlickova és mtsai., 2008; Trofa és mitsai.,
2008). A bor kandidas megbetegedéseit (kutan kandidiazisok) leggyakrabban a C. albicans
okozza (Odds, 1994; Dismukes és mtsai., 2003; Lima-Neto és mtsai., 2010). A C. albicans
felnétt egészséges egyének borén altaldban nem fordul eld, onnan csak ritkén izolalhato, nem

része az emberi bor normal flordjanak (Rippon, 1974; Szalka, 2000; Dismukes és mtsai., 2003).

A mikroorganizmusok ¢és gombak elleni hatékony védekezéshez a korokozokat a

gazdaszervezet immunrendszerének fel kell ismernie a hatékony valaszreakcid kivaltasdhoz. A
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gerincesek immunrendszerének két dsszetevdje van: a velesziiletett és a szerzett immunitas. A
bor az emberi test legnagyobb tomegli szerve. A ham és a nyalkahartya felszinein talalhaté
hamsejtek allando kapcsolatban vannak a mikrobakkal. Az epidermisz, a legkiils6 borréteg, a
kiils6 kornyezettel szembeni els6 védelmi vonalat képezi. Szerkezeti €s barrier funkcioi mellett
a borben sajatos immunoldgiai kornyezetet alakit ki. A keratinocitdk, amelyek az epidermisz f6
alkotoelemei, mar bizonyitottan fontos szabalyozd szerepet jatszanak a boér gyulladasos
folyamataiban és immunvalaszaban, kiilonb6z6 citokinek/kemokinek termelése altal (Barker és
mtsai., 1991). A Keratinocitakbol szarmazo citokinek/kemokinek kulcsfontossagiak a
leukocitak vérbol torténd mobilizalasaban és a jelatvitelben mas sejtek felé (Svanborg és mtsai.,

1999).

Ezen diplomamunka 6 célja a gazdaszervezet borhamsejtjei és kommenzalista illetve
patogén Candida gombak kozott végbemend interakciok behatobb tanulmanyozasa. Ennek
folyamata soran célunk volt megvizsgalni a gomba altal okozott karosodast a bérhamsejteken,
a fertdzés hatasara bekovetkezd citokin/kemokin termelédést a hamsejtek részérdl, a gomba

kapcsolodéasat a sejtekhez. Tovabba vizsgaltuk a keratinocitdk fagocitdzis képességét,

crer



l11. Irodalmi attekintés

I11.1. A gombas fert6zések (mikozisok)

Napjainkban a humén gombas fert6zések igen elterjedtek globalis szinten. Ezek a
mikdzisok altalaban a bort vagy a nyalkahartyat érintik nagyobb szdmban, de konnyedén
kialakulhat az egész szervezetet érintd szisztémas mikdzis, mely esetben a gomba kolonizélja
a belso szerveket (Dismukes és mtsai., 2003). Ezen gombafajok egy része opportunista patogén,
tulnyomorészt a szervezet immunhidnyos allapotaban képes stlyos megbetegedést okozni
(Kohler és mtsai., 2017). Ezzel szemben a valddi patogének az immunrendszer teljes miikodése
mellett is tudnak sulyos betegségeket kialakitani. Ezen invaziv miko6zisok csaknem annyi
halalos esetet okoznak, mint a tuberkuldzis vagy a malaria (Casadevall és Pirofski, 2003; Gow
¢és Netea, 2016). A legtobb haléleset az opportunista patogén gombak korében jellemz6, amikor
az immunrendszer alulmiikodott vagy nem kifejlett allapotban van pl. csecsemdk, iddsek
esetében. A gyakori eldfordulds kapcsolatba hozhaté az immunrendszert érintd
rendellenességekkel is pl. leukémia, AIDS (Brown ¢és mtsai., 2012). Az immunszuppressziv
terdpia, cukorbetegség, szervatiiltetés, valamint a széles spektruml antibiotikumok szintén

nagyban hozzéjarulnak az esetszamok novekedéséhez (Higa, 2008; Silva, 2010).

Az invaziv gombas fert6zések jelentés hanyada (90%) a Candida, Aspergillus,
Cryptococcus és Pneumocystis fajokhoz kapcsolhatd (Brown és mtsai., 2012). Ezen
gombafajok okozta életveszélyes vagy sulyos fertdzések szama Magyarorszagon eléri az évi
30.000-es esetszamot. Ujabb epidemiologiai kutatasok alatamasztjak, hogy a gombas invaziv
fertézések mintegy 80%-at Candida fajok okozzak (Bassetti és mtsai., 2017). Bar a
gombaellenes szerek fejlesztése folyamatos €s a diagnosztika is fejlédik az invaziv Candida
fertdzések esetszama novekedd tendenciat mutat (McCarty és Pappas, 2016). A nyalkahartyat
érinté Candida fert6zések szintén sulyos problémat olelnek fel mivel oralis kandidiazisban
vilagszerte majdnem 10 milli6 ember szenved, mig a Candida altal okozott hiivelygyulladasban
évente ~75 millio beteg érintett (Matee és mtsai., 2000; Sobel, 2007). Az invaziv Candida

izolatumok szempontjabol a C. albicans kimagaslo a betegségeket okoz6 fajok kozil (1. abra).
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1. abra. Az ARTEMIS DISK nyilvantartasbol szarmazo adatok az invaziv Candida izolatumok
fajmegoszlasanak iddbeli valtozasarol 1997 és 2007 kozott (J. Guinea, 2014).

A legtobb esetben hasznalt diagnosztikai eljaras pl. gomba-antigén kimutatis, PCR
technika, rontgenfelvétel nem mindig mindsithetok pontosnak és specifikusnak, sok esetben
nem is kelléen érzékeny tesztekrol beszéliink, valamint altalaban csak a fejlett orszdgokban

elérhetéek ezek a metddusok (Brown és mtsai., 2012) (2. dbra).
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beszamolt tanulmanyokbdl (J. Guinea, 2014).

II1.2. A humanpatogén Candidak

A Candida fajok egy része altalaban megtalalhatoak a normal human flora tagjaiként és
egészséges egyénekben nem okoznak megbetegedéseket. Azonban, ha az immunrendszer
legyengiilt allapotban mukddik pl.  immunszuppresszald terapia, AIDS, daganatos
megbetegedés, cukorbetegség, az invaziv kandidiazis kialakuldsdnak nagyobb esélye all fenn
(Kohler és mtsai., 2017). Az invaziv kandidiazis akkor alakul ki, amikor a kérokozo bejut a
véraramba és ezen keresztiil terjed szét az egész szervezetben szisztémas fertézést okozva,
amely szamos szervet érinthet, és sulyos kérképet okozhat (Brown és mtsai., 2012; Gow és
Netea, 2016). Az invaziv kandidiazis okozhat szivbelhartya-gyulladést, agyhartyagyulladast,
hashartyagyulladast vagy akar csontgyulladést is.
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Az invaziv kandididzis 4ltalaban nozokomidlis fertézésként jelenik meg, mely
fertézések 10%-at Candida fajok okozzak. A legtobb nozokomialis Candida véraram fert6zést
az intenziv osztalyokon apolt betegek esetén irtak le. A szisztémas Candida fert6zések altal
veszélyeztetett korcsoportok az ujsziildttek ¢és iddsek csoportja, mivel esetiikben az
immunrendszer alulmtkodik (Hof, 2009; Brown ¢és mtsai., 2012; Gow és Netea, 2016).

Manapsag koriilbeliil 400 Candida fajt ismeriink, melyek koziil nagyjabol 15-20 fajnak
lehet szerepe a kandidiazis kialakitdsaban (Williams €és mtsai., 2013; Daniel €s mtsai., 2014).
A szakirodalomban is sokat targyalt Candida albicans az egyik legismertebb faj mind koziil,
azonban a nem-albicans fajok is hozzajarulhatnak a kiilonb6z6 megbetegedésekhez, mint pl. a
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei és ujabban a C. auris. Elterjedésiik
legjellemzdbb oka az azol tipusu (pl. vorikonazol, flukonazol, posakonazol) antifungalis szerek
egyre szélesebb korben torténd alkalmazasa és ezzel a rezisztens fajok kialakuldsa (Guinea,
2014; Yapar, 2014). Tovabba az intravénas katéterek hasznalata is nagyban hozzajarul

terjedésiikhoz, mivel ezek a fajok konnyen képesek megtapadni ezen eszkdzok feliiletén.

111.3. A Candida parapsilosis és Candida albicans taxonémiai, filogenetikai és morfologiai

jellemzése

A Candida fajok sarjadzogombak melyek kerek, ovoid vagy hosszukas formaba is
megjelenhetnek (Larone, 1987; Moris €és mtsai., 2008; Cooper, 2011; Daniel és mtsai., 2014).
Bizonyos fajok képesek pszeudohifa vagy valodi hifa képzésre is. Egy Candida sejt sejtfala 3
rétegbdl all. A plazmamembranhoz legkdzelebb esé része kitint tartalmaz majd egy B-D
gliikdnokbol allo réteg kovetkezik, melyet egy vastagabb mannan réteg borit kiviilrél (Brown
¢s mtsai., 2014; Gow és mtsai., 2017). A sejtfalban szamos fehérje megtalalhatd, mint pl. az

adhezinek, amelyek eldsegitik a gombasejtek megtapadasat (Netea és mtsai., 2015).

A C. parapsilosis napjaink egyik fontos korokozojava valt és a masodik vagy harmadik
leggyakrabban izolalt Candida fajnak mindésiil. A C. parapsilosis diploid, nuklearis genomja 8
par kromoszoémabol all, ahol 1 kromoszomaszerelvény ~13,1 megabazispar nagysagu és
génjeinek szdma ~5700 (Butler és mtsai.,, 2009). A kromoszémai kozott alacsony
heterozigozitas figyelheté meg. A sejtfal N-mannozilacidja befolyasolni tudja a gazda-patogén
interakciot, illetve a patogenitast. A sejtfal N-mannozilacidjat o-1,6-mannozil-transzferaz
enzim katalizalja mely az OCH1 gén altal kodolt (Bates és mtsai., 2006). A C. parapsilosis a

természetben széles korben elterjedt faj (Nosek és mtsai., 2009). Byrd és mtsai. (2018) a C.
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parapsilosist az egészséges szaraz borfeliiletek 10 leggyakoribb eukariota kolonizaldja kozé
sorolja. Jelenléte kisebb gyakorisaggal, de kimutathato kiilonb6z6 nyalkahartya felszinekrdl is

(pl. sz4jiireg, vagina, bél).

A C. albicans a Candida nemzetség egyik legismertebb tagjanak szamit és az egyik
legintenzivebben kutatott fajba tartozik. Morfolégiai szempontbol megjelenhet éleszto,
pszeudohifa vagy hifa forméaban (Butler és mtsai., 2009) (3. abra). Az SC5314-es jelzésu torzs
genomja 14,3 Mbp nagysagu és 6107 gént tartalmaz (Butler és mtsai., 2009). A Candida sejtek
mérete atlagosan 2-7 um kozé esik és morfoldgiailag enyhén megnyult vagy kerek forma
jellemz6 rajuk. Agar lemezre szélesztve a gombasejtek sima vagy gytlrott felszinli fehér szinii
kerek alakl telepeket alkotnak. A nemzetségben jellemzd a dimorfizmus tehdt bizonyos
kornyezeti koriilmények megvaltozasa esetén (pl. tdpanyag- vagy oxigénellatottsag)
morfoldgiai valtozasra képesek és hifat vagy pszeudohifat képesek létrehozni (Lo és mtsai.,
1997). A sejtfal elektronmikroszkoppal is jol elkiilonithetd rétegekre oszthatd: vékonyabb belsd
B-gliikant és kitint tartalmazo rétegre, valamint kiilsé vastagabb mannoproteinekbdl allo rétegre
(Netea és mtsai., 2008). A sejtfal szaraz tomegének 60%-at alkotja a B-1,3- és B-1,6-gliikanbol
allo B-gliikkan réteg (Ruiz-Herrera és mtsai., 2006). Ezek egymashoz is és a kitinhez is kovalens
kotésen keresztiil tudnak kapcsolodni (Netea és mtsai., 2008). A mannoprotein réteg glikozilalt
fehérjékbdl all (Gantner és mtsai., 2005). A sejtfalban kis mennyiségben megtalalhatoak lipidek
is (Ruiz-Herrera és mtsai., 2006). A C. albicans opportunista patogén, mivel egészséges
egyénekben kommenzalistaként ¢l - pl. bélrendszerben - ¢és csak a gazdaszervezet
immunitasanak csokkenése esetén valik komoly patogénné (Turner és Butler, 2014; Brown és

mtsai., 2012).
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12/8/2014 | det | HV spot WD mag v 3 pm - 12/9/2014 | det  HV |[spot WD | mag dwell - 3pm -
9:53:03 AMETD 5.00 kV 2.0 7.0 mm 30 000 x|300 ns Inmetro - Quanta 450F 9:10:04 AM|ETD 5.00 kV| 2.0 7.0 mm 30 000 x/100 ns Inmetro - Quanta 450F

3. abra. A C. parapsilosis és C. albicans elektronmikroszkopos felvétele. Forras: Dr. Papp

Csaba Gergo.

II1.4. A humanpatogén Candida fajok virulencia faktorai

A C. parapsilosist és C. albicanst is kiilonboz6 virulencia faktorok segitik fert6zési
képességiik kiteljesedésében (Wellington és mtsai., 2014). Egyik legismertebb és legjobban
kutatott virulencia faktor a biofilm képzés képessége. Foleg a C. parapsilosis esetén
jellemzd, hogy milanyag orvosi eszkdzokon (pl. katétereken) biofilm réteget képez, amely
megndveli a gomba ellenalld képességét kiilonbozo antimikotikumokkal szemben (Trofa és
mtsai., 2008).

A szovetek és sejtek felszinén torténd megtapadas képességét segitik elé a gomba altal
szekretalt adhezin fehérjék (Silva és mtsai., 2012; Mayer és mtsai., 2013; Gacser, 2015;
Hofs és mtsai., 2016; Toth és mtsai., 2017b).

A foszfolipazok a foszfolipidek bontasat katalizaldé enzimek, ¢és eldsegitik a
gazdaszervezetben fellelhetd lipidek szénforrasként torténd hasznositasat, valamint
kiilonb6z6 gyulladésos folyamatok moduldlasdban vesznek részt.

Egy nemrégiben felfedezett gombatoxin peptidrél, a kandidalizinr6l, mint a C. albicans
fertdzés altali epitél-karosodasban és a gazdaszervezet felismerésében szerepet jatszo
alapvetdé molekulardl szamoltak be (Moyes és mtsai., 2016). A kandidalizin egyértelmi

szerepet jatszik az inflammaszoma aktivalasaban és a sejtkarosodas indukciojaban. Ezen
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folyamatok soran szamos gyulladasos molekula, mint példaul az IL-6, IL-17, NLRP3 és
GM-CSF, szintje emelkedik meg. Ezek a molekuldk gyulladasos valaszokat valtanak ki, és
kronikus jelenlétiik osszefliggésbe hozhat6 a karcinogenezissel. A kandidalizint az ECE1
gén kodolja, amelyet a C. albicans virulenciafaktoraihoz, példaul az adhézidhoz és a
hifaképzd tulajdonsagokhoz kapcsoltak (Engku és mtsai., 2020). Expressziojan keresztiil
hozzajarul a kandidalizin porusképzd toxin szekretalodasdhoz, melynek segitségével a
sejthez kapcsolodd Candida képes az adott sejt sejtfalaban porusokat képezni és ezzel
karositani, illetve elpusztitani az adott sejtet (Wilson és mtsai., 2016). Elsésorban epitélialis
sejtfelszineken megtalalhatd sejtek karositasat idézi eld a kandidalizin porusképzo toxin
(Cota és Hoyer, 2015).

e A C. albicans fajok esetén jellemz6 a valodi hifaképzo képesség (Butler és mtsai., 2009).
A gombasejtek hifaik segitségével be tudnak hatolni a gazdasejtekbe és képesek a gazdasejt

pusztulasat el6idézni (Kohler és mtsai., 2014).

I11.5. A C. parapsilosis és C. albicans altal okozott korképek

A C. parapsilosis a human boérfelszin gyakori kommenzalistaja és a borfelszin tobb
teriiletérdl is gyakran izolalhat6 (Trofa és mtsai., 2008). Egy tanulmény soran egyik esetben a
vizsgalt személyek borének 14%-arol (Marples és Somerville, 1968), masik esetben 25,5%-arol
(Rafat és mtsai., 2018) sikeriilt C. parapsilosis torzs kitenyésztése. Ennélfogva a nozokomialis
fertézések megnovekedett terjedéséhez is hozzdjarul katétereken €s mas orvosi eszkozokon
torténd biofilmképzd tulajdonsagan keresztiil (Nosek és mtsai., 2009; Trofa és mtsai., 2008).
Elterjedése foleg a csecsemdk és ujsziilottek korében emelkedett pl. Eszak-Amerikaban a

szisztémas fert6zések negyedéért felelosek.

A fert6zés helye szerint kiilonb6z6 Candida altal okozott betegségeket kiilonboztetiink
meg (Odds, 1998):

e Invaziv kandidiazis: Belsd szerveket ¢érintd szisztémas fertézés, ami stlyos
megbetegedést okozhat. A Candida gomba a véraramba torténd bejutds utan
disszeminal és tobb szervet vagy szervrendszert érintd fertézést alakit ki. Ezen
szisztémas vagy disszeminalt Candida fert6zés az egyik legsulyosabb kategoriaba
sorolhato ¢€s legfoképp immunszuppresszalt immunrendszerrel rendelkezd személyeket

érint, mint példaul az idéseket vagy kronikus megbetegedésben szenvedoket. A fertdézés
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altal kialakulhat hepatitisz, endokarditisz, meningitisz stb. Ilyen sulyos invaziv
fert6zések foleg a C. albicans altal alakulnak ki.
e Felszini kandidiazis:

o Nyalkahartyat érintd kandididzis: Leggyakoribb eléfordulasa a csecsemdk
korében megjelend szajpenész, kronikus betegek esetén (pl. AIDS-es beteg)
nyeldcsovet érinté kandididzis vagy a ndk esetében gyakran eléforduld
vulvovaginalis kandidiazis.

o Bort érintd kutan kandididzisok: A koromgombésodas, koromagy gyulladas,
mint jellegzetes korképek sorolhatok ebbe a kategéridba, valamint a
csecsemdket érintd dermatitisz.

o Kroénikus mukokutan kandididzisok (CMC): Immunelégtelenségben szenvedd
paciensek esetén alakulhat ki ¢s hosszabb tavon okozhat tiineteket.
Nyalkahartyat, borfeliiletet vagy koromfeliiletet érintd kandididzisokrol
beszélhetiink. C. parapsilosis fertézések esetén altalaban kéromgombasodas,
huagyuti fert6zés, artritisz, vulvovaginitisz stb. kialakulésa jellemzo (Trofa és

mtsai., 2008).

I11.6. Az invaziv kandidiazisok epidemiologiaja

A Candida fajok (koztiik a C. parapsilosis is) a klinikumban egyre nagyobb problémakat
okoznak (Pfaller és mtsai., 2010b; Pfaller és mtsai., 2011; Pfaller és Diekema, 2007). Tobb
tanulmanyt osszesit6 elemzésben a csecsemoket érinté kandidiazisokban a C. parapsilosis az
esetek tobb mint 33%-aért felelés (Pammi és mtsai., 2013). A C. parapsilosis altal kivaltott
megbetegedések egyre novekvod tendenciat mutatnak, amely mar kezd vetekedni a C. albicans
altal kivaltott betegségek eléfordulasi gyakorisagaval (Peman és mtsai., 2011). Egy Eszak-
Amerikaban folytatott kutatas szerint a C. albicans izolatumok aranya az 1990-es években
Kanadéban 64%, az USA-ban 48,9% volt. Ez az arany a 2008-2011 ko6zotti idészakban 38%-ra
csokkent és fokozatosan nétt a C. tropicalis, a C. parapsilosis és a C. glabrata aranya (Lass-
Flor, 2009; Zilderberg és mtsai., 2008).

Az invaziv Candida fert6zések gyakran magas morbiditassal és mortalitassal, valamint
a korhazi tartozkodas hosszanak novekedésével jarnak. A CDC (Centers for Disease Control
and Prevention - Betegségellen6rzési és megel6zési kozpont-USA) adatai azt mutatjak, hogy a

koérhazi mortalitas a kandidas betegek korében koriilbeliil 25% (Pappas, 2006; Sievert és mtsai.,
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2013). Mivel azonban az invaziv kandididzisban szenvedd embereknek jellemzéen mar mas
alapbetegségiik is van, nehéz lehet meghatirozni a kozvetleniil a fertézésnek tulajdonithato
haldlozasok aranyat (Wisplinghoff és mtsai., 2004). Egy tanulmany 19-24%-ra becsiilte a
kandidémianak tulajdonithat6 halalozast (Pfaller és mtsai., 2007; Morgan ¢és mtsai., 2005).

A Candida fertézések gyakran el6fordulnak a rakos betegek korében, és ezen fert6zések
49%-at a C. albicans, mig 11%-at, 10%-at, 9%-at és 11%-at a C. tropicalis, C. glabrata, C.
krusei és C. parapsilosis okozza (Viscoli és mtsai., 1999). Ugyanez a tanulmany arrol is
beszamolt, hogy a rosszindulatii hematologiai elvaltozasban szenvedd betegeknél a C. albicans
el6fordulasa 36%-ra csokkent, mig a C. tropicalis az emlitett betegek 14%-anal fordult eld, a

C. parapsilosis, a C. glabrata és a C. krusei pedig 13%-on osztozott (Viscoli és mtsai., 1999).

A C. albicans legmagasabb el6fordulasat a vulvovaginalis kandidiazisban Brazilidban
végzett epidemiologiai tanulméanyok 92,3%-kal (Dias és mtsai., 2011), Argentindban 85,95%-
kal (Gamarra és mtsai., 2014) és Pakisztanban 47,7%-kal (Khan és mtsai., 2018) jelentették.
898 szexudlisan aktiv, 16 és 30 év kozotti, nem terhes nd részvételével végzett vizsgalat
eredménye szerint a Mysore (India) kornyéki kozosségekben a vulvovaginalis kandidiazis
pozitiv diagnodzisa, valamint a tiinetek megjelenésének esetszdma alacsony értéket mutatott

(<19%) (Rathod és mtsai., 2012).

Magyarorszadgon is vizsgaltdk a kandidémiédért felelds fajok relativ gyakorisagat. A
vizsgélat célja a Szegedi Egyetemi Korhaz kiilonboz0 klinikai osztalyairol 1996 és 2000 kdzott
kapott vértenyészetekb6l szarmazo kiilonboz6 Candida fajok eléfordulasanak ok-okozati
Osszefiiggéseinek, valamint a fertézésre hajlamositod tényezOknek az értékelése volt. A betegek
73,5%-anal a fert6zés C. albicans, 7,3%-anal C. parapsilosis, 5,9%-anal C. krusei, 4,4%-anal
C. tropicalis és 3%-anal C. glabrata altal alakult ki, a tobbi esetben egyéb Candida faj és a

Cryptococcus neoformans volt a fertézésért felelés mikroba (Doczi €s mtsai., 2002).

I11.7. A C. parapsilosis és C. albicans el6fordulasa az emberi béron, a kutan kandidiazisok

A C. parapsilosis az egészséges human borfeliiletek gyakori kommenzalistajaként
ismert (Trofa és mtsai.,, 2008) és idokozonként ez az élesztd is képes bdrbetegségek

kialakitasara (Odds, 1994; Havlickova és mtsai., 2008; Trofa és mtsai., 2008).

A boér kandidas megbetegedéseit (kutan kandidiazisok) leggyakrabban a C. albicans
okozza (Odds, 1994; Dismukes és mtsai., 2003; Lima-Neto és mtsai., 2010). Tébb tanulmany
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beszamol rdla, hogy a C. albicans felnétt egészséges egyének borén csak ritkan vagy nem is
fordul el6 nem képezi részét az emberi bor normal florajanak (Rippon, 1974; Szalka, 2000;
Dismukes és mtsai., 2003). Ezen vizsgalatokban az izolalasi ardny 0% ¢és 17,4% kozott mozgott

¢és a kozolt értékek atlaga 4,82% volt (Odds, 1988).

Ezeken a vizsgalatokon tul mas tanulmanyok a humén bér kommenzalistdjaként emlitik
a C. albicanst (Kashem és Kaplan, 2016). Egy frissebb metagenomikai vizsgalat borrél
szarmaz6 Candiddkat azonositott, de csak nemzetségi szinten (Han ¢és mtsai., 2018). Egy
Iranban késziilt tanulmany a C. parapsilosis dominanciajat mutatta ki egészséges borfeliileten,
azonban a vizsgalt egyének 16%-ar6l izolaltak C. albicanst (Rafat és mtsai., 2018). A bor
kandidas megbetegedéseit mutatja be az 1. tdblazat Odds (1988) és Rippon (1974) alapjan:

1. tablazat. Kutan kandidiazisok tipusai €s altaluk okozott tiinetek.

Betegség neve: Tiinetek:

A testhajlatok, bdrreddk, ujjkozok betegsége.
Candida intertrigo Viszketéssel, borpirral, kiiitésekkel, szabalytalan

sz¢€I0 piros foltok megjelenésével jar.

Tipikusan ujsziilotteknél, illetve pelenkat viseld
. felndtteknél alakul ki. Jellemzd a kititések

Pelenka dermatitisz . . o
megjelenése a fenéken, valamint a perianalis

tajékon (4. ébra).

) ) A koromagy jellemzd megbetegedése, gennyes
Candida paronychia

duzzanat és fajdalom jellemzd ra (4. abra).

Féleg gyermekeknél kialakuld, igen ritka korkép.
) Vaszkularizalt papulak jellemzik, melyeket vastag
Candida granuloma
sargasbarna kéreg fed. Ezek szarvszertien akar 2

cm-re is kiemelkedhetnek a borbdl (4. abra).

A korom Candida okozta fert6zése. A korom
. ] disztrofidjat okozza €s a dermatofitak okozta
Candida onychia
kordmgombasodassal ellentétben komoly

fajdalommal jarhat.
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A bor és a nyalkahartyak kronikus kandidas

Kronikus mukokutan kandidiazis fertdzése, melyek foként immunoldgiailag

legyengiilt egyéneknél fordulnak eld.

4. abra. A bor kandidds megbetegedésének néhany klinikai megjelenése. Pelenka dermatitisz

(Klunk és mtsai., 2014); Candida paronychia (https://dermnetnz.org/topics/paronychia);

Candida granuloma (https://www.altmeyers.org/en/dermatology/candida-granuloma-121901).

