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1. Roviditések jegyzéke

AIDS acquired immune deficiency syndrome (szerzett
immunhidnyos tlinetegylittes)

AlIM?2 absent in melanoma 2

AP-1 activator protein 1

APC antigen presenting cell (antigén prezentald sejt)

ASC apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD

BCL10 B cell lymphoma 10

BSA bovine serum albumin (marha szérum albumin)

CARD caspase-recruitment domain

CD cluster of differentiation (differenciacios klaszter)

CLR C-type lectin receptor (C-tipust lektin receptor)

CMC chronic mucocutaneous candidiasis (kronikus mukokutan
candidiasis)

CRD carbohydrate recognition domain (szénhidrat felismerd
domén)

CTLD C-type lectin domain (C-tipust lektin domén)

CXCL CXC chemokine ligand (CXC kemokin ligand)

DCFDA dichlorofluorescein diacetate (diklorofluorescein-diacetat)

DC-SIGN dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-
grabbing non-integrin

DMSO dimethyl sulfoxide (dimetil-szulfoxid)

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay (enzimkotott
immunoszorbens préba)

ERK extracellular signal-regulated kinase

FBS fetal bovine serum (f6talis borjuszérum)

FC flow cytometry (aramlasi citometria)

FITC fluorescein isothiocyanate (fluoreszcein-izotiocianat)

GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz)

GATA-3 trans-acting T-cell-specific transcription factor GATA-3

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(granulocita-makrofag kolonia stimulalo faktor)

HIV human immunodeficiency virus (human immundeficiencia
virus)

IFN interferon

IL interleukin

ILC innate lymphoid cell

IRAK interleukin-1 receptor associated kinase

ITAM immunoreceptor tirozin-alapt aktivaciés motivum

JNK c-Jun N-terminal Kinase

LDH lactate dehydrogenase (laktat-dehidrogenaz)

LPS lipopolysaccharide (lipopoliszacharid)

MALT1 mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation
protein 1

MAPK mitogen-activated protein Kinase (mitogén-aktivalt protein
kinaz)

MDAS5 melanoma differentiation-associated protein 5



MHC
MKK

MR
MYD88
NADPH

NFxB
NK
NLR
NLRC4
NLRP3
NOD

PAMP

PBA
PBMC

PBMC-DM

PBS
PCR

PI

PKC3
PMA
PRR
PYD
gRT-PCR

RIG-I
ROS
Syk
SZMC

T-bet
TCR
TGFp

Th
THP-1
TIR
TLR
TMB
Treg
YPD

major histocompatibility complex (f6 hisztokompatibilitasi
komplex)

mitogen-activated protein kinase kinase (mitogén-aktivalt
protein kinaz kinaz)

mannoz receptor

myeloid differentiation primary response protein 88
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat)

nuclear factor kB

natural killer (cell) természetes 616 (sejt)

NOD-like receptor (NOD-szerii receptor)

NLR family CARD domain-containing protein 4

NLR family pyrin domain-containing protein 3
nucleotide oligomerization domain (nukleotid
oligomerizacios domén)

pathogen associated molecular pattern (patogén-asszocialt
molekularis mintazat)

PBS-BSA

peripheral blood mononuclear cell (periférias vér
mononuklearis sejt)

peripheral blood mononuclear cell-derived macrophages
(periférias vér mononuklearis sejtekbdl differencialtatott
makrofagok)

phosphate buffered saline (foszfat pufferelt sooldat)
polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)
propidium iodide (propidium jodid)

protein kinase Cd (protein kinaz C3)

phorbol myristate acetate (forbol-mirisztil-acetat)

pattern recognition receptor (mintazatfelismer6 receptor)
pyrin domain

guantitative real-time polymerase chain reaction (kvantitativ
valos-idejli polimeraz lancreakcio)

retinoic acid-inducible gene-1

reactive oxygen species (reaktiv oxigéngyokok)

spleen tyrosine (YY) kinase

Szeged Microbiological Collection (Szeged Mikrobiologiai
Torzsgylijtemény)

T-box protein expressed in T cells

T-cell receptor (T-sejt receptor)

transforming growth factor- (transzformald novekedési
faktor- )

T helper (segit6 T-sejt)

human monocita-szeri sejtvonal elnevezése
Toll/interleukin-1 receptor

Toll-like receptor (Toll-szeri receptor)
tetramethylbenzidine (tetrametil-benzidin)

regulatoros T-sejt

yeast extract peptone dextrose (élesztékivonat pepton
dextr6z)



2. Bevezetés

Az utébbi évtizedek folyaman a fejlett orszagokban tobbszordsére ndtt az invaziv
gombafertézések szama (Pfaller és Diekema, 2007). Annak ellenére, hogy az elmult
években szamos 1j antifungélis szer keriilt bevezetésre, ezekhez a fertdzésekhez még
mindig jelentds mortalitas tarsul. A sulyos, kiilondsen a hosszii korhazi kezelést igényld
betegségek (pl. rak, AIDS), az immunszuppressziv terapia (kemoterapia, kortikoszteroid
kezelés), bizonyos immunhianyos allapotok (pl. neutropénia, AIDS), a hosszi
antibiotikumos kezelés, illetve bizonyos invaziv beavatkozasok mind kockézati tényezdnek
szamitanak az opportunista patogén gombak altal okozott fertézésekre vald fogékonysag
tekintetében (Pfaller és Diekema, 2007; Brown és mtsi.,, 2012). Mivel a modern
orvostudomany fejléddésének koszonhetdéen (pl. a transzplanticiés miitétek és egyéb
immunszuppressziot igénylé beavatkozasok novekvé gyakorisaga miatt) egyre nd a
veszélyeztetett populdcid nagysdga, a sulyos gombafertézések egyre tobb beteget
érintenek. Az opportunista patogén gombak koziil eléfordulasuk alapjan kiemelkednek a
Candida fajok, amelyek az invaziv mikozisok leggyakoribb okozoi (Azie és mtsi., 2012;
Paramythiotou és mtsi., 2014). A modern antifungalis szerek (pl. echinokandinok)
hasznalata ellenére a halalozasi arany invaziv candidiasis-ban szenvedd betegeknél az 50
%-ot is meghaladhatja (Wisplinghoff és mitsi., 2004). Noha a szisztémas candidiasis
okozbja leggyakrabban a C. albicans, az utobbi években az egyéb Candida fajok
eléfordulasi gyakorisaga figyelemremélto novekedést mutat (Pfaller és mtsi., 2010b). A C.
parapsilosis geografiai régiotol fliggden a masodik vagy harmadik leggyakrabban izolalt
invaziv candidiasist okozo faj a C. albicans utan (Guinea, 2014), jelenleg vilagszerte
ezeknek a fert6zéseknek mintegy 17 %-aért felelés (Pfaller és mtsi., 2011). A C.
parapsilosis kiilonosen stlyos problémat jelent az alacsony sziiletési sulya csecsemék
esetében, ebben a specialis pacienscsoportban eléfordulasa olykor a C. albicans-ét is
meghaladhatja (Dotis és mitsi., 2012).

Noha az utobbi években intenziven vizsgaljdk az invaziv candidiasis patogenezisét, a
kutatasi eredmények tulnyomoé tobbsége a C. albicans altal kivaltott immunvalasz
vizsgalatara épiil. Egyre tobb tanulmany bizonyitja azonban, hogy az egyes Candida fajok
eltér6 tulélési stratégidkkal rendelkeznek, ¢és az A4ltaluk kivaltott védekezési
mechanizmusok is nagymértékben kiilonboznek. Példaul, mig a C. albicans

makrofagokban intenziv gyulladdsos valaszt valt ki, amely végsé soron a makrofagok



piroptézisahoz (intenziv citokin termeléssel jaro programozott sejthalal) vezet (Wellington
és mtsi.,, 2014), a C. glabrata fagocitézist kovetden megakadalyozza a fagoszoma
savasodasat, és szabadon replikalodik, mig végiil a makrofag egyszerlien szétesik (Seider
és mtsi.,, 2011). A C. parapsilosis virulencia faktorairdl, illetve az altala indukalt
védekezési mechanizmusokrol azonban jelenleg kevés ismeretiink van. Minddssze néhany
tanulmany foglalkozik a C. parapsilosis immunologiai felismerésével és fagocitakkal vald
interakcidjaval, az ellene kialakulé adaptiv immunvalaszt pedig még egyaltalan nem
vizsgaltak.

Munkank soran célunk a C. parapsilosis altal kivaltott természetes és adaptiv immunvalasz
néhany aspektusanak jellemzése, illetve a C. albicans altal indukalt védekezési
mechanizmusokkal vald Osszehasonlitasa volt. Vizsgaltuk a C. parapsilosis és a C.
albicans altal indukalt citokin termelést és T helper sejt polarizaciot human periférias
vérbol szarmazo mononuklearis sejtekben, valamint egyes mintazatfelismerd receptorok,
illetve intracellularis jelatvitelben részt vevé molekulak szerepét a Candida fajok altal
indukalt gyulladasos valasz soran. Részletesen vizsgaltuk tovabba a C. parapsilosis és a C.

albicans altal indukalt inflammaszéma aktivaciét human THP-1 makrofagokban.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Az opportunista gombafertézések klinikai jelentosége

A legfrissebb becslések szerint napjainkban az invaziv mikézisok kozel annyi halalesetet
okoznak évente, mint a tuberkulézis (1,4 millio) vagy malaria (1,2 milli6) (Brown és mtsi.,
2012; Murray ¢és mtsi.,, 2014). Tovabbi problémat jelent, hogy a szisztémas
gombafertézések igen magas mortalitassal jarnak, amely megkozelitheti a 60-70 %-ot is
(Brissaud és mitsi., 2012; Paramythiotou és mitsi., 2014). Az invaziv miké6zisok tulnyomo
tobbségét in. opportunista patogén fajok okozzak, amelyek egészséges egyénekben nem
valtanak ki megbetegedést, az immunrendszer legyengiilése esetén azonban gyorsan
elterjedhetnek a szervezetben. Ezért kiilondsen veszélyeztetettek a hematologiai
rendellenességekben (pl. neutropénia) szenveddk, szerv transzplanticion atesettek, HIV
fertdzottek, illetve kemoterapidban vagy immunszuppressziv kezelésben részesiild betegek
(Low és Rotstein, 2011; Brown és mtsi., 2012). Az invaziv gombafertézések tobb mint 90
%-at Candida, Aspergillus, Cryptococcus és Pneumocystis fajok okozzak (Brown és mtsi.,
2012). Az opportunista mikozisok legnagyobb hanyadaért vilagszerte Candida fajok
felel6sek (részletesen Id. ,,Az invaziv Candida fert6zések epidemiologiaja” c. részt),
amelyek a nozokomialis véraramfertézések negyedik leggyakoribb kivalto okai (Pfaller és
Diekema, 2007). Az invaziv infekciokon kiviil a Candida fajok altal okozott nyalkahartya
fertézések is komoly egészségligyi problémat jelentenek, becslések szerint ugyanis az
oralis candidiasis vilagszerte 9,5 millio, a Candida gombak altal okozott hiivelygyulladas
pedig évente 75 millié beteget érint (Matee és mtsi., 2000; Sobel, 2007).

A kornyezetben is igen gyakori Aspergillus fajok koziil a legtobb megbetegedést az A.
fumigatus és A. flavus okozza, de az A. niger vagy a laboratoriumi modellorganizmusként
igen gyakran alkalmazott A. nidulans is képes fert6zést Kivaltani (Kousha és mtsi., 2011).
A megbetegedések tobbnyire a légutakat érintik, ezért a kronikus tiidébetegségben (pl.
tuberkulozis, COPD (kronikus obstruktiv tiidobetegség), szarkoiddzis) szenveddk
kiilonosen fogékonyak az Aspergillus fert6zésekre (Hope és mtsi., 2005). A betegségek
skalaja a belélegzett sporak altal okozott allergiatol az invaziv aspergillosis-ig terjed, egyes
esetekben éveken at elhtizodd kronikus tiidéfertézés is kialakulhat (Dagenais és Keller,
2009). Az invaziv aspergillosis igen sulyos allapot, kezelés mellett is 50 %-os halalozasi
arany jellemzi, kés6i felismerés vagy a kezelés teljes elmulasztasa esetén pedig kozel 100

%-ban végzetes (Brown és mtsi., 2012).



A cryptococcosis kiilondsen olyan betegek kdrében gyakori, akiknél a cellularis (CD4" T-
sejtes) immunvalasz csokkent mitkddése figyelhetdé meg, igy az AIDS-ben szenvedd
paciensek kiilonosen veszélyeztetettek (Brown és mitsi., 2012). Ezen betegek korében az
USA-ban a Cryptococcus fertézés mortalitasa 15-20 % kozott valtozik, mig Latin-
Amerikaban és Afrika egyes teriiletein a haladlozasi arany a 70 %-ot is elérheti (Park és
mtsi., 2009). A legtobb megbetegedést a Cryptococcus neoformans élesztégomba okozza,
azonban bizonyos teriileteken a C. gattii is gyakran el6fordul (MacDougall és mtsi., 2007).
A fert6zés tobbnyire a tiidon keresztiil torténik, majd a mikroba a kézponti idegrendszert
tamadja meg, sulyos agyhartya- és agyveldgyulladast okozva. Becslések szerint a
Cryptococcus-ok okozta agyhartyagyulladas globalisan évente kozel egymillié embert érint
(Park és mitsi.,, 2009). A Pneumocystis jirovecii altal okozott tiidégyulladas szintén
elsésorban az AIDS-ben szenveddket stjtja (Carmona és Limper, 2011). Globalisan a
Pneumocystis fert6zések szama évente mintegy 400.000-re tehetd, bar a diagnozis koriil
felmeriil6 problémak megnehezitik a pontos becsléseket (Brown és mitsi., 2012).