I11.8. A human bér anatéomiai struktiaraja

Az emberi bor harom kiillonbozd rétegbdl all: az epidermiszbdl, a dermiszbdl és a
hipodermiszbdl (szubkutdn szdvet), amelyek mindegyike kiilonb6z6 funkciokat lat el a
testiinkben (5. dbra.). A bor legkiilsd rétege az epidermisz, amelyet keratinocitak épitenek fel.
Kiilonb6zd rétegei vannak, a sejtek differencialodasi allapotatol fliggéen. Az elsd réteg az
alapmembran felett helyezkedik el, az tugynevezett stratum basale (bazalis sejtréteg).
Biologiailag aktiv, proliferalodo sejteket tartalmaz, amelyek folyamatosan osztédnak, hogy 1j
sejtekkel 1assak el a fels6bb rétegeket és segitsék a szovetek fiatalodasat és regeneralodasat. A
kovetkezd réteg a stratum spinosum (tliskés sejtréteg), ahol a keratinocitdk differencidlodni
kezdenek. Ezen réteg folott talalhato a stratum granulosum (granularis sejtréteg), ahol a sejtek
tovabb differencidlédnak, ami a sejtek alakjanak kifejezett megvaltozasdhoz vezet (Yokouchi
¢s mtsai., 2016). A ham legfels6 rétege a stratum corneum (szaruréteg). Ez a strukttra elhalt,
ellaposodott sejtekbdl all, amelyek mechanikai érintkezés hatdsara folyamatosan levalnak.
Fontos fizikai ¢és mechanikai védelmet nyujt, és a sejtlevalas a kiilonbozd mikrobak
megtelepedésének szabalyozéasaban is segit azaltal, hogy eltavolitja Oket a borfelszinrdl

(Yokouchi és mtsai., 2018).
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5. abra. A bor anatomiai struktaraja (https://aminoacidstudies.org/skin-and-hair/) alapjan.

Az epidermisz alatt talalhaté a dermisz réteg. Ez a szovet fibroblasztokbdl all és két
regiondlisan elkiiloniilo tertiletet tartalmaz, a felszini papillaris és a mélyebb retikularis
dermiszt. Mig a felsd rész szoros kdlcsonhatasban all a felhammal, addig a retikularis dermisz
a mélyebb borrétegekkel all kapcsolatban. Fontos funkcidi vannak nemcsak az epidermisz
tapanyagellatdsdban, hanem a kiilonbozd borfliggelékeket is tartalmazza, beleértve a

szOrtliszoket, az ekkrin €s az apokrin mirigyeket (Yokouchi és mtsai., 2018).

A legbels6é rész a hipodermisz, amely laza koto- és zsirszovetekbdl all, kiilonbozd
sejttipusokkal, példaul fibroblasztokkal, zsirsejtekkel és makrofagokkal egyiitt. Ez a régio
nemcsak a mechanikai stressztdl véd, hanem a hdszabalyozasban is szerepet jatszik, fOként

hideghatés és testmozgas soran (Paris és mtsai., 2008).

IT1.9. Az egészséges human bor mikrobiom

Sziiletésiinktdl fogva mikroorganizmusok szé€les skaldjanak vagyunk kitéve, beleértve a
baktériumokat, gombakat €s virusokat (Grice és mtsai., 2011). Ezek kozil néhany képes
megtelepedni a boriinkon és a kiillonbozd emberi sejtekkel egyiitt egy Osszetett 6koszisztémat

alkotnak. Ennek a kozosségnek a fo alkotéelemei a kiilonb6zd baktériumfajok. Boriinkon 19
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torzsbe tartozd, mintegy 1000 baktérium fajt mutattak ki, melyek leginkdbb az epidermiszben
talalhatok (Grice ¢és mitsai., 2009). A négy domindns baktériumtorzs ¢€s leggyakoribb
képviselbik, amelyek az emberi bort kolonizaljak, az Actinobacteria (Propionibacterium és
Corynebacterium fajok), a Proteobacteria, a Firmicutes (Staphylococcus fajok) és a
Bacteroidetes. A pontos Osszetétel egyéni kiilonbségein kiviil regionalis eltérések is 1éteznek,
mivel a kdrnyezeti paraméterek, koztik a pH, a homérséklet, a nedvesség ¢és a bdér finom
anatomiai szerkezete is valtozik (Grice és mtsai., 2011 €s 2014). A mikrobiom pontos funkcioja
az egészséges borben illetve a patogenitas kialakitasahoz alkalmas koriilmények kozott jelenleg
nem tisztazott (Gallo és mtsai.,, 2011; Littman és mtsai.,, 2011). A legljabb vizsgalatok
kimutattdk, hogy a normal bor mikrobiom képes megvédeni minket a patogén vagy karos
behatolokkal szemben azaltal, hogy a rendelkezésre allo taplalékforrasok felhasznalasaval
gatolja a kolonizdcidjukat, valamint aktivan termel antimikrobidlis tulajdonsagokkal
rendelkez6 molekuldkat (antimikrobialis peptidek) (Gallo és mtsai., 2011; Iwase és mitsai.,
2010). Ezen funkciok mellett jotékonyan moduladlhatjdk immunrendszeriinket is (Gallo és
mtsai., 2011; Lai és mtsai., 2009). Ezek az ismeretek arra utalnak, hogy ez a komplex
Okoszisztéma fontos szerepet jatszik a bor homeosztdzisdnak fenntartdsdban (Zeeuwen és

mtsai., 2013).

IT1.10. Keratinocitak és az immunvalaszban betoltott szerepiik

Boriink nemcsak mechanikai, hanem immunologiai védelemmel is szolgél szervezetiink
szamara. Ezt foként a benne elhelyezkedd sokféle immunsejt teszi lehetdvé, melyek mind az
adaptiv, mind a természetes immunvalaszokban részt vesznek. Ilyenek példaul az
epidermiszben megtalalhatdo Langerhans-sejtek és CD8" T-sejtek, de féképp a dermiszben
lokalizalodé makrofagok, dendritikus sejtek, neutrofil granulocitak, hizésejtek, CD4™ T-sejtek,
v T-sejtek és természetes 616 sejtek (Nestle és mtsai., 2009). Egyre tobb kutatés igazolja, hogy
az epidermiszben talalhatd keratinocitdk (hamsejtek) is rendelkeznek immunolégiai jellegli

funkciokkal.

A bor hamsejtjer képesek felismerni patogén-asszocidlt molekuldris mintazatokat
(PAMP, pathogen associated molecular pattern). Ezt a patogén felismerd receptorok (PRR,
pathogen recognition receptor) segitségével teszik, melyek kiilonb6zd transzkripcids faktorok

(pl. Nuclear Factor-xB, azaz NF-kB; Activator Protein-1, azaz AP-1) aktivalasan keresztiil
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vezetnek valaszreakcidkhoz (Pivarcsi és mtsai., 2005; Pivarcsi és mtsai., 2004; Nestle és mtsai.,
2009).

A 11 human Toll-szerl receptor (Toll-like receptor, TLR) koziil human keratinocitakban
a plazmamembranban a TLR1, TLR2, TLR4, TLRS és TLR6, illetve endoszémakban a TLR3
¢és TLRY expresszidjat mar kimutattak. Ezek mind kiilonb6z6 mikrobialis PAMP-okat ismernek
fel (pl. a TLRS a flagellint, a TLR4 bakterialis lipopoliszacharidot, a TLR2/TLR6 pedig tobbek
kozt a gomba eredetli zimozant) (Pivarcsi és mtsai., 2005; Nestle és mtsai., 2009). Egy
Magyarorszagon zajlott kutatas kimutatta a bor keratinocitdkban egy manndzreceptor jelenlétét,
mely mannant képes felismerni. Ez a receptor a KcMR elnevezést kapta (Szolnoky és mitsai.,

2001; Pivarcsi és mtsai., 2004).

Az intracellularis NOD-szerti receptorok (NOD-like receptor, NLR) koziil az NLRP3
fehérjérdl mar igazoltdk, hogy keratinocitdkban szerepet jatszhat gyulladasos folyamatokban,
példaul allergias folyamatokban vagy UV fény hatdséra. Ilyenkor az NLRP3 inflammaszéma
multiprotein komplexekbe rendezddik, melyek IL-18 és IL-18 gyulladéasos citokinek termelését
okozzak (Nestle és mtsai., 2009).

A bor hamsejtjei effektor funkcidkkal valaszolnak a mikrobdk érzékelését kovetden
(Pivarcsi és mtsai., 2005; Pivarcsi €s mtsai., 2004; Nestle és mtsai., 2009). Antimikrobialis
peptidek termelésével (pl. B-defenzinek) a mikroorganizmusok kozvetlen elpusztitasat és az
immunsejtek sériilés/fertézés helyére vald toborzasat segitik. Citokinek szekrécioja
segitségével szabalyozhatjak a gyulladasos valaszt (pl. IL-6, IL-18, IL-10) és kemotaktikusak
lehetnek egyes immunsejtekre nézve (pl. IL-8, CCLS5). Nitrogén-monoxid (NO) termelésével,
mely soran a képzddd NO antimikrobialis hatasi mind virusok, baktériumok és gombdék ellen.
Fagocitozis altal a keratinocitak kis mértékben képesek lehetnek mikrobdk bekebelezésére

(Csato és mtsai., 1986) (6. abra).
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6. abra. A keratinocitdk mikrobak elleni valasza Pivarcsi €s mtsai. (2004 és 2005) nyoman. Az

abra a BioRender.com segitségével késziilt.

111.11. A gombak ellen iranyulé adaptivimmunvalasz

A természetes immunitassal szoros Osszefliggésbe hozhatdo a gombafertézések soran
kivaltott adaptiv immunvalasz. Legfontosabb effektorai kozé sorolhatjuk a B- illetve T-
limfocitakat, melyek a humoralis vagy cellularis immunitasért felelések (Luckheeram és mtsai.,
2012). A T-limfocitak esetén beszélhetiink CD4" Th és CD8" citotoxikus T-sejtekrdl (7. abra).
A CD8" T-sejtek a virus altal fertdzott vagy tumoros sejtek direkt eliminacidjaban vesznek részt
(Kaech és Cui, 2012), a CD4" limfocitak egyéb immunsejtek (pl. CD8" T-sejtek, B-limfocitak,
stb.) aktivacidjat és effektor funkcidit regulaljak (Luckheeram és mtsai., 2012). A CD" Th
sejteket funkciok és citokin profil alapjan tobb populaciora tudjuk felosztani. Eleinte a Th sejtek
két nagyobb csoportja volt ismert, a Th1 és a Th2 (Mosmann és Coffman, 1989), majd késobb
fedezték fel a regulatoros T-sejteket (Treg sejtek) (Shevach, 2001) és a Th17 populéaciot (Park
¢s mtsai., 2005). A naiv T-limfocitdk effektor sejtekké torténd differencidlodasdnak kezdd

1épése a T-sejt receptor (TCR) aktivacio APC (Antigén prezentald sejt) segitségével MHCI
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vagy MHCII molekuldn prezentalt antigénnel torténd interakcion at (Luckheeram és mtsai.,
2012). A Th sejtek polarizacidjat tobb tényezo hatarozza meg, ilyen példaul a citokin kornyezet,
az APC tipusa vagy az antigén koncentracioja. A PRR aktivaci6 meghatarozza az APC
fontos szerepet kapnak a receptorok (Romani, 2011). Amennyiben az antigén stimulus
megszlnik, az effektor T-sejtek elpusztulnak, és egy kisebb résziik hosszabb élettartamu

memoriasejtté differencial (Sallusto és mtsai., 2004).

A Thl sejt differencialédasahoz sziikséges legfontosabb citokin az APC éltal termel6dd
IL-12 (Luckheeram és mtsai., 2012). A Thl sejtek nagyobb mennyiségben képesek IFNy-t
termelni, ami a fagocitdk aktivacidjanak ndvekedésén keresztiil segit az intracellularis
patogének eliminalasaban (Luckheeram és mtsai., 2012). A hatékony fagocitdzishoz hozzajarul
az opszonizald antitestek termelddése, amely a Thl sejtek altal indukalt (Borghi és mtsai.,
2014). A Thl differencialodast transzkripcids faktorok is szabalyozzak, mint a T-bet. A T-bet
expresszio novekedés fokozza az IFNy termelést, de gatlo hatéssal bir a Th2 és Th17 vonalak
fejlodésére (Romani, 2011). A Thl sejtek gombaellenes hatdsa kisebb mértékben a tumor
nekrozis faktor-a (TNF-a) és a GM-CSF citokinek termelésén keresztiil valosul meg. A TNF-
o a makrofagok aktivaciojan keresztiil ér el hatast, mig a GM-CSF a neutrofil granulocitak
aktivacigjan at, és a makrofagok reaktiv oxigén gyok (ROS) termelésének fokozasaval jarul
hozza a gombaellenes valaszhoz (Romani 2011; Brown 2011; Verma és mtsai., 2014; Netea és

mtsai., 2015; Lionakis és mtsai., 2017; Dambuza és mtsai., 2017; Dambuza és mtsai., 2018).

A Th2 sejtek extracellularis parazitdkkal szemben hatékonyak, illetve allergids
folyamatokban kapnak szerepet (Luckheeram és mtsai., 2012). A Th2 sejtek altal termelt
legfontosabb citokinek az IL-4, IL-5, IL-10 és IL-13 (Luckheeram és mtsai., 2012). A Th2
sejtes valasz a gombas fertdzések esetén altalaban kedvezotlen, csokkentik a Thl sejtek altal
kialakitott antimikrobidlis effektor funkcidkat, valamint alternativ makrofag aktivaciohoz

jarulnak hozza, ami a patogén perzisztencidjat noveli (Romani, 2011) (7. &bra).

A gombafertézésekben kiemelkedden magas szerepet kap a Th17 populacid, amirdl az
évek soran jelentds ismeretanyag halmozoddott fel (Hernandez-Santos és Gaffen, 2012). A Th17
sejtek legfontosabb effektor citokinjei az 1L-17, IL-21 és IL-22 (Luckheeram és mtsai., 2012)
(7. abra). Az IL-17 intenziv gyulladasos valaszt general, elésegiti az IL-6 és GM-CSF citokin,
valamint a KC, IL-8 és CCL-5 kemokin termelését (Shen és Gaffen, 2008). Hozzajarul a

neutrofilek fert6zés helyére torténd vandorldsdhoz. Az IL-22 gyulladdsos hatdssal bir, €s
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elésegiti a citokinek, valamint kemokinek szintézisét (Ouyang és mtsai., 2008). Antimikrobialis
peptid termeld tulajdonsagan keresztiil csokkenti a gyulladdsos folyamatokat a mukoza

védelme érdekében (Romani, 2011).

Adaptivimmunvalasz
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7. abra. A T-sejtek differencialddasanak két f6 utvonaldnak sematikus abrazolasa. (Bellanti JA,
2012, Immunology IV: Clinical Applications in Health and Disease. | Care Press, Bethesda,
MD).

A regulatoros T-sejtek (Treg sejtek) a gyulladasos valasz szabalyozasaban kapnak
fontos szerepet anti-inflammatorikus hatasuk révén. IL-10 és TGF-p termelésiikon keresztiil a
gyulladésos folyamatok gatlasaban vesznek részt, ilyen modon a szoveti destruktivitast
csokkentik és el6zik meg (Luckheeram €s mtsai., 2012). A Treg sejtek altal termelt 1L-10
sziikséges a normal mikrobidlis egyenstly és tolerancia kialakitdsahoz és fenntartasahoz
(Romani, 2011). Treg hianyos egerekben a Candida elleni rezisztencia emelkedik disszeminalt

kandidiazis fert6zés soran (Netea és mtsai., 2004; Kroetz és Deepe, 2010).

A citotoxikus T-limfocitdknak a gombak elleni védekezésben kisebb szerepet
tanusitanak, azonban a gombaellenes immunvélaszhoz hozzajarulnak, mivel képesek gatolni a

C. albicans hifak novekedését in vitro (Beno és mtsai.,, 1995). HIV fertézott oralis
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kandidiazisban szenvedé betegek esetén mutattak ki a sz4j nyalkahartyajaban a CD8™ sejtek

crer

111.12. Patogén felismeroé receptorok (PRR) az antifungalis immunitasban

A mikrobialis és gomba eredetii patogén asszocialt molekularis mintdzatokat a patogén
felismerd receptorok segitségével képesek felismerni a sejtek. Jelenleg legalabb 36 olyan
receptort ismeriink, amely ebbe a csoportba tartozik. A PRR-ek fogalmat 1989-ben Janeway
vezette be (Janeway, 1989). Evolucidésan konzervalt receptorok csoportjardl beszélhetiink.
Janeway elmondésa szerint a PRR-ek evolucios szempontbol megeldzték a B- és T-limfocitak
specifikus antigénkotd receptorainak kialakulasat. Az immunvalasz kialakulasanak
szempontjabol dsszetett szerep kapcsolhaté a PRR-ekhez és napjainkra egy intenziven kutatott
teriiletté is valt. Négy nagy csoportjat kiilonboztetjiik meg a PRR-eknek: Toll-szerii receptorok
(TLR-ek), C-tipusu lektin receptorok (CLR-ek), NOD-szerii receptorok (NLR-ek) és RIG-I-
szerl receptorok (RLR-ek) (Plato és mtsai., 2015). Munkéank szempontjabol a TLR receptorok

kapnak fontosabb szerepet ezen csoportok koziil.

A TLR-ek I-es tipust transzmembran fehérjék, extracellularis doménjiik leucin-gazdag
1smétlédéseket tartalmaz, a citoplazmatikus régioban a TIR (Toll/Interleukin-1 receptor) domén
talalhatd meg (Kumar és mtsai., 2011). A leucin-gazdag ismétlddés specifikus PAMP-0k
felismerésében, a TIR domén a szignalizadci6 elinditdsdban jatszik fontos szerepet.
Elhelyezkedésiik szerint a TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 és TLRI10 a sejtfelszinen
talalhatdéak, mig a TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 ¢s TLR13 endoszomalisan
lokalizalodik. Mikrobialis sejtfal és membran komponensek (lipopoliszacharid, mannan,
peptidoglikan, lipopeptid, flagellin) felismerésében nélkiilozhetetlenek a sejtfelszinen
lokalizalodo TLR-ek. Ezzel szemben az intracelluldris lokalizdciot mutatdo TLR-ek a virdlis €s
bakterialis nukleinsavak felismerésére képesek. A TLR receptorok képesek homo- vagy
heterodimert képezni a ligand kotéséhez, ez a folyamat az adaptor fehérjék, példaul a MyD88
(Mieloid differenciacié elsddleges valasz 88) és a TRIF (TIR domént tartalmazé adapter-
indukal6 interferon-béta) kotddésehez vezet (Kawai és Akira, 2006). A TLR jelatvitel MyD88
¢és TRIF fliggd uton valosulhat meg (8. abra). A MyD88 fehérje komplexet formal az
interleukin-1 receptor asszocialt kinazokkal (IRAK1 és 4). Az IRAK1 kotédik a TRAF6-hoz
(Tumor nekroézis faktor receptor-asszocialt faktor 6) (Takeda és mtsai.,, 2003). A TRAF6

hozzajarul a TAK1 (Transzformalé ndvekedési faktor béta-aktivalt fehérje kinaz 1) és az IKK
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(IxkB-kindz) komplex kialakuldsdhoz ¢és ilyen mddon az NF-kB transzkripcids faktor
aktivalodasahoz (Kawai és Akira, 2006). A TAKI1 képes aktivalni a MAP kinaz csalad egyes
tagjait Ggy, mint az ERK1/2-t (Extracellularis szignal-regulalt kinaz), JNK-t (c-Jun N-
terminalis kinaz) és p38-at (Mitogén aktivalt fehérje kinaz) és ilyen modon az AP-1 (Aktivator
fehérje 1) transzkripcios faktor szabalyozasaban vesznek részt. Az AP-1 aktivaciojan keresztiil
novekedési faktorok, citokinek €s kemokinek szekrécidja indukalodik (Hess és mtsai., 2004).
A TLR2 ¢és TLR6 heterodimert alkothat és képes a C. albicans foszfolipomannanjanak
felismerésére vagy gyulladasos mediatorok termelésére (Gantner €s mtsai., 2003; Jouault és
mtsai., 2003).
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8. abra. Mintazat felismerd receptorok altal kozvetitett NF-xB jelatvitel. Az NF-kB fehérje
szabalyozhatja a génexpressziot és befolydsolhatja a kiillonboz6 biologiai folyamatokat,
beleértve a velesziiletett és adaptiv immunitast, a gyulladast, a stresszvalaszt, a B-sejtek

fejlodését és a nyirokszervek kialakuldsat (Danyang Li és Minghua Wu, 2021).

Az intracellularis NOD-szerti receptorok (NLR) egy része inflammaszoma
fehérjekomplexek részeként mitkddik. Az inflammaszomak aktivalodhatnak az ASC fehérjén
keresztiil, ahol is a pro-kaszpaz-1 érett kaszpaz-1-gyé torténd hasitasat végzik. A kaszpaz-1 a
pro-interleukin-1p, valamint a pro-interleukin-18 proteolizisét katalizalja érett formava
(Martinon ¢és mtsai., 2009). A kaszpaz-1 mindemellett szerepet kaphat a programozott sejthalél

inicidciojdban is (Zhong ¢s mtsai., 2013). Emberekben az NLR mutéiciokat ¢és
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polimorfizmusokat nem hoztak dsszefiiggésbe mukokutan kandidiazissal, de az NLRP3 hibdas
aktivacidja noveli a C. albicans kolonizacigjat a bélben és az NLRP3 polimorfizmus hajlamosit
a visszatérd vulvovaginalis kandididzisra (RVVC) (Rehaume ¢s mtsai., 2010; Lev-Sagie ¢és
mtsai., 2009). Egerekben a makrofag-eredetti NLRP3 felismeri a C. albicans hifa formait és az
ASC, az NLRP3vagy az IL-1R hianya csokkent C. albicans rezisztenciahoz vezet a C. albicans
fert6zés intravénas €s oralis ttjain (Vanaja és mtsai., 2015). Az NLRP10 a C. albicans elleni
differencialodasanak indukcioja révén. A stromaszovetekbdl szarmazd NLRC4-rél is
bebizonyosodott, hogy dontd szerepet jatszik az oralis kandididzis elleni immunités

kozvetitésében (Tomalka és mtsai., 2011; Tsuchiya és Hara, 2014).

A C-tipusu lektinek a receptorok nagy csaladjat alkotjak, amelyek extracellularis
szénhidratfelismerd doménjiikon keresztiil  glikdnokhoz  kotddnek és  kiilonbozd
citoplazmatikus doméneken keresztiil intracellularis jelatvitelt kozvetitenek (Zelensky és
Gready, 2005). A dektin-1 az egyik leggyakrabban vizsgalt C-tipust lektin. A Dektin-1 a
legtobb gombafaj, koztiik a C. albicans sejtfalan talalhato B-gliikant ismeri fel (Hardison és
Brown, 2012). A Dektin-1 jelatvitel Syk-fiiggd titon aktivalja a sejteket, ami a CARD9-BCL10-
MALT]I trimer kialakulasdhoz és az NF-kB aktivalasdhoz vezet, ami a proinflammatorikus
citokinek, példaul az IL-1B, IL-6 és IL-12 transzkripcidjdhoz vezet (Plato és mtsai., 2015;
Hardison és Brown, 2012).

A human bor keratinocitdkban talalhato KcMR (Keratinocita mann6z-kotd receptor)
képes mannant kotni és felelés a Candida-ellenes valasz kezdeti szakaszaért. A mannan és a
mannan-BSA komplex gatolta a keratinocitak Candida-ol6 aktivitasat azaltal, hogy gatolja a
gombak tapadasat a keratinocitdkhoz (Szolnoky és mtsai., 2001; Pivarcsi és mtsai., 2004).
Szolnoky ¢és munkatarsai sikeresen izolaltak egy manndz-kotdé receptort keratinocita
kivonatokbol mannéz-affinitds kromatografidval, ezt a receptort keratinocita manndzkotd
receptornak (KcMR) nevezték el (Szolnoky és mtsai., 2001). A KcMR hasonlit a makrofag
mannozreceptorhoz (MMR) néhény biokémiai tulajdonsagdban, mint példaul a Ca-
dependencia, a proteolizisre valo érzé¢kenység, de a makrofag receptorral ellentétben nem
internalizalja hatékonyan a mannozt. In vivo a KcMR expresszidjat az epidermisz szuprabazalis
rétegeiben mutattdk ki, ami a KcMR fontos véddéfunkcidjara utal a bér gombaellenes
immunvalaszdban (Szolnoky ¢és mtsai,, 2001). Kiilonb6zé effektormechanizmusok
korlatozhatjak a Candida novekedését a fert6zott gazdaszervezetekben. A kozelmultban

kimutattak, hogy a nitrogén-oxid (NO) dontd szerepet jatszik a keratinocitak Candida-616
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mechanizmusaban (Fierro és mtsai., 1996; Liew és CoX, 1991). A Candida sejtek KcMR-hez

vald tapaddsa NO-termelést indukalhat. Az NO-szintézis a kiilonbdzd baktériumok, virusok és

gombak elleni nem-specifikus védekezé mechanizmusok sziikséges 0sszetevoje.

I11.13. Keratinocitak valasza a Candida fertézésekre

A humaén bor keratinocitdk és a Candidak kozott zajlo interakciokrol kisérletes munkéak

teriiletén eddig csak a C. albicans kapcsan lelhetéek fel informaciok a szakirodalomban.

Altalanossagban ismert, hogy a bér hamsejtjei a TLR receptorok és KcMR receptor

segitségével képesek felismerni a gombat és hatékony effektor funkcidkkal 1épéseket tenni a

fertdzéssel szemben (Pivarcsi és mitsai., 2004). A keratinocita sejt tobb mechanizmuson

keresztiil tesz 1épéseket a gombas fertdzés ellen:

Adhézid: A szakirodalombol mar ismert, hogy a C. albicans, C. parapsilosis és C.
tropicalis képesek kapcsolddni és hozzatapadni a human keratinocita sejtek felszinén
megtalalhat6 receptorokhoz (Ullmann és Berdicevsky, 2011; Gacser és mtsai., 2007),
foleg a C. albicans valodi hifaképzé tulajdonsaganak koszonhetéen. Egy korabbi
vizsgélatban az elektronmikroszkopos megfigyelések azt mutattdk, hogy mindharom
vizsgalt éleszté megtapadt a boron, de a C. albicans nagyobb mértékben fedte be a teljes
bérmodellt, mint a C. tropicalis vagy C. parapsilosis (Ullmann és Berdicevsky, 2011).
A blasztokonidiumokat elsésorban a C. albicans esetében mucinszerii anyag boritotta.
Valamennyi Candida faj mutatott biofilmképzddésre jellemz6 tulajdonsagokat (Trofa
¢és mtsai., 2008). Az emberi bdr, mint modell hasznalata a kiilonb6z6 élesztégombak
tapadasanak ex Vivo vizsgalatara magyarazatot adhat, illetve a C. albicans
dominanciajara a bOr patogenitasaban.