A sutlyos gombafertdzések magas mortalitdsa részben annak koszonhetd, hogy jelenleg
nem dallnak rendelkezésiinkre a pontos diagnodzis felallitdsdhoz sziikséges optimalis
modszerek. A mikroorganizmusok vérbol torténd tenyésztése altalaban lasst és problémas,
raadasul az esetek legalabb felében nem vezet eredményre. Ugyan egyes esetekben (pl.
Cryptococcus fertdzések) a vérben jelenlévd gomba-antigének kimutatisa célravezetd lehet
(Jarvis és mtsi., 2011), ez a mddszer sem mindig alkalmazhato sikerrel, illetve szamos
gombafaj esetében nem all rendelkezésiinkre. Invaziv aspergillosis esetén példaul a
galaktomannan antigén kimutatasan alapul6 teszt 80 %-os hatékonysaggal képes detektalni
a fertdzést abban az esetben, ha a beteg nem kapott antifungalis szereket; azonban csak 20
%-0s hatékonysaggal, ha a paciens profilaxisként gombaellenes gyogyszereket szedett
(Marr és mtsi., 2004). Bar a B-glikkan kimutatasan alapul6 teszt hatékonynak bizonyult a
gombafertézések detektalasara (Obayashi és mitsi., 2008), alacsony specificitisa miatt
mégsem igazan terjedt el (Low és Rotstein, 2011). Tiid6- vagy majfert6zés esetén gyakori
a CT felvétel alapjan felallitott diagndzis, hatranya azonban, hogy a gombafert6zés nem
mindig azonosithatd (a kronikus tiidéaspergillosis példaul rontgenfelvétel alapjan konnyen
Osszetéveszthetd a tuberkulozissal). Altalanosan elmondhatd, hogy a leggyakrabban
alkalmazott diagnosztikai eljarasok (PCR-alapu fajazonositas, gomba-antigének
kimutatasa, rontgenfelvétel) nem minden esetben elég specifikusak és érzékenyek, raadasul

a fejlodé orszagokban tobbnyire nem IS hozzaférhetéek (Brown ¢s mtsi., 2012).
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Ugyanakkor az invaziv gombafert6zések kezelése még idében felallitott, pontos diagnozis
esetén sem minden esetben hatékony. A jelenleg elérhetd antifungalis szerek gyakran
sulyos mellékhatasokat okoznak, és egyéb gyogyszerekkel vald interakcioik is problémat
jelentenek (Brown és mtsi., 2012). Annak ellenére, hogy az opportunista patogén gombak
klinikai jelent6sége egyre nd, a fertézések immunoldgiai hatterének sok aspektusat még
mindig nem ismerjiik. A fertézések soran lejatszodo gazda-patogén interakciok pontosabb

megismerésével valhat lehetségessé a hatékonyabb antifungalis terapia kidolgozasa.

3.2. Az invaziv Candida fert6zések epidemiologiaja

A Candida fajok a normal human fléra tagjaként gyakran megtalalhatdak a szajiiregben, a
bélrendszerben, és egészséges egyénekben altalaban nem okoznak megbetegedést (Cole és
mtsi., 1996; Fidel és mtsi., 1999). Az invaziv candidiasis kialakulasanak esélyét noveld
kockazati tényezok két csoportra oszthatok: (1) kiilonbozo betegségeket (pl. hematoldgiai
rendellenességek, daganatos megbetegedések, AIDS) vagy beavatkozasokat (pl. Ossejt
vagy szerv transzplantdcid, immunszuppressziv terapia) kiséré immunhidnyos allapotok;
(2) olyan invaziv beavatkozasok (pl. hasiiregi miitétek, katéterek hasznalata, parenteralis
taplalas) amelyek a szervezet fizikai védelmi vonalainak (nyalkahartya barrierek)
sériiléséhez vezetnek (Yapar, 2014). A fert6zést okozo Candida gombak szarmazhatnak
endogén forrasbol (tapcsatorna, nyalkahartya felszinek), de lehetnek exogén eredetiiek is
(pl. egészségiigyi dolgozok borérdl is atjuthatnak a betegre) (Asmundsdottir és mitsi.,
2008).

Invaziv candidiasis-rol akkor beszélink, ha a korokozok a véraramba keriilnek
(candidemia), illetve ha a fertézés szétterjed a szervezetben (disszeminalt candidiasis), és
az egyes szerveket érint6 ,,mély” fertézés alakul ki (Pfaller és mtsi., 2011). Az invaziv
candidiasis-nak sokféle klinikai manifesztacidja lehet, okozhat endophthalmitis-t (szem
belsé rétegeinek gyulladasa), endocarditis-t (szivbelhartya-gyulladas), osteomyelitis-t
(csontgyulladas), peritonitis-t (hashartyagyulladas) és meningitis-t (agyhartyagyulladas) is
(Pappas, 2006; Tragiannidis és mtsi., 2013). Mivel a legtobb esetben a vérbdl mutatjak ki a
korokozodkat, az invaziv candidiasist gyakran a candidemia-val azonositjak. Globalisan a
candidemia éves el6fordulasi gyakorisaga 2-11/100.000 f6 kozott valtozik (Arendrup,
2010), amely becslések szerint mintegy 400.000 0j esetet jelent évente (Brown és mitsi.,
2012). A helyzet komolysagat jelzi, hogy az USA-ban 2000 és 2005 kozott 52 %-kal nétt a
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candidemia éves el6fordulasi gyakorisaga: mig a betegség 2000-ben 100.000 lakosbol
atlagosan 3,65-6t érintett, 2005-re ez a szam 5,56-ra nétt (Zilberberg és mitsi., 2008). Az
invaziv candidiasis gyakorisagaban régiok szerint is jelentOs variancia figyelheté meg. Mig
az USA-ban 2012-es adatok szerint 8/100.000 f6 az invaziv candidiasis el6éfordulasi
gyakorisaga, Europaban altalaban kevesebb fertézés fordul elé (Yapar, 2014). Angliaban
¢és Walesben 100.000 f6bol 1,52-re jut egy fertézés (Oeser és mtsi.,, 2013), mig
Finnorszagban az invaziv candidiasis gyakorisaga 2,86/100.000 f6 (Poikonen és mitsi.,
2010), Svédorszagban pedig 4,2/100.000 6 (Ericsson és mtsi., 2013). Kivételt képez
azonban Eurdpan beliill Dania, ahol 2004 és 2009 kozott 100.000 lakosbol évente 8,6
esetben regisztraltak invaziv Candida fert6zést (Arendrup ¢és mitsi., 2011), illetve
Spanyolorszag, ahol a leglijabb felmérések szerint 100.000 lakosra 8,1 eset jut (Puig-
Asensio és mtsi., 2014).

Mivel invaziv candidiasis leggyakrabban nozokomialis fert6zésként fordul eld, nagy
jelentésége van a koérhazban apolt betegek korében eléforduld fertézések gyakorisagat
felméré tanulmanyoknak. A nozokomialis véraramfert6zések mintegy 8-10 %-at Candida
fajok okozzak (Wisplinghoff és mtsi., 2004). Altalaban elmondhatd, hogy candidemia
1000 kérhazi felvételbdl 1 esetben fordul eld, bar a szamok régionként erdsen valtozoak
lehetnek (Yapar, 2014). Egy, a kozelmultban késziilt atfogd tanulmany szerint
Spanyolorszagban 0,92 candidiasis eset jut 1000 betegre (Peman és mtsi., 2012), mig
példaul Latin-Amerikaban ez a szam régiotol fiiggben 0,33 és 1,95 kozott valtozik (Nucci
¢és mtsi., 2013). Az intenziv osztalyon kezelt betegek kiilondsen fogékonyak a gombas
megbetegedésekre, a nozokomialis Candida véraramfertézések felét ezeknél a betegeknél
regisztraljak (Wisplinghoff és mtsi., 2004). Fontos megemliteni tovabba, hogy az invaziv
candidiasis gyermekek korében gyakrabban fordul eld, mint felndtteknél, az alacsony
sziiletési sullyal rendelkezd csecsemdk pedig kiilondsen veszélyeztetettek (Brissaud és
mtsi., 2012).

Noha eddig tobb mint 17 Candida fajrol irtak le, hogy képes human megbetegedést
kivaltani, a fert6zések tobb mint 90 %-aért 6t faj felelés: a C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis és C. krusei (Pfaller ¢s Diekema, 2007). Gyakorlatilag minden
betegcsoportban a C. albicans fordul el leggyakrabban, atlagosan a invaziv candidiasis
esetek mintegy 50 %-at okozva (Pfaller és Dickema, 2007). Egy, 79 orvosi centrumbol
szarmazd mintdkat feldolgozd globalis tanulméany szerint 2008 ¢és 2009 kozott a C.

albicans a fertézések 48,4 %-aért volt felelds, ezt kovette a C. glabrata (18,2 %) és a C.
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parapsilosis (17,1 %), majd a C. tropicalis (10,6 %) és C. krusei (2,0 %) (Pfaller és mtsi.,
2011). Fontos azonban megjegyezni, hogy a kiilonb6z6 fajok eléfordulasi gyakorisaga

geografiai régiok szerint jelentds varianciat mutat (1. bra).

20 - m C. albicans
C. parapsilosis
60 -
u (. glabrata
50 A

u . tropicalis

(%0)

Hegyéb

g

Gyakorisa

1. abra. Invaziv candidiasis-t okozo6 fajok orszagok szerinti eléfordulasi gyakorisaga. (Lockhart és mtsi.,
2012; Asmundsdottir és mtsi., 2013; Ericsson és mtsi., 2013; Wille és mtsi., 2013; Bustamante és mtsi.,

2014; Puig-Asensio és mtsi., 2014)

A C. glabrata gyakrabban fordul el egyes eurdpai orszagokban és Eszak-Amerikaban,
mig a C. parapsilosis Latin-Amerikaban és Dél-Eurdpaban (Spanyolorszag) okoz tobb
megbetegedést (Guinea, 2014). Figyelemre méltd, hogy az utobbi évek folyaman a C.
albicans eléfordulasi gyakorisaga a tobbi fajhoz képest jelentés csokkenést mutat. Mig
1997 és 2000 kozott a C. albicans okozta vilagszerte az invaziv candidiasis esetek 70,9 %-
at, ez a szam 2009-re 48,4 %-ra csokkent (Pfaller és mtsi., 2010b; Pfaller és mtsi., 2011).
Ezzel parhuzamosan folyamatosan né a nem-albicans fajok el6fordulasi gyakorisaga,
amelyet tobbek kozott a flukonazol klinikumba vald bevezetésével, és a vénas katéterek

egyre gyakoribb hasznalataval hoznak 6sszefliggésbe (Yapar, 2014).
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Nagy variancia figyelhet6 meg az invaziv candidiasis-t okoz6 fajok el6éfordulasi
gyakorisagaban kiilonboz6 korcsoportok szerint is. Mig C. parapsilosis fert6zés
gyakrabban fordul eld csecseméknél, mint felnétteknél, a C. glabrata az idGsebb
korosztalyt veszélyezteti. A fent emlitett, 2008 és 2009 kozott folytatott globalis tanulmany
szerint a 80-99 év kozotti korosztalyban az esetek 28,6 %-aban C. glabrata okozta a
candidemiat, mig a 0-19 évesek korében ez a gombafaj mindossze a fertézések 2 %-aért
volt felelés (Pfaller és mitsi., 2010a). Ezzel szemben az utdbbi korcsoportban C.
parapsilosis okozta a megbetegedések 28,5 %-at (Pfaller és mtsi., 2010a). Egy masik, az
ezredfordulon késziilt globalis felmérés hasonld statisztikat mutatott a Candida fajok

korcsoportok szerinti megoszlasat illetden (2. abra).
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2. abra. Invaziv candidiasis-t okoz6 fajok korcsoportok szerinti eléfordulasi gyakorisaga (Pfaller és

mtsi., 2002).

Korcsoporttol fliggetleniil, C. glabrata altal okozott fert6zés gyakrabban alakul ki
rosszindulat daganatos megbetegedésekben szenveddkben, szervatiiltetetteknél, illetve
hosszantart6 antibiotikumos kezelés esetén (Pfaller és Diekema, 2007; Yapar, 2014). Ezzel
szemben a C. parapsilosis fert6zés veszélyének kiilondsen a intravaszkularis katétert

visel6k és a parenteralis taplalasban részesiilé betegek vannak kitéve (Pfaller és Diekema,
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2007). Egy friss, tobb mint 27.000 hematoldgiai rendellenességben szenvedd beteg
bevonasaval késziilt gorog tanulmany szerint ezen betegek korében kiilondsen magas a
nem-albicans fajok altal okozott candidemia el6fordulasi gyakorisaga (az esetek 87,5 %-at
nem C. albicans okozta), amelyek koziil a C. parapsilosis volt a leggyakrabban (az esetek
50 %-aban) izolalt faj (Gamaletsou és mitsi., 2014).

Osszességében tehat megallapithatd, hogy egyrészt a Candida fertézések eléfordulasi
gyakorisdga vilagszerte novekedést mutat; masrészt, bar a legtobb megbetegedésért
tovabbra is a C. albicans felelds, folyamatosan né a nem-albicans fajok (kiilondsen a C.
parapsilosis és C. glabrata) okozta fert6zések eléfordulasi gyakorisaga. Ez az
epidemioldgiai eltolodas egyre inkabb rairanyitja a figyelmet a nem-albicans fajok altal
okozott fertézések patogenezisének a tanulményozasara, ami azért is fontos, mert a C.

albicans-hoz viszonyitva ezekr6l a patogénekr6l jelent6sen kevesebb ismeretiink van.

3.3. A C. parapsilosis fertozés epidemiologiaja

A C. parapsilosis klinikai jelentésége nagymértékben megnétt az elmult évek folyaman.
Mig globalis felmérések szerint 1997 és 2000 kozott vilagszerte az invaziv candidiasis
esetek 4,8 %-at okozta, ez a szam 2009-re 17,1 %-ra nétt (Pfaller és mtsi., 2010b; Pfaller
és mtsi., 2011). A C. albicans-szal ellentétben a C. parapsilosis gyakran izolalhatd a
kornyezetbdl, és konnyen terjed horizontalisan (pl. a korhdzi apoldk kezérdl a betegekre),
ami noveli a nozokomialis fertdzések kockazatat. VeszElyt jelent tovabba, hogy jo biofilm
képzd képességgel bir kiillonb6zd implantatumokon, katétereken, illetve egyéb orvosi
eszk6zokon (Pfaller és Diekema, 2007). Figyelemre mélto, hogy a C. parapsilosis fert6zés
igen gyakori Ujsziilottek korében, kiilondsen az alacsony stllyal vilagra jott csecsemdk
esetében. Egy, a kdzelmultban késziilt, 36 tanulmany adatait dsszesité elemzés szerint a C.
parapsilosis az 10jsziilott kori candidiasis esetek 33,47 %-aért felelés (Pammi és mitsi.,
2013). Egyre tobb tanulmany szamol be azonban a C. parapsilosis fertézés még magasabb
eléfordulasi gyakorisagarol, amely egyes esetekben a C. albicans okozta infekciok
eléfordulasi gyakorisagat is meghaladja. Egy 2009 és 2010 kozott, 30 korhaz bevonasaval
folytatott spanyol tanulmany szerint a 16 év alatti korcsoportnal a C. parapsilosis okozta az
invaziv gombafertézések 46,8 %-at, mig a C. albicans a fert6zések 36,5 %-aért volt felelés

(Peman és mtsi., 2011).
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Amint az az elézéekben mar emlitésre keriilt, a C. parapsilosis eléfordulasi gyakorisaga
geografiai régiok szerint jelentds eltéréseket mutat. Mig a legtobb eurdpai orszagban (pl.
Németorszag, Dania, Egyesiilt Kiralysag) és Eszak-Amerikaban ritkabban fordul eld,
Spanyolorszagban és Olaszorszagban a masodik leggyakrabban izolalt candidemia-t okozo
patogén a C. albicans utan (Yapar, 2014). Igen magas tovabba az el6fordulasi gyakorisaga
Latin-Amerikaban, ahol egyes teriileteken prevalenciaja a C. albicans-ét is meghaladhatja
(Trofa és mtsi., 2008; Nucci és mtsi., 2013).

A C. parapsilosis fertézéshez altalaban alacsonyabb mortalitas tarsul, mint a C. albicans
okozta invaziv candidiasis-hoz. Felndttek korében az invaziv C. parapsilosis fert6zés
mortalitasa atlagosan 25-30 % kozé tehetd, mig a C. albicans candidemia 40-50 %-0s
halalozasi ardnnyal jar (Pappas és mtsi., 2003; Trofa és mtsi., 2008). Erdekes modon
gyermekek korében a mortalitas altalaban alacsonyabb: egy, az USA-ban késziilt felmérés
szerint 13 év alattiakban a C. albicans fert6zés mortalitasa atlagosan 29 %-nak adodott,
szemben a 13 évnél id6sebbek korében tapasztalt 47 %-os halalozasi arannyal, mig a C.
parapsilosis candidemia mortalitasa ezekben a korcsoportokban rendre 15, illetve 24 %
volt (Pappas és mtsi., 2003). Meg kell azonban jegyezni, hogy ezek a szamok nagyban
figgenek a paciensek alapbetegségétdl, illetve egyéb hajlamositd tényezok (pl. mitétek,

immunszuppressziv terapia) meglététol is.

3.4. A Candida nemzetség és a C. albicans altalanos jellemzése

Az aszkuszos gombak (Ascomycota) torzsébe tartozd Candida nemzetség tobb mint 200
fajt foglal magaban. A csoport tagjai sarjadzassal szaporodo élesztégombak, amelyek
kozott haploid és diploid genommal rendelkezd organizmusokat egyarant taldlunk. A
nemzetségen beliil szamos patogén faj, tobbek kozott a C. albicans és a C. parapsilosis is
az un. CTG kladba tartozik, amelynek tagjaira jellemzd, hogy esetiikben a CUG kodon
rendhagyé modon szerint kodol leucin helyett (Massey és mtsi., 2003). A C. albicans-t
altalaban a nemzetség prototipikus tagjanak tekintik, és jelenleg is ez a legintenzivebben
vizsgalt Candida faj. Az SC5314 jeli tipustorzs genomja 14,3 Mb nagysagu, és mintegy
6107 gént tartalmaz (Butler és mtsi., 2009).

atlagosan 2-7 um kozott valtozik. Agar lemezen nevelve a sejtek sima vagy gytrott

felszinii, tobbnyire fehér, esetleg krémszinii telepeket képeznek. A nemzetségben sok
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dimorf faj talalhato, amelyek bizonyos kornyezeti koriilmények (pl. tapanyag- vagy
oxigénellatottsdg) megvaltozasa esetén morfologiai valtozdson mennek keresztiil, és
micéliumot vagy pszeudomicéliumot hoznak 1étre. Az élesztdszerti és fonalas ndvekedés
kozotti valtas képessége a C. albicans esetében igen fontos virulencia faktor (Lo és mtsi.,
1997). A Candida fajok szamos extracellularis enzimet termelnek, amelyek koziil tobbnek
(pl. C. rugosa lipaz termelésének) biotechnologiai jelentdsége van (Dominguez de Maria
és mitsi., 2006). Ugyanakkor a kiilonb6z6 hidrolitikus enzimek termelésének képessége
fontos virulencia faktor lehet; C. albicans esetén példaul jol ismert a lipazok és proteinazok
patogenitasban betoltott szerepe (Monod és Borg-von, 2002; Gacser és mtsi., 2007a).

A Candida fajokra szaporodasukat tekintve jelentds diverzitas jellemzd. A diploid fajok
kozil a C. albicans nem képes ivaros szaporodasra, csak paraszexualis ciklussal
rendelkezik, amelynek soran a diploid sejtek egyesiilését kovetden meidzis helyett mitozis
¢és kromoszoma-vesztés figyelheté meg (Noble és Johnson, 2007). Ezzel szemben a szintén
diploid Lodderomyces elongisporus ivaros szaporodasra képes, homotallikus organizmus,
mig a C. parapsilosis és C. tropicalis egyaltalan nem rendelkezik szexualis ciklussal
(Butler és mtsi., 2009). A haploid fajok kozott a homo- és heterotallikus szervezeteket
egyarant talalunk (Butler és mitsi., 2009).

A Candida sejteket vastag, foként poliszacharidokbol allo sejtfal veszi koriil. A sejtfal
szerkezetérdl a C. albicans esetében van a legtobb ismeretiink, de alapvet6en a tobbi faj is
hasonlo felépitésii sejtfallal rendelkezik. A sejtfal két, elektronmikroszkdposan is jol
elkiiloniilo rétegre oszthatd: beliill egy vékonyabb, kitint €s B-gliikant tartalmazoé réteg
talalhatd, mig kiviil egy mannoproteinekbdl allo réteg helyezkedik el (Netea és mitsi.,
2008). A PB-gliikan réteg a sejfal szaraz tomegének mintegy 60 %-at alkotja, f-1,3- és -
1,6-gliikanbol all, amelyek egymashoz és a kitinhez kovalens kotésekkel kapcsolodnak
(Ruiz-Herrera és mtsi., 2006). A bels6 réteget kiviilrdl teljesen befedi a mannoproteinek
rétege, igy az csak az élesztok osztddasa soran kialakuld sarjhegeknél valik hozzaférhetévé
(Gantner és mtsi., 2005). A kiviil talalhatd mannoprotein réteg (vagy egyszeriien mannan)
erételjesen glikozilalt fehérjéket tartalmaz. A sejtfal fehérjék glikozil-foszfatidil-inozitol
(GPI) egységekkel kapcsolodnak a B-1,3-gliikanhoz vagy kitinhez (Netea és mtsi., 2008).
A fehérjék lehetnek O-mannozilaltak, ebben az esetben a mannéz egységek szerinhez vagy
treoninhoz kapcsolddnak, vagy N-mannozilaltak, ekkor aszparaginhoz kapcsolddnak a
cukor egységek (Netea és mitsi.,, 2008). Mig az O-mannan egységek altalaban rovidek

(maximum 5, a-1,2-kotéssel kapcsolddd mannodz egységbdl allnak), az N-mannan komplex
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szervez6dési és a-1,2-, a-1,3-, és a-1,6-mannodzt egyarant tartalmaz (Netea és mitsi., 2008).
A C. albicans sejtfalaban kis mennyiségben lipidek is eléfordulnak. Immunologiai
szempontbol jelentds példaul a foszfolipomannan, amelyet B-1,2-mannéz egységekhez

kapcsolodo foszfoinozitol-ceramid alkot (Ruiz-Herrera és mtsi., 2006).

3.5. A C. parapsilosis altalanos jellemzése

A C. parapsilosis-t els6ként Ashford izolalta 1928-ban, és Monilia parapsilosis-ként irta
le, majd az organizmust 1932-ben nevezték at C. parapsilosis-nak (Nosek és mtsi., 2009).
Késobb megallapitottak, hogy a C. parapsilosis-ként azonositott torzsek jelentés genetikai
heterogenitast mutatnak, és harom csoportra oszthatdak, amelyek koziil klinikai mintakban
leggyakrabban az 1. csoport tagjai fordulnak el (Lin és mtsi., 1995). Tovabbi molekularis
vizsgalatok a harom csoport harom kiilon fajként torténd definidlasahoz vezettek, igy 2005
ota C. parapsilosis sensu stricto-rol (vagy egyszertien C. parapsilosis-rol, korabban I.
csoport), C. orthopsilosis-rol és C. metapsilosis-rol (I1. és 1l1. csoport) beszéliink (Tavanti
¢és mtsi., 2005). A harom faj virulenciajaban jelentds kiilonbségek figyelhetok meg: mig a
C. parapsilosis okozza a klinikai esetek tulnyomo tobbségét, a C. orthopsilosis és C.
metapsilosis mindossze 1-10 %-ban izolalhato (Bertini és mtsi., 2013). Ujabb tanulmanyok
szintén alatamasztottak, hogy a fajkomplex tagjai koziil a C. metapsilosis a legkevésbé
virulens (Nemeth és mtsi., 2013).

A C. parapsilosis a normal human mikrobialis flora tagjat képezi, a kéz bérén kiilondsen
gyakran megtalalhato (Pfaller és Diekema, 2007). Széleskoriien eléfordul azonban a
kornyezetben is, izolalhato példaul talajbol vagy tengervizbdl is (Nosek és mtsi., 2009). A
C. albicans-szal ellentétben a C. parapsilosis valédi micéliumok képzésére nem képes,
bizonyos koriilmények kozott azonban un. pszeudohifakat, megnyult élesztésejtekbol allo
hifaszer(i képleteket hozhat 1étre (Nosek és mitsi., 2009). Csoportunk korabban kimutatta,
hogy a pszeudohifa-képzésnek szerepe lehet a virulenciaban is, a pszeudomicélium-képz6
C. parapsilosis torzsek ugyanis ellenallobbak a primer human makrofagok
6lémechanizmusainak, ¢és jobban karositjak ezeket a sejteket a kizardlag élesztd
morfologiat mutatd toérzsekhez képest (Nemeth és mtsi., 2013). A C. parapsilosis
potencialis patogenitasi faktorai kozé tartozik a kiilonb6zé hidrolitikus enzimek
termelésének képessége is, amelyek koziil a szekretalt lipazokrol és aszpartil

proteindzokrol bizonyitottdk be, hogy szerepet jatszanak az organizmus virulencidjaban
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(Gacser és mtsi., 2007b; Horvath és mtsi., 2012; Nemeth és mtsi., 2013; Toth és mtsi.,
2014a). A C. parapsilosis jellemzdje tovabba, hogy konnyen képez biofilmet magas
gliikoz, illetve lipid tartalmtt médiumban, aminek kiilonds jelentdésége van parenteralis
taplalasban részesiilé betegek esetén (Nosek és mitsi., 2009). Az intenziv biofilm képzés
ezen kivill katétereken, protéziseken és egyéb orvosi eszkdzokon is megfigyelhetd (Trofa
¢és mitsi., 2008).