Eliminacié: A bér keratinocitai képesek a C. albicans elpusztitasara (Csato €s mtsai.,
1990). Ebben a folyamatban kulcsszerepet kapnak a TLR receptorok (pl. TLR2, TLR4)
illetve a KcMR receptor is (Kenderessy €s mtsai., 1996; Szolnoky és mtsai., 2001;
Pivarcsi és mtsai., 2004; Pivarcsi és mtsai., 2005). Az NF-kB magi transzlokécion at
torténd szignalizacid és nitrogén-oxid (NO) termelés szintén nagymértékben
hozz4jarulnak a patogén gomba eliminéalasahoz.

Citokinek és kemokinek termelése: Korabbi vizsgalatban leirtak, hogy a C. albicans
foszfolipomannanja megemelte az I1L-6 ¢és IL-8 citokin, illetve a kemokin mRNS

mennyiségét primer bor keratinocitdk esetében (Li és mtsai., 2008). Megallapithato,
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hogy a C. albicans nativ foszfolipomannan gyulladasos valaszt indit el, amelyet citokin
¢s kemokin (IL-6 és IL-8) termelddése, valamint a TLR2, NF-kB és p38 MAPK
jelatviteli Gtvonalak aktivéalasa jellemez. A gomba altal termelt és még pontosan
azonositasra nem keriilt szolubilis faktorok IL-6 és IL-8 szekréciot valtottak ki HaCaT
keratinocitakbol (Wollina és mtsai., 2004).

e Fagocitézis: Magyar kutatocsoportnak sikeriilt bizonyitani, hogy bar kismértékben, de
a keratinocitak is képesek a C. albicans gomba bekebelezésére és eliminalasara (Csato
¢s mtsai., 1986). Kutdn kandidiazisbol vett szovetmintdk esetében megfigyelték az

epidermisz hamsejtjeiben a C. albicans élesztosejtjeit és hifaclemeit (Scherwitz, 1981).

I11.14. Human borkeratinocitak altal szekretalt antimikrobialis fehérjék

A bor azon tulajdonsagat, hogy elpusztitja a behatolé mikroorganizmusokat, szimos
antimikrobidlis hatéanyagnak tulajdonitjak, beleértve az endogén antimikrobidlis peptideket is.
Az emberekben tobb ilyen peptidet azonositottak; ezek a kovetkezok: hisztatinok, granulizin,
laktoferrin, az alfa- és béta-defenzinek, valamint az LL-37 (katelicidin) (Lehrer és mitsai.,
1999). A protegrinek kisméretli (~2 kDa) sz€les spektrumu antimikrobiélis peptidek, amelyek
sertés neutrofilekben talalhatok, ahol katelin-tartalma prekurzorokként tarolodnak. A
granulizin, a szapozinszer( fehérjecsaladba tartozo peptid, a human citolitikus T-limfocitak és
természetes 0l0sejtek sejtjeiben taldlhatd. A laktoferrin egy 80 kDa tomegli vaskoto fehérje,
amelynek antimikrobidlis amino-terminalis doménje (laktoferricin) pepszin indukalta hasitassal
szabadul fel. Az alfa- és béta-defenzinek a jellegzetes hat cisztein-aminosavuk tavolsaga és
Osszekapcsolhatdsaga tekintetében kiilonboznek egymastol (Valore és mtsai., 1998). Ezenkiviil
a human alfa-defenzinek a neutrofilekben, valamint a vékonybél Paneth-sejtjeiben talalhatok
meg, mig a béta-defenzinek (hBD) a hamszovetek termékei (Harder és mtsai., 1997). Eddig hat
hBD-t, a hBD-1-t6]1 hBD-6-ig, azonositottak emberi szovetekben, de a hBD-5 és -6-r6l még

csak kevés ismeret all rendelkezésre.

A hBD-1 az elsé izolalt human béta-defenzin, folyamatosan expresszalodik az
epidermalis keratinocitdkban és antimikrobidlis aktivitdst mutat els6sorban Gram-negativ
baktériumokkal szemben, mint példaul az Escherichia coli és Pseudomonas aeruginosa (Fulton
és mtsai.,, 1997; Ali és mtsai.,, 2001). A hBD-1 folyamatos expresszidja az epidermisz

szuprabazalis rétegeiben arra utal, hogy hozz4jarul a bér Gram-negativ fertézésekkel szembeni
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velesziiletett rezisztencidjahoz. A hBD-1-et folyamatosan termelik a kiilonb6z6 hamszovetek,

beleértve az urogenitélis és 1égzdszervi traktusokat és a bort.

A hBD-2-t eredetileg pikkelysomoros borbél izolaltak, ami arra utal, hogy ez a defenzin
részt vehet a bor védelmében és gyulladasaban (Harder és mtsai., 1997). In vivo a hBD-2
expresszioja az epidermisz felsé Malphigian rétegében és a stratum corneumban lokalizalddik,
amely a gazdaszervezet fertdzések elleni védekezésének kezdeti fazisaban aktiv (Ali és mtsai.,
2001; Krisanaprakornkit és mtsai., 2000; Oren és mtsai., 2003). hBD-2-t mutattak ki a stimulalt
keratinocitak lamellaris testeiben, a ham spindlis rétegében, valamint az intercellularis térben

is, ami arra utal, hogy a bér lipid "permeabilitasi” gatja antimikrobidlis anyagokat tartalmaz.

A hBD-3-at keratinocitakbol klonoztak, ami széles spektrumi antimikrobialis aktivitast
mutat Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumokkal szemben, beleértve a multirezisztens
baktériumokat is. A keratinocitakban val6 expresszidjat PAMP-ok és gyulladasos mediatorok,
mint a TNF-a, IL-1pB, IFN-y és a differencialodas allapota indukalja (Harder és mtsai., 2001 és
2004).

A hBD-4-et a human genom adatbazisok analizisével fedezték fel (Garcia és mtsai.,
2001). A hBD-2 ¢és hBD-3-hoz hasonldan a hBD-4 termelése gyulladasos ingerek, PAMP-0k
¢és differencialodas hatasara indukalhaté a keratinocitdkban (Harder és mtsai., 2004). A
szintetikus hBD-4 antimikrobidlis aktivitdst mutat mikromolaris koncentracidban a P.
aeruginosa és Staphylococcus carnosus ellen, ami arra utal, hogy ez a peptid szerepet jatszik a

velesziiletett epidermalis védelmi rendszerben a bakterialis fertzések ellen.

Az LL-37 (CAP18) katelicidin-szarmazék peptid, az egyetlen human antimikrobialis
peptid, amelyet a katelicidin géncsalddban azonositottak, neutrofilekben termelddik és
gyulladésos borbetegségek soran a keratinocitdkban is indukalédik (Frohm és mtsai., 1997;
Larrick és mtsai., 1995). In vivo az LL-37 védelmet nyujt az A-csoportti Streptococcus okozta
nekrotikus borfertdzéssel szemben, ami arra utal, hogy az LL-37 a bér védelmének egyik
kulcskomponense (Nizet és mtsai., 2001). Tovabbi eldnye mas antimikrobidlis peptidekkel,
példaul béta-defenzinekkel valo szinergikus hatasbdl szarmazik (Carretero és mtsai., 2004). A
katelicidinek a bor velesziiletett immunitasanak fontos elemét képviselik, mivel antimikrobialis
aktivitast mutatnak nemcsak az A-csoporta Streptococcusokkal szemben, hanem a Gram-

pozitiv és Gram-negativ baktériumok széles skaldjaval szemben is (Murakami és mtsai., 2002).
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9. abra. Az LL-37 és a human p-defenzinek (hBD-k) gyulladaskelt6 tulajdonsagaiban szerepet
jatszo ismert mechanizmusok sematikus dbrazoldsa. Az AMP-k kozvetlen proinflammatorikus
hatast fejtenek ki a C-C kemokin receptor 6 (CCR6) vagy G-fehérje kapcsolt receptor (GPCR)
receptorhoz valo kotddés utdn szamos jelatviteli Gtvonal aktivalasan keresztiil, amelyekben a
p38 mitogén-aktivalt protein kinazok (MAPK); az extracellularis jel szabalyozott kindzok
(ERK); a c-Jun N-terminalis kinazok (JNK); a nuklearis faktor-kappa B (NF-kB), interferon
szabalyozo faktor 3 és 7 valamint aktivator fehérje 1 (AP1); foszfolipaz C (PLC)/fehérje kindz
C (PKC) vesz részt, amelyek citokinek és kemokinek termeléséhez vezetnek. Az AMP-k végiil
modulalhatjak a kérokozoval tarsitott molekularis mintdkat (PAMP) vagy a gyulladasos valaszt
(Chessa ¢és mtsai., 2020).

Bar a hBD-1, -2, -3 és -4, valamint az LL-37 szamos hamszovetben, koztiik a bérben is
kifejezddik, a hamsejtekben, példaul a keratinocitakban kifejtett aktivitasuk nem jol ismert.
Mivel a hBD-1, -2, -3 -4 és az LL-37-et a keratinocitak termelik és részt vesznek olyan
borbetegségekben, mint a pikkelysomor és a kronikus atopids dermatitisz, valamint mivel az

IL-18, amely szamos sejt, koztiik a keratinocitak terméke, dontd szerepet jatszik a fent emlitett
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borbetegségekben, feltételezhetd, hogy a hBD-k és az LL-37 aktivalhatjdk a human
keratinocitakat az IL-18 szekrécion keresztiil (Niyonsaba és mtsai., 2005). Tekintettel a MAPK
kulcsszerepére a citokinek ¢és/vagy kemokinek termelésében (9. abra), Niyonsaba ¢és
munkatarsai (2005) megvizsgaltadk a MAPK-gatlok hatasat az IL-18 szekréciora és feltartak a
p38, ERK1/2 és JNK aktivalodasat a hBD-1, -2, -3 -4 és az LL-37 altal. Eredményeik arra
utalnak, hogy az antimikrobialis és kemotaktikus hatasuk mellett a hBD-k és az LL-37
hamsejtekbol szarmazé antimikrobialis peptidek hozzajarulhatnak a velesziiletett vagy adaptiv

immunitashoz is a keratinocitak aktivalasan ¢és az IL-18 proinflammatorikus citokin

crer
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IV. Célkituzések

A bor kandidas megbetegedéseit leggyakrabban a C. albicans okozza, azonban ez a faj

csak ritkan izolalhato egészséges human boérfeliletekrdl. A C. parapsilosis az egészséges

human borfeliileteken gyakran megtaldlhatd kommenzalista és csak ritkdn okoz koros

tiineteket. Kevés ismeretanyag all rendelkezésre azzal kapcsolatban, hogy a human bor

keratinocitak eltéré médon reagdlnak-e patogén és kommenzalista jellegii gombas fertdzésekre.

Ezen informéciok fényében ebben a projektben célul tiztik ki, hogy human bor

keratinocita sejtvonalakon (HaCaT, HPV-KER sejtvonal), C. parapsilosis valamint C. albicans

fajokkal torténd fertézést kovetden vizsgaljuk a keratinocita sejtek €s gombdk kozott

végbemend interakcidkat. Munkéank soran a kovetkezo célokat fogalmaztuk meg:

1.

Meghatarozni, hogy a C. parapsilosis és C. albicans fajok milyen mértékben karositjak
a human bdr keratinocitakat egyszerl fert6zés és felkészitett fertdzés soran.
Megvizsgélni a humén bor keratinocitdk citokin és kemokin szekrécios profiljat a C.
parapsilosisszal ¢s C. albicansszal torténd egyszeri és felkészitett fertdzést kovetden.
Felderiteni, hogy a C. parapsilosis és C. albicans fajok képesek-e, és ha igen milyen
mértékben asszocialnak (kapcsolddnak) a keratinocita sejtekhez egyszerti és felkészitett
fertdz¢€s utan.

Meghatarozni, hogy a humén bor keratinocitdk képesek-e internalizalni (fagocitalni) a
C. parapsilosis ¢és C. albicans gombafajokat egyszerii és felkészitett fertdzés esetén.
Vizsgélni a keratinocita sejtek antimikrobialis peptid (AMP) termelésének képességét
¢s felderiteni RNS szekvenalassal a keratinocita-gomba interakcio soran bekovetkezd
génexpresszios ¢s biologiai folyamatbeli valtozasokat.

Felderiteni a keratinocita sejtek metabolomjaban torténd véltozasokat egyszeri és

felkészitett Candida fert6zést kovetden.
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V. Anyagok és modszerek

V.1. Taptalajok, tapoldatok, pufferek és egyéb reagensek

Kisérleteinkhez az alabbi tapoldatokat, taptalajokat, reagenseket €s egyéb oldatokat
hasznaltuk fel:

— Alexa Fluor® 488 szukcinimidil észter: Invitrogen (katalogusszam: A20000) 1 mg/ml

koncentracioju torzsoldata DMSO-ban.
— Dimetil-szulfoxid (DMSO): a Sigma-Aldrich D2650 katalogusszamu terméke.
— DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tapoldat: a Lonza, BE12-604F

katalogusszamu terméke.

— Kiegészitett DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tdpoldat: gyari DMEM

tapoldat (Lonza, katalogusszam: BE12-604F) kiegészitve 100 1.U./ml penicillinnel és
100 pg/ml sztreptomicinnel (Lonza, katalogusszdm: DE17-602E), 10% (hdinaktivalt)
FBS-sel (Euroclone, katalégusszam: ECS0180L) és 2 mM L-glutaminnal (Sigma-
Aldrich, katalogusszam: G7513).

— Kiegészitett K-SFM (keratinocyte-serum free medium) tapoldat: a Gibco (Life

Technologies) 10724-011 katalogusszamu terméke kiegészitve 0,5 pg/100 ml
epidermalis novekedési faktorral (epidermal growth factor, Gibco, kataldogusszam:
10450-013) és 5 mg/100 ml marha agyalapi mirigy kivonattal (bovine pituitary extract,
Gibco, katalogusszam: 13028-014), 100 LU./ml penicillinnel ¢és 100 pg/ml
sztreptomicinnel (Lonza, katalégusszam: DE17-602E).

— Foszfat pufferolt sdoldat (phosphate buffered saline, PBS): 137 mM NaCl, 2,7 mM KClI,
10 mM NazHPO4, 2 mM KH2PO;4 vizben feloldva (pH 7,4).

— Borju magzat szérum (fetal bovine serum, FBS): a Euroclone terméke (katalogusszam:
ECSO0180L). 56 °C-on 30 percig hdinaktivalva.

— EBS-PBS: PBS kiegészitve 10 V/V% FBS-el.

— Triton X-PBS: 0,3 V/V% Triton X-100 PBS-ben.

— Hank-féle pufferelt séoldat (Hanks’ balanced salt solution, HBSS) puffer: a Lonza
terméke (katalogusszam: BE10-527F).

— YPD (yeast extract-peptone-dextrose) tapoldat/tiptalaj: 0,5 m/V% élesztékivonat, 1

m/V% pepton, 1 m/V% gliikoz tartalmu tapoldat 100 1.U./ml penicillinnel és 100 pg/ml
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sztreptomicinnel (Lonza, kataldgusszam: DE17-602E) kiegészitve. Taptalaj esetén 2
m/V% agarral kiegészitve.

— TrypLE™ Express Enzyme oldat: a Gibco (Life Technologies) 12604-013

katalogusszamu terméke.

crer

torzsoldata DMSO-ban.
— Kirioprotektiv médium: a Lonza cég 12-132A kataldgusszamu terméke.
— NaxCOgz oldat: 1 M NaxCOg3 vizben oldva, pH 10.
— Tripan kék oldat: 0,4 m/V% tripankék festék PBS pufferben.
— HPLC-SG viz: a Merck cég 34877-M katalogusszamu terméke.
— MSTFA (N-Methyl-N-(trimethylsilyDtrifluoroacetamide): a Merck cég 24589-78-4

katalogusszamu terméke.

V.2. Candida torzsek

Kisérleteinkben az SC5314 és a WO-1 jelolésti klinikai C. albicans izolatumokat
hasznaltuk  steril  koriilmények — kozott (2. tablazat). Genomjuk  ismert
(http://www.candidagenome.org/Strains.shtml#albicans). A C. parapsilosis esetében a GA1 és
CLIB214 klinikai izolatumokat vontuk be a vizsgalatainkba. Genomszekvenciajuk szintén

ismert (http://www.candidagenome.org/Strains.shtml#parapsilosis).
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2. tablazat. A kutatasban felhasznalt Candida torzsek.

Torzs SZI,VIC Genotipus Szdrmazisi Eredet Hivatkozas
kéd hely
Szisztémas
SC5314 SZMC a4 New York kandidiazisban | Gillum és
C. albicans 1523 vad tipus varos, USA szenvedd mtsai., 1984
paciens
GFP- SZMC RPSl(/:RIPSL Létrehozas C. albicans J?:]eLTniQD
Caibicans | 25771 | PLOBTDHG: | e e | oust tors | Nemeth
) GFP::SAT1 Tibor altal
WO-1 SZMC 44 Iowa varos, Humén vér és | Slutsky és
C.albicans | 28773 | YA9HPW USA tiidé mtsai., 1987
Gél SZMC | ious Hamburg, Humin ve | Ghcser és
L 8110 Németorszag mtsai., 2005
parapsilosis
CLIB214 .
C._ _ S]-ZSI\éIOC vad tipus Puerto Rico | Human széklet Bﬁagffyzg(s)s
parapsilosis
CpNEUTSL/
GFP- CPNEUTSL: Létrehozas C. parapsilosis Jelen PhD
CLIB214 SZMC PEX helye: Szeged CL|8214 vad munka,
C. 28772 PR- M ) . HpUsh 6 Németh
parapsilosis PCaTDH3- agyarorszag fpusu torzs Tibor altal
GFP::SAT1

SZMC: Szegedi Mikrobiologiai Torzsgytijtemény (http://szmc.hu/welcome/).

Tovabba felhasznaltuk a C. albicans SC5314 toérzs vad tipusanak (SZMC 1523)
nourseothricin (NTC) rezisztens valtozatat, melynek létrehozdsat Németh Tibor Mihaly

kolléegam végezte el.

A Candida torzseket YPD taptalajon tartottuk fenn 4 °C-on és havonta frissitettiik dket.
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V.3. Alkalmazott keratinocita sejtvonalak

Kisérleteink soran az MTA-SZTE Dermatologiai Kutatocsoport altal rendelkezésiinkre

bocsatott HPV-KER ¢és HaCaT human keratinocita sejtvonalat hasznaltuk.

A spontan immortalizalodott HaCaT sejtvonal 1988 ota széles korben alkalmazott
keratinocita modell, amely tobb szempontbo6l a primer keratinocitakhoz kozeli fenotipust mutat
(Boukamp és mtsai., 1988; Deyrieux és Wilson 2007). Azonban Lewis és mtsai. (2006) a primer

sejtekhez képest konstitutiv NF-xB aktivaciot mutatott ki ezen sejtvonalban.

A HPV-KER sejtvonalat Szegeden hoztdk létre a HPV (Humén Papilloma Virus) E6/16
onkogénjével torténd immortalizalas révén (Tax ¢és mtsai.,, 2016), foleg hazai kutatok

alkalmaztak gyulladas és akné folyamatainak tanulmanyozasa kapcsan.

A sejteket hosszii tdvon krioprotektiv médiumban taroltuk, folyékony nitrogénbe
helyezett fioldkban. A HPV-KER sejteket kiegészitett K-SFM médiumban, a HaCaT
keratinocitakat kiegészitett DMEM médiumban tartottuk fenn 75 ml-es sejttenyésztd
flaskdkban 37 °C-on, 5% CO; tartalmu atmoszféraban. A sejtekrdl kétnaponta eltavolitottuk a
médiumot és 12 ml frisset mértiink rdjuk. Amennyiben a keratinocitdk konfluens réteggé nottek,
a kovetkez6 modon passzaltuk Oket: eltavolitottuk réluk a médiumot, majd 5 ml PBS-sel
mostuk 6ket, és 2 ml TrypLE™ Express Enzyme oldatot mértiink rajuk. Ot-tiz perc inkubacio
utan a kapcsolodo sejtek levaltak a flaskak aljarol. A sejteket tovabbi 4 ml FBS-PBS oldatban
szuszpendaltuk (inaktivdlva a TrypLE™ Express Enzyme oldatot), majd ebbdl 1 ml-t
centrifugalassal iilepitettiink (200 G, 10 perc, 1-es gyorsulasi ¢és lassuldsi fokozat, Heraeus
Multifuge 3 S-R centrifuga). A feliiliszo eltavolitdsa utan a sejteknek megfelelé friss

tapoldatban (12 ml) szuszpendaltuk fel 6ket, majd a szuszpenziot ij 75 ml-es flaskakba mértiik.

A fertdzéses kisérletek eldtt két nappal a keratinocitakat az el6z6 bekezdésben leirtak
szerint szuszpenzioba vittlik, centrifugaltuk, majd 2 ml megfeleld tapoldatban szuszpendaltuk
Oket. Ezen szuszpenzio 50 pl-jét 50 ul tripan kék oldathoz kevertiik, majd Biirker-kamra
kizartuk a szamolasbol). Ezt kovetéen a keratinocitakat 1,5%10° sejtszammal mértiik be a 24
mintahelyl sejttenyésztd edények egy-egy tenyésztdlyukaba 500 ul végtérfogatban. A sejteken
a kovetkezd napon tapoldatot cseréltiink. Masnap a konfluens sejtek készen élltak a fertézéses

kisérletekre.
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V.4. A sejtek fert6zésének folyamata

A kisérletek el6tt 2 nappal 2 ml YPD tapoldatba oltottuk a Candida torzseket, majd 30
°C-on razattuk oket. Az igy nyert szuszpenziobdl a kdovetkezd napon 200 pl-t tjabb 2 ml YPD
tapoldatba mértiink. A kisérletek napjadn a gombaszuszpenzidkat centrifugaltuk (3000 RPM, 9-
es gyorsulasi és lassulési fokozat, 5 perc, Heracus Multifuge 3 S-R centrifuga), majd a feliiliszo
eltavolitasa utan PBS-ben szuszpendaltuk az élesztOsejteket. Ezt a mosasi 1€pést még kétszer
megismételtiik. Biirker-kamra segitségével meghataroztuk a szuszpenziok sejtkoncentraciojat,
majd azt a keratinocita sejtvonalnak megfeleld tapoldattal allitottuk a kivant értékre. Ezt az
értéket minden kisérletben az in. MOI (multiplicity of infection, fert6zési arany) hatarozta meg,
mely azt adja meg, hogy a fert6zés soran hany élesztdsejt jut egy keratinocitara. (Példaul
MOI=5:1 esetén 5 gombasejt jut egy keratinocitara.) Végil 500 pl végtérfogatban 24
mintahelyli sejttenyészté edényekben megfertéztik a hamsejtkultarakat. Minden alkalommal

fertdzetlen kontrollt is alkalmaztunk, amely esetben a hamsejteken csak tapoldatot cseréltiink.

A felkészitett immunvélaszra irdnyuld vizsgélataink sordn a keratinocita sejteket a
megfeleld fertézési dozisban megfertéztik a C. parapsilosis torzsek egyikével. 24 ora
inkubéciot kovetden a gombasejteket 1x-es higitasi PBS oldattal haromszor mostuk. A
mosasok kozott plate feltéttel rendelkezd razaton alacsony rézatasi fokozaton mozgattuk at a
feliiluszot a hatékony lemosas érdekében. Ezt kovetden C. albicans adott torzsével megfeleld
fert6zési dozisban fertéztiik meg az immar C. parapsilosis adott torzsével eldinkubalt sejteket.
Ezutan a kisérletnek megfeleld inkubacios 1dot kovetden vizsgéltuk a sejteket a kérdéses
vizsgalatra a felkészitett immunvalasz elemzésére (pl. kdrosodas, fagocitalo képesség, stb.). Az
alkalmazott térfogat (ul) a hasznalt plate egy mintahelyére vonatkozé atmérd fliggvényében
keriilt meghatarozasra (pl. 24 mintahelyti plate esetén 500 pl volt a mosasnal és a fertézésnél

hasznalt PBS/tapoldat).

V.5. A sejtkarosodas vizsgalata laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitas méreéssel

Az Candidaval torténd fertézést kovetden elhalt keratinocitdkbol felszabaduld laktat-
dehidrogendz enzim relativ mennyiségét az LDH Cytotoxicity Detection Kit (Roche,
katalogusszam: 11644793001) felhasznalasaval hataroztuk meg a keratinocita-Candida
kokultardk sejtmentesre centrifugalt (3000 RPM, 5 perc, Heraeus Pico 17 mikrocentrifuga)
feliiluszoibol. A tizszeresen higitott feliiliszokat 96 lyukt lemezek mintahelyeibe osztottuk szét

(90 ul PBS + 10 pl feliiltszo), és a gyartod utasitasainak megfeleléen 100 pl reakcioelegyet
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adtunk a mintadkhoz. Negativ kontrollként megfeleld steril tdpoldatot, pozitiv kontrollként (ez
100% LDH felszabadulast jelent) 1% Triton X-100-zal lizalt sejtek feliiliszdjat hasznaltuk. A
lemezeket szobahOmérsékleten, fénytdl védve 20 percig inkubaltuk, majd a SPECTROstar
Nano Microplate Reader késziilékkel (BMG Labtech) mértiik a mintak 492 nm hulldmhosszon

mutatott abszorbanciajat (optikai denzitasat, OD-jét).

Az LDH aktivitas relativ mértékét x mintaban ezen képlet segitségével adtuk meg

szazalékos értékben:

(ODx — ODnegativ kontroll) / (ODpozitiv kontroll — ODnegativ kontroll) x 100.