A C. parapsilosis szamos mas patogén Candida fajjal egyiitt a fentebb mar emlitett CTG
kladba tartozik. Noha a szexualis ciklushoz kothetd elemek megtaldlhatok a genomjaban,
Ivaros szaporodasra nem képes ugyanis az idaig vizsgalt Osszes izolatum ugyanarra a
parosodasi tipusra jellemzé (MTLa) allélt hordozza az MTL 16kuszban (Sai és mtsi., 2011).
A CDC317 jeli C. parapsilosis izolatum teljes genomszekvencidja 2009 ota elérhetd
(Butler és mtsi., 2009). A haploid genom mérete 13,1 Mb, és mintegy 5700 ORF-et (nyitott
leolvasasi keretet) tartalmaz (Butler és mitsi., 2009). Az azdta eltelt id6ben tovabbi
2013).

Fontos kiemelni, hogy bar a C. parapsilosis filogenetikailag kozel all a C. albicans-hoz, a
két faj kozott igen jelentds kiilonbségeket talalni. Egy 2005-ben késziilt dsszehasonlito
elemzés szerint a CLIB214 C. parapsilosis torzs fehérje szekvenciai atlagosan 59 %-0S
hasonlosagot mutatnak a C. albicans-specifikus megfeleldjiikkel, am a C. parapsilosis
genom tobb olyan gént is tartalmaz, amelynek a homologja C. albicans-ban nem talalhato
meg (Logue és mtsi., 2005). Szamos olyan C. albicans-specifikus génszekvencia is 1étezik
azonban, amely a C. parapsilosis genomjabol hianyzik (Nosek és mitsi., 2009). Tobbek
kozott ezek az adatok is ravilagitanak arra, hogy ugyan a C. albicans-szal folytatott
kutatasok eredményei fontos iranymutatok lehetnek, nem minden esetben vonatkoztathatok

a C. parapsilosis-ra is.

3.6. A gombak ellen kialakulé immunvalasz

Az opportunista patogén gombak kiilonleges helyet foglalnak el a kérokozod mikrobak
kozott. Sok faj artalmatlan kommenzalistaként van jelen a szervezetben, és normal
koriilmények kozott semmilyen negativ hatassal sincs a gazdara. Ezt a kapcsolatot olyan,
komplex mechanizmusok teszik lehetévé, amelyeknek a kialakuldsa évmilliokon keresztiili

ko-evolucio eredménye (Romani, 2011). Mig az immunrendszer szigoruan szabalyozza a
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mikroba populaciok nagysagat a szervezetben, a kommenzalista gombak kiilonb6zo
tulélési mechanizmusok egész tarhazat fejlesztették ki életben maradasuk érdekében. A
gazdaszervezethez ilyen modon vald adaptacié egy igen érzékeny egyensulyi allapot
kialakulasdhoz vezetett, amely normal koriilmények kozott lehetévé teszi a gazdaval valo
békés egyiittélést. Azonban mivel a modern orvostudomany egyre tobb olyan beavatkozast
alkalmaz, amely az immunrendszer muikodésének megvaltoztatasdval jar egyiitt (pl.
szervatiiltetést kiséré immunszuppressziv terapia), ez az érzékeny egyensuly kdnnyen
felborulhat, ami a gombak tulzott elszaporodasahoz vezethet a szervezetben. Hatékony
immunvalasz hidnyaban pedig a kialakul6 fert6zés a gazdara nézve akar végzetes is lehet.
Ugyanakkor fontos hangstlyozni, hogy sok esetben éppen a tulzott gyulladasos valasz az,
ami a legnagyobb karosodast okozza a szervezetben (Romani, 2011). A patogének
elszaporoddsa miatt az immunrendszer szabalyoz6é mechanizmusai felborulhatnak, ami
kontrollalhatatlan gyulladas, végs6 soron pedig szepszis kialakulasahoz vezethet. Ilyen
esetekben a koros immunfolyamatok megfékezése éppolyan fontos lehet, mint a patogének
eliminéciojat célzé antifungalis terapia.

A gombafertézések immunologiai hatterének kutatdsa az elmult két évtized soran
kezd6dott meg intenziven. Nagy attorést jelentett példaul a kiilonboz6 mintazatfelismerd
receptorok (pattern recognition receptor, PRR), koztik a Dectin-1, mint f6 p-gliikan
receptor azonositasa (Brown és Gordon, 2001). Ugyanakkor rohamosan béviilni kezdtek
ismereteink a gombak ellen kialakulé adaptiv immunvalaszrol is. Nyilvanvalova valt
példaul a Th17 (T helper 17) sejtek esszencialis szerepe a gombak elleni védekezésben
(van de Veerdonk és Netea, 2010; Hernandez-Santos és Gaffen, 2012). Ujabb kutatasok
arra is ramutattak, hogy a patogének PRR-ek altali felismerése szorosan Osszefiigg a
kivaltott adaptiv immunvalasz effektor funkcidival; a Dectin-1 aktivacidja példaul eldsegiti
Mara tehat vilagossa valt, hogy a gombdk elleni védekezésben mind a természetes
(velesziiletett), mind az adaptiv (szerzett) immunitas elemei fontos szerepet jatszanak. A
természetes immunitas effektor sejtjei (monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek,
neutrofil granulocitak stb.) szamos mintazatfelismeré receptort hordoznak, amelyek
lehetové teszik a patogének érzékelését a vérben és a szovetek kozott egyarant (Netea és
mtsi., 2008). Az idegen molekularis mintazatok felismerése a receptor tipusatodl, illetve
sejttipustol fliggden kiilonbozé gyulladasos mediatorok termeléséhez vezet, illetve

indukalja a patogén kozvetlen eliminaciojat (Brown, 2011). Ugyanakkor a patogének
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antigén prezentalo sejtek (antigen presenting cell, APC), példaul dendritikus sejtek altali

bekebelezése az adaptiv immunvalasz iniciacidjaban jatszik kulcsszerepet (Romani, 2011).

3.6.1. Patogén gombak elleni természetes immunitas

3.6.1.1. Mintazatfelismerdé receptorok

A mintazatfelismeré receptor (PRR) fogalmat Janeway vezette be 1989-ben (Janeway,
1989). Definicidja szerint a PRR-ek olyan, evolucidosan konzervalt receptorok, amelyek
képesek kiilonb6zé patogén-asszocialt molekularis mintdzatok (pathogen associated
molecular patterns, PAMPs) felismerésére. Az elgondolas szerint a PRR-ek az
immunolodgiai felismerés primitivebb valtozatat képviselik, amely evoluciésan megeldzte a
T- és B-limfocitak egyedi specificitasti antigénkoté receptorainak kialakulasat (Janeway,
1989).

Mara hatalmas ismeretanyag gyilt Ossze a PRR-ekrél, és vilagossa valt, hogy igen
komplex szerepet toltenek be az immunvalasz kiillonb6z6 folyamataiban. Jelenleg a PRR-
ek négy nagy csaladjat kiilonithetjiik el, ezek a Toll-szerii receptorok (Toll-like receptors,
TLRs), C-tipusu lektin receptorok (C-type lectin receptors, CLRs), RIG-I-szer( receptorok
(RIG-I-like receptors, RLRs), valamint a NOD-szerii receptorok (NOD-like receptors,
NLRs) (Plato és mtsi., 2015). A gombak felismerésében részt vevo fontosabb receptorok a

3. abran lathatoak.

3.6.1.1.1. Toll-szerii receptorok (TLR)

A PRR-ek koziil a Toll-szerii receptorok csaladja a legjobban tanulméanyozott és jellemzett.
A mult szazad végén fedezték fel, hogy a Drosophila melanogaster Toll gén szerepet
jatszik a patogének elleni védekezésben (a mutans gént hordoz6 legyek fogékonyabbak
voltak gombafert6zésekre) (Lemaitre és mtsi., 1996). Késébb azonositottak a Toll
receptorok emlés homologjait (Toll-szeri receptorok) is: egérben a csalad 12 (TLR1-9 és
TLR 11-13), mig emberben 10 (TLR1-10) funkcioképes tagjat irtak le (Kumar és mtsi.,
2011). Mig a TLR1-9 mind egérben, mind emberben megtalalhato, a TLR10 ragcsalokban,
a TLR11 pedig human sejtekben nem expresszalodik, génjeik ugyanis korai stop kodont
kodolnak (Ishii és mitsi., 2008; Kumar és mtsi.,, 2011). A TLR-ek l-es tipusa

transzmembran proteinek, amelyeknek az extracellularis doménje a patogén felismerésben
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fontos szerepet jatszo leucin-gazdag ismétlédéseket (leucin rich repeats, LRR),
citoplazmatikus régidja pedig TIR (Toll/interleukin-1 receptor) domént tartalmaz (Kumar
és mtsi., 2011). Az egyes TLR-ek sejten beliili lokalizacidja is eltér6: miga TLR 1, 2, 4, 5,
6 ¢s 10 a sejtfelszinen expresszalodik, a TLR 3, 7, 8 és 9 endoszomalis elhelyezkedést
(Kumar és mtsi., 2011). A TLR-ek egyedi ligand specificitassal rendelkeznek: a TLR 1, 2,
4, 5, 6 tobbnyire a bakteridlis komponensek (pl. lipopeptidek, peptidoglikan,
lipopoliszacharid, flagellin) felismerésében jatszik fontos szerepet, mig az endoszoémalis
TLR-ek kiilonosen a virus nukleinsavak felismeréséhez sziikségesek (Kumar és mitsi.,
2011). Az tjonnan felfedezett TLR ligandok, ezzel egyiitt pedig a receptorok altal felismert

patogének listaja ugyanakkor évrdl évre boviil.

PAMPs
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3. abra. A gombak felismerésében részt vevo legfontosabb mintazatfelismeré receptorok. (Romani,
2011)

A TLR-ek altal kozvetitett szignalizacioban kulcsszerepe van a MyDS88 (myeloid
differentiation primary response protein 88) adaptor molekulanak, amely a receptorok
aktivaciojat kovetdéen a TIR doménhez kapcsolodik (egyediil a TLR3 és TLR4 képes a
MyD88-tol fliggetleniil is jeltovabbitast indukalni) (Kawai és Akira, 2006). Ezt kovetden a
MyDS88 fehérje interleukin-1 receptor-asszocialt kinazokat (IRAK1 és IRAK4) toboroz a
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receptorhoz, majd ezen kinazok foszforilacioja a TRAF6 (tumor necrosis factor receptor-
associated factor 6) aktivacidjahoz vezet. A jelatvitel tovabbi lépései a TAKIL
(transforming growth factor-p-activated protein kinase 1), majd az IKK (IxB kinase)
komplex aktivacigja, ami végill az NFkB (nuclear factor x B) transzkripcids faktor
aktivaciojahoz vezet (Kawai és Akira, 2006). Az NFkB szamos gyulladasos mediator
transzkripcidjat szabalyozza, aktivacioja tobbek kozott kiillonbozo gyulladasos citokinek
szintézisét indukalja (Kumar és mtsi., 2011). Ugyanakkor a TAK1 foszforilalja az MKK3-
at (MAP kinaz kinaz 3) és az MKKG6-ot (MAP kinaz kinaz 6) is, ami a JNK (c-Jun N-
terminal kinase) és a p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase) aktivaciojat
eredményezi (Kawai és Akira, 2006). Az ERK (extracellular signal-regulated kinase)
részletei azonban kevéssé tisztazottak. A MAP kinazok az AP-1 (activator protein 1)
transzkripcios faktort aktivaljak. Az AP-1 faktort kiilonb6zo, foként a c-Jun és c-Fos
fehérjecsaladokba tartozo proteinek dimerjei alkotjak, és aktivacioja kiilonbozé novekedési
faktorok, citokinek és kemokinek termelddését indukalja (Hess és mitsi., 2004). A TLR3 és
TLR4 MyD88-t0l fliggetlen szignalizaciot is kivalthat, ekkor a TRIF (TIR domain-
containing adapter inducing IFNf) adaptor aktivacidja az I-es tipusu interferonok, foként
IFNB (interferon f) termeléséhez vezet (Kawai és Akira, 2006).