V.6. Gomba RNS izolalas

Az inkubéacios id6 letelte utan a gombasejtek RNS kivonasa RNeasy® Plus Mini Kit
altal (Qiagen, katalogusszam: 74134 és 74136) tortént. A sejteket sejtkaparoval felkapartuk és
15 ml-es Falkon-cs6be pipettaztuk at, centrifugalast kovetéen (5.000 RPM, 5 perc) a feliiltiszot
leszivtuk és 500 ul RNaz-mentes desztillalt vizben szuszpendaltuk fel. 29G tiivel 5 alkalommal
atszuszpendaltuk a mintdkat, majd centrifugaltuk (12.000 RPM, 3 perc, Heraeus Pico 17
mikrocentrifuga). A feliilisz6 leszivasat kovetden a pelletet folyékony nitrogén és melegviz
felvaltva alkalmazott, 3 alkalommal torténd belemeritése utan 650 ul RLT plusz (+1 % Béta-
merkapto-etanol) pufferben vettiik fel, atmértiikk {iveggyongyre és maximalis fokozaton
vortexeltiik 10 percen at. Az {liveggyongyok lelilepedését kovetéen 370 ul feliiluszot
atpipettaztunk iires mikrocentrifuga csébe. Centrifugalast kdvetden (13.000 RPM, 2 perc,
Heraeus Pico 17 mikrocentrifuga) a feliiluszot gDNS eliminald oszlopra transzferaltuk és
centrifugélds utan (13.000 RPM, 15 masodperc, Heraeus Pico 17 mikrocentrifuga) a feliiliszot
350 pl 70%-os etanolba mértiik majd 2-3 alkalommal szuszpendaltuk és RNeasy Spin oszlopra
vittiik at a teljes mennyiséget. Centrifugalasokkal (13.000 RPM, 15 mésodperc, Heraeus Pico
17 mikrocentrifuga) 350 ul RW1 puffer mosas és két alkalommal 500 pul RPE puffer mosast
kovetden a megkotott RNS mennyiségét 40 ul RNaz-mentes desztillalt vizzel eluéltuk 3 percen
at és centrifugaltuk (13.000 RPM, 15 masodperc, Heraeus Pico 17 mikrocentrifuga). Az elualt
RNS mennyiségére és mindségére vonatkozé adatokat a teljes mennyiség 1 pl-ét felhasznalva
Nanodrop (Bioanalyzer) spektrofotométer segitségével hatdroztuk meg. A mintékat tovabbi

felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.
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V.7. Citokintermelés mérése enzimkotott immunoszorbens (ELISA) modszerrel

Candida fajokkal torténd fert6zést kovetéen 24 oraval Eppendorf-csdovekbe gyiijtottik
a sejtkultarak feliiluszoit, majd ezeket centrifugaltuk (3000 RPM, 5 perc, Heraeus Pico 17
mikrocentrifuga). Az igy nyert feliiluszokat -80 °C-on taroltuk klasszikus ELISA mddszerrel
torténd mérésiikig. A mérés soran targetalt citokinek illetve kemokinek a TNF-a, IL-18, IL-6,
IL-8, IL-10, CCL5, IL-36g, IL-12 p40, IL-12 p70 ¢és IL-17a voltak. Az emlitett
hataroztuk meg. Ehhez az aldbbi ELISA kiteket alkalmaztuk a gyartok utasitasait kovetve:
Human IL-10 Uncoated ELISA (Invitrogen, katalogusszam: 88-7106), DuoSet ELISA Human
IL-8 (R&D Systems, katalogusszam: DY208-05), DuoSet ELISA Human IL-6 (R&D Systems,
katalogusszam: DY?206-05), Duoset ELISA Human IL-12/1L-23 p40 (R&D systems,
katalogusszam: DY1240-05), Duoset ELISA Human IL-36¢/IL-1F9 (R&D systems,
katalogusszam: DY2320-05), DuoSet ELISA Human TNFa (R&D Systems, katalogusszam:
DY210-05), DuoSet ELISA Human IL-1p (R&D Systems, katalogusszam: DY201-05) és
DuoSet ELISA Human CCLS (R&D Systems, kataldgusszam: DY278-05). A mddszert NUNC
MaxiSorp 96 lyuka ELISA lemezekben kiviteleztiik, és a 450 nm-en mutatott abszorbanciat
SPECTROstar Nano Microplate Reader késziilékkel (BMG Labtech) hataroztuk meg. A nyers
adatok elemzését a MARS Data Analysis szoftverrel végeztiik. Négy analit mérésére (IL-6, IL-

8, IL-12 p70 és IL-17a) Luminex vizsgalat segitségével is sor keriilt kollaborans partneriinknél.

V.8. Keratinocita sejtek és Candida gombak kozotti adhézio

Ebben a kisérletben a szakirodalomnak megfeleléen (Sheth és mtsai., 2011) az adhézi6
fogalom azt jelenti, hogy a gombasejt a keratinocita sejtek felszinéhez tapad
(adhézid=sejtfelszinhez tapadas). Ehhez a C. parapsilosis GA1 és CLIB214, valamint a C.
albicans SC5314 és WO-1 torzseket az ismert modon folyékony YPD tapoldatban
felszaporitottuk, PBS-el mostuk, végiil Biirker-kamra segitségével meghataroztuk a
sejtkoncentracidt. Ezt kovetden MOI=1:1 aranyban megfertéztiik a keratinocitdkat 24 lyukua
sejtteny€sztd edényben, illetve fertézetlen kontrollt is hasznaltunk, mely esetben a hamsejteken
csak tapoldatot cseréltiink. 1 o6ra ko-inkubaciot kovetéen a kulturakrol eltavolitottuk a
feliiliszokat (500 pl), és kétszer mostuk a sejteket PBS-sel (300 pl + 200 pl mennyiségben). A
keratinocitakat mintahelyenként 300 pl 1%-0s TritonX-100 oldattal kezeltiik 10 percig, majd
felkaparasukat kovetden 500 ul FBS-PBS és 200 pl PBS hozzdadasa utan felmostuk éket és 1,5
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ml-es Eppendorf-csovekbe mértiik at. Ezeket 5 alkalommal 29G méreti tiivel atszuszpendaltuk
az asszocidtumok szétesése, valamint a megmaradt intakt sejtek dezintegralasa érdekében. Az
igy nyert szuszpenziot a megfeleld6 mértékben higitottuk és YPD csészékre szélesztettiik CFU
meghatarozasra. 2 napon at térténé 30 °C-os inkubaciot kovetéen CFU szamolassal hataroztuk
meg az adhézio mértékét a feliiliszokat tartalmazo, valamint a felkapart sejtek szuszpenzidjat

felhasznalva. A kovetkezd képletet alkalmaztuk az adhézié hatékonysaganak kiszamitasara:

Adheralt gombasejtekbdl szarmazo CFU / Adheralt és nem adheralt gombasejtekbdl szarmazo

CFU * 100 (%).

V.9. A Candida sejtek fagocitozisa a keratinocitak altal

A fagocitozis egyértelmli megallapitasdhoz a keratinocitdkat pHrodo™ Red
fluoreszcens festékkel megjelolt Candidakkal fertdztiik. Ez a festék megfeleld fényintenzitasi
beallitas mellett a sejteken kiviili kémhatason (ez a detektalas soran alkalmazott PBS pufferben
pH=7,4) nem fluoreszkal, azonban a sejten beliili savas kémhatéasu fagolizoszomaba keriilve
igen (lasd: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/P36600). Az ¢lesztoket a
korébbiakban leirtaknak megfeleléen YPD tapoldatban felszaporitottuk, kétszer mostuk HBSS
pufferrel, majd 500 ul HBSS-ben szuszpendaltuk. Ezen szuszpenzio 200 pl-éhez Eppendorf
csOben 22 ul NaCOs oldatot (1 M), majd 10 pl pHrodo™ Red (1 mM) toérzsoldatot kevertiink,
melyet alapos razatas és egy Oras szobahdmérsékleten torténd inkubacio kovetett fénytdl
elzarva. Ezen folyamatot 1 ml PBS-sel torténd mosasi 1épés kovette harom alkalommal (3000
RPM, 5 perc, Heraeus Pico 17 mikrocentrifuga). Végiil a gombasejteket 200 ul PBS-ben
szuszpendaltuk fel és Biirker-kamra segitségével hatdroztuk meg a sejtkoncentraciot. Ezt
kovetéen MOI=5:1 aranyban fert6ztiik a keratinocitakat. A fertézési idotartam C. parapsilosis
esetén 3 ora, C. albicans esetén 1 ora volt. A koinkubacios id6 lejarta utan a feliiliszokat
eltavolitottuk és a sejteket két alkalommal mostuk PBS-sel 500 pl mennyiségben. A sejteket
300 pl TrypLE™ Express Enzyme oldatal kezeltiik a sejtek felmosésa céljabol 10 percen at
majd 400 pl FBS-PBS segitségével hatastalanitottuk. Az igy nyert szuszpenziét 1,5 ml-es
Eppendorf-csovekbe mértiik at és centrifugaltuk 6ket (1000 RPM, 10 perc, Heraeus Pico 17
mikrocentrifuga). Az igy nyert feliiliszok leszivasat kovetden 100 pl PBS-ben torténd
szuszpendalast kovetden a sejtek készen alltak a mérésre. A FlowSight® Imaging Flow
Cytometer képalkotd aramlasi citométerrel mikroszkopos fényképeket készitettiink fehér fény

¢és 488 nm hullamhosszu 1ézer megvilagitasa mellett. A késziilék negyedik csatornajan (Ch04)
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detektaltuk a festett élesztdsejtekbdl szarmazo emissziot. A képeket az IDEAS® 6.2 szoftverrel
jelenitettiik meg. Ennek soran a fertdzetlen kontroll sejtek harmadik csatorndn észlelt
autofluoreszcenciajanak tartomanyat tekintettiik negativnak, mig az ett6l magasabb értékeket
mutatd hamsejteket vettiik fagocitozis-pozitiv sejteknek. A képalkotd aramlési citométer
minden egyes sejtrél vildgos latoteres és fluoreszcens mikroszkopos képeket is készit,
melyeken latni, hogy a fagocitozis-pozitiv keratinocitdk valoban fagocitaltak-e a pHrodo™ Red

festddést mutaté gombasejteket.

V.10. Béorhamsejtek metabolomikai elemzése

A keratinocitakrol a Candida torzsekkel (C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzsek
esetén MOI=1:1, C. albicans SC5314 és WO-1 torzseknél MOI=1:200 fert6zési dozisban)
torténd fertdzEs utan 24 draval a tapoldatot eltavolitottuk. A sejteket egyszer mostuk 1 ml, 37
°C-ra elémelegitett, 0,9% NaCl-ot tartalmazé fiziologias sooldattal. Ezutan a sejteket kétszer
mostuk 1 ml 37 °C-ra elémelegitett HPLC-SGG vizzel és 500 pl -20 °C-ra eléhitott HPLC-
SGG vizzel, majd jégen taroltuk. 15 perces jégen torténd inkubalas utan a feliiluszot leszivtuk
és 10 percig centrifugaltuk 12.000 fordulat/perc fordulatszamon 4 °C-on. Végiil ezen feliiluszot
specialis GC-MS-kompatibilis tivegekben taroltuk -80 °C-on. Az iivegek 100 ul standardot
(Ribitol 50 pg/ml) is tartalmaztak.

A mintdk derivatizaciojara 50 pl térfogatot hasznaltunk. Az elegyeket 50 pl oxim
oldattal inkubaltuk 90 percig 30 °C-on, majd 50 ul MSTFA-t adtunk hozza és az inkubaciot 30
percig 40 °C-on folytattuk. A kontroll keverékekhez 5 pl-t pipettaztunk iivegfiolakba és

nitrogéngazzal szarazra evaporaltuk, majd a mintdkhoz hasonlé modon derivatizaltuk.
A GC-MS-QP2010 paraméterei:

o GC paraméterek:
= Injektalas: splitless
=  Mintavételi id6: 1 perc
» Injektor hdmérseklete: 280 °C
= Fitési program: 100 °C (4 perc) — 4 °C/perc — 320 °C (8 perc)
*  Vivdgaz: hélium
»  Vivlgaz-szabalyozas: allando linearis sebesség (39,0 cm/s)

= Szeptumoblités: 5 ml/perc
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o MS paraméterek:

Hatarfeliileti hdmérséklet: 280 °C
Ionforras hdmérséklete: 200 °C
Ionizécios fesziiltség: 70 eV
Meérési mod: SCAN
Tomegtartomany: 45-600 m/z
Id6intervallum: 0,3 s

EI detektorfesziiltség: automatikus beallitas -0,1 KV (relativ érték)

o Kapillaris oszlop: DB-5 (hossza: 30 m, belsé atméro: 0,25 mm, filmvastagsag: 1,00

pm)

Az elemzést kovetden a GC-MS Browser az egyes metabolitok cstcsainak kézi

beallitasat és korrekcidjat biztositotta. A GC-MS Real Time Analysis szoftverben beallithatok

az injektalas paraméterei és kiirhatdo az adatfajl. A GC-MS Postrun Analysis szoftver az

injektéalas utani eredmények ellendrzésére szolgal. A kapott értékeket a metabolitok nevével és

a kezelés nevével egyiitt .csv fajlként mentettiik el a Microsoft Excelben a MetaboAnalyst

feliiletén torténd statisztikai elemzéshez.

V.11. Diagramok szerkesztése és statisztikai kiértékelés

A diagramokat a GraphPad Prism 9 szoftverrel szerkesztettik. Ugyanezzel a

programmal végeztiik el a statisztikai elemzéseket. A statisztikai értékelések soran parositatlan

t-probat alkalmaztunk. A statisztikai adatok €s tesztek megtalalhatoak az abra alairasokban.
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VI. Eredmények és értékelésiik

VI.1. Keratinocitak karosodasanak mértéke Candida fertozést kovetoen

A C. albicans ritkan fordul el6 az emberi béron, de komoly veszélyt jelenthet, kiilondsen
az immunszuppresszalt egyének szamara, valamint a kandidds borbetegségek jelentds
hanyadaért is felelos (Dismukes és mtsai., 2003). Ezzel szemben a C. parapsilosis a normal
human bdrflora gyakori kommenzalistajaként talalhaté meg a borfeliileteken (Trofa és mtsai.,
2008; Byrd és mtsai., 2018) és kisebb mértékben felelds sulyosabb borbetegségek
kialakitasaért. A vizsgalat soran 6sszehasonlitottuk, hogy ezen két gombafaj milyen mértékben
okoz karosodast human keratinocita sejtvonalakon. Ennélfogva C. parapsilosis GA1l és
CLIB214, illetve C. albicans SC5314 és WO-1 torzsekkel fertoztiink human HaCaT és HPV-
KER keratinocitékat és a kokulturak feliilisz6jabol a kérosodas hatésara felszabadulo laktat-
dehidrogenaz enzim aktivitasat mértiik le. A C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzsek esetén a
24 o6ras fert6zés hatasara bekovetkezd karosodas mértéke a kontroll, fertézetlen sejtek esetén
mért karosodas mértékével volt 6sszemérhetdé mindkét alkalmazott sejtvonal esetében (10.
abra). A C. parapsilosis torzsek nem képesek valodi hifa képzésére, illetve kandidalizin
termelés sem figyelhetd meg esetiikben, ami korreldl a kapott alacsony mértékii kdrosodas
adataival. Ezzel szemben a C. albicans SC5314 ¢és WO-1 torzsek esetében a sejtek
karosodasanak mértéke szignifikans mértékben magasabb volt, legféképp a magasabb MOI

értekii fertdzési dozisok esetében, és kimondottan a HPV-KER sejtvonalnal.
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10. abra. C. albicans és C. parapsilosis altal okozott sejtkarosodas (A) HaCaT és (B) HPV-
KER keratinocitakban. A sejtkarosodas mértékét 24 oraval a borhamsejtek Candida fert6zése
utan a feliiluszoban mért LDH aktivitas alapjan hataroztuk meg. Az LDH aktivitast a pozitiv
kontrollhoz (100%-o0s sejtlizis) viszonyitott LDH aktivitas %-aban (atlag + standard hiba)
abrazoltuk. Az x-tengelyen 1évé szamok MOI aranyokat (Candida sejt:keratinocita arany)
jelentenek. C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzsek (vilagoskék és sotétkék), C. albicans
SC5314 és WO-1 torzsek (piros és rozsdabarna). * p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001

(parositatlan t-proba), 0sszehasonlitva a nem fert6zott kontroll sejtekkel, n=6.
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Ezen eredményekbdl korvonalazodik, hogy a C. albicans WO-1 torzs bar valodi
hifaképzésre képes, a kandidalizin termeld képessége nem szignifikdns a virulensebbnek
mutatkozé C. albicans SC5314-es torzshoz viszonyitva. A HPV-KER sejtek szignifikansan
érzékenyebbek a C. albicans SC5314 torzzsel szembeni fert6zésre. Mindkét sejtvonalnal jol
megfigyelheté a C. albicans SC5314 torzzsel vald fertézésre a dozisfiiggd modon torténd

sejthalalozas mértéke.

Megvizsgaltuk, hogy HaCaT és HPV-KER sejtek esetén hogyan valtozik a C. albicans
torzsek sejtkarositd hatasa 12 oraval a fert6zést kovetden. A HaCaT sejtek esetén alacsonyabb
mértékli karosodas volt megfigyelhetd, de a dozisfiiggés tovabbra is fenn allt. A HPV-KER
sejtek esetében szintén megfigyelhetd a dozisfiiggd karosodas, azonban a sejthaldlozas mértéke

csokkent a 24 oras fertézésnél mért értékekhez képest (11. abra).

47



>

HaCaT

Bl C. albicans SC5314

100+ )
= Bl C. albicans WO-1
%  80-
S
2 60+
4
[4+}
I -
= 40
- %k
» 20+ *
(1]
EJiijumiij

0_
l'»

N N O ") N QO \)
& ° 0\\ N 0\\ W \'\.‘}

C. a. SC5314 C. a. WO-1
B HPV-KER
100 Bl C. albicans SC5314

= *ox Bl C. albicans WO-1
» 801
©
2 60+
4 dek
©
I - *k
5 40
-
><. 20' EX] *
3+
=

0-

SRS PSS NS P
F T TS
Ay A\ ~ © S &

L JL ]

C. a. SC5314 C. a. WO-1

11. abra. C. albicans altal okozott sejtkarosodas (A) HaCaT ¢és (B) HPV-KER
keratinocitakban. A sejtkarosodas mértékét 12 oraval a borhamsejtek Candida fert6zése utan a
feliiluszoban mért LDH aktivitas alapjan hataroztuk meg. Az LDH aktivitast %-ban abrazoltuk
(4tlag + standard hiba) a pozitiv kontrollhoz (100%-os sejtlizis) képest. Az x-tengelyen 1évd
szamok MOI aranyokat (Candida sejt:keratinocita arany) jelentenek. C. albicans SC5314 és
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WO-1 torzsek (piros €s rozsdabarna). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (parositatlan t-préba),

Osszehasonlitva a nem fertdzott kontroll sejtekkel, n=3.

Ezen tilmenden megmértiik, hogy a C. parapsilosis torzsek altal kivaltott karosodas
valtozast mutat-e 48 draval a fert6zést kovetden. Sem a HaCaT, sem a HPV-KER sejtek esetén
nem detektaltunk szignifikans eltérést a kontroll csoportokban mért LDH felszabaduldshoz
képest (12. abra).

A kovetkez6 1épésben a C. albicans torzsek altal kivaltott karositd hatds mértékét
vizsgaltuk 48 oraval a fertézést kovetden alacsony MOI értékti fertézések esetén. HaCaT
sejtvonalnal az okozott karosodas mértéke szignifikdnsan megndtt a korabbi mérési adatokhoz
képest. Ezzel szemben a korabban érzékenyebbnek bizonyult HPV-KER sejtek esetében az
LDH felszabadulas mértéke nem valtozott a korabbiakhoz képest (12. abra).
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12. abra. A C. parapsilosis altal okozott sejtkarosodas (A) HaCaT és (B) HPV-KER, valamint
a C. albicans altal okozott LDH felszabadulas (C) HaCaT és (D) HPV-KER keratinocitakban.
A sejtkarosodas mértékét 48 oraval a bérhamsejtek Candida fert6zése utan a feliiliszoban mért

LDH aktivitas alapjan hataroztuk meg. Az LDH aktivitast %-ban abrazoltuk (4tlag + standard
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hiba) a pozitiv kontrollhoz (100%-o0s sejtlizis) képest. Az x-tengelyen 1évé szamok MOI
aranyokat (Candida sejt:keratinocita arany) jelentenek. C. parapsilosis GA1 és CLIB214
torzsek (vilagoskék és sotétkék), C. albicans SC5314 és WO-1 torzsek (piros és rozsdabarna).
* p<0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001 (parositatlan t-proba), 6sszehasonlitva a nem fert6zott

kontroll sejtekkel, n=3.

Eredményeinkb6l az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a C. albicans szignifikansan
virulensebb fajnak mutatkozik a keratinocitdkkal szemben, mint a C. parapsilosis. Ez jol
korrelal azzal a megfigyeléssel, hogy a C. albicans okozza a kutan kandidiazisok tobbségét,
mig a C. parapsilosis ritkabban okoz bdrbetegséget (Odds, 1994; Dismukes és mtsai., 2003;
Trofa és mtsai., 2008). A kiilonbség egyik oka, hogy a C. parapsilosis nem képes sem valodi
hifak képzésére, sem pedig a kandidalizin porusképzo toxin szintézisére, mig a C. albicans igen,
ami fontos szerepet jatszik a nyalkahartyak karositasaban (Moyes és mtsai., 2016). Bar mind a
C. albicans SC5314, mind a WO-1 t6rzs genomjaban megtalalhat6 a kandidalizint kodold gén
(ECE1 gén) (http://www.candidagenome.org/cgi-
bin/homologPage.pl?dbid=CAL0000199701&seq_source=C.%20albicans%20SC5314%20As
sembly%2022), kisérleteinkben az utdbbi torzs kisebb mértékben karositotta a keratinocitakat.
Ez Osszefligghet azzal, hogy tapasztalataink alapjan az alkalmazott kisérleti koriilmények
kozott a C. albicans WO-1 torzs hifaképzése kisebb mértékiinek tiint az SC5314 torzshoz
képest. Kutan kandidiazisbol vett szovetmintakban is kimutathatok a C. albicans hifai
(Scherwitz, 1982). A C. albicans WO-1 torzs tovabba oralis epitélium sejtek fert6zésekor is
szignifikansan kisebb mértékben volt virulens, mint az SC5314 torzs (Solis, 2018). Bar az itt
bemutatott vizsgalatokban a C. parapsilosis torzsek nem okoztak mérhetd karosodast a
keratinocitakban, Géacser €s mtsai. (2007) kimutattak, hogy 48 o6ras koinkubacio esetén ez a faj
képes volt szoveti karosodast okozni rekonstitudlt human epidermisz kultiraban.
Kisérleteinkben a 48 6ras fertéz¢és hatasara a HaCaT sejtvonal szignifikdnsan érzékenyebbnek,

mig a HPV-KER sejtvonal védettebbnek mutatkozott a fertézéssel szemben.

VI1.2. Keratinocitak karosodasi vizsgalata felkészitett immunitas szempontjabol

A felkészitett immunitds vizsgélatanak keretein beliil az ¢l6 modellhez hasonld
koriilmények kozott vizsgaltuk a keratinocitak karosodasat Candida fertézést kovetden. Ezen

kisérletekben a bor kommenzalistajaként ismert C. parapsilosis torzsekkel fertztiik a sejteket
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majd a megfeleld inkubacios id6t kovetden (24 6ra) a gomba lemosdsa utan azonnal fertdztiik
a keratinocitakat C. albicans torzsekkel. Korabbi nem felkészitett immunitasi vizsgalataink
kimutattak, hogy a keratinocitak C. albicans fert6zést kovetéen nagyobb halalozast szenvednek
el, mint C. parapsilosis fertézés utan. A felkészitett immunitasu kisérlet keretében €16 és
héinaktivalt C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzsekkel valo eldinkubacios fertdzést kovetden
C. albicans SC5314 és WO-1 torzsekkel fertoztiik a bérhamsejteket. Eredményeinket a nem
felkészitett immunitasu fert6zés esetén mért LDH felszabadulas szazalékanak fiiggvényében
tiintettiik fel igy, hogy ezen értéket tekintettiik 100%-nak és ezen értékhez képest a valtozast
jeloljiik az oszlopdiagrammon (13. abra). Az eldinkubacio esetében a C. parapsilosis torzseknél
MOI=1:1 fertézési aranyt hasznaltunk fel, tehat 1 keratinocita sejtre 1 gombasejt jutott. Majd
kiilonboz6 fertdzési dozisban fertéztiik a keratinocita sejteket C. albicans torzsekkel. HaCaT
sejtvonal esetén sem €16 sem héinaktivalt C. parapsilosis eléinkubacios fertézés esetén és egyik
C. albicans fert6zési dozison sem mutatkozott szignifikans eltérés a nem eldinkubalt fertézésen
mért LDH felszabadulashoz képest. HPV-KER sejtvonalon a héinaktivalt C. parapsilosis GA1
¢és CLIB214 el6inkubacios fert6zésen kiviil az 6sszes eldinkubacios fertézés esetén lathato volt

szignifikans eltérés (13. abra).
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13. abra. C. albicans altal okozott sejtkarosodas HaCaT (A,B,C,D) és HPV-KER (E,F,G,H)
keratinocitakban 24 6rés pre-inkubacids (PI) fert6zést kovetden HI GA1 (A és E), €16 GA1 (B
¢s F), HI CLIB214 (C ¢és G) és ¢16 CLIB214 (D és H) C. parapsilosis torzsekkel. A
sejtkarosodas mértékét 24 oraval a bérhamsejtek Candida fert6zése utan a feliiliszoban mért
LDH aktivitas alapjan hataroztuk meg. Az LDH aktivitast a pozitiv kontrollhoz (100%-0s

sejtlizis) képest %-ban hatdroztuk meg (atlag + standard hiba) és a véltozas mértékét a pre-
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inkubdacios fertézés nélkiili mérésekhez (100%-on lathatd jelolés) képest kaptuk. Az x-
tengelyen 1évé szamok MOI aranyokat (Candida sejt:keratinocita arany) jelentenek. C.
albicans SC5314 és WO-1 torzsek (piros és rozsdabarna). * p<0,05; ** p<0,01 (parositott t-

proba), dsszehasonlitva a pre-inkubdacios fert6zés mentes (NPI) sejtekhez képest, n=3.

Ezen esetekben a C. albicans SC5314 fertézés alacsonyabb MOI=1:200 fertézési
dozisain volt lathatd szignifikansan alacsonyabb mértékii karosodds a nem felkészitett
immunitast mérésekhez képest. Ezek alapjan elmondhato, hogy egy kisebb dézisu C. albicans
fertdz¢és esetén a felkészitett immunitdsu allapot eldnyds a bdérhamsejtek karosodasanak

mértéke szempontjabol.

A kovetkezd vizsgélatban felderitettiik, hogy kiilonb6z6 MOI fertézési dozisokon
torténd €16 C. parapsilosis torzsekkel valo eldinkubacios fert6zést kovetden hogyan valtozik a
C. albicans SC5314 torzs altal okozott karosodas a fert6zésre érzékenyebb HPV-KER
bérhamsejteken. Az LDH felszabadulas mértéke a legkevésbé szignifikdnsabb szinten, a
MOI=1:1 és MOI=1:10 C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzsek el6inkubacios fert6zését
kovetéen volt megfigyelhet6. A MOI=5:1 ¢és MOI=1:20 fertézési dozisokon
szignifikansabbnak mutatkozott a kdrosodas, mig a legszignifikansabb LDH szint a MOI=10:1

fertzési dozison jelent meg (14. abra).
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14. abra. A C. albicans altal okozott sejtkarosodas HPV-KER keratinocitakban a C.
parapsilosis GA1 ¢s CLIB214 torzsek kiilonbozé MOI fert6zési dozisu 24 oras pre-inkubacios
fert6zését kovetden. A sejtkarosodas mértékét 24 oraval a bérhamsejtek C. albicans fert6zése
utdn a feliiluszoban mért LDH aktivitas alapjan hataroztuk meg. Az LDH aktivitast a pozitiv
kontrollhoz (100%-os sejtlizis) képest %-ban hataroztuk meg (atlag + standard hiba) és a
valtozads mértékét a pre-inkubacids fertézés nélkiili mérésekhez (100%-on lathatd jeldlés)
képest kaptuk. Az x-tengelyen 1év6 szamok MOI aranyokat (Candida sejt:keratinocita arany)
jelentenek. C. albicans SC5314 t6rzs + C. parapsilosis GA1 preinkubacié és C. parapsilosis
CLIB214 pre-inkubacid (vonalas piros €s pottyods piros jelolések). * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001; **** p<(0,0001 (parositott t-proba), dsszehasonlitva a pre-inkubacios fertézés mentes

sejtekhez képest, n=3.

Vizsgéalatunk alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a legnagyobb LDH
felszabadulas a nem alacsony és nem is magas C. parapsilosis eldinkubacios fert6zési
dozisokon jelenik meg, ezzel szemben a magas és alacsony fertdzési ddzison tortént

eldinkubacios fertézés pozitiv hatassal volt a keratinocita sejtek karosodasara.

VI1.3. Keratinocitak citokin illetve kemokin termelése Candida stimulusra

Ismert, hogy a keratinocitak képesek kemokinek és gyulladasos citokinek termelésével
reagalni mikrobidlis stimulusokra (Pivarcsi €s mtsai., 2005; Pivarcsi és mtsai., 2004; Nestle és
mtsai., 2009). Ezt a C. albicans foszfolipomannan sejtfalkomponensével (Li és mtsai., 2008) és
ezen gomba altal termelt szolubilis faktorokkal (Wollina és mtsai., 2004) inkubalt keratinocitak
esetén is kimutattdk. Arrdl azonban kevés adat taldlhatd, hogy a bdrhamsejtek hasonldan
reagalnak-e a C. parapsilosis jelenlétére. Vizsgalatainkban szamos citokin és kemokin (TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, CCL5, IL-36g, IL-12 p40, 1L-12 p70, IL-17a) szekréciojanak
meghatdrozasara végeztiink méréseket. Ezek koziil szignifikans mértékli szekréciot kizardlag
mértéke nem érte el a hasznalt kitek méréstartomanyanak minimalis értékét, vagy nem mutatott
szignifikans mértékli szekrécidt a kontroll csoporthoz viszonyitva. HaCaT sejtvonal esetében
az IL-6 szekrécio a C. parapsilosis torzsekkel valo fertézést kovetden nem mutatott szignifikans
eltérést a kontroll csoporthoz viszonyitva, ezzel ellentétben a C. albicans torzsek esetén az IL-

6 szekrécid szignifikansan magasabb mértéki volt, kiugréan a C. albicans WO-1 térzs MOI
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1:1 aranyt fert6zési dozisa esetében. A C. albicans SC5314 torzs altal kivaltott IL-6 szekrécio

is szignifikans mértékben nétt a kontroll csoporthoz képest, bar elmaradt a WO-1 térzs MOI

jellege miatt a fert6zési aranyt nem tudtuk 1:1 aranyra csokkenteni mivel a sejtek LDH vizsgalat
keretében mért karosodasdnak mértéke til jelentésnek bizonyult (35% feletti). Ezzel szemben
a virulensebbnek szamito C. albicans SC5314 toérzs MOI 1:10 fert6zési aranya nem okozott
olyan kiugréoan magas szignifikancia szintli citokin szekréciot, mint a WO-1 térzs MOI 1:1

fert6zési aranya esetén (15. abra).
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15. abra. HaCaT (A) és HPV-KER (B) keratinocitak IL-6 termelése 24 6raval a C. parapsilosis
¢s C. albicans fertézés utan. Az x-tengelyen 1évé szamok a MOI aranyokat (Candida
sejt:keratinocita arany) jelzik. SC5314 (piros) és WO-1 (rozsdabarna): C. albicans torzsek,
GAL1 (vilagoskék) és CLIB214 (sotétkék): C. parapsilosis torzsek. * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001; **** p<0,0001 (parositatlan t-proba) a nem fert6zott kontroll sejtekhez képest, n=3.

A HaCaT sejtek IL-8 kemokin szekrécioja a C. parapsilosis torzsek esetén szintén nem
mutatott szignifikdns mértékti szekrécidét a kontroll csoporthoz viszonyitva, azonban a C.
albicans mindkét torzse esetén dozisfiiggd IL-8 termelés volt jellemz6, mely minden esetben
szignifikans mértékii volt a kontroll csoporthoz képest. HPV-KER sejtek IL-8 szekrécidja
esetében ugyanezen dozisfliiggd szekrécid csak a C. albicans SC5314 torzzsel valo fert6zés
hatasara volt elmondhat6. A C. albicans WO-1 t6rzs és C. parapsilosis torzsekkel valo fert6zés

hatasara a HPV-KER keratinocitdk nem mutattak szignifikdns IL-8 termelést (16. &bra).
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16. abra. HaCaT (A) és HPV-KER (B) keratinocitak IL-8 termelése 24 6raval a C. parapsilosis
¢s C. albicans fertdzést kovetéen. Az x-tengelyen 1évé szamok MOI aranyokat (Candida
sejt:keratinocita arany) jelzik. SC5314 (piros) és WO-1 (rozsdabarna): C. albicans torzsek,
GA1 (vilagoskék) és CLIB214 (sotétkék): C. parapsilosis torzsek. * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001; **** p<0,0001 (parositatlan t-proba) a nem fert6zott kontroll sejtekhez képest, n=3.

Wollina és mtsai. (2004) HaCaT keratinocitakat kezeltek olyan sterilre sziirt oldatokkal
(filtratum), melyekben korabban C. albicans sejteket inkubaltak. Eredményeinkhez hasonloan
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ez a vizsgalat sem detektalt IL-1B termelést sem a kontroll, sem a kezelt hamsejtek
feliiliszdjaban. Tovabba a kezelt keratinocitdk IL-8 termelése vizsgalatukban fokozodott,
valamint az IL-6 produkcio is novekedett a kezelések hatasara. Ez az emelkedés azonban
torzsfiiggé volt, mivel az egyik C. albicans torzshoz tartozé filtratum nem okozott IL-6
termelést. Eredményeink és az emlitett cikk eredményi kozotti ellentmondéasokra a kisérleti
koriilmények (€16 gombaval torténd stimulus, filtratumos kezelés hasznalata a keratinocitakon)
eltérése és a felhasznalt torzsek kiilonbozésége adhat magyarazatot. A HPV-KER sejtek IL-6
valamint IL-8 termelésére kozosen elmondhatd, hogy a virulensebbnek szamitdé C. albicans
torzsek okoztak nagyobb mértékii szekréciot, azonban a kevésbé virulens C. albicans WO-1
torzs a kommenzalistanak szamito C. parapsilosis torzsek szintjén eredményezett szekréciot,
mely a kontroll csoporthoz képest az esetek tobbségében nem volt szignifikans és az SC5314

torzsnél tapasztalt szekrécid mértékéhez képest minden esetben csokkent volt.

VI1.4. Keratinocitak citokin/kemokin termelése felkészitett immunitasu koriilmények

kozott

A pre-inkubacio mentes fertdzések esetében lathattuk, hogy a C. parapsilosis torzsek
nem, mig a C. albicans torzsek szignifikansan magasabb IL-6 és IL-8 szekréciot eredményeztek
HaCaT és HPV-KER sejtvonalon is. Kovetkezd célunk az volt, hogy megvizsgaljuk €16 és
héinaktivalt C. parapsilosis torzsekkel torténd el6inkubacios fert6zést kovetden ugyanezen
citokin és kemokin szekretalodasanak mértékét C. albicans fertézés hatasara. HaCaT
keratinocitak esetén az IL-6 szekrécio C. albicans SC5314 fert6zés utan az €16 C. parapsilosis
CLIB214 torzzsel vald pre-inkubaciot kovetden emelkedett meg szignifikans mértékben az
Osszes alkalmazott fert6zési dozison az eldinkubacido mentes fertézéshez képest. A HaCaT
sejtek IL-6 termelése esetén C. albicans WO-1 torzzsel tortént fertézésnél magas MOI fert6zési
dozison volt megfigyelhetd szignifikansan alacsonyabb IL-6 szekrécido minden pre-inkubacios
koriilménynél, mig az alacsonyabb fertdzési dozisokon nem mutatkozott szignifikans eltérés az
IL-6 szekretdlodasaban egyik eldinkubacios koriilmény esetében sem. A HPV-KER
keratinocitak IL-6 citokin termelése C. albicans SC5314 fertdzése esetén minden fert6zési
dozison kizarolag az €16 C. parapsilosis CLIB214 torzzsel tortént pre-inkubacid soran mutatott
szignifikansan magasabb értéket az eldkezelés mentes allapothoz képest. A HPV-KER
borhamsejtek 1L-6 szekretalodasanal, C. albicans WO-1 torzs fertdzését kovetden, hasonldoan

az el6z6 esethez csak ¢él6 C. parapsilosis CLIB214 torzzsel végzett eldinkubacios fertdzést
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kovetden lathattunk szignifikdnsan magasabb mértékii IL-6 citokin termelddést a pre-inkubécio
mentes fertdzéssel 6sszehasonlitva (17. abra).
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17. abra. HaCaT (A és B) valamint HPV-KER (C és D) keratinocita sejtek IL-6 citokin
termelése C. parapsilosis torzsekkel vald pre-inkubaciot és C. albicans 24 oras fert6zést
kovetden. Az x-tengelyen a fertdzési kondiciok lathatoak, PI=Pre-inkubacios fertézés adott
torzsre, NPI=Nem pre-inkubécios fertdzés, valamint a kondicidk alatt lathatdé szamok a MOI
aranyokat (Candida sejt:keratinocita arany) jelzik. SC5314 (piros) és WO-1 (rozsdabarna): C.
albicans torzsek * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (parositatlan t-proéba) a pre-inkubaciod

mentes C. albicans fertézéshez képest, n=3.

HaCaT sejtvonal IL-8 szekrécidja esetén C. albicans SC5314 fertézésre az él6 C.

parapsilosis GA1 torzzsel tortént pre-inkubacid esetében mutatkozott meg szignifikdnsan
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magasabb IL-8 termelés, a legalacsonyabb alkalmazott fert6zési dozison kiviil minden fertézési

dozisnal, az eldinkubacié mentes fertézéshez képest. HaCaT sejtek IL-8 kemokin szekrécidja

esetében C. albicans WO-1 torzs fert6zésénél a legmagasabb MOI=1:1 fert6zési dozison volt

szignifikansan nagyobb az IL-8 termelés él6 C. parapsilosis GA1 torzzsel tortént pre-
inkubaciot kdvetéen. HPV-KER Kkeratinocita sejtek IL-8 termelédésénél C. albicans SC5314

torzs fertdzésére a hdinaktivalt C. parapsilosis GAl ¢és CLIB214 torzzsekel végzett

eldinkubacioé utan volt megfigyelhetd nagyobb mértékii IL-8 termelés az eldinkubacié mentes

C. albicans fert6zéshez képest. Tovabba C. albicans WO-1 torzs fertézését kovetden, az €16 C.

parapsilosis CLIB214 torzzsel tortént eldinkubacional volt szignifikansan magasabb IL-8

termelés HPV-KER sejteknél (18. abra).
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18. abra. HaCaT (A és B) valamint HPV-KER (C és D) keratinocita sejtek IL-8 kemokin

termelése C. parapsilosis torzsekkel valo pre-inkubaciot és C. albicans 24 oras fert6zést

kovetden. Az x-tengelyen a fertdzési kondiciok lathatoak, PI=Pre-inkubacios fert6zés adott
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torzsre, NPI=Nem pre-inkubécios fert6zés, valamint a kondiciok alatt lathatd szamok a MOI
aranyokat (Candida sejt:keratinocita arany) jelzik. SC5314 (piros) és WO-1 (rozsdabarna): C.
albicans torzsek * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 (parositatlan t-proba) a pre-

inkubacié mentes C. albicans fert6zéshez képest, n=3.

Osszességében arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a HaCaT és HPV-KER
keratinocita sejtek C. parapsilosis torzsekkel torténd pre-inkubacio hatasara, ezen elinkubacio
kiilonb6z6 kondicidi (€16 vagy hdinaktivalt torzs/torzstiiggés) kiillonbozé mértékben valtanak
ki IL-6 citokin vagy IL-8 kemokin szekréciot C. albicans SC5314 vagy WO-1 torzzsel végzett
fertézés hatdsara. Altalanos tendenciajaban elmondhaté, hogy ezen eléinkubacios
fertdzésekben a nem eldinkubacios fertézésekhez képest magasabb mértékben szekretdlnak a
HaCaT és HPV-KER Kkeratinocita sejtek IL-6 citokint és IL-8 kemokint. Tehat a felkészitett
immunitasu immunvalasz elsegitheti az IL-6 citokin és IL-8 kemokin termelést HaCaT és

HPV-KER keratinocitak esetében is.

V1.5. Candida sejtek kitapadasa keratinocitakhoz

A kiillonboz6 opportunista patogén Candida fajok képesek lehetnek megtapadni
epitélialis sejtek felszinén. Ebben szerepet jatszhatnak a gazdasejtek plazmamembranjaban
lokalizalodo PRR-ek, illetve a gombasejtek altal expresszalt adhezin fehérjék. Adhezinek
termelését kimutattak C. albicans és C. parapsilosis fajokban is (Cota és Hoyer, 2015; Gacser,
2015), azonban a C. parapsilosis gazdasejtekhez torténd kitapado képessége elmarad a C.
albicanstol (Gacser, 2015). Ezen kisérletek arra iranyultak, hogy megvizsgaljuk, ezen két

Candida faj milyen mértékben képes kotddni a keratinocita sejtekhez.

A Candida torzsekkel vald fertézést kdvetden 1 oraval a C. parapsilosis GA1 és
CLIB214 torzsek esetén minimalis mértéki kitapadd képesség volt detektalhato MOI=1:1
fert6zési dozis mellett. Ezzel szemben a C. albicans SC5314 és WO-1 torzsek magasabb
mértékben voltak képesek kotddni a keratinocita sejtekhez a C. parapsilosis térzsekhez képest
(19. abra).

61



HaCaT - L
A B HPV-KER C. parapsilosis GA1
B C. parapsilosis CLIB214
= 122‘ z mm C. albicans SC5314
2 8o 2 Bl C. albicans WO-1
] o
2 707 =
2 604 ]
4
‘% 50 ©
£ 40 2
g a0 3
N 204 N
@ 0, “
£ 10{ oor%  O7T%% 2
©
< 0-l—r " <
N = R S & X N N
> > » > a A A A
® ® ¥ ® & & &® ®
L J | ] L ] L ] L [ L [ L [ L ]
C.p. C.p. C.a C. a c.p. C.p. C.a. C.a.
GA1 CLIB214 SC5314  WO-1 GA1 CLIB214 SC5314  WO-1

19. abra. A C. parapsilosis és C. albicans adhézidja (A) HaCaT és (B) HPV-KER
keratinocitakhoz 1 6raval a fert6zés utan. A fertézést kdvetden az adhézié hatékonysagat CFU
szamlalassal hataroztuk meg az Anyagok és modszerek részben leirtak szerint. Az x-tengelyen
1év6 szamok MOI aranyokat (Candida sejt:keratinocita arany) jelentenek. C. parapsilosis GAl
¢és CLIB214 torzsek (vilagoskék és sotétkék), C. albicans SC5314 és WO-1 torzsek (piros és

rozsdabarna). n=3.

Ez a tapadasi képesség szignifikansan nagyobbnak bizonyult a HPV-KER sejtek esetén
mért C. albicans torzsek altali asszociacioban a HaCaT sejteknél mértekhez képest. Ezen
mértékbeli kiilonbség magyarazata a C. albicans toérzsek valodi hifaképzo képessége a C.
parapsilosis torzsekkel szemben. Egy ex vivo human bérmetszet modellben mar kimutattak,
hogy a C. albicans nagyobb adhézids képességet mutatott az epidermisz hamsejtjeihez, mint a

C. parapsilosis (Ullmann és Berdicevsky, 2011).

Vizsgalataink kiterjedtek arra az eshetségre is, hogy a C. parapsilosis térzsek hosszabb
inkubécios ideji fertdzés mellett képesek lehetnek-e magasabb kitapadd képességet mutatni.
Ezen vizsgalatok soran egyik C. parapsilosis torzs sem mutatott emelkedett mértéki kitapado

képességet egyik vizsgalt sejtvonal esetében sem (20. 4bra).
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20. abra. A C. parapsilosis kapcsolodasa (A) HaCaT és (B) HPV-KER keratinocitakhoz 24

oraval a fertézés utan. A fertézést kovetden az adhézidé hatékonysagat CFU szamlalassal

hataroztuk meg az Anyagok ¢és mddszerek részben leirtak szerint. Az x-tengelyen 1évo szamok

MOI aranyokat (Candida sejt:keratinocita arany) jelentenek. C. parapsilosis GA1 és CLIB214

torzsek (vilagoskék és sotétkék). n=3.

Az adhézio jelenségével kapcsolatban reprezentativ felvételeket készitettiink, ennek

elérése céljabol GFP-t expresszalo C. albicans vagy C. parapsilosis torzsekkel fertéztiink

HaCaT ¢és HPV-KER sejteket, majd képalkoto aramlési citométerrel detektaltuk az asszocidcid

mértékét (21. dbra).
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21. abra. A C. parapsilosis (A, C) és C. albicans (B, D) tapadasa a keratinocitakhoz. MOI=5:1.
A boérhamsejtek Candida fertézése utan az asszociaciot képalkotd aramlasi citometriaval
mértiik és mikroszkopos képeket készitettiink a GFP-pozitiv keratinocitakrol. Olyan helyzetek
reprezentativ felvételei lathatok, ahol a gombasejtek a keratinocitdkhoz kitapadva jelennek
meg. A GFP-CLIB214 a GFP-t kifejez6 C. parapsilosis torzset, a GFP-SC5314 pedig a GFP-t
kifejez6 C. albicans torzset jeloli. ChO1: fénymikroszkopos csatorna; Ch02: GFP emissziot

detektalo csatorna; egyesitett: a ChO1 és Ch02 fuziodja.

A képalkoté aramlasi citométer minden egyes sejtrdl mikroszképos felvételt tud
késziteni, a képek megtekintésével lehetdségiink volt felmérni, az asszocidcid pozitiv
eseményekben a sejtfelszinhez valo adhéziot. Candida fajtol és sejtvonaltol fiiggetleniil a GFP
pozitiv keratinocitak fluoreszcencidja szinte kivétel nélkiill a sejtfelsziniikre tapadt

gombasejtekbdl szarmazott (21. &bra).

64



V1.6. Candida sejtek adhéziéja keratinocitakhoz felkészitett immunitasa allapotban

Kisérleteink kiterjedtek a keratinocita sejtek és Candida sejtek kozott végbemend
adhézid vizsgalatara pre-inkubacios koriilmények kozott. Ebben az esetben a vizsgalodasunk
alapja az volt, hogy a borfeliilet gyakori kommenzalistajaként ismert C. parapsilosis torzsekkel
inkubaci6 mentes koriilmények kozott mért adhézios képességhez képest. Az LDH ¢és ELISA
mérések utan ezen kisérletben is €16 és hdinaktivalt C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzseket
hasznaltunk fel pre-inkubacios fertézés soran. Ezutan értékeltiik a C. albicans SC5314 és WO-
1 torzsek asszociacios hatékonysagat a hamsejtekhez. HaCaT sejtvonal esetén egyik pre-
inkubacios koriilmény sem okozott valtozast sem a C. albicans SC5314, sem a C. albicans WO-
1 torzs adhézids képességében a keratinocita sejtekhez az eléfertdzés mentes vizsgélatokhoz
hasonlitva. HPV-KER sejtvonalon a pre-inkubacios koriilmények donté tobbségében,
hasonldéan a HaCaT sejteknél mértekhez, egyik C. albicans torzs kitapadd képessége sem
mutatott szignifikdns valtozast a pre-inkubécios fertézés mentes allapotokhoz képest. Egyediil
a héinaktivalt C. parapsilosis GA1 torzzsel eldinkubalt hamsejteknél mutatott a C. albicans
WO-1 torzs szignifikdnsan magasabb mértékii adhéziodt az eldinkubacié mentes koriilményhez
képest. Osszességében nézve kijelenthetjiik, hogy a C. parapsilosis torzsekkel pre-inkubalt
keratinocita sejtekkel szemben a C. albicans torzsek nem mutatnak valtozast az adhézios

hatékonysagukban (22. abra).
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22. abra. A C. albicans HaCaT (A,B,C,D) és HPV-KER (E.F,G,H) keratinocitakhoz térténé
adhézidjanak mérteke 24 oras pre-inkubacios fertdzést kovetden HI GA1 (A és E), ¢l6 GA1 (B
¢és F), HI CLIB214 (C és G) és €16 CLIB214 (D és H) C. parapsilosis torzsekkel. Az adhézios
hatékonysagot CFU szamolassal hataroztuk meg 1 6raval a bérhamsejtek Candida fertdzését

kovetden, az Anyagok és modszerek részben leirtak szerint. Az x-tengelyen szereplé szamok
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MOI aranyokat (Candida sejt:keratinocita arany) jelentenek. C. albicans SC5314 és WO-1
torzsek (piros é€s rozsdabarna). ** p<0.01 (parositatlan t-proba), Osszehasonlitva a pre-

inkubacios fertézés mentes sejtek adhézios hatékonysagaval, n=3.

A pre-inkubacids vizsgalatok soran a C. parapsilosis térzseket minden alkalommal
lemostuk a C. albicans fert6zés eldtt a konfluens keratinocita sejtrétegrol. Ezt a mosast harom
alkalommal végeztiik el, és ahogy az eldinkubacié mentes adhézios kisérleteknél mar lattuk, a
C. parapsilosis torzsek csak nagyon alacsony mértékben képesek kapcsolodni a hamsejtekhez.
Ennélfogva a lemosas nagy hatékonysaggal elvégezhetd, viszont a tenyésztdlemez
mintahelyeinek peremérdl maradéktalanul nem tiintethetdek el a gombasejtek. Ezen probléma
elharitasara nourseothricin (NTC) rezisztens C. albicans SC5314 torzset hasznaltunk fel. A
rezisztens torzs és a fert6zési médiumhoz adagolt NTC hatasara a C. parapsilosis torzsek
elpusztultak, és igy a CFU alapu kiértékelés soran nem torzitottak a C. albicans gombasejtek
altali kitapadasi hatékonysagot a bdrhdmsejtekhez. Tovabba ahogy azt méar az LDH
vizsgalatoknal is megfigyeltiik, az alacsonyabb MOI fertézési dozisban torténé C. albicans
fertdzés pozitiv valtozast eredményezhet pre-inkubaciods koriilmények kozott. Igy a C. albicans

SC5314 torzs fertézési dozisat MOI=1:50 aranyra valtoztattuk (23. abra).

HPV-KER

Pl C. parapsilosis GA1
=+

150- ns C. albicans SC5314
ns

PI C. parapsilosis CLIB214
= +
C. albicans SC5314

AAdhéziés hatékonysag (%)
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23. abra. A C. albicans (NTCR) tapadasdnak mértéke a HPV-KER keratinocitidkhoz é16 C.
parapsilosis GA1 és CLIB214 torzsekkel torténd 24 oras pre-inkubacios fertdzést kovetden. Az
adhézié hatékonysagat CFU szamolassal hataroztuk meg 1 oraval a borhamsejtek NTC-
Rezisztens (NTCR) C. albicans SC5314 torzzsel torténd fertdzése utan, az Anyagok és
modszerek részben leirtak szerint. Az x-tengelyen szereplé szamok MOI aranyokat (Candida
sejt:keratinocita arany) jelentenek. C. albicans SC5314 torzs, C. parapsilosis GA1 és CLIB214
torzzsel pre-inkubdlva (vonalas piros €s pottyds piros jelolések). (Parositatlan t-proba),

Osszehasonlitva a pre-inkubacios fert6zés mentes sejtek adhézios hatékonysagaval, n=3.

Ahogy az a 23. abran is lathatd, ezen koriilményekben torténd valtozas nem okozott
szignifikans eltérést é16 C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzzsel valo pre-inkubacios fert6zés
utan az NTC rezisztens C. albicans SC5314 torzs adhézios hatékonysagaban, dsszehasonlitva
a pre-inkubacié mentes adhézidhoz képest. Osszességében elmondhatd, hogy a C. albicans
torzsek adhézios hatékonysagara nézve a C. parapsilosis térzsekkel torténd pre-inkubacidé nem
okoz eltérést az eldinkubécid mentes koriilményeknél tapasztalt adhézios hatékonysaghoz
képest és a nourseothricin rezisztens torzs sem eredményezett szignifikans valtozast a vad

tipusu torzshoz viszonyitva.

V1.7. Keratinocitak fagocitalé képessége Candidakkal szemben

A gombasejtek hamsejtek 4altali internalizdcidjanak (fagocitdzisanak) egyértelmi
kimutatasara pHrodo™ Red festékkel jelolt C. albicans és C. parapsilosis sejtekkel fertdztiik a
két keratinocita kultarat. Az igy jelolt gombasejtek extracellularis lokalizacid esetén nem, vagy
csak kisebb mértékben fluoreszkalnak, mig intracellularis helyzetben a fagolizoszomalis
savasodas kovetkeztében a festék intenziv pozitiv jelet ad. Ez az eljards mas kutatocsoport

munkajabol is ismert Candida sejtekkel végzett kisérletek soran (Shintaku és mtsai., 2013).