Ugyan mara bebizonyosodott, hogy a gombak felismerésében a C-tipusu lektin receptorok
jatsszak a legfontosabb szerepet, bizonyos TLR-ek is kiemelkedd jelentdséggel birnak. Ezt
tamasztja ala az, hogy a myd88™ egerek fogékonyabbak a C. albicans és A. fumigatus
fert6zésre, mint a vad-tipust allatok (Bellocchio és mtsi., 2004). A TLR-ek koziil idaig a
TLR2-r6l, TLR4-r6l, TLR6-r6l, TLR7-r61 és TLR9-rdl bizonyitottdk, hogy szerepet
jatszanak a C. albicans elleni védekezésben. A TLR4 az egyik legjobban tanulmanyozott
Toll-szeri receptor, kulcsszerepet jatszik a Gram-negativ baktériumok sejtfalaban talalhato
lipopoliszacharid (LPS) felismerésében (Kumar és mtsi., 2011). Képes azonban érzékelni a
C. albicans sejtfalaban talalhatdé O-mannan-t is (Netea és mitsi,, 2006). Egy korabbi
tanulmanyban megallapitottdk, hogy thra” egerek fogékonyabbak a disszeminalt
candidiasis-ra, mint a vad tipusuak, ami a kemokin termelés defektjével volt magyarazhato
(Netea és mtsi., 2002). Ugyanakkor fontos kiemelni, hogy a TLR4 nem minden C. albicans
torzs felismerésében jatszik szerepet (Netea és mtsi., 2010a). A TLR2 tobbek kozott a
bakterialis peptidoglikan felismerésében jatszik fontos szerepet, de szdmos mas ligandja is

ismert (Kumar és mtsi.,, 2011). A TLR2 C. albicans elleni védekezés soran betdltott
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szerepével kapcsolatban szintén felmeriiltek bizonyos ellentmondasok. Ezeket azonban
némileg feloldotta az a felfedezés, hogy a TLR2 tobb mas PRR-rel (pl. Dectin-1) is képes
egyiittmiikddni, és a kolcsonhatasok fliggvényében specifikus citokin valaszt kivaltani
(Plato és mtsi., 2015). A TLR2 a TLR6-tal egyiittmiikédve valoszintileg a C. albicans
foszfolipomannant ismeri fel (Jouault és mtsi., 2003). A TLR7 és TLRY szerepe az
antifungélis immunitasban kevéssé tisztazott, de mindkettét kapcsolatba hoztdk a C.
albicans felismerésével (Biondo és mtsi., 2012; Wagener és mtsi., 2014).

Osszességében elmondhatd, hogy ugyan a Toll-szerli receptorok sok esetben redundans
szerepet toltenek be a gombék elleni védekezésben, mas receptorokkal egyiittmiikodve

fontos szerepiik van az immunvalasz finomhangolasaban (Plato és mtsi., 2015).

3.6.1.1.2. RIG-I-szerii receptorok (RLR)

A citoplazmatikus lokalizacioji RIG-I-szerli receptorok (RIG-I (retinoic acid-inducible
gene-1), MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5), LGP2 (laboratory of
genetics and physiology 2)) els6dleges szerepe a viralis RNS felismerése, ami kiilonboz6
citokinek ¢és interferonok termelddését indukalja (Kumar és mtsi., 2011). Egy
kozelmultban késziilt tanulmany szerint azonban az MDAS receptornak szerepe lehet a C.
albicans elleni védekezésben is; a gén mutacioja ugyanis kapcsolatba hozhat6é a Candida
fertdzésre vald fogékonysaggal, az mda5™ egerek pedig megvaltozott citokin termelést

mutatnak C. albicans fert6zés esetén a vad tipust egerekhez képest (Jacger és mtsi., 2015).
3.6.1.1.3. C-tipusi lektin receptorok (CLR)

A C-tipusu lektin receptorok (CLR) a mintazatfelismer6 recetorok igen heterogén csaladjat
alkotjak. A csalad szamos tagja szénhidrat felismeré domént (carbohydrate recognition
domain, CRD) tartalmaz, ami a kiilonb6z6 szénhidrat komponensek megkotéséért felelds
(Plato és mtsi., 2015). A C-tipust lektin receptorokra jellemzé CRD-t C-tipust lektin
doménnek (C-type lectin domain, CTLD) is nevezziik (Zelensky ¢s Gready, 2005). Ezzel
szemben szamos CLR C-tipusu lektin-szerti domént tartalmaz (C-type lectin-like domain),
amely nemcsak szénhidratok, hanem lipidek és fehérjék felismerésére is képes (Zelensky
és Gready, 2005). A CLR-ek esszencialis szerepet jatszanak a gombak elleni védekezésben

(Hardison és Brown, 2012). A CLR-ek legnagyobb szamban myeloid sejteken, igymint
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makrofagokon és dendritikus sejteken expresszalodnak, de megtalalhatéak limfocitakon,
granulocitakon és epitélsejteken is (Plato és mtsi., 2015).

A Dectin-1 az egyik legjobban jellemzett CLR, amely szamos, kiilonb6z6 szerkezetii B-
glikan molekula felismerésére képes (Brown és Gordon, 2001). A Dectin-1 receptor
szerepét kiillonbozé gombafertézések soran szamos in vivo €s in vitro tanulmany tamasztja
ala; a Dectin-1 deficiens egerek tobbek kozott csokkent rezisztenciat mutatnak C. albicans,
A. fumigatus és Pneumocystis carinii fertézéssel szemben (Steele és mtsi., 2005; Saijo és
mtsi., 2007; Taylor és mtsi., 2007). Erdekes médon a Dectin-1 receptor nem minden C.
albicans torzs felismerésében jatszik szerepet, ami tobbek kozott a kiilonbozé torzsek
eltéré adaptacios képességével (a sejtfal Osszetétel in vivo koriilmények kozotti
megvaltozasaval) magyarazhaté (Marakalala és mitsi., 2013). A Dectin-1 hianya emberben
is fokozza a gombafert6zésekre vald fogékonysagot, tobbek kozott kronikus Candida bor-
¢és nyalkahartya fert6zésekhez (chronic mucocutaneous candidiasis, CMC) vezet (Ferwerda
és mtsi.,, 2009). A Dectin-1 receptor extracellularisan egyetlen CTLD-t tartalmaz, mig
intracellularis doménjében ITAM-szerti (immunoreceptor tirozin-alapa aktivacios
motivum-szer{i) motivum talalhatd, amely a szignalizacio elinditasaért felelés (Plato és
mtsi., 2015). A receptor aktivacidja az ITAM-szerii motivumok foszforilacidjahoz vezet,
ami a Syk kinazt (spleen tyrosine kinase, 1ép tirozin kinaz) toborozza a receptorhoz. A Syk
kinaz foszforilalja a PLCy2-t (phospholipase Cy2), ami tobb Iépésen keresztiil PKCS
(protein kinaz Cd) aktivaciot eredményez (Plato és mtsi., 2013). A PKCS aktivacidja
egyrészt ROS termelést ¢s inflammaszoma aktivaciot indukal az ERK foszforilacidjan
keresztiil, masrészt a CARD9 (caspase recruitment domain-containing protein 9)-Bcl10 (B
cell lymphoma 10)-Maltl (mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation
protein 1) komplex aktivaciojat valtja ki (Plato és mtsi., 2015). A CARD9-Bcl10-Maltl
fehérjekomplex aktivacioja végsé soron NFkB aktivaciohoz és igy kiilonb6zd citokinek és
kemokinek (tobbek kozott TNFo, IL-1p, IL-2, 1L-10, IL-6, 1L-23, CCL2, CXCL1,
CXCL2) termeléséhez vezet (Hardison és Brown, 2012; Plato és mtsi., 2015). A Dectin-
1/Syk szignalizacio a MAP kinazok (p38, ERK, JNK) aktivaciojat is kivaltja (Hara és
Saito, 2009; Xu és mtsi., 2009), am ennek az Gtvonalnak a pontos 1épései még nem teljesen
tisztazottak. A Dectin-1 aktivacigja fagocitozist, ROS termelést és inflammaszoma
aktivaciot (1d. késébb) is indukal (Plato és mitsi., 2015), tovabba az adaptiv immunvalasz

------

szerepe van (LeibundGut-Landmann és mtsi., 2007; Gringhuis és mtsi., 2009). A Dectin-1
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receptor szamos TLR-rel képes egylittmiikddni a patogének felismerése soran (Plato és
mtsi., 2013). Kimutattak példaul, hogy a Dectin-1 expresszidja fokozza a TLR2 altal
indukalt NFxB aktivaciot és citokin termelést (Gantner és mitsi., 2003).

A Dectin-2 receptor szintén egyetlen CTLD-t tartalmaz, azonban nem [-gliikkan, hanem
manndz tartalmu strukturak aktivaljak (Brown, 2011). Szamos gombafaj, tobbek kozott a
C. albicans, A. fumigatus, Saccharomyces cerevisiae, C. neoformans és Histoplasma
capsulatum felismerésében vesz részt (Plato és mitsi., 2015); ezen kiviil allergias
folyamatokban is szerepet jatszik (Hoving ¢és mitsi., 2014). A Dectin-2 receptor szintén a
Syk kinazt aktivélja, azonban — mivel intracellularis doménje nem tartalmaz ITAM-szeri
motivumot — a jeltovabbitashoz sziikség van a receptor FcRy adapterrel vald
receptor esetében leirtakkal; fontos kiilonbség azonban, hogy a Dectin-2 a Dectin-1-gyel
ellentétben nem képes minden NF«B alegységet aktivalni, ami eltéré cellularis valaszhoz
vezet (Plato és mtsi., 2015). A Dectin-2 receptor is szerepet jatszik azonban a Th17 valasz
szabalyozasaban (Robinson és mitsi., 2009).

A mannéz receptor (MR) egyike a legkorabban azonositott CLR-eknek; nyolc
extracellularis CTLD-t tartalmaz, amelyek segitségével mannoz-, fukdz-, valamint N-acetil
gliilkozamin-tartalma struktarakat ismer fel (Plato és mtsi., 2015). A manndz receptor
tobbek kozott felismeri a C. albicans-t, C. neoformans-t és P. carinii-t, és szerepet jatszik a
C. albicans altal indukalt Thl7-differenciacioban (van de Veerdonk és mtsi., 2009).
Ugyanakkor a MR deficiens egerek csak a C. neoformans fertézéssel szemben mutatnak
csokkent rezisztenciat, C. albicans-szal és P. carinii-vel szemben nem (Brown, 2011).
Szamos tovabbi CLR-rél kimutattdk, hogy szerepet jatszanak a gombak elleni
immunvalaszban. A Mincle receptor a Dectin-2-h6z hasonloan a Syk kinazt aktivalja FcRy
adapteren keresztiil; és ugyan elsddleges szerepe a Mycobacterium fajok felismerése,
Candida, Malassezia és Fonsecaea fajok is képesek aktivalni (Plato és mtsi., 2015). A DC-
SIGN tobbek kozott C. albicans, A. fumigatus és Mycobacterium fajok felismerésére
képes, ¢és a ligand természetétdl fliggden kiilonféle szignalizacids Utvonalakat aktivalhat
(Plato és mitsi.,, 2015). Tobb CLR-rel is képes egyiittmiikddni, €s azok aktivaciojat
szabalyozva pro- vagy antiinflammatorikus valaszt kivaltani (Plato és mtsi., 2015). A
Galectin-3 ugyan nem a C-tipust, hanem az S-tipust lektin receptorok kozé tartozik,
azonban fontos szerepe van a C. albicans felismerésében (Jouault és mitsi., 2006).

Kimutattak, hogy a makrofagok galectin-3 segitségével felismerik a C. albicans-t (illetve a
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gomba sejtfalaban talalhatd B-1,2-mannant), a S. cerevisiae-t azonban nem (Jouault és
mtsi., 2006). Tovabba, a galectin-3 szerepet jatszik szisztémas C. albicans és C.

parapsilosis fert6zés esetén is (Linden és mtsi., 2013a).

3.6.1.1.4. NOD-szerii receptorok (NLR)

Az intracelluléris lokalizacioju NOD-szerii receptorok csalddja emberben 23, egérben 34
tagot szamlal (Kumar és mtsi., 2011). A receptorok altalanos felépitésére jellemz6, hogy
harom doménbdl allnak: a C-terminalis domén leucin gazdag ismétlddéseket tartalmaz, ezt
tartjak felelosnek a mikrobialis PAMP-ok felismeréséért; a centralis domén az Gtn. NOD
(nucleotide-binding and oligomerization domain) vagy NACHT domén, amely a
receptorok oligomerizacidjahoz, és igy az aktiv receptorkomplex kialakuldsdhoz
sziikséges; mig az N-terminalison az effektor domén helyezkedik el (Kumar és mtsi.,
2011). A NLR-okat N-terminalis doménjiik alapjan négy alcsaladba soroljak: (1) NLRA
(Class II transactivator, CIITA domén), (2) NLRB (baculovirus inhibitor of apoptosis
protein repeat, BIR domén), (3) NLRC (caspase-recruitment domain, CARD), (4) NLRP
(pyrin domain, PYD) (Zhong és mtsi., 2013). A két legjobban jellemzett NLR az NLRC
alcsaladba tartoz6 NOD1 és NOD2, amelyek bakteridlis komponensek érzékelésében
jatszanak szerepet, és NFkB, valamint MAPK aktivaciot indukalnak (Kumar és mtsi.,
2011). A gombak elleni immunvalaszban azonban azoknak a NLR-oknak van kiemelked6

szerepe, amelyek az inflammaszomak kialakitasaban vesznek részt.