Bar a keratinocitdk nem fagocita jellegii sejtek, alacsonyabb mértékben mégis képesek
fagocitdlni az adott gombat. Egy  Magyarorszagon  végzett transzmisszids
elektronmikroszkopos kutatas igazolta, hogy a bérhamsejtek képesek a C. albicans sejtek
kismértékli fagocitdzisara (Csatdé és mtsai., 1990), arrél azonban nincs adat, hogy a C.
parapsilosist is képesek-e bekebelezni. Mivel a C. parapsilosis térzsek kis mértékben képesek

kitapadni a keratinocita sejtekhez, ezen torzsek esetén 3 oOraval a fertézést kdvetden
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vizsgalodtunk és a detektalhatd fagocitozis elhanyagolhatéan alacsony mértékii volt. Ezzel
szemben a C. albicans torzseknél, melyek kitapadd képességiiket tekintve felilmuljak a C.
parapsilosis torzseket, 1 6ras inkubacios id6t kovetden mindkét keratinocita sejtvonal esetén
képesek voltunk detektalni alacsony mértékii, de a C. parapsilosis térzsekétdl szignifikansabb
szintll fagocitozist (24. dbra). A fagocitdzis pozitiv események konnyebb detektalasa érdekében

OtszOr tobb gombaval fertdztilk a sejteket a tenyészt6lyukakban levd sejtszamhoz képest
(MOI=5:1).
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24. abra. A HaCaT (A) és HPV-KER (B) keratinocitdk fagocit6zisanak hatékonysaga a C.
parapsilosis és C. albicans gomba ellen. A fagocitozis mérése 3 oraval a bérhamsejtek C.
parapsilosisszal és 1 éraval a C. albicansszal valo fert6zés utan tortént. A fagocitozis mértékét
Amnis FlowSight® Imaging aramlasi citométerrel vizualizaltuk, miutan a gombat pHrodo™
Red festékkel jeloltik. Az x-tengelyen 1évé szamok MOI aranyokat (Candida sejt:keratinocita
arany) jelentenek. C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzsek (vilagoskék és sotétkék), C.
albicans SC5314 és WO-1 torzsek (piros és rozsdabarna). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
*EHk p<0,0001 (parositatlan t-préba), n=3.

Képalkoté aramlési citométerrel a pHrodo™ Red festékkel jelolt gombak altal
fagocitézis pozitiv keratinocitakat mindkét sejtvonal esetén elvétve, de detektaltunk, igy az
ezekrdl késziilt felvételek igazoltak, hogy mind a HaCaT, mind a HPV-KER sejtvonal képes
volt a C. albicans, valamint a C. parapsilosis sejtek ritkan bekovetkez6 internalizacidjara (25.
abra).
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HPV-KER sejt esetén a C. HPV-KER sejt esetén a C.
parapsilosis pHRodo-CLIB214 albicans pHRodo-SC5314
gomba internalizacioja gomba internalizacioja

25. abra. A C. parapsilosis (A, C) és C. albicans (B, D) fagocitozisa keratinocitakban.
MOI=5:1. A boérhamsejtek Candida fertézése utan a fagocitozist képalkotd aramlasi
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citometridval mértik ¢és mikroszkopos képeket készitettiink a fagocitdzis pozitiv
keratinocitakrol. Az abran reprezentativ képek lathatdéak olyan helyzetekrdl, amikor a
gombasejtek internalizalodtak a keratinocitdkban. pHRodo-CLIB214 a pHRodo™ Reddel
festett C. parapsilosis torzset és pHRodo-SC5314 a pHRodo™ Reddel festett C. albicans
torzset jeldli. ChO1: fénymikroszkdpos csatorna; Ch04: a pHRodo™ Red emissziét detektald

csatorna; egyesitett: a ChO1 és Ch04 fuzioja.

Elektronmikroszkopos felvételekbdl ismert volt, hogy primer human keratinocitak
rendelkeznek a C. albicans fagocitozisanak képességével (Csatod és mtsai., 1990). Ezt az allitast

erdsitettiik meg jelen munkankban egy Gjabb modszert alkalmazva.

VI.8. Borhamsejtek internalizacios kapacitasa felkészitett immunitasu koriilményben

A pre-inkubacié mentes kisérleti koriilményekbdl megmutatkozik, hogy bar a
keratinocitak nem fagocitozisra specifikus sejtek, mégis képesek internalizalni a Candida
gombasejtet, foleg a sejtekhez kitapadni képes C. albicans torzsek esetében. A pre-inkubacios
kisérletek soran wjbol C. parapsilosis torzsekkel fertdztiik a hamsejteket és lemosasuk utan C.
albicans torzsekkel torténd fertézés kovetkezett. Ezek utan vizsgaltuk a keratinocita sejtek
fagocitalo képességét a C. albicans gombasejtekre és Osszehasonlitottuk tapasztalhato-e
valtozas az egyébkeént is alacsony szintli fagocitozis képességben a nem felkészitett immunitasa
kisérletekhez képest. Vizsgalatunkban azt az eredményt kaptuk, hogy nem tortént valtozas a
fagocitozis hatékonysagaban C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzzsel tortént pre-inkubaciot
kovet6 C. albicans WO-1 torzzsel valo fert6zés hatasara HaCaT és HPV-KER sejtvonalon sem.
Ezzel szemben a C. parapsilosis térzsekkel eldinkubalt hamsejtek C. albicans SC5314 torzzsel
valo fertézeést kovetden szignifikansan alacsonyabb mértékben voltak képesek a gombasejtek

internalizacidjara mind HaCaT és HPV-KER sejtvonalon (26. abra).
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26. abra. A HaCaT (A) és HPV-KER (B) keratinocitdk fagocitézisanak hatékonysaga a C.
albicans ellen a C. parapsilosis GA1 ¢és CLIB214 torzsekkel torténd 24 oras pre-inkubacios
fert6zést kovetden. A grafikonon a bérhamsejtek C. albicans fertézése utan 1 oraval mért
fagocitdzis valtozasa lathato az eldinkubacié mentes méréshez képest. A fagocitdzis mértékét
az Amnis FlowSight® Imaging Flow Cytometer segitségével vizualizaltuk miutdn a gombat
pHrodo™ Red festékkel jeloltiik. Az x-tengelyen szerepld szamok MOI aranyokat (Candida
sejt:keratinocita arany) jelentenek. C. albicans SC5314 torzs pre-inkubalva C. parapsilosis
GA1 és CLIB214 torzzsel (vonalas piros és pottyds piros jelolések) és C. albicans WO-1 torzs
pre-inkubalva C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzzsel (vonalas rozsdabarna és pottyds
rozsdabarna jel6lések). * p<0,05; ** p<0,01 (parositatlan t-préba), Osszehasonlitva a pre-

inkubacios fertézés mentes sejtek fagocitozis képességével, n=3.

Osszességében elmondhatd, hogy HaCaT és HPV-KER sejtvonalon is a C. parapsilosis
torzsekkel végbemend pre-inkubacio szignifikansan csokkenti a C. albicans SC5314 torzzsel

szemben a keratinocita sejtek fagocitalo képességét.

V1.9. ECEL génexpresszios szintek a C. albicans SC5314 és WO-1 torzsekben

Ismert, hogy a C. albicans SC5314 és WO-1 torzsek a fert6zés soran fontos
virulenciafaktorokkal rendelkeznek a valddi hifaképzd tulajdonsaguk révén. Az egyik
legfontosabb virulencia képesség azonban a kandidalizin szekrécidja, amely képes porusokat
képezni a sejtfalban és igy karositani €s elpusztitani a sejteket. A gombafertdzést kovetd
karosodasi vizsgalataink (LDH vizsgalat) felvazoltak, hogy a két C. albicans térzs nem azonos
mértékben karositja a keratinocita sejteket (sem a HaCaT, sem a HPV-KER sejtvonal esetén).

A C. albicans SC5314 torzs altal okozott karosodas mértéke szignifikansan nagyobbnak
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bizonyult, mint a WO-1 torzsé. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a két torzs kiilonb6z6

szinten expresszalja az ECE1 gént.

A két gombatorzsbol végzett RNS-izolalas és RNS-szekvenalas kiilonbséget mutatott ki
az ECE1 gén expressziojaban. A keratinocita sejtek jelenléte a gombafert6zés sordn azonban
egyik torzsben sem emelte az ECE1 gén expresszidjat. Ezzel szemben az ECE1 gén alap
expresszios szintje szignifikdnsan magasabb volt a C. albicans SC5314 torzsben, mint a WO-1
torzsben (27. ébra).
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27. abra. Az ECE1 génexpresszidjanak mértéke 4 oraval a C. albicans fertézést kovetden
(MOI=10:1, Candida sejt:keratinocita arany). Az x-tengelyen a kontroll (K) jeldlés csak a
gombat onmagaban, a HPV-KER jelolés a keratinocita és gomba egyiittes jelenlétét jeloli. A C.
albicans SC5314 torzs haromszoggel, a C. albicans WO-1 torzs karikaval jeldlve. Az y-
tengelyen a szekvenalas soran torténé ECELl gén olvasasi szama lathato. *** p<0,001;

(Egytényezds ANOVA Tukey teszttel), n=3.
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V1.10. A gomba-sejt kolcsonhatas kovetkeztében végbemeno génexpresszios és biokémiai

valtozasok

A human keratinocitak C. albicans SC5314 és WO-1 torzzsel torténd fertézése egy sor
génexpresszios és biokémiai valtozast eredményez mind a gombdban, mind a sejtben. A
gombasejtek €s a keratinocita sejtek talalkozasat kovetden szdmos génexpresszids szintje feliil
szabalyozodik €s ezen gének egy része kozos keresztmetszetet mutat a két kiilonbozé térzzsel
torténd fertdzést kovetden. Esetiinkben 21 gént talaltunk, amelyek expresszids szintje
megvaltozott (Fiiggelék 11. abra). A feliilszabalyozott gének részt vesznek az adhézids
folyamatokban, ROS stressz csokkentésében, anyagcesere szabalyozéasaban (pl. glikolizis) és a
transzporter aktivitas novelésében. C. albicans SC5314 torzs esetében emelkedett fémion
transzport, fémion homeosztazis, fémion transzmembran aktivitas és oxidoreduktaz aktivitas
folyamatokat/funkciokat sikertilt detektalni (Fliggelék 12. abra). C. albicans WO-1 torzsnél az
oxigéngyokokre adott valasz, az oxidoreduktaz és antioxidaz aktivitds mutatott emelkedett
szintet (Fiiggelék 13. dbra). Mindezek a folyamatok azt mutatjdk, hogy a gomba csokkenti a
fertdzésnek valo kitettség okozta stresszt €s az anyagcsere, valamint virulencia valtozasain

keresztiil ndveli a fertézés hatékonysagat.

rrrrr

gének feliilszabalyozodnak a keratinocita sejtek Candida gombasejtekkel vald talalkozasat
kovetden. A keratinocita sejtek RNS szekvendldsabol kapott eredmények megerdsitették az
ELISA mérésekbdl kapott adatokat, amelyek szerint az IL-6 citokin és az IL-8 kemokin gének
expresszids szintje megemelkedik a human keratinocitakban a C. albicans gombafert6zést
kovetden (Fiiggelék 1. és 2. abra). Kiilonbozé biologiai folyamatok, sejtkomponensek és
molekularis funkcidk valtoznak attol fliggéen, hogy C. parapsilosis vagy C. albicans fert6zés
torténik-e HaCaT vagy HPV-KER humén keratinocita sejtvonalakban. A HaCaT sejtek C.
parapsilosis fertézését kovetéen a megvaltozott oxigén- és fémionszintek szabalyozasaban
részt vevo gének feliilszabalyozodnak. Emellett a sejtek a fert6zés ellen tobb transzmembran
transzporter aktivitadsanak novelésével kiizdenek (Fiiggelék 3. és 7. abra). A HaCaT sejtekben
a virulensebb C. albicans fert6zés a jelatvitelben részt vevé receptorok és citokin aktivitas
nagyobb mértékii feliil szabalyozodasan keresztiil hat, ami fert6zésre figyelmeztetd funkciok
emelkedését jelzi (Fiiggelék 4. és 8. dbra). A HaCaT sejtekkel ellentétben a HPV-KER sejteknél
C. parapsilosis fertézést kovetden tobb olyan folyamat feliilszabalyozott, amely Osszefligg az
epitélialis sejtproliferacioval, mely a keratinocita sejtek differencidlodasanak iniciaciojat

mutatja. Ezenfelill foként a jelatvitelért és a ROS csokkentésért felelés folyamatok mutatnak
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feliil szabalyozast (Fliggelék 5. és 9. abra). Ezzel szemben C. albicans fert6z¢és hatasara szamos
bioldgiai folyamat, sejtszintli és molekularis funkcié jelentésebb mértékben aktivalodik.
Novekszik a kemotaxisban részt vevo sejtek aktivacidja, a jelatviteli folyamatok szintje €s a
citokin/kemokin aktivitas, ezek egy erdsebb fertézésre figyelmeztetd valaszt és gyulladasos
folyamatok aktivaciojat reprezentaljak. Ezen feliil a citokinekhez és a sejtfalhoz kapcsolddo
receptorok expresszidja fokozodik. Valamint a bakterialis fertézésekre jellemzd sejtvalaszok is

emelkedettek (Fiiggelék 6. és 10. abra).

Ezen eredményeket figyelembe véve a HPV-KER sejtek a biologiai folyamatok,
sejtkomponensek és molekularis funkciok tekintetében érzékenyebbek a patogén C. albicans
fertdzésre és gyulladasos folyamatok meginditasaban kapnak szerepet. A HPV-KER sejteknél
tapasztalt folyamatok és funkciok jelentds hanyada nem szabalyozodik feliil HaCaT sejtekben

patogének altali fertdzést kdvetden.

VI.11. A keratinocita sejtek antimikrobialis peptid valasza Candida gombafertézést

kovetoen

A szakirodalomban tobb informacid all rendelkezésre a human bor keratinocitak
antimikrobialis peptidtermelésérol. A legtobb esetben normal human keratinocitak vagy HaCaT
sejtek allnak a kutatas kozéppontjaban. Ezekben a vizsgalatokban stimulalatlan allapotban nem
figyeltek meg antimikrobialis peptidtermelést, de UVB-sugarzast vagy LPS adagolast kdvetden
megnodvekedett az antimikrobialis peptidtermelés, leggyakrabban a hBD-1, hBD-2 vagy LL-37
(Cathelicidin) szintjén (Ji Eun Kim ¢&s mtsai.,, 2005; Jun Seo ¢és mtsai.,, 2001).

Tanulmanyunkban a human keratinocita sejtekbdl torténd RNS izolalast kovetéen RT-
PCR ¢és RNS szekvenalassal vizsgaltuk a sejtek antimikrobidlis peptidtermeld képességével
kapcsolatos gének kifejez6dését. Ezen vizsgalatok soran sem a C. albicans, vagy C.
parapsilosis fertézés, sem az LPS vagy a kolekalciferol (UVB-sugarzas utan keletkez6
intermedier) hasznalata nem indukalta semmilyen antimikrobialis peptidtermelésért felelés gén

kifejezodését sem HaCaT, sem HPV-KER sejtvonalon.

VIL.12. A keratinocitak metabolomikaja Candida fert6zés utan

A metabolitok olyan kismolekuldk, amelyek biokémiai utvonalak szubsztratjaiként,

koztes termékeiként és termékeiként szolgalnak. A fertdzést kdvetden a keratinocita sejtek
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metabolizmusaban olyan valtozasok kovetkeznek be, amelyek segitik a sejtet a fertdézéssel
szembeni ellenallasban és annak lekiizdésében. A fertdzést kovetd metabolit termelésben
bekdvetkez6 valtozasok a sejtek fertdzéssel szembeni ellenalldsi mechanizmusainak indikétorai
lehetnek és az anyagcseréjiik szintjén a fertdzés okozta valtozasokhoz valo alkalmazkodast

teszik lehetdvé (Viano és mtsai., 2017).

Szamos metabolitot sikeriilt a sejtekbdl torténd feltarassal és GC-MS modszerrel
azonositani HaCaT sejtvonalon a C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzsekkel, valamint a C.
albicans SC5314 és WO-1 torzsekkel valo fert6zést kovetéen. A C. albicans SC5314 fertézésre
szignifikdnsan magasabb metabolit szekrécid volt megfigyelhetd az esetek nagy tobbségében.
Ilyen magasabb szekrécid volt tapasztalhato a ribuldz esetében a C. albicans SC5314 torzzsel
valo fertézés utan, kiillondsen az altalunk vizsgalt keratinocita sejtekben, melyek gyorsan
0sztddo sejtek, ahol magasabb pentoz-felhasznalas jellemz6, de egy virulensebb Candida
torzzsel vald fertézés esetén a ribuléz felhalmozodasa is eléfordulhat a fertdzés
kovetkezményeként. Hasonlo tendencia figyelhetd meg a glicerin esetében, amely hozzéjarul a
barrier funkciok fokozasahoz (Payer és mtsai., 2018). A fruktoz esetében minden kezelésnél
alacsonyabb szekrécid mutatkozott a kontroll sejtekhez képest, ami Osszefligghet a fertdzés
soran megnovekedett glikolizissel, de a keratinocita differencidlodas eldsegitéséhez is
kapcsolhatd (Arul és mtsai., 2016). A C. albicans SC5314 torzzsel torténd fertézést kovetden a
fukéz, a xiluloz és a 2-hidroxi-glutarsav metabolitok is megndvekedett mennyiségben voltak
jelen. A fuko6z hozzajarulhat az immunologiai mikrokdrnyezet kialakitdsdhoz €s a jelatvitelhez
(L1 és mtsai., 2018), a xiluléz a pentdz-foszfat utvonalon keresztiil eldsegitheti a gliikoz-
anyagcserét és hozzajarulhat az oxidativ stressz csokkentéséhez (Henderson és mtsai., 1999),
mig a 2-hidroxi-glutarsavnak jelentds szerepe lehet a jelatvitelben és mas sejtfolyamatokban,
szorosabb Osszefiiggést mutatva az anyagcsere €s az epigenetika kozott (Nadtochiy és mtsai.,

2016) (28. abra).

77



HaCaT

10

o

2

4

10+

g

|
k'
i
_i}

& -

0.2+

iay
I

a2

a1

E_‘ .

a0

-

A 2-Hydroxyglutaric acid B Ribulose
Original Cone. Normalized Canc. original Canc. Narmalized Conc.
. . .
154 15
0.015+4 0.015+4 -
. .
.
1.0+ 1.0
0.010+4 0.0104
05+ 05
0.005+4 0.0054
. .

0 p00L T e — [ 00 T [ 00 BET v et KA 001 BRI e vas drrem wnra w5
x v = = = = ¥ ¥ = Y = = ¥ v = < = - e v o = < o
= & 3 by = o} = & b i o e} = B 3 I 2 o} = & S I b )
= @ o 8 2 g = @ o} & 4 g = o a o @ 2 = =) a B a g
< a ut o y < & i o . = a o a ! < a 4 5 .

3 @ E > a @ o h o @ ai ; 5] @ r\:
- L 2 d g L
© J G iy v J o o v o g iy Y dJ = i
= [m) a o & [my & )
c Glycerol D Xylulose
Original Conc. Normalized Canc. Original Canc. Normalized Cone.
.
15 * 15
10 10
1.0+ 1.0
05 05
. 1 . - P ied 0.5 05
. .
e ol g
- . . * . ry =3 .
0.0 0.0 0.0 BN o —am ool Sy oo s ) 0,01 S e e - -
x x = = ) — x = o =+ = - x x = + =+ o x x o < = o
= = 5 & B s] = o 5 I = Is] = B ] & o o] = g s 5 = o]
= . @ ] S =z . = n = T . Z Ky = T . =t i =
< = i 2 . < a jor) Q ; < 4 A a . < a A g .
3 3 @ P 5 I} I} B g o a ai g o @ «
2 a4 o« g e 2 a4 4 g 2 4 o« I3
Yood Yo g YT TR B Y Sy 9T
5 O 5 O 5 O 5 O
E Fucose F Fructose
Original Caone. Normalized Cone. Original Cane. Normalized Cone.
.
20 204
03+ 03
15 151 *

T
-
5 -

A) MK

3

€)C p.GAL

F) C.a. WO-1
A) MK

D) C. p. CLIB214
£)C.a SC5314

BYK

€)C.p.GAL
D)C. p. CLIB2147 4
E) C.a SC5314

F) C. 8. WO-1

Cd
A) MK
.
.

BYK

€)C p.GAL

. -
E)C.a. SC5314 "‘—
.

D) C. p. CLIBZ14

F) C.a Wo-1

K

.
0O

A) Mic :.-
T .

)

H
cje p.GAL
Dy C p. CLIB214

.
E)C.a SC5314

F) C.a WO-1

28.

metabolit szekrécidjanak mértéke a variancia négyzetek egyenldségének

abra. HaCaT sejtek altal Candida fert6zést kovetden szekretalt metabolitok. Az adott

statisztikai

értékelésére szolgald f-proba alapjan tortént (az f-proba hatarértéke 15.0 volt). Az x-tengelyen

a kezelések, az y-tengelyen a GC-MS méréssel kapott adott metabolit gorbe alatti teriilete

lathato, amely ardnyos a kimutatott metabolit mennyiségével. MK=médium kontroll (csak

tapoldatot tartalmazo csoport). A gomba kontroll esetében nem tapasztaltunk metabolit

szekréciot, amely arra utalt volna, hogy tortént metabolit felszabadulas a gombabol. A: 2-

hidroxiglutarsav, B: Ribuloz, C: Glicerin, D: Xiluloz, E: Fukdz, F: Fruktoz.
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A HPV-KER sejtvonalban a kontroll csoporthoz képest magasabb szinten szekretalodott
tobb metabolit is az f-proba hatarértéke (15.0) feletti értéken. A C. albicans SC5314 mellett a
C. albicans WO-1 fert6zést kdvetden tobb metabolit esetében is magasabb szekrécios szintet
figyeltiink meg a kontroll csoporthoz képest. Ezek koz¢ tartozott az aszparaginsav, amely csak
a C. albicans WO-1 torzs fertézése esetén mutatott nagyobb termelést a kontroll csoporthoz
képest és emelkedett szintje gyulladasos folyamatok jelenlétére utal (Nordlind és mtsai., 1993).
Az almasav csak a C. parapsilosis GA1 és CLIB214 torzsek fert6zése esetén volt jelen
alacsonyabb mennyiségben a kontroll sejtekhez képest, ami altaldnos aminosav-hianyra utalhat
(Hsiao és mtsai., 2015). A hipotaurin antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezik, és nagyobb
mennyiségben volt jelen C. albicans SC5314 torzzsel valo fertézést kovetéen (Green és mtsai.,
1990). A C. albicans torzsekkel valo fertézéskor megndvekedett citromsav és 2-glutarsav
szinteket figyeltiink meg, az el6bbi apoptotikus és citotoxikus hatasti (Giardino €s mtsai., 2022),
az utdbbi pedig a sejtproliferacion keresztiil a barrier funkcidk fokozasaban vesz részt (Si és
mtsai., 2022). Az arginin termelés minden Candida fertézésre megnovekedett a kontroll
sejtekhez képest, amely szdmos hatassal rendelkezik a szervezetben, tobbek kozott az
immunfunkci6, a sebgyogyulds, a hormonszekréci6, az érrendszeri tonus, az
a nitrogén-oxidtol fiiggetlen és fliggd utvonalakon keresztiil kozvetiti hatasait. A treonin
emelkedett szekrécids szintet mutatott C. albicans térzsekkel valo fert6zést kovetden, amely
utal adhézios folyamatok jelenlétére és keratinocita sejt differencidciora (McMullan és mtsai.,
2003). Az ornitin termelédés hasonléan a treonin esetéhez C. albicans fert6zés utan mutat
emelkedett mértékli szekréciot. Az ornitin emelkedett jelenléte a bérhamsejtek védekezd
funkcidjahoz kapcsolhato, hiszen a kollagén szintézis prekurzora és fontos szerepet tolt be a
hamsejtek metabolizmuséaban, kiilondsképp poliaminok szintézisében (Sivashanmugam és
mtsai., 2017). Az orotsav esetében a kontroll csoporthoz képest minden gombas fertdzés
hatdsara csokkent ezen metabolit mennyisége a sejtekben. Az orotsav fontos szerepet tolt be a
folsav és a B12 vitamin metabolizmusanak beinditasaban (West és mtsai., 2017). Candida
fertdzés hatdsidra a kisebb mértékli szekretdlodasa utalhat ezen metabolikus folyamatok
megerdsddésére, melyek szerepet jatszanak a hamsejt regenerdcioban, az epidermalis barrier

funkciok megerdsitésében, DNS javitd mechanizmusokban €s kollagén termelésben (29. 4bra).
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29. abra. A HPV-KER sejtek Candida fert6zést kovetd metabolit szekrécidja. Az adott
értékelésére szolgald f-proba alapjan tortént (az f-proba hatarértéke 15.0 volt). Az x-tengelyen
a kezelések, az y-tengelyen a GC-MS méréssel kapott adott metabolit gérbe alatti teriilete
lathatd, amely aranyos a kimutatott metabolit mennyiségével. MK=médium kontroll (csak
tapoldatot tartalmazd csoport). A gomba kontroll esetében nem tapasztaltunk metabolit
szekréciot, amely arra utalt volna, hogy tortént metabolit felszabadulds a gombabol. A:
Aszparaginsav, B: 2-ketoglutarat, C: Malat, D: Orotsav, E: Hipotaurin, F: Ornitin, G:

Citromsav, H: Treonin, I: Arginin.

VI1.13. Keratinocita metabolomika felkészitett immunitasu allapotban

A keratinocitdk metabolomikdjara vonatkozo kisérleteink kiterjedtek a felkészitett
immunitast hamsejtek metabolikus valtozasainak felderitésére. Ebben az esetben is a hamsejtek
C. parapsilosis torzsekkel torténé fert6zése utan a gombat lemostuk a sejtekrdl és C. albicans
torzsekkel fertéztiik meg a hamsejteket. Ezutan a sejtek feltarasat kdvetden deritettiik fel a
szekretalt metabolitok terén tortént valtozasaikat a nem felkészitett immunitast fert6zésekkel

osszehasonlitva.