3.6.1.2. Az inflammaszomak

Az inflammaszoémak olyan intracellularis multiprotein komplexek, amelyek az IL-1
csaladba tartozé gyulladasos citokinek (IL-1P, IL-18) érett formajanak kialakitasaért
feleldsek (Martinon és mtsi., 2002). Altalanos felépitésiikre jellemzd, hogy tartalmaznak
valamilyen (t6bbnyire az NLR csaladba tartozo) szenzor fehérjét, amelyhez az ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) adapteren keresztiil pro-
kaszpaz-1 kapcsolodik (Vanaja és mitsi., 2015). Az ASC adapter két doménbdl all, N-
terminalisan PYD, C-terminalisan CARD helyezkedik el (Martinon és mtsi., 2009). A pro-
kaszpaz-1 szintén CARD domént tartalmaz, igy az inflammaszoma 0sszeszerelddésekor a

fehérjék PYD-PYD és CARD-CARD interakciokon keresztiil kapcsolodnak egymdashoz
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(Tsuchiya és Hara, 2014). A legujabb kutatasi eredmények szerint az ASC-tartalmu
inflammaszomak filamentaris szerkezetliek: a szenzor fehérjék oligomerizacidjat ASC
filamentumok kialakuldsa koveti, ami a pro-kaszpaz-1 multimerek kialakulasdhoz szolgal
bazisul (Lu és Wu, 2015). A komplex aktivacidja soran az inaktiv pro-kaszpaz-1 elhasad,
aktiv kaszpaz-1 enzimet eredményezve, amely a pro-IL-1B és pro-1L-18 elhasitasaval
létrehozza a citokinek bioaktiv formajat (Kumar és mtsi.,, 2011). Hagyomanyosan az
inflammaszémaknak négy tipusat (NLRP1, NLRP3, NLRC4 és AIM2) kiilonboztetjiik
meg, azonban a kozelmultban ujabb komplexeket (pl. NLRP6, NLRP12) is felfedeztek
(Vanaja ¢és mtsi., 2015). A legelsoként leirt NLRP1 inflammaszoma NLRP1, ASC,
valamint kaszpaz-1 és kaszpaz-5 fehérjék komplexe (Martinon és mtsi., 2002). Mig a
komplexet egerekben az anthrax letalis toxin aktivalja, a kissé eltéré szerkezetii human
NLRP1 inflammaszoéma a muramil dipeptidek felismeréséért felelés (Tsuchiya és Hara,
2014). Az AIM2 (absent in melanoma 2) fehérje a PYHIN fehérjecsaladba tartozik, és
PYD doménjén keresztiil képes kapcsolodni az ASC-hez, kialakitva igy az AIM2
inflammaszomat. A komplexet bakterialis és viralis dsDNS aktivalja, és tobbek kozott
Listeria monocytogenes és Streptococcus pneumoniae felismerésében jatszik szerepet
(Tsuchiya ¢és Hara, 2014). Az NLRC4 inflammaszomat szintén foként bakterialis
korokozok aktivaljak, példaul Shigella flexneri vagy Salmonella typhimurium (Kumar és
mtsi., 2011). Ugyan a pro-kaszpaz-1 CARD doménjén keresztiil kdzvetleniil is képes az
NLRC4-hez kapcsolddni, a kaszpaz aktivaciohoz sziikség van az ASC adapterre is
(Tsuchiya és Hara, 2014). Jelenleg az NLRP3 inflammaszoémar6ol van a legtobb
ismeretiink. Az NLRP3 (masik nevén cryopyrin), ASC és pro-kaszpaz-1 fehérjékbol allo
komplexet szamos endogén és exogén stimulus aktivalhatja, amelyek lehetnek oldott és
partikularis természetliek is (4. abra). Gyakran emlitett aktivatorok példaul az ATP,
natrium-urat kristalyok, aluminium és nigericin (Tsuchiya és Hara, 2014). Patogének koziil
szamos baktérium (pl. Staphylococcus, Streptococcus), virus (pl. influenza virus) és gomba
(pl. C. albicans, 1d. kés6bb) képes aktivalni az NLRP3 inflammaszomat (Vanaja és mtsi.,
2015). A jelenlegi elképzelés szerint ezek az aktivatorok nem kozvetleniil az NLRP3
szenzorral lépnek kapcsolatba, hanem bizonyos cellularis eseményeket indukalnak,
amelyeket az inflammaszoma érzékelni képes. Az inflammaszoma aktivacioval
leggyakrabban kapcsolatba hozott ,,veszély” szignalok az intracellularis K* koncentraci6
csokkenése, reaktiv oxigéngyokok képzddése, illetve a lizoszoma membran karosodasa

(Vanaja és mitsi, 2015). Bar egyre nagyobb ismeretanyag halmozodik fel az

28



inflammaszoémakrol, aktivaciojuk pontos mechanizmusa tovabbra sem tisztazott. Szamos
mechanizmust, illetve molekulat azonositottak azonban, amelyek az inflammaszéma
szerepet jatszanak tobbek kozott az I-es tipusu interferonok, a TRIM fehérjék, a nitrogén-
monoxid, bizonyos endogén mikroRNS-ek és az autofagia, de a CD4" T-sejtekrdl is

kimutattak, hogy gatolhatjak az inflammaszoma aktivaciot (Chen és Sun, 2013).

Virus% Bacterium IL-18 o
N ¥ orIL-18 0°
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4. abra. Az NLRP3 inflammaszéma szerkezete és aktivaciéja. (Tschopp és Schroder, 2010)

3.6.1.2.1. Az IL-1p élettani szerepe

Az IL-1PB az egyik legjelentdsebb gyulladasos citokin, amelynek steril gyulladasok és
mikrobialis fert6zések soran is igen fontos szerepe van (Netea és mtsi., 2010b). Az IL-1B-t
foként monocitdk, makrofagok és dendritikus sejtek termelik, de egyéb sejttipusok is
szekretaljak (van de Veerdonk és Netea, 2013). Az IL-1P inaktiv formaban termelddik
(pro-IL-1p), és proteolitikus hasitast kdvetden alakul ki az érett, bioaktiv formaja (Netea és
mtsi., 2010b). Noha bizonyos szerin proteazok (pl. proteinaz-3, Kimotripszin, elasztaz) is
képesek az IL-1PB érett formajanak kialakitasara, a legjelentdsebb a pro-IL-1B kaszpaz-1
altali hasitasa inflammaszoéma aktivaciot kovetden (Netea és mitsi., 2014). Az IL-1P
funkcidja igen sokrétii; tobbek kozott fokozza egyéb gyulladasos mediatorok (TNFa, 1L-6,

kemokinek) termelését, fokozza az NK sejtek aktivéci()jét, serkenti a fagocitézist, valamint

------
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2011). Ezen kiviil hatassal van a kozponti idegrendszerre is, fontos szerepet jatszik a
lazzal, aluszékonysaggal ¢és étvagytalansaggal jaré akut-fazis reakcid kivaltasaban
kiilonb6z6 fertézések soran (Netea és mtsi., 2010b). Fontos kiemelni, hogy az IL-1p talzott
mértéki  termelddése kronikus gyulladas kialakuldsahoz vezethet. Szamos un.
autoinflammatorikus szindrémat leirtak, amelyek soran stlyos iziileti gyulladas, 14z és bor
1éziok figyelhetok meg, a tiinetek azonban IL-1Ra (IL-1 receptor antagonista) kezelés
hatasara jelentésen javulnak (Netea és mtsi., 2010b). Ebbe a betegségcsoportba tartoznak
az Un. cryopyrin-asszocialt periodikus szindromak (cryopyrin-associated periodic
syndromes, CAPS), amikor NLRP3 mutici6 miatt inflammaszéma hiperaktivacid
figyelheté meg (Netea és mtsi., 2010b).

3.6.1.2.2. Az inflammaszéma aktivacio szerepe a gombak elleni immunvalaszban

Tobb patogén gombarol (C. albicans, A. fumigatus, Paracoccidioides brasiliensis, C.
neoformans) is kimutattak, hogy képes aktivalni az NLRP3 inflammaszomat (Hise és mtsi.,
2009; Said-Sadier és mtsi., 2010; Lei és mtsi., 2013; Tavares és mtsi., 2013). C. albicans
fertdzés esetén az inflammaszoma aktivacidé fontos szerepet jatszik a szervezet
védelmében; kimutattak, hogy a kaszpaz-1-, ASC- és NLRP3-deficiens egerek sokkal
kevésbé ellenalldak a C. albicans fertézéssel szemben, mint a vad tipusu allatok (Hise és
mtsi., 2009; van de Veerdonk és mtsi., 2011).

Az NLRP3 inflammaszoma aktivacidja makrofagokban és dendritikus sejtekben kétlépéses
folyamat: els6ként az NLRP3 ¢és pro-1L-1B fehérjek expresszidjara van sziikség, amelyet
mikrobidlis fertdzés esetén a PRR-ok aktivacigja indukal, majd masodik lépésben
Osszeszerelddik az inflammaszoma és aktivalodik a kaszpaz-1 (Tsuchiya és Hara, 2014). A
Dectin-1/Syk utvonal kiilondsen fontos szerepet jatszik a C. albicans altal indukalt
inflammaszoéma aktivacioban (Gross és mtsi., 2009; Cheng és mitsi., 2011); kimutattak,
hogy dendritikus sejtekben a Syk kinaz sziikséges mind a pro-l1L-1p expresszidhoz, mind
az inflammaszoma aktivacidjahoz (Gross és mitsi., 2009). Mig dendritikus sejtekben a
TLR-ek altal indukalt MyD88 aktivacié nem sziikséges az inflammaszéma aktivaciohoz
(Gross és mtsi., 2009), makrofagokban a C. albicans altal indukalt IL-1p termelés TLR2-
¢és Dectin-1-fiiggé (Hise és mitsi., 2009). Kiilonb6z6 tanulmanyok kimutattak, hogy a
fagocitozis, katepszin B aktivitas, ROS termelés és K efflux mind kapcsolatba hozhaté a

C. albicans altal indukalt inflammaszoma aktivacioval (Gross és mtsi., 2009; Joly és mtsi.,
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2009), azonban ezen mechanizmusok pontos funkcidja az aktivacié folyamataban tovabbra
sem tisztazott, raadasul sejttipusonként is eltéré lehet (Joly és Sutterwala, 2010). A
hifaképzés szerepe a C. albicans altal indukalt inflammaszoma aktivacidban szintén
ellentmondasos; mig bizony0s tanulméanyok szerint az éleszt6-hifa atalakulas esszencialis
az aktivaciohoz (Joly és mtsi., 2009; Cheng és mtsi., 2011), masok arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy bizonyos, csak élesztészerli novekedésre képes C. albicans mutansok is
képesek inflammaszoma aktivacidt kivaltani, ugyanakkor mas mutansok esetében fonalas
novekedés mellett sem torténik IL-1B szekrécio (Wellington és mitsi., 2012). Ezen
eredmények alapjan ugy tiinik, hogy nem a hifak fizikai jelenléte, hanem bizonyos, a
fonalas novekedéshez kothetd faktorok megvaltozott expresszidja sziikséges az
inflammaszéma aktivaciojdhoz. A tobbi inflammaszéma (AIM2, NLRP1, NLRC4)
szerepérol gombafertdzések esetén kevés ismeretiink van; kimutattdk azonban, hogy az
NLRC4 inflammaszoma szerepet jatszik a mukdza védelmében oralis candidiasis esetén
(Tomalka és mtsi., 2011). Ezzel ellentétben in vitro tanulmanyok szerint makrofagokban és
dendritikus sejtekben a C. albicans altal indukalt IL-1 szekrécio fiiggetlen az NLRC4-t6l
(Gross és mtsi., 2009; Joly és mitsi., 2009).

3.6.1.3. A természetes immunitas effektor sejtjei

A természetes immunrendszer effektor sejtjei (neutrofil granulocitdk, monociték,
makrofagok, dendritikus sejtek) kulcsszerepet tdltenek be a patogén gombak elleni
védekezésben (Brown, 2011). A neutrofilek szerepét a szervezet védelmében legjobban a
neutropéniaban szenvedd betegek gombafertézésekre vald fogékonysaga jelzi (Walsh és
Gamaletsou, 2013). Ezen sejtek legfobb funkcidja a patogének bekebelezése és kozvetlen
elpusztitasa (Romani, 2011). A neutrofil granulocitak altalaban viszonylag alacsony
szinten expresszaljak a TLR-eket, viszont membranjukon igen nagy szamban talalhatoak
fagocitotikus receptorok, kiilonosen CR3 (complement receptor 3) és Fcy receptorok
(Netea ¢és mitsi.,, 2008). A neutrofilek igen hatékonyak a gombak szaporodasanak
megfékezésében; kimutattdk példaul, hogy drasztikus transzkripcios valtozasokat
indukalnak a C. albicans sejtjeiben, ami a hifaképzés represszidjahoz vezet (Fradin és
mtsi., 2005). A neutrofilek mind intracellularis, mind extracellularis mechanizmusok
segitségével képesek elimindlni a kiilonb6z6 korokozokat (Cheng és mtsi., 2012).