HaCaT keratinocita sejtek €16 C. parapsilosis GA1 torzzsel végzett pre-inkubacios
fertdzését kovetden 11 metabolit szekretalodasat tudtuk kimutatni C. albicans torzsekkel tortént
fertézés utan (30. abra). Ezek kozil a laktat C. albicans SC5314 torzs altali fert6zés hatasara
termelddott jelentdsebb mértékben a kontroll csoportokhoz képest. Az emelkedett laktat szint
¢és molekularis szignalizacios folyamatokkal hozhato kapcsolatba (Manosalva és mtsai., 2022).
A glicerin és foszforsav nagyon kdzeli csticsban volt detektalhato a GC-MS mérést kdvetden,
igy pontosan nem tudtuk validalni melyik metabolit megemelkedett termelése mutatkozik meg
a fert6zés hatasara. Ezen metabolitok emelkedett szintjei szintén a C. albicans SC5314 torzs
esetében jelentek meg. A glicerin nagyobb mértékii akkumuldcidja barrier funkciok
megerdsitésében kap szerepet, mig a foszforsav emelkedett jelenléte antimikrobialis €s
citotoxikus aktivitassal bir (Akbas és mtsai., 2013). A xiloz C. albicans SC5314 torzs hatasara
szekretalodott nagyobb mértékben és a hdmsejtek nagyobb vizretencids kapacitasaban kap
szerepet (Huntley és mtsai., 2018). A treonin C. albicans fertdzés hatasara kisebb mértékben

volt jelen, mint a kontroll csoport esetében. A nagyobb treonin felhasznalas utalhat a
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jelenlétére (McMullan és mitsai., 2013). Hasonl6 a helyzet az azelainsav esetében, ami C.
albicans torzsekkel valo fert6zés hatasara mutatott csokkent mennyiséget a feltarast kovetéen
¢és szintén szerepet jatszhat a korai/kései keratinocita differenciacié modulalasaban (Sieber és
mtsai., 2013). C. albicans SC5314 torzzsel vald fert6zés utan csokkent szekretalodast mutatott
a sztearinsav a kontroll csoporthoz képest, ami a bor barrier funkcidinak hianyos meglétére
utalhat (Ananthapadmanabhan és mtsai., 2013) (Fliggelék 14. abra). C. albicans SC5314
torzzsel tortént fert6zés hatasara tovabbi metabolitok szintje is megemelkedett, gy mint a
trehaldz, hipotaurin, taurin és 5-oxoprolin (30. abra). A trehaldz és hipotaurin antioxidans
tulajdonsagéan keresztiil a szabad gyokok okozta karosodas csokkentéséért felel (Bucak és
mtsai., 2007), az 5-oxoprolin a prolin szintézis prekurzora és emelkedett jelenléte a keratinocita
differencidciot segitheti prolinon keresztiil (Karen-Ng ¢és mtsai., 2021), illetve a taurin
antioxidans tulajdonsdgén tal védi a hamsejteket az UV-sugarzas altal okozott stresszel
szemben ¢&s a sejtproliferacio, gyulladasos folyamatok és kollagén genezis szintjén jelentds a
szerepe (Bucak és mtsai., 2007). A mirisztinsav C. albicans fert6zés hatasara bekovetkez6

csokkent mennyisége kozponti metabolikus folyamatok csokkent miikodésére utal (Fliggelék

16. abra).

A HaCaT Kkeratinocita sejtek ¢él6 C. parapsilosis CLIB214 torzzsel végzett pre-
inkubécios kisérletében Osszesen 13 metabolit szekrécidja mutatott megvaltozott mértékii
termelddést a kontroll csoportokhoz képest (30. abra). Ezen metabolitok koziil hasonloan a C.
parapsilosis GAl torzzsel vald eldinkubacios fertézésnél kapott eredményekhez a
glicerin/foszforsav, trehaldz, 5-oxoprolin, hipotaurin és laktat egy k6zos metszetet képeznek és
az Osszes esetben a virulensebb C. albicans SC5314 torzs altali fertézés hatasara mutattak
emelkedett termelddést. Hasonloan az el6zd metabolitokhoz a piruvat, valin, izoleucin és
cisztein szintén SC5314-es C. albicans torzs fertézését kovetéen jelentek meg nagyobb
mértékben a kontroll csoporthoz képest. A piruvat jelenléte 0Osszefliggésbe hozhatod
antimikrobidlis és kollagén szintézist stimuldlo tulajdonsadgokkal (Schwdrer és mtsai., 2021;
Goodwine és mtsai., 2019). A valin a kollagén termelés egyik kulcs szerepldje, ennél fogva a
sebgyogyulasban, illetve a karosult sejtek/szovetek ndvekedésében és javitasaban kap tamogato
szerepet (Gao és mtsai., 2021). Az izoleucin antioxidativ és gyulladas ellenes folyamatokért
felel (Wu és mitsai.,, 2022). Tovabba a cisztein antioxidativ tulajdonsagén tal kollagén
szintézisben kapott szerepén keresztiil fejti ki hatasat (Sameem ¢s mtsai., 2019) (Fiiggelék 15.

abra). Inozitol és lizin metabolitok szekretalodtak C. albicans SC5314 torzs fert6zésének
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hatasara. Az inozitol a bdrhamsejtek ndvekedésében (Gordon és mtsai., 1988), a lizin a kollagén
képzésben, illetve a hamsejtek kalcium felvevd képességében kapnak segitdé szerepet
(Yamauchi és Sricholpech, 2012; Civitelli €s mtsai., 1989). A sztearil alkohol (oktadekanol) és
a palmitin sav a kontroll sejtekhez képest kisebb szekréciot mutattak C. albicans torzsekkel
tortént fertézés hatasara. A sztearil alkohol csokkent szintje a bor barrier funkcidjanak
alulmiikddésére utal (Aungst és mtsai.,, 1986), ugyanezen funkcCid csokkenését jelzi a
palmitinsav alacsony szintje a gombafert6zés hatasara, hianyaban a bor barrier képességének

gyengiilt miikodésérol beszélhetiink (Mieremet és mtsai., 2019) (Fliggelék 17. abra).

HPV-KER sejtvonalon a C. parapsilosis GAL pre-inkubacios fertzéses allapot esetében
sejtvonalon mért eredményekkel. Ilyen volt példaul a trehal6z és a hipotaurin (30. dbra). Ezen
két metabolit termelddésének mértéke HPV-KER sejtek esetén is C. albicans SC5314 torzzsel
torténd fertdézést kovetden mutatott emelkedett szintet. Azonban voltak olyan kozos metszetbe
sorolhaté metabolitok, mint példaul a taurin és 5-oxoprolin, melyek esetében a gombas fertdzés
csOkkentette a mennyiségiiket a sejtekben, mig HaCaT sejtvonalon pont az ellenkezdje volt
megfigyelhetd. Eddig nem detektalt metabolitok is megjelentek HPV-KER sejtek esetében,
ilyen a szintén tal kozeli csicsokban megjelend, igy nehezen elvalaszthato arginin/ornitin, mely
C. albicans SC5314 torzs fertézésének hatasidra mutatott emelkedett szekretalodast, tovabba a
fumarsav, amely jelentdsen visszaesett termelddés szempontjabol gombas fertdzés hatasara. Az
arginin szerepei kozé tartozik a sejtek antioxiddns képességének megemelése, a kollagén
védelme (Cancer és mtsai., 2004). Ezzel szemben az ornitin kulcsfontossagu a keratinocita
sejtek metabolizmusaban igy, mint az urea, poliaminok és kollagén szintézis (Sivashanmugam
¢s mtsai., 2017). A fuméarsav csokkent szintje a gombas fert6zés soran gyengébb mértékii

gyulladas ellenes €és antioxidativ hatasrol arulkodik (Kaur és mtsai., 2020) (Fiiggelék 18. abra).

A HPV-KER Kkeratinocita sejtek C. parapsilosis CLIB214 torzzsel valo eléinkubacios
fertdz¢s sordn kapott metabolomikai valtozasokat tekintve, tobb metabolit emelkedett/csdkkent
jellege kozos metszetbe hozhaté a C. parapsilosis GAl torzzsel tortént eldinkubacios
fertdzésben tapasztaltakkal (30. abra). A trehal6z, hipotaurin (Fiiggelék 19. abra), valin és
ornitin (Fiiggelék 20. abra) ebben az esetben is nagyobb szekréciot mutatott a kontroll
csoporthoz képest, hasonléan a masik C. parapsilosis torzzsel tortént eléinkubacios kisérlethez
vagy a HaCaT sejtvonalon tapasztalt felkészitett immunitast koriilmények kozotti metabolit

termelést tekintve. A taurin, fumarsav, 5-oxoprolin esetében a kontroll csoporthoz képest
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alacsonyabb metabolit szekretalodas volt megfigyelhetd ugyantigy, mint a HPV-KER sejtek C.
parapsilosis GA1 torzs pre-inkubaciojaval kapott eredmények tekintetében, de ellentétesen
mint a HaCaT sejtek esetén kapott eredmények esetében. Uj szekretalt metabolitként jelent meg
a malat (Fliggelék 19. abra) és a putreszcin (Fliggelék 20. abra), melyek a kontroll csoporthoz
képest kisebb mértékben mutattak termelddést C. albicans fertdzést kovetden. Az almasav
csokkent mennyisége arra utal, hogy jelenlétének hidanyaban nem lazul meg az a sejt-sejt
kapcsolat, ami a halott sejteket tartja 6ssze a borréteg kiilso felszinén, valamint csokken az
altala okozott citotoxikus ¢és antiproliferativ hatds a keratinocita sejtekben, a sejtciklus
progressziojanak a gatlasa és a programozott sejthalal kivaltas hidnyanak kdszonhetéen (Hsiao
¢s mtsai., 2015). A putreszcin alacsonyabb szintii termelddésének kdszonhetéen csokkent
sejt a DNS struktira szabalyozasara és a sejtmembran funkciok megerdsitésére (Shridharan és

mtsai., 2020; Ginty és mtsai., 1989; Farriol és mtsai., 2001) (Fiiggelék 19. abra).

HaCaT Pl GA1 HPV-KER PI GA1
Xiléz
Treonin
Azelainsav
Sztearinsav
Mirisztinsav
Taurin
HaCaT NP HPV-KER NPI
o-hidroxialuts HaCaT NP ’ HPV-KER NPI Aszparaginsav
-hidroxiglutarsav Laktat Taurin 2-ketoglutarat
Ribuléz - Trehaléz Fumarsav Arginin/Ornitin Malét
Xilulgz Glicerin Hipotaurin 5-oxoprolin Hipotaurin Orotsav
FUkO? 5-oxoprolin Trehaldz Citromsav
Fruktéz Treonin
Piruvat
Valin
Allo-izoleucin/|zoleucin Almasav
e
Lizin alin
Oktadekanol
Palmitinsav
HaCaT PI CLIB214 HPV-KER Pl CLIB214

30. abra. A HaCaT ¢s HPV-KER keratinocitak metabolit termelésének 6sszefoglal6 abraja nem
felkészitett immunitast (NPI) és felkészitett immunitast (PI) allapotban. Kék szin: A kontroll
csoporthoz képest csokkent metabolit termelés. Piros szin: A kontroll csoporthoz képest

legalabb az egyik C. albicans torzs esetén emelkedett metabolit termelés.
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VII. Osszefoglalas

A leginkabb immunhianyos betegeket érintd invaziv Candida fertézések az egész
vilagra kiterjed0 komoly egészségiigyi problémat jelentenek (Lamoth ¢és mitsai., 2018). A
szakirodalombdl is jol ismert C. albicans az invaziv kandidiazisok kialakulasaban egy fontos
szerepld, emellett a nem albicans fajok altal okozott szisztémas fertézések szama az elmult
években novekvo tendenciat mutat (Figgelék 21. abra). Ilyen nem albicans faj a C.
parapsilosis, amely napjainkban egyre nagyobb szamban felelés a szisztémas, az egész
szervezetet érintd Candidas fertdzés kialakuldsaért (Pfaller és mtsai., 2011). Ezen betegségekre
leginkabb a korasziilottek, immunszuppresszalt egyének €s idds kortak a legveszélyeztetettebb
csoportok (Pammi és mtsai., 2013). A szakirodalomban széles korben targyalt C. albicans
kapcsan mar elég jo betekintést nyertiink ezen gomba altal okozott korképekbe, azonban a C.
parapsilosis fertézéssel kapcsolatos informaciok mennyisége elmarad a C. albicansszal
szemben. Tovabbad a szakirodalomban kevésbé taldlhatdo olyan publikacid, amely az €16
modellhez leginkabb hasonlité felkészitett immunitast irja le, ahol bemutatjak, hogy a
kommenzalista gomba jelenléte miként befolyasolja a gazdaszervezet borsejtjeit egy patogén
gombas fertdzés soran. A human bdérfeliilet az elsé immunoldgiai frontvonal a patogén gombak
altal okozott tdmadasok elharitisara. Ebben a stratum corneum réteg alatt elhelyezkedd
epidermalis rétegben megtaldlhatd keratinocita sejtek kulcsfontossagu szerepet jatszanak. A
szakirodalomban tobb tudomanyos cikk lelhet6 fel mikroba/virus-keratinocita interakciokrol,
de gomba-keratinocita interakcioval kapcsolatban leginkabb csak C. albicans fajjal talalhato
adat. Ezen publikaciok nem tal mélyrehatoan és a felkészitett fert6zés nélkiil targyalnak a

gazda-patogén interakciokrol.

Ennélfogva munkank sordn célul tiztik ki, hogy behatobban megvizsgaljuk a
keratinocita sejtek és Candida fajok kozott végbemend interakciot karosodas, citokin/kemokin
termelés, adhézios és fagocitdlo képesség, antimikrobialis peptidtermelés és metabolikus
valtozasok szintjén. Annak érdekében, hogy szélesebb képet kapjunk ezen fert6zésekrol, C.
parapsilosis és C. albicans esetében is 2-2 klinikai izolatumot hasznaltunk a kisérleteink soran,
emellett kétféle keratinocita sejtvonallal dolgoztunk. Ezen vizsgalatokat két szinten végeztiik,
az elsd szint egy egyszerl fert6zés keretében valosult meg, ahol a keratinocita sejtek el0szor

talalkoztak Candida gombaval, a masodik szinten a kommenzalista gombaval felkészitett

85



immunitasu keratinocita sejtek reakciojat mértiik fel patogén gombas fertdzés hatdsara. Ezek

alapjan vizsgalataink fobb eredményei a kovetkezok:

1. A Kkeratinocita sejtekkel szemben a vizsgalt Candida torzsek koziil a C. albicans
SC5314 torzs okozza a legnagyobb karosodast, kisebb mértékben HaCaT sejtek,
nagyobb mértékben HPV-KER sejtek esetén

Els6 korben HaCaT és HPV-KER sejteket fertoztiink C. parapsilosis és C. albicans
torzsekkel. Megfigyelhetd volt, hogy a C. albicans torzsek, koziilik is az SC5314 torzs
esetében szignifikdnsan magasabb karosodas figyelhetd6 meg a hamsejteken a kontroll
csoporthoz viszonyitva dézisfiiggd modon. A legnagyobb haldlozas az érzékenyebbnek
bizonyulé HPV-KER sejteknél volt megfigyelhetd. Ez a tendencia 24 és 12 6ras fertézésnél
is lathato volt. C. parapsilosis torzsekkel torténd hosszabb idétartamu, 48 oras fertdzés
esetében sem detektaltunk a kontroll csoporttol eltéré mértéki sejthalalozast. C. albicans
torzsek 48 oOréds iddtartamu fertdzését kovetden az érzékenységi mutatd felcserélddott, a
HaCaT sejtek nagyobb sejthaldlozast mutattak alacsonyabb dozisu fertdzés hatasara, a
HPV-KER sejtek LDH felszabaduldsa azonban nem valtozott a 24 6ras fertdzéshez képest.
Felkészitett immunitast vizsgalat soran a HPV-KER sejtek esetén volt megfigyelhetd
csokkenés a sejtpusztulasban alacsonyabb fertézési dozison C. albicans SC5314 torzsnél a
nem felkészitett immunitasti fertdzéshez képest. Ugyanakkor HPV-KER sejteknél a
felkészitett immunitashoz sziikséges C. parapsilosis torzsekkel torténd eldinkubacio
dozisfiiggése mutatkozik meg a karosodasban, alacsonyabb dozist C. albicans SC5314
torzzsel valo fertdzést kovetden. Ezzel bizonyitottuk, hogy mindkét C. albicans torzs
virulensebb és jobban karositja a keratinocita sejteket a C. parapsilosis torzsekhez képest.
Tovabba a felkészitett immunitas tekintetében alacsonyabb dozist C. albicans fertézés

kedvezd lehet a hdmsejtek karosodasara nézve.

2. A HaCaT és HPV-KER sejtek IL-6 és IL-8 termelése jellemzé C. albicans torzsekkel
valo fert6zést kovetden
A HaCaT sejtvonal esetén mindkét C. albicans torzs fertézése szignifikansan magasabb IL-
6 és IL-8 termelddéshez vezet, mig HPV-KER sejtvonalnal a C. albicans SC5314 torzs altal
okozott fertdzés eredményezett szignifikansan nagyobb IL-6 és IL-8 szekretalodast a
kontroll csoporthoz képest. A felkészitett immunitasu vizsgalatnal altalanos konzekvencia
nem vonhato le, a HaCaT sejtek IL-6 és IL-8 termelése kiillonbozo pre-inkubécios fertdzés

hatasara mutat emelkedett szintet a nem felkészitett immunitasi esetben tapasztaltakhoz
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képest. Ezzel szemben a HPV-KER sejteknél féleg az €16 C. parapsilosis CLIB214 torzzsel
végzett pre-inkubdcié utan mutatkozott emelkedett IL-6 és IL-8 termelés mindkét C.
albicans torzs fert6zését kovetden. Ezen vizsgalatban megerdsitettiik, hogy a C. albicans
torzsek okozta fert6zés emelkedett IL-6 ¢és IL-8 termelddést eredményez, valamint
felkészitett immunvalasznal tobb esetben is fennall a nem felkészitett immunitasa
koriilménynél mért IL-6 és IL-8 termeléshez képest magasabb szintii szekrécio ezen citokin
¢s kemokin esetében, tehat a kommenzalista gomba jelenléte elényhdz tudja juttatni a
hamsejtet egy C. albicans fertézést koveto citokin/kemokin szekrécio tekintetében.

A C. albicans torzsek valédi hifaképzé sajatossagukon Keresztiil hatékonyabb
kitapado képességgel birnak a keratinocita sejtekhez

A C. albicans SC5314 és WO-1 torzsek adhézios hatékonysaga szignifikansan magasabb
mértéklt mind HaCaT és HPV-KER keratinocitak esetében. Ezen eredményesebb kotddés
valédi hifaképzo tulajdonsdguknak és magasabb adhezin expresszidjuknak tulajdonithato.
A C. parapsilosis torzsek ezen tulajdonsagok hianyaban csak minimalis mértékben képesek
kitapadni keratinocita sejtekhez akar 1 oras, akdr 24 6ras fertézést kovetden. A felkészitett
immunitasu koriilmény semmilyen esetben nem ront és nem is javit a C. albicans torzsek
adhézids képességében HaCaT vagy HPV-KER keratinocitdkhoz.

A Keratinocita sejtek fagocitalo képessége minimalis, de magasabb C. albicans
torzsekkel szemben, mint C. parapsilosis torzseknél

A keratinocitdk, mivel nem tipikusan internalizaciora képes sejtek, igy ezen képességiik
csak néhany szazalékra tehet6 egy adott fertézési dozisti gombas fert6zésben. A C. albicans
torzsekkel szembeni fagocitald képesség azonban szignifikansan nagyobb, mint a C.
parapsilosis torzseknél tapasztalhato. Ez magyarazhato az adhézids vizsgalatban
tapasztaltakkal, a C. albicans torzsek valodi hifaképz6 tulajdonsagukon keresztiil
hatékonyabban képesek kapcsolddni a keratinocita sejtekhez és ezen asszociacido megléte
szilkséges az internalizacidé megvaldsulasahoz. Felkészitett immunitdsu esetben a C.
albicans SC5314 torzzsel szembeni fagocitald képesség szignifikansan visszaesett a nem
felkészitett immunitas eseténél tapasztalthoz képest, mig a C. albicans WO-1 t6rzsnél nem
mutatott valtozast. Eredményeink tehat arra utalnak, hogy C. albicans SC5314 torzzsel
szemben a fagocitald képesség hatranyt szenved el felkészitett immunitisban torténd
fertdzést kovetden.

A keratinocita-gomba interakcié nem valtoztatja meg az ECEL génexpressziot, nem
okoz antimikrobialis peptidtermelést és biologiai funkciok tekintetében a HPV-KER

sejtek nagyobb érzékenységet mutatnak C. albicans fertozésre
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A C. albicans torzsek egyik legfontosabb virulencia faktora a kandidalizin termelés, mely
az ECE1 gén expressziojanak fokozddasan keresztiil valosul meg. A gomba RNS-ének
szekvenalasa segitségével sikeriilt megallapitani, hogy a keratinocita sejtekkel torténd
interakci6 nem emeli az ECE1l gén expressziojat, hanem alap allapotaban mutat
kifejezodést, méghozza szignifikdnsan magasabb mértékben a C. albicans SC5314 torzs
esetében a C. albicans WO-1 torzshoz képest. Kutatasaink kiterjedtek a keratinocita sejtek
antimikrobialis peptidtermeld képességére, azonban egyik sejtvonal esetében és C.
parapsilosis valamint C. albicans torzsek altal okozott fert6zés hatasara sem tudtunk
detektalni human AMP-ket. A Candida gomba és keratinocita sejt RNS kivonasat kovetd
RNS szekvenalasi folyamatbol szélesebb kort bioinformatikai analizist végeztiink el és arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a C. albicans torzsekkel végzett fert6zés soran olyan
gének szabalyozddtak feliil, amelyek segitik a gomba kitapadd képességét, szabadgyok
okozta stressz csokkentését, anyagcseréjilk és transzporter aktivitasuk megnovekedett
szabalyozasat. Tovabba a hamsejtek oldalardl C. albicans fert6zést kovetéen a HaCaT
sejtekben tobb folyamat alulszabalyozott, mig HPV-KER keratinocitdknal pont az
ellenkezdje. Ezek alapjan elmondhato, hogy a HPV-KER keratinocita sejtek érzékenyebben
reagalnak egy Candida fert6zésre, mivel tobb bioldgiai folyamat is erdsebben feliil
szabalyozodik benniik, mint a HaCaT sejtekben, olyanok mint a jelatvitel, ROS stressz
csokkentés és citokin/kemokin termelés.

Avirulensebb C. albicans torzsek altali fert6zés nagyobb mértékii valtozasokat indit a
keratinocita sejtek metabolikus aktivitasaban

Nem felkészitett immunitasu fertézések esetén HaCaT sejtvonalon a C. albicans SC5314
¢és kisebb mértékben a WO-1 torzs altal okozott fertdzések eredményeztek jelentdsebb
metabolit termelést a sejtekben a fertézetlen kontroll csoporthoz képest. Ezek a metabolitok
szigndl transzdukcios folyamatok és kozponti biokémiai utvonalak felerdsitésében é€s
barrier funkciok megerdsitésében. A HPV-KER sejtek esetén a C. albicans SC5314 mellett
a WO-1 torzs is jelentésebb metabolit szekretdlodast okozott a HaCaT sejteknél
tapasztaltakhoz képest. Az itt termel6dott metabolitok hozzajarulnak a keratinocita sejtek
tulajdonsaggal rendelkeznek és gyulladasos folyamatok kialakitasaban vesznek részt. A
felkészitett immunitasu fertdzések esetében HaCaT sejtvonalon a glicerin termelddés
hatarozottan kozOs metszetbe hozhatod, tehat mind a felkészitett és nem felkészitett

immunitasa fert6zésben megjelenik C. albicans SC5314 torzs jelenlétére és a barrier
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funkcidk tdmogatasdban van szerepe. Tobb UGjonnan megjelend metabolit termelddés is
tapasztalhatd, melyek antioxidans, gyulladasos, adhézids, sejt differenciacios, kollagén
szintézis €s barrier funkcidhoz rendelhetd tulajdonsagokkal rendelkeznek. Felkészitett
immunitast fertdzés soran HPV-KER sejtek esetén az almasav, arginin, ornitin és
hipotaurin szekrécidja kozos metszetbe hozhatd a nem felkészitett immunitasa
fertézésekkel. Ezek a metabolitok szerepet kapnak antioxidans, kollagén szintézis segito,

karosodott sejt javitasi €s sejt differenciacios folyamatokban.

Ezek az eredmények elésegitik a keratinocita sejtek Candida gombaval torténé
interakcidéinak behatobb megismerését. Sikeresen kimutattuk, hogy a C. albicans
torzsekkel szemben a sejtek karosodasa magasabb, IL-6 és IL-8 citokin/kemokin
termelésre nézve a sejtek szignifikansabb szekrécioval rendelkeznek, gomba-sejt
kitapadé képességiik szignifikansabb, valamint a sejt internalizacios képessége
nagyobb mértékii, mint a C. parapsilosis torzsek esetében. Mélyebben felderitettiik a
gomba-sejt interakciobol szarmazé feliilszabalyozott géneket, biolégiai folyamatokat
és azok funkcidit mind a gomba és sejt oldalrdl. Tovabba részletesen megvizsgaltuk a
keratinocita sejtek metabolikus valtozasait Candida fert6zésre és ezen metabolit
termelédésbeli valtozasok funkcionalis szerepét. Ezen ismeretek hozzajarulnak
boriink jobb megismeréséhez ¢és hatékonyabb védekezési mechanizmusok

kialakitasahoz patogén gomba fert6zéssel szemben.
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VIII. Summary

Invasive Candida infections affecting immunosuppressed patients are a serious health
problem worldwide (Lamoth et al., 2018). C. albicans, well known from the literature, is an
important participant in the development of invasive candidiasis, but the number of systemic
infections caused by non-albicans species has been increasing in recent years (Supplementary
figure 21.). One such non-albicans species is C. parapsilosis, which is nowadays increasingly
responsible for the development of systemic, whole-body Candida infections (Pfaller et al.,
2011). The most vulnerable groups for these diseases are premature infants, immunosuppressed
individuals and the elderly (Pammi et al., 2013). Related to the C. albicans -which is widely
discussed in the literature- we gained good insight into the pathologies caused by this fungus,
but the amount of information on C. parapsilosis infection is inferior to the C. albicans.
Furthermore, there are fewer publications in the literature describing the primed immunity that
most closely resembles a living model, i.e. where the presence of the commensal fungus affects
host skin cells during a pathogenic fungal infection. The human skin surface is the first
immunological frontline to fend off attacks by pathogenic fungi. In this, keratinocyte cells,
found in the epidermal layer beneath the stratum corneum, play a key role. There are several
scientific articles in the literature on microbe/virus-keratinocyte interactions, but data on
fungus-keratinocyte interactions are mostly limited to C. albicans. These publications do not
discuss host-pathogen interactions in great depth and primed immunity of the host skin cells.