Fagocitézist kovetden a bekebelezett patogént tartalmazd fagoszomak lizoszomakkal
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fuzionalnak, majd kiilonb6z6 hidrolitikus enzimek, antimikrobidlis peptidek és reaktiv
oxigéngyokok segitségével megtorténik a patogén elpusztitasa (Cheng és mtsi., 2012). A
reaktiv oxigéngyokok képzodésében igen fontos szerepet jatszik a NADPH-oxidaz, egy
tobb alegységbdl 4all6 enzimkomplex, amely aktivaciot kovetéen szerelodik Ossze a
fagoszoma membranjaban (Brown, 2011). A NADPH-oxidaz a molekularis oxigént
szuperoxidda alakitja, majd ebbdl tovabbi reaktiv intermedierek (hidrogén-peroxid,
hidroxil gyok) képzédnek (Brown, 2011). A neutrofilek képesek a Candida sejteket un.
extracellularis csapdak (neutrophil extracellular trap, NET) segitségével is elpusztitani
(Urban és mtsi., 2006).

Ugyan a monocitdk ¢és makrofagok 4ltalaban alacsonyabb fungicid aktivitassal
rendelkeznek, mint a neutrofilek (Cheng és mtsi., 2012), nagyon fontos szerepiik van a
patogének elleni gyulladasos valasz kialakitasaban (Netea és mtsi., 2006). A monocitakra
magas szintli TLR ¢és kozepes szintli LR expresszid jellemzO, mig makrofaggd vald
lectin receptoraik szamat is (Netea és mtsi., 2008). Meg kell azonban jegyezni, hogy a
PRR-ok megjelenését a sejtfelszinen a sejtek aktivacios allapota, illetve a citokin kdrnyezet
is nagyban befolyasolja. A Candida sejtek felismerése monocitakban és makrofagokban a
gyulladasos citokin (féként TNFa (tumor necrosis factor o), IL-1p (interleukin-1p), IL-6
(interleukin-6)) gének megemelkedett expresszidjahoz és intenziv citokin termeléshez
vezet (Kim és mtsi., 2005; Netea és mtsi., 2006; Smeekens és mtsi., 2011). Ezeknek a
fehérjéknek egyrészt kulcsszerepiik van a fagocitdk antimikrobidlis aktivitasanak
fokozasaban (Netea és mtsi., 2006), masrészt fontos szerepet jatszanak a CD4" T-sejtek
polarizacigjaban is (Romani, 2011). A gyulladasos citokinek protektiv szerepét bizonyitja
az is, hogy az i|6'/', tnfa"', és il1r” egerek fokozott érzékenységet mutatnak az invaziv
Candida fertdzéssel szemben a vad tipust allatokhoz képest (Romani és mitsi., 1996; Netea
¢és mtsi., 1999; Hise és mtsi., 2009).

A dendritikus sejtek mintegy hidat képeznek a természetes €s adaptiv immunitas kozott.
Dendritikus sejtek kiilondsen nagy szamban fordulnak elé a nyalkahartyaval boritott
felszinek kozelében és a borben, ahol hatékony védelmet biztositanak a patogén
mikroorganizmusokkal szemben. Kiilonésen nagy szamu mintazatfelismerd receptort
hordoznak (Netea és mtsi., 2008), a korokozok fagocitozisat kovetéen pedig fontos
szerepiik van az antigének prezentdldsédban és igy az adaptiv immunvaélasz elinditdsaban

(Cheng és mtsi., 2012). A dendritikus sejtek is szamtalan kiilonféle citokin termelésére
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képesek, amelyek egyrészt hozzajarulnak a gyulladasos valasz kialakitasahoz, masrészt
meghatarozzak a T-sejtes immunvalasz iranyat (Romani, 2011).

A fent emlitett sejttipusokon kiviil az un. ILC sejtek (innate lymphoid cells) is fontos
szerepet jatszanak a gombdk elleni immunvalaszban. Ezen sejtek kozos jellemzdje, hogy
limfoid eredetlick, de nem hordoznak antigén-specifikus receptort (Gladiator ¢és
LeibundGut-Landmann, 2013). Kiilondsen fontos, hogy tobb ILC populacio is képes 1L-17
termelésre, ami fontos szerepet jatszik a C. albicans elleni immunvalaszban (Gladiator és

mtsi., 2013).

3.6.2. A gombak ellen kialakul6é adaptivimmunvalasz
3.6.2.1. T-sejtes immunvalasz

A fertézések soran kialakulo adaptiv immunvalasz szorosan Osszekapcsolodik a
természetes immunitassal. A szerzett immunitds legfontosabb effektorai a B- és T-
limfocitak, amelyek rendre a humoralis, illetve cellularis immunitas kialakitasaért felelosek
(Luckheeram és mtsi., 2012). A T-limfocidk kozott megkiilonboztetink CD4" Th, valamint
CD8" citotoxikus T-sejteket. Mig a CD8" T-sejtek a virusfertdzott, illetve tumoros sejtek
kozvetlen eliminidciojaban jatszanak fontos szerepet (Kaech és Cui, 2012), a CD4"
limfocitdk mas immunsejtek (makrofigok, B-limfocitdk, CD8" T-sejtek), illetve egyéb
sejttipusok aktivaciojat és effektor funkcioit szabalyozzak (Luckheeram és mtsi., 2012). A
CD4" Th sejtek kiilondsen fontos szerepet jatszanak a gombak elleni immunvélaszban,
amit egyértelmiien jelez az AIDS-es betegek (akiknél drasztikusan lecsokkent CD4"
sejtszam figyelhetd meg) fokozott érzékenysége C. albicans, A. fumigatus, C. neoformans
és P. jirovecii fertézéssel szemben (van de Veerdonk és Netea, 2010). A CD" Th sejteket
funkcidik és citokin profiljuk alapjan kiillonb6zé populaciokra oszthatjuk. Mig
hagyomanyosan a Th sejtek két nagy csoportjat (Th1 és Th2) kiilonitették el (Mosmann és
Coffman, 1989), késdbb felfedezték a CD4" CD25" regulatoros T-sejteket (Treg)
(Shevach, 2001), majd a Thl7 populaciot (Park és mtsi., 2005) (5. abra). A naiv T
limfocitak effektor sejtekké torténd differencialodasanak elsé 1épése a T-sejt receptor
(TCR) aktivacioja az APC altal MHC 1 vagy MHC II molekulakon prezentalt antigénekkel
vald kolcsonhatas kovetkeztében. A Th polarizaciot (a Thl, Th2, Thl7, Treg vonalak

kialakulasat) sok faktor szabalyozza, tobbek kozott a citokin kdrnyezet, az antigén
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koncentracioja, az APC tipusa, illetve a kostimulacios molekulak jelenléte (Luckheeram és
mtsi., 2012). Mivel a kiilonbdz6 PRR-ek aktivacidja meghatarozza az APC altal szekretalt
citokinek spektrumét, ezek a receptorok kulcsgzerepet jétszanak a Th sejtek
(a fert6z6 agens eliminacidja) utan az effektor T-sejtek talnyomoé tobbsége elpusztul, a
sejtek néhany szazaléka hosszu életii Tem (T central memory) és Tem (T effector memory)

memoriasejtekké differencialodik (Sallusto és mtsi., 2004).

‘ —> o ; o° |FN-y, TNF-o
Cell-mediated immunity

(intracellular bacteria, viruses)

—> " $** |L4,IL5, IL-13
Humoral immunity
(extracellular parasites)

—> s e IL-17A, IL-17F, IL-22
Cell-mediated inflammation
Autoimmune diseases

TGF -B1R IL-23R

(extracellular phogens, fungi)

@ —> * $*°* TGF-B,IL-10
Immunoregulation
9 (o ¢

(peripheral tolerance)
IL-2R TGF-B1R

.....

3.6.2.1.1. Thl sejtek

A Thl sejtek differencialédasahoz sziikséges legfontosabb citokin az antigén prezentalo
sejtek altal termelt 1L-12 (Luckheeram és mtsi., 2012). A Thl Sejtek nagy mennyiségben
intracellularis patogének elleni védelemben (Luckheeram és mtsi., 2012). Tovabba, a Thl
sejtek indukaljdk az opszonizald antitestek szintézisét, ami szintén hozzajarul a hatékony

fagocitozishoz (Borghi és mitsi., 2014). A Thl iranyu differencialodast szamos
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transzkripciods faktor szabalyozza, azonban a T-bet-nek van a legfontosabb szerepe. A T-
bet expresszio nagyban fokozza az IFNy termelést, ugyanakkor szuppressziv hatassal van a
Th2 és Th17 vonalak fejlédésére (Luckheeram és mitsi., 2012). Szamos példa bizonyitja,
hogy gombafert6zések esetén a Thl iranyu differenciacio sziikséges a patogének hatékony
eliminacidjahoz (Romani, 2011). Az IFNy szerepét jelzi példaul, hogy az IFNy deficiens
egerek sokkal fogékonyabbak az invaziv candidiasis-ra, mint a vad tipusu allatok (Balish
és mtsi., 1998). A Thl valasz protektiv szerepét tovabba H. capsulatum és A. fumigatus

fert6zések esetén is bizonyitottak (van de Veerdonk és Netea, 2010).

3.6.2.1.2. Th2 sejtek

A Th2 sejtek az extracellularis parazitdk elleni védelemben, valamint allergis
folyamatokban jatszanak fontos szerepet (Luckheeram és mtsi.,, 2012). A Th2 sejtek
a Th2 sejtek altal termelt legfontosabb citokinek az IL-4, IL-5, IL-13 ¢és IL-10
(Luckheeram és mitsi., 2012). A Th2 iranyu valasz altalaban hatranyosnak tekintheté a
gombafert6zések kimenetele szempontjabol (Romani, 2011). A Th2 sejtek csokkentik a
Thl sejtek antimikrobialis effektor funkcidit, valamint alternativ makrofag aktivaciot
indukélnak, ami a patogének eliminacidja helyett a fertdzés perzisztenciajat segiti eld
(Romani, 2011). A Th2 iranya valasz negativ hatasat jol példazza az a tanulmany,
amelyben bemutattdk, hogy a vad tipust allatokhoz képest a GATA-3 overexpresszalo
egerek csokkent tulélést mutatnak a szisztémas candidiasis esetén (Haraguchi és mitsi.,
2010). Ezekben az egerekben a makrofagok aktivacidja nem volt megfeleld, exogén IFNy
adésa azonban visszaallitotta a normal fagocita funkcidkat és jelentdsen fokozta az allatok
tulélését. Human betegekben is megfigyelték, hogy a kronikus gombafertézések (pl. C.
neoformans, H. capsulatum) esetében tobbnyire Th2-domindns valasz mutathatdé ki
(Wuthrich és mtsi., 2012). C. albicans esetén kimutattak, hogy mig az élesztd format
felismer6é dendritikus sejtek Thl iranyu valaszt indukalnak, a hifakkal kapcsolatba keriilt
fagocitak a Th2-dominans valasz kialakulasat segitik el6 (Romani és mtsi., 2002). Ennek
hatterében az all, hogy a hifak sejtfalaban a B-glilkan nem hozzaférhet6 a Dectin-1 szamara

(Gantner és mtsi., 2005; Romani, 2011), ami egyfajta talélési stratégia a patogén részérol.
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3.6.2.1.3. Th17 sejtek

A Th17 populacid kiemelkedd szerepét gombafertézések soran mintegy tiz évvel ezel6tt
fedezték fel, és azota igen jelentOs ismeretanyag halmozodott fel roluk. A Thl7 sejtek
fejlédésiikhoz  TGFB-t, I1L-6-ot, IL-1B-t ¢és IL-23-at igényelnek; f6 szabdlyozd
transzkripcids faktoruk a RORyt (Hernandez-Santos és Gaffen, 2012). Legfontosabb
effektor citokinjeik az IL-17, IL-21 és IL-22 (Luckheeram és mtsi., 2012). Az IL-17
intenziv gyulladasos valaszt indukal, szamos citokin (pl. IL-6, GM-CSF) és kemokin (pl.
KC (keratinocyte chemoattractant), IL-8, CCL5 (chemokine ligand 5) termelését serkenti,
kulcsszerepet jatszik a neutrofilek fertdzés helyére torténd vandorlasanak szabalyozasaban
(Shen és Gaffen, 2008). Az IL-22 szintén lehet gyulladasos hatasu (szamos sejttipusban
fokozza kiilonboz6é citokinek és kemokinek szintézisét (Ouyang és mtsi., 2008)),
ugyanakkor fontos szerepet jatszik a mukoza védelmében kiilonbozd gyulladascsdkkentd
antimikrobialis peptidek (S100A8, S100A9) szekrécidjanak fokozasa altal (Romani, 2011).
Az elsé tanulmany, amely az IL-17 gombafertézések elleni védé szerepét bizonyitotta,
2004-ben késziilt: ebben kimutattak, hogy az IL-17R (IL-17 receptor) mutans egerek
fokozott érzékenységet mutatnak szisztémas C. albicans fertézéssel szemben a vad tipust
allatokhoz képest (Huang és mtsi., 2004). Azota a Th17 populacio, illetve az 1L-17 kritikus
szerepét gombafertézések soran szamos tanulmany megerdsitette. Kimutattak, hogy a
Th17 populacié fontos szerepet jatszik az oralis candidiasis elleni védelemben is, a Thl7
deficiens egerek ugyanis fogékonyabbak erre a fert6zésre (Conti és mtsi., 2009).
Megfigyelték tovabba, hogy a CMC-ban szenvedd betegek periférias vérébol szarmazo
mononuklearis sejtek C. albicans-szal valo stimuléaciot kovetden szignifikansan kevesebb
IL-17-et és IL-22-t termelnek, mint az egészséges donorokbdl szarmazo sejtek (Eyerich és
mtsi., 2008); tovabba, az IL-17R mutaciot a CMC egyik lehetséges kivaltdo okaként
azonositottak (Puel és mtsi., 2011). A Th17 differenciacioban tébb CLR (Dectin-1, Dectin-
2, mannoz receptor) is fontos szerepet jatszik (van de Veerdonk és Netea, 2010). A Dectin-
1 vagy CARD9 mutaciét hordozd betegek szintén fogékonyak a CMC-ra, aminek a
hatterében a defektiv IL-17 valasz all (Ferwerda és mtsi., 2009; Glocker és mtsi., 2009). A
Th17 populacido szerepét azonban nemcsak C. albicans, hanem C. neoformans, H.
capsulatum ¢és P. braziliensis fertézés esetén is bizonyitottak (van de Veerdonk és Netea,

2010). A Th17 differenciacioban az inflammaszoma aktivacionak is fontos szerepe van; a
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kaszpaz-1 vagy ASC deficiens egerekbdl szarmazd splenocitak drasztikusan csokkent IL-

17 termelést mutatnak (van de Veerdonk és mtsi., 2011).