Hence, our work aimed to investigate in more detail the interaction between keratinocyte
cells and Candida species at the level of damage, cytokine/chemokine production, adhesion,
phagocytic ability, antimicrobial peptide production and metabolic changes. In order to get a
broader picture of these infections, we used 2-2 clinical isolates of both C. parapsilosis and C.
albicans in our experiments, and we also used two different keratinocyte cell lines. These
studies were performed in two levels, the first level was performed in the context of a simple
infection where keratinocyte cells first encountered Candida fungus, the second level measured
the response of keratinocyte cells primed with commensal fungus to pathogenic fungal

infection. On this basis, the main results of our studies are as follows:
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1. Of the Candida strains tested, in contrast to keratinocyte cells, C. albicans strain
SC5314 causes the greatest damage to a lesser extent in HaCaT cells and more
significantly in HPV-KER cells
First, HaCaT and HPV-KER cells were infected with C. parapsilosis and C. albicans
strains. It was observed that C. albicans strains, including the SC5314 strain, showed
significantly higher damage on epithelial cells in a dose-dependent manner compared to the
control group. The highest mortality was observed in HPV-KER cells, which were found to
be more susceptible. This trend was also seen at 24 and 12 hours of infection. No greater
cell death than the control group was detected in the case of longer duration of infection
with C. parapsilosis strains, the infection period was 48 h. After 48 h of infection with C.
albicans strains, the sensitivity index was reversed, HaCaT cells showing higher cell death
following lower dose infection, however HPV-KER cells showed unchanged LDH release
compared to 24 h of infection. In primed immunity assay, HPV-KER cells showed a
reduction in cell death at lower infection dose for C. albicans strain SC5314 compared to
non-primed infection. However, HPV-KER cells showed a dose-dependence of priming on
damage following infection with a lower dose of C. albicans strain SC5314. Thus, we
demonstrate that both C. albicans strains are more virulent and damage keratinocyte cells
more, compared to C. parapsilosis strains. Furthermore, in terms of primed immunity, lower
doses of C. albicans infection may be beneficial for epithelial cell damage.

2. HaCaT and HPV-KER cells produce IL-6 and IL-8 after infection with C. albicans
strains
In the HaCaT cell line, infection with both C. albicans strains leads to significantly higher
IL-6 and IL-8 production, whereas in the HPV-KER cell line, infection with C. albicans
SC5314 resulted in significantly higher IL-6 and IL-8 secretion compared to the control
group. No overall consistency can be drawn when examining primed immunity, with
HaCaT cells showing elevated levels of I1L-6 and IL-8 production under different pre-
incubation infection effects compared to those, observed in the non-primed case. In contrast,
HPV-KER cells showed elevated IL-6 and IL-8 production mainly after pre-incubation with
live C. parapsilosis strain CLIB214 following infection with both C. albicans strains. In
this study, we confirmed that infection with C. albicans strains results in elevated 1L-6 and
IL-8 production, and that in several cases of primed immune response there is a higher level
of secretion of these cytokines and chemokines compared to IL-6 and IL-8 production in

the non-primed condition, thus the presence of the commensal fungus may confer an
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advantage to the epithelial cell in terms of cytokine/chemokine secretion following C.
albicans infection.

C. albicans strains have a more efficient adherence to keratinocyte cells through their
true hyphal specificity

The adhesion efficiency of C. albicans SC5314 and WO-1 strains was significantly higher
for both HaCaT and HPV-KER keratinocytes. This more efficient binding may be attributed
to their true hyphal property and higher adhesin expression. In the absence of these
properties, C. parapsilosis strains can only minimally adhere to keratinocyte cells after
either 1 h or 24 h of infection. In any case, the primed condition neither impairs nor
improves the ability of C. albicans strains to adhere to HaCaT or HPV-KER keratinocytes.
. The ability of keratinocyte cells to phagocytose is minimal but higher against C.
albicans strains than against C. parapsilosis strains

Keratinocytes are not typically cells capable of internalisation, their ability to phagocite is
limited to a few percent for a given dose of fungal infection. However, the ability to
phagocytose against C. albicans strains is significantly higher than that seen with C.
parapsilosis strains. This can be explained by the findings in the adhesion assay, C. albicans
strains are able to bind more efficiently to keratinocyte cells through their true hyphal
property and the presence of this association is necessary for internalisation to occur. In the
primed case, the phagocytic ability against C. albicans strain SC5314 was significantly
reduced compared to the non-primed case, whereas C. albicans strain WO-1 showed no
change. Thus, our results suggest that phagocytic ability is impaired against C. albicans
SC5314 strain following primed infection.

Keratinocyte-fungus interaction does not alter ECE1 gene expression, does not induce
antimicrobial peptide production and in terms of biological functions, HPV-KER cells
show greater susceptibility to C. albicans infection

One of the most important virulence factors in C. albicans strains is the production of
candidalysine, which is mediated through increased expression of the ECEL1 gene. By
sequencing the fungal RNA, it was found that interaction with keratinocyte cells does not
increase the expression of the ECE1 gene, but shows a basal expression, significantly higher
in C. albicans SC5314 compared to C. albicans WO-1 strain. Our studies included the
ability of keratinocyte cells to produce antimicrobial peptides, but we were unable to detect
human AMPs in either cell line and in response to infection by C. parapsilosis and C.
albicans strains. After RNA sequencing following RNA extraction from Candida fungi and

keratinocyte cells, we performed a broader bioinformatic analysis and concluded that
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infection with C. albicans strains resulted in the upregulation of genes that contribute to the
fungal adhesion, reduction of free radical stress, increased regulation of their metabolism
and transporter activity. Furthermore, on the epithelial cell side, several processes are down-
regulated in HaCaT cells following C. albicans infection, whereas the opposite is true for
HPV-KER keratinocytes. These findings suggest that HPV-KER keratinocyte cells are
more sensitive to Candida infection, as several biological processes are more strongly
upregulated in HPV-KER cells than in HaCaT cells, such as signal transduction, ROS stress
reduction and cytokine/chemokine production.

Infection with more virulent C. albicans strains induces greater changes in the
metabolic activity of keratinocyte cells

The case of non-primed infections in HaCaT cell line, infections caused by C. albicans
SC5314 and to a lesser extent by the WO-1 strain resulted in higher metabolite production
in cells compared to the uninfected control group. Taken together, these metabolites are
involved in promoting keratinocyte cell differentiation, enhancing signal transduction,
upregulating central biochemical pathways and strengthening barrier functions. In HPV-
KER cells, the WO-1 strain, in addition to C. albicans SC5314, also caused a more
significant increase in metabolite secretion compared to HaCaT cells. The metabolites
produced here contribute to keratinocyte cell differentiation and adhesion processes,
promote collagen synthesis, have antioxidant properties and are involved in the
development of inflammatory processes. In case of primed infections, glycerol production
in the HaCaT cell line is strongly associated with common intersection. It is released in both
primed and non-primed infections by C. albicans strain SC5314 and has a role in supporting
barrier functions. Several emerging metabolites are also produced, which have properties
associated with antioxidant, inflammatory, adhesion, cell differentiation, collagen synthesis
and barrier functions. During primed infection, malate, arginine, ornithine and hypotaurine
are expressed in HPV-KER cells in the same way as in non-primed infections. These
metabolites are involved in antioxidant, collagen synthesis promoting, cell repair and cell

differentiation processes.

These results will help to better understand the interactions of keratinocyte cells
with Candida fungi. We have successfully shown that, in comparison with C. albicans
strains, the cells show higher cell damage, significant secretion of IL-6 and IL-8
cytokine/chemokine production, more significant fungal-cell association and higher

cell internalization capacity than C. parapsilosis strains. We have further explored the
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upregulated genes and biological processes resulting from fungal-cell interactions and
their functions on both the fungal and cellular side. Furthermore, we have investigated
in detail the metabolic changes in keratinocyte cells in response to Candida infection
and the functional role of these changes in metabolite production. This knowledge will
contribute to a better understanding of our skin and the development of more effective

defence mechanisms against pathogenic fungal infections.
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Fiiggelék 1. abra. A HaCaT keratinocita sejtek C. albicans SC5314 (MOI=1:25) torzs
fertdzését kovetd citokin/kemokin termelésért felelds génjeinek expresszidjanak mértéke a
fertdzetlen kontroll sejtekhez képest. A piros pontok jeldlik a feliilszabalyozott, a kék pontok
az alulszabalyozott génexpressziot. Az x-tengelyen a valtozas mértéke, az y-tengelyen a

szignifikancia szint lathato logaritmikus skalan.
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Fiiggelék 2. abra. A HPV-KER Keratinocita sejtek C. albicans SC5314 (MOI=1:25) torzs
fertdzését kovetd citokin/kemokin termelésért felelds génjeinek expresszidjanak meértéke a
fertdzetlen kontroll sejtekhez képest. A piros pontok jeldlik a feliilszabalyozott, a kék pontok

az alulszabalyozott génexpressziot. Az x-tengelyen a valtozds mértéke, az y-tengelyen a

szignifikancia szint lathato logaritmikus skalan.
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Fiiggelék 3. abra. GSE analizis HaCaT sejtek C. parapsilosis fert6zését kovetden. Az abra a
HaCaT keratinocitdk bioldgiai folyamatai, sejtkomponensei és molekularis funkcioi
aspektusaban mutatja be, mely folyamatok feliil- vagy alulszabalyozottak a fert6zést kovetden.
Az abszolut normalizalt feldasulasi pontszam jeloli, hogy az egyes génkészletek (Gtvonalak)
esetében, az adott génkészletben (Utvonalban) szerepld tagok (gének) milyen gyakran

szerepelnek.
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Fiiggelék 4. abra. GSE analizis HaCaT sejtek C. albicans fert6zését kovetéen. Az abra a

HaCaT keratinocitdk biologiai

folyamatai,

sejtkomponensei €s molekuldris funkcioi

aspektusaban mutatja be, mely folyamatok feliil- vagy alulszabalyozottak a fert6zést kovetden.

Az abszolut normalizalt feldasulasi pontszam jeloli, hogy az egyes génkészletek (Gtvonalak)

esetében, az adott génkészletben (Utvonalban) szerepld tagok (gének) milyen gyakran

szerepelnek.
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Fiiggelék 5. abra. GSE analizis HPV-KER sejtek C. parapsilosis fert6zését kovetéen. Az abra

a HPV-KER keratinocitdk biologiai folyamatai, sejtkomponensei és molekularis funkcioi

aspektusaban mutatja be, mely folyamatok feliil- vagy alulszabalyozottak a fert6zést kovetden.

Az abszolut normalizalt feldasulasi pontszam jeloli, hogy az egyes génkészletek (Gtvonalak)

esetében, az adott génkészletben (utvonalban) szerepld tagok (gének) milyen gyakran

szerepelnek.

120



MYELQID LEUKQCYTE MIGRATION-

CELL CHEMOTAXIS-

LEUKOCYTE CHEMOTAXIS -

RESPONSE TG MOLECULE OF BACTERIAL ORIGIN-
CELLULAR RESPONSE TC MOLECULE OF BACTERIAL ORIGIN-
RESPONSE TO CHEMOKINE -

REGULATION OF LEUKOCYTE CHEMOTAXIS -

GRANULOCYTE MIGRATION-

GRANULOCYTE CHEMOTAXIS -

RESPONSE TO BACTERIUM-

CYTOSOLIC RIBOSOME-

CYTOSOLIC LARGE RIBOSOMAL SUBUNIT-
COLLAGEN CONTAINING EXTRACELLULAR MATRIX-
NUCLEAR REPLICATION FORK-

CYTOSOLIC SMALL RIBOSOMAL SUBUNIT-
GOLLAGEN TRIMER -

CYTOCHROME COMPLEX-

RIBOSOMAL SUBUNIT-

EXTERNAL ENCAPSULATING STRUCTURE-
ENDOPLASMIC RETICULUM LUMEN-

SIGNALING RECEPTOR REGULATOR ACTIVITY -
CYTOKINE ACTIVITY-

CYTOKINE RECEPTOR BINDING -

G PROTEIN COUPLED RECEPTOR BINDING-
GLYCOSAMINOGLYCAN BINDING-

GROWTH FACTOR ACTIVITY -

HEPARIN BINDING -

CARBOHYDRATE BINDING-

STRUCTURAL CONSTITUENT OF RIBOSOME -
EXTRACELLULAR MATRIX STRUCTURAL CONSTITUENT-

20

22
Absolute normalized enrichment scor:

24
e

26

sassasold jeabojolg

sjusuodwod |80

SUODUNY 1B[ND3[ON

Direction of enrichment
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A

Down-regulated

Up-regulated

Fiiggelék 6. abra. GSE analizis HPV-KER sejtek C. albicans fert6zését kovetden. Az abra a

HPV-KER keratinocitdk biologiai folyamatai, sejtkomponensei és molekularis funkcioi

aspektusaban mutatja be, mely folyamatok feliil- vagy alulszabalyozottak a fert6zést kovetoen.

Az abszolut normalizalt feldasulasi pontszam jeloli, hogy az egyes génkészletek (Gtvonalak)

esetében, az adott génkészletben (Utvonalban) szerepld tagok (gének) milyen gyakran

szerepelnek.
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response to oxygen levels

response to hypoxia

response to decreased cxygen levels
cellular response to oxygen levels

cellular response to hypoxia

cellular response to decreased oxygen levels

positive regulation of leukocyte chemotaxis .
p-value

0.015
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cell surface '
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contractile fiber
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oxidoreductase complex .
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striated muscle thin filament

protein phosphatase type 1 complex
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plasma lipoprotein particle
myofilament

lipoprotein particle

sugar transmembrane transporter activity

monasaccharide transmembrane transporter activity
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hormone activity
hexose transmembrane transporter activity
glucose transmembrane transporter activity

carbohydrate transmembrane transporter activity

oxysterol binding
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glycogen binding

dehydroascorbic acid transmembrane transporter activity

alpha-(1->3)-fucosyltransferase activity

0.03 0.06 0.09
GeneRatio

Fiiggelék 7. abra. Gén ontologiai analizis HaCaT keratinocitak C. parapsilosis gombaval
torténd fertdzését kovetden. Az dbra a HaCaT sejtek biologiai folyamatai, sejtkomponensei és
molekuléris funkcioi aspektusdban mutatja be a megndvekedett génexpresszidt mutatd gének
szamat és p-értékét. A kor nagysaga a génszammal aranyos, a p-€érték a szignifikancia szintet
jeloli (mélyebb szin, szignifikdnsabb génexpressziot jeldl). A génarany a kérdéses folyamatban
szerepet jatszO Osszes génhez viszonyitva mutatja meg, mely gének fejezddtek ki az adott

folyamatban.
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RNA polymerase |l transcription regulator complex .
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phosphatase complex
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protein phosphatase type 1 complex
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signaling receptor regulator activity

signaling receptor activator activity
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receptor ligand activity
phosphoprotein phosphatase activity .
protein tyrosine phosphatase activity

growth factor activity

cytokine activity
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protein tyrosine/threonine phosphatase activity
nuclear glucocorticoid receptor binding

MAP kinase tyrosine/serine/threonine phosphatase activity

0.04 0.08 0.12
GeneRatio

Fiiggelék 8. abra. Gén ontologiai analizis HaCaT keratinocitak C. albicans gombaval torténd
fertdzését kovetden. Az abra a HaCaT sejtek biologiai folyamatai, sejtkomponensei és
molekuléris funkcioi aspektusdban mutatja be a megnovekedett génexpresszidt mutatd gének
szamat és p-értékét. A kor nagysaga a génszammal aranyos, a p-érték a szignifikancia szintet
jeloli (mélyebb szin, szignifikdnsabb génexpressziot jeldl). A génarany a kérdéses folyamatban
szerepet jatszO Osszes génhez viszonyitva mutatja meg, mely gének fejezddtek ki az adott

folyamatban.
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vasculature development

blood vessel development

response to oxygen levels

response to hypoxia

response to decreased oxygen levels

blood vessel morphogenesis

regulation of epithelial cell proliferation
epithelial cell proliferation

positive regulation of epithelial cell proliferation

cellular response to hypoxia
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Fiiggelék 9. abra. Gén ontoldgiai analizis HPV-KER keratinocitak C. parapsilosis gombaval
torténd fertdzését kovetden. Az dbra a HPV-KER sejtek bioldgiai folyamatai, sejtkomponensei
¢s molekularis funkcioi aspektusdban mutatja be a megndvekedett génexpressziot mutatod gének
szamat és p-értékét. A kor nagysaga a génszammal aranyos, a p-€érték a szignifikancia szintet
jeloli (mélyebb szin, szignifikdnsabb génexpressziot jeldl). A génarany a kérdéses folyamatban
szerepet jatszo Osszes génhez viszonyitva mutatja meg, mely gének fejezddtek ki az adott

folyamatban.
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Fiiggelék 10. abra. Gén ontologiai analizis HPV-KER keratinocitak C. albicans gombaval

torténd fertdzését kovetden. Az abra a HPV-KER sejtek bioldgiai folyamatai, sejtkomponensei

¢s molekularis funkcioi aspektusdban mutatja be a megndvekedett génexpressziot mutatd gének

szamat és p-értékét. A kor nagysaga a génszammal aranyos, a p-érték a szignifikancia szintet

jeloli (mélyebb szin, szignifikdnsabb génexpressziot jeldl). A génarany a kérdéses folyamatban

szerepet jatszO Osszes génhez viszonyitva mutatja meg, mely gének fejezddtek ki az adott

folyamatban.
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Fiiggelék 11. abra. A keratinocita sejt-Candida gomba interakci6 soran a C. albicans torzsek
oldalardl valtozott expressziot mutatd gének szdma. A kozds metszetben jelen 1évo 21 gén
(AOX2, C1_06340W_A, C1_12910W_A, C3_01540W_A, C5_03440W_A, C5_03710C_A,
CSH1, DDR48, FET31, FOL1, FRE30, FRE7, HYR1, PHO89, QDR1, RBT5, SOD3, SOD4,
TYE7, YWP1, ZRT2) mindkét torzs esetében megvaltozott expresszidt mutatott. Piros szin

jeloli az emelkedett expressziot, kék szin a csokkent kifejezodést.
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Fiiggelék 12. abra. A sejt-gomba interakciot kovetéen a gomba oldalarél kapott plot-analizis.
Az abran a C. albicans SC5314 torzsnél vizsgalt biologiai folyamatok, molekularis funkciok,
sejtkomponensek és KEGG (Gének és Genomok Kiotdi Enciklopédiaja) titvonalak lathatoak.
A hatarérték felett lathato karikak emelkedett kifejez6dést mutatd folyamatokhoz
kapcsolhatoak. Kiemeltiik a jelentdsebb valtozast képviseld folyamatokat. Az y-tengelyen
lathatd a p-érték, amely a szignifikancia szinttel ardnyos. A z-érték az atlagos szorastol valo
pozitiv €és negativ eltérés mértékét hatdrozza meg. A kor mérete az adott folyamatban

emelkedett kifejezédést mutatd gének szamanak mennyiségét reprezentalja.
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Fiiggelék 13. abra. A sejt-gomba interakciot kovetéen a gomba oldalarél kapott plot-analizis.
Az abran a C. albicans WO-1 torzsnél vizsgalt biologiai folyamatok, molekularis funkciok,
sejtkomponensek és KEGG (Gének és Genomok Kiotoi Enciklopédiaja) utvonalak lathatoak.
A hatarérték felett lathato karikak emelkedett kifejez6dést mutatd folyamatokhoz
kapcsolhatoak. Kiemeltiik a jelentdsebb valtozast képviseld folyamatokat. Az y-tengelyen
lathatd a p-érték, amely a szignifikancia szinttel ardnyos. A z-érték az atlagos szorastol valo
pozitiv €és negativ eltérés mértékét hatdrozza meg. A kor mérete az adott folyamatban

emelkedett kifejezédést mutatd gének szamanak mennyiségét reprezentalja.
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Fiiggelék 14. abra.

Az abran a HaCaT sejtek altal é16 C.

parapsilosis GA1 torzzsel tortént

eldinkubécios fertdzést kovetd C. albicans fertdzésre bekovetkezd szekretalt metabolitok

mennyisége lathatd (elsdé rész). Az adott metabolit szekrécidjanak mértéke a variancia

négyzetek egyenldségének statisztikai értékelésére szolgald f-proba alapjan tortént (az f-proba

hatarértéke 15.0 volt). Az x-tengelyen a kezelések, az y-tengelyen a GC-MS méréssel kapott

adott metabolit gorbe alatti teriilete lathatd, amely aranyos a kimutatott metabolit

mennyiségével. MK=médium kontroll (csak tapoldatot tartalmazd csoport), K=kontroll

(keratinocita sejtek tapoldatban), PI K=Pre-inkubacids kontroll (keratinocita sejtek csak C.

parapsilosis eldinkubacios fertdzéssel). A: Laktat, B: Glicerin/Foszforsav, C: Xil6z, D:

Treonin, E: Azelainsav, F: Sztearinsav.
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HaCaT PI GA1 (Masodik rész)
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Fiiggelék 15. abra. Az abran a HaCaT sejtek altal ¢16 C. parapsilosis GA1 torzzsel tortént
eléinkubacios fertézést kovetd C. albicans fertézésre bekdvetkezd szekretalt metabolitok
mennyisége lathatd (masodik rész). Az adott metabolit szekrécidjanak mértéke a variancia
négyzetek egyenldségének statisztikai értékelésére szolgald f-proba alapjan tortént (az f-proba
hatarértéke 15.0 volt). Az x-tengelyen a kezelések, az y-tengelyen a GC-MS méréssel kapott
adott metabolit gorbe alatti teriilete lathatd, amely ardnyos a kimutatott metabolit
mennyiségével. MK=médium kontroll (csak tapoldatot tartalmazd csoport), K=kontroll

(keratinocita sejtek tapoldatban), PI K=Pre-inkubacios kontroll (keratinocita sejtek csak C.
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parapsilosis eldinkubacios fertézéssel). G: Trehaldéz, H: Hipotaurin, I: Mirisztinsav, J: 5-

oxoprolin, K: Taurin.
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Fiiggelék 16. abra. Az abran a HaCaT sejtek altal ¢16 C. parapsilosis CLIB214 torzzsel végzett
eléinkubacios fertézést koveté C. albicans fertézésre bekdvetkezd szekretalt metabolitok
mennyisége lathatd (elsé rész). Az adott metabolit szekréciojanak mértéke a variancia
négyzetek egyenldségének statisztikai értékelésére szolgald f-proba alapjan tortént (az f-proba
hatarértéke 15.0 volt). Az X-tengelyen a kezelések, az y-tengelyen a GC-MS méréssel kapott
adott metabolit gorbe alatti teriilete lathatd, amely ardnyos a kimutatott metabolit

mennyisé¢gével. MK=médium kontroll (csak tapoldatot tartalmaz6 csoport), K=kontroll
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(keratinocita sejtek tapoldatban), Pl K=Pre-inkubacios kontroll (keratinocita sejtek csak C.
parapsilosis eldinkubacios fert6zéssel). A: Piruvat, B: Glicerin/Foszforsav, C: Trehaldz, D:

Valin, E: Allo-izoleucin/lzoleucin, F: Cisztein.

132



HaCaT PI CLIB214 (Masodik rész)
G Inositol H Lysine
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Fiiggelék 17. abra. Az abran a HaCaT sejtek altal €16 C. parapsilosis CLIB214 torzzsel végzett
eldinkubacios fertdzést kovetd C. albicans fert6zésre bekodvetkezd szekretalt metabolitok

mennyisége lathatd (masodik rész). Az adott metabolit szekrécidjanak mértéke a variancia
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négyzetek egyenldségének statisztikai értékelésére szolgalod f-proba alapjan tortént (az f-proba

hatarértéke 15.0 volt). Az x-tengelyen a kezelések, az y-tengelyen a GC-MS méréssel kapott

adott metabolit gorbe alatti teriilete lathatd, amely aranyos a kimutatott metabolit

mennyiségével. MK=médium kontroll (csak tapoldatot tartalmazd csoport), K=kontroll

(keratinocita sejtek tapoldatban), PI K=Pre-inkubécios kontroll (keratinocita sejtek csak C.

parapsilosis eldinkubacios fertézéssel). G: Inozitol, H: Lizin, I: 5-oxoprolin, J: Oktadekanol,

K: Hipotaurin, L: Palmitinsav, M: Laktat.
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Fiiggelék 18. abra. Az dbran a HPV-KER sejtek altal ¢16 C.

parapsilosis GA1 torzzsel végzett

eldinkubacios fertdzést kovetd C. albicans fertézésre bekovetkezd szekretilt metabolitok
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mennyisége lathatdo. Az adott metabolit szekrécidjanak mértéke a variancia négyzetek
egyenldségének statisztikai értékelésére szolgalo f-proba alapjan tortént (az f-proba hatarértéke
15.0 volt). Az x-tengelyen a kezelések, az y-tengelyen a GC-MS méréssel kapott adott metabolit
gorbe alatti teriilete lathato, amely aranyos a kimutatott metabolit mennyiségével. MK=médium
kontroll (csak tapoldatot tartalmazé csoport), K=kontroll (keratinocita sejtek tapoldatban), PI
K=Pre-inkubacios kontroll (keratinocita sejtek csak C. parapsilosis eldinkubacios fertdzéssel).

A: Taurin, B: Arginin/Ornitin, C: Fumarsav, D: 5-oxoprolin, E: Trehaloz, F: Hipotaurin.
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Fiiggelék 19. abra. Az abran a HPV-KER sejtek altal €16 C. parapsilosis CLIB214 torzzsel

végzett eldinkubacios fert6zést kovetd C. albicans fertézésre bekovetkezd szekretalt
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crer

variancia négyzetek egyenldségének statisztikai értékelésére szolgald f-proba alapjan tortént
(az f-proba hatarértéke 15.0 volt). Az x-tengelyen a kezelések, az y-tengelyen a GC-MS
méréssel kapott adott metabolit gorbe alatti teriilete lathaté, amely aranyos a kimutatott
metabolit mennyiségével. MK=médium kontroll (csak tapoldatot tartalmaz6 csoport),
K=kontroll (keratinocita sejtek tapoldatban), PI K=Pre-inkubacios kontroll (keratinocita sejtek
csak C. parapsilosis eléinkubacios fertézéssel). A: Trehaldz, B: Taurin, C: Almasav, D:

Fumarsav, E: Hipotaurin, F: 5-oxoprolin.
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Fiiggelék 20. abra. Az abran a HPV-KER sejtek altal é16 C. parapsilosis CLIB214 torzzsel
végzett eléinkubacios fert6zést koveté C. albicans fertézésre bekovetkezd szekretalt
variancia négyzetek egyenldségének statisztikai értékelésére szolgald f-proba alapjan tortént
(az f-proba hatarértéke 15.0 volt). Az x-tengelyen a kezelések, az y-tengelyen a GC-MS
méréssel kapott adott metabolit gorbe alatti teriilete lathat6, amely aranyos a kimutatott

metabolit mennyiségével. MK=médium kontroll (csak tdpoldatot tartalmazd csoport),
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K=kontroll (keratinocita sejtek tapoldatban), PI K=Pre-inkubacids kontroll (keratinocita sejtek

csak C. parapsilosis eléinkubacios fertézéssel). G: Putreszcin, H: Valin, I: Ornitin.

@ C. rropicalis + C. parapsilosis
C. albicans + C. glabrata
C. albicans + C. parapsilosis
C. albicans + C. tropicalis

Fiiggelék 21. abra. A kandidémiat okozo nem-albicans Candida fajok globalis el6fordulasa
(Arastehfar és mtsai., 2020).
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