3.6.2.1.4. Treg sejtek

A regulatoros T-sejtek anti-inflammatorikus funkcidik révén fontos szerepet jatszanak a
gyulladasos valasz szabalyozasaban. Tobbek kozott IL-10-et és TGFB-t termelnek,
amelyeknek fontos szerepe van a gyulladasos folyamatok gatlasaban, és igy a szdveti
karosodas megel6zésében (Luckheeram és mtsi., 2012). A fertézés jellegétél fiiggden
azonban a Treg-ek jelenléte egyarant lehet protektiv vagy hatranyos. Mig a Treg hianyos
egerek rezisztencidja jelentésen megemelkedik H. capsulatum és disszeminalt C. albicans
fert6zéssel szemben (Netea és mtsi., 2004; Kroetz és Deepe, 2010), Pneumocystis fert6zés
esetén a Treg-ek jelenléte jelentdsen csdkkenti a tiidoben kialakuld gyulladast és szoveti
karosodast, igy pozitiv hatasi a betegség kimenetele szempontjabol (McKinley és mtsi.,
2006). Tovabba, fiziologias koriilmények kozott a Treg-ek altal termelt IL-10-re sziikség

van a normal mikrobialis egyenstly és tolerancia fenntartasahoz (Romani, 2011).

3.6.2.1.5. CD8" T-sejtek

A citotoxikus T-limfocitaknak altalaban kisebb szerepet tulajdonitanak a gombak elleni
védekezésben, mint a Th populacionak, azonban tobb tanulmany is megerdsiti, hogy
fontosak lehetnek a gombaellenes immunvélaszban. Kimutattak példaul, hogy a CD8" T-
sejtek képesek gatolni a C. albicans hifak novekedését in vitro (Beno és mitsi., 1995).
Orélis candidiasis-ban szenvedé HIV fertézottekben a CD8" sejtek infiltracioja mutathatd
ki a szajnyalkahartyaban, jelezve ezen sejtek szerepét az immunvalaszban (Myers és mtsi.,
2003). CD4" T-sejt hidnyos egér modellben a CD8" sejtek fontos szerepet jatszanak az
oralis candidiasis elleni védelemben (Marquis és mtsi., 2006). H. capsulatum fert6zés
esetén leirtak, hogy a dendritikus sejtek képesek az extracellularis antigéneket MHC 1
molekulaikon prezentalni (Keresztprezentacio) és igy hatékony CD8" vélaszt kivaltani (Lin
és mtsi., 2005). Ezen talmenéen a CD8" sejtek protektiv szerepét C. neoformans és P.

carinii fert6zés esetén is kimutattak (van de Veerdonk és Netea, 2010).

3.6.2.1.6. yoT-sejtek
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A kis diverzitasi yOTCR-rel rendelkezé yoT-sejtek a természetes és adaptiv immunitas
hataran helyezkednek el, mert egyrészt képesek antigén-specifikus adaptiv valaszt
kivaltani, masrészt bizonyos stimulusok altal kozvetleniil is aktivalhatok (Kobayashi és
Tanaka, 2015). A yoT-sejtek foleg a periférias szovetekben lokalizalodnak, és intenziv IL-
17 termelésre képesek (Shibata és mtsi., 2008). Az utdbbi években, tobb tanulmanyban is
kimutattak a ydT-sejtek szerepét a C. albicans fert6zés elleni immunvalaszban. Dejima és
munkatarsai kimutattak, hogy szisztémas candidiasis esetén a ydT-sejtek altal termelt IL-17
a tidében nélkiilozhetetlen a neutrofil infiltracidhoz (Dejima és mtsi., 2011). Egy masik
tanulmany arrél szdmol be, hogy oralis candidiasis esetén a helyileg termel6édd IL-17
talnyomorészt yoT-sejtekbodl és Gn. természetes Th17 sejtekb6l (nTh17) szarmazik (Conti
¢és mtsi., 2014). A ydT-sejtek tehat fontos szerepet jatszanak candidiasis esetén a mukoza

védelmében.

3.6.2.2. B-sejtes immunvalasz

Noha gombafert6zések soran sok esetben kimutathatoak a vérbol antigén-specifikus
immunglobulinok, ezek tényleges protektiv szerepére minimalis bizonyiték van (Wuthrich
és mtsi., 2012). Ugyanakkor szamos tanulmanyban kimutattak, hogy gomba antigének
ellen termeltetett monoklonalis antitestek védelmet biztositanak C. albicans, C.
neoformans és H. capsulatum fertézés ellen (Mukherjee és mitsi., 1993; Nosanchuk és
mtsi., 2003; Bugli és mtsi., 2013). A jovében azonban mindenképpen tovabbi kutatasokra
lesz sziikség a B-sejtes immunvalasz gombafertézések soran jatszott szerepének

megértésehez.

3.6.3. A C. parapsilosis elleni immunvalasz

Noha a C. albicans ellen kialakulé immunvalaszrdl az utobbi évek-évtizedek folyaman
jelentés ismeretanyag halmozodott fel, a C. parapsilosis elleni védekezési
mechanizmusokrol meglehetésen keveset tudunk. Minddssze néhany tanulmany vizsgalta
eddig a C. parapsilosis immunolodgiai felismerését, vagy az altala indukalt citokin
termelést. Az elmult években csoportunk vizsgalta a C. parapsilosis altal kivaltott

gyulladasos valaszt egér és human makrofagokban (Nemeth és mitsi., 2014; Toth és mitsi.,
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2014a), valamint vide6 mikroszkopia segitségével Osszehasonlitotta a C. albicans és C.
parapsilosis interakcidjat egér és human makrofagokkal fagocitozis, sejtkarositdo képesség
és intracellularis 0lés tekintetében (Toth és mtsi.,, 2014b). Linden és munkatarsai
Kimutattak, hogy a galectin-3 szerepet jatszik a C. parapsilosis neutrofilek altali
fagocitozisaban, és a receptor in Vivo szerepét is bizonyitottak a C. parapsilosis fertézés
elleni védelemben (Linden és mitsi., 2013a; Linden és mtsi., 2013b). Ezen tulmenden
néhany tanulmanyban vizsgaltak a C. parapsilosis epitélsejtekkel valo interakciojat (Bahri
és mtsi.,, 2010; Moyes ¢és mtsi.,, 2012). Egyetlen tanulmanyban sem vizsgaltadk még
azonban atfogoan a C. parapsilosis immunologiai felismerését, valamint a C. parapsilosis

altal indulalt Th-sejtes immunvalaszt, illetve az inflammaszoma-aktivaciot.
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4, Celkituzések

Annak ellenére, hogy a C. parapsilosis fertézések klinikai jelentOsége egyre né, a
betegségek immunologiai hatterérél még midig keveset tudunk. A Candida fert6zéseket
vizsgald tanulmanyok tilnyomé tobbsége a C. albicans-szal foglalkozik, egyre tobb
bizonyiték mutatja azonban, hogy a kiilonbdzé patogén Candida fajok kdlcsonhatasa az
emlds immunrendszerrel jelentdsen kiilonbozhet. Annak érdekében, hogy tobb informéaciot
nyerjink a C. parapsilosis ellen kialakulé6 immunvalaszrdl, az alabbi célkitlizéseket

fogalmaztuk meg:

I. Huméan periférias vérbol izolalt mononuklearis sejtek C. parapsilosis és C. albicans

fertdzésre adott valaszreakcidjanak dsszehasonlitasa

e A C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt T helper sejt polarizacio

O0sszehasonlitasa

e A C. parapsilosis immunoldgiai felismerésében szerepet jatszé receptorok

azonositasa

e A C. parapsilosis felismerését kovetd intracellularis jeltovabbitas elemeinek

vizsgalata

I1. C. parapsilosis és C. albicans altal kivaltott inflammaszoma aktivacidé 6sszehasonlitasa
PMA-indukalt THP-1 makrofagokban
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5. Anyagok és modszerek
5.1. Alkalmazott Candida torzsek és human sejtkultarak

5.1.1. Alkalmazott Candida torzsek

A munkank soran felhasznalt Candida torzseket az 1. tablazat tartalmazza. Kisérleteink
soran tipustorzsként a C. parapsilosis GAl (Gacser és mtsi., 2005) és a C. albicans
SC5314 (Gillum és mtsi., 1984) vad tipusu, laboratoriumi torzseket hasznaltuk. Az 6sszes
Candida torzs elérheté a Szegedi Tudomanyegyetem Természettudomanyi és Informatikai
Kar Mikrobioldgiai (Szeged Microbiological

Tanszékének torzsgyljteményében

Collection (SZMC), http://www.sci.u-szeged.hu/microbiology/).

1. tablazat. Felhasznalt Candida torzsek.

Fajnév Torzs SZMC kéd Szarmazasi hely Forras Referencia
o Hamburg, o (Gacser és
C. parapsilosis | GA1l SZMC 8110 Németorszag human vér mtsi., 2005)
- . (Guerin és
C. parapsilosis | CLIB214 | SZMC 1560 Puerto Rico n. a. mtsi., 1989)
laboratoriumunk-
C. parapsilosis | “1 122" | SZMC 22802 | ban létrehozort na na
torzs
C. parapsilosis | 75 SZMC 8002 Debrecen, humén fiil n. a.
Magyarorszag
C.parapsilosis| 79 | SZMC 1596 Debrecen, humén seb na
Magyarorszag
g . A (Valach és
C. parapsilosis 82 SZMC 8111 USA ép human bér mitsi., 2012)
invaziv
C.albicans | SC5314 | SZMC1523 | New York, UsA | candidiasis- | (Gillum és
ban szenved6 | mtsi., 1984)
beteg
C. albicans L43 SZMC 22800 n. a.
C. albicans L44 SZMC 22801 n. a. .a.
(Lott és mtsi.,
C. metapsilosis | PL 429 | SZMC 1548 | Kalifornia, USA humén 19233{;’“*‘
2012)

n. a., nincs adat. * A C. parapsilosis CLIB214 t6rzsébdl létrehozott, a 200390 jelii (ismeretlen

funkcidji) génre homozigéta mutans, hiperfilamentald fenotipust mutatdé torzs. Genotipusa:
leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT, CPAR2_200390::LEU2/CPAR2_200390::HIS1.
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5.1.2. Alkalmazott human sejtkulturak

PBMC (peripheral blood mononuclear cells): egészséges felnétt donorok periférias vérébol

izolalt mononuklearis sejtek

PBMC-DM (peripheral blood mononuclear cells-derived macrophages): egészséges felnott

donorok periférids vérébol izolalt monocitdkbol differenciéltatott makrofagok

THP-1 sejtvonal: akut mieloid leukémids betegb6l szarmazd monocita-szerli sejtvonal

(Sigma-Aldrich)

THP-1-defASC sejtvonal: ASC-deficiens THP-1 sejtvonal (Invivogen)

THP-1-defNLRP3 sejtvonal: NLRP3-deficines THP-1 sejtvonal (Invivogen)

5.2. Taptalajok, tapoldatok, pufferek és egyéb reagensek

PBS (phosphate buffered saline): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 2 mM
KH2PO4 (pH 7,4)

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

pepton, 1 m/V% glikkéz tartalmt tapoldat 100 LU./ml penicillinnel és 100 pg/ml
streptomycinnel (Sigma-Aldrich), tovabba szilard taptalaj esetén 2 m/V% agarral

kiegészitve

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) tapoldat: RPMI 1640 tapoldat (Lonza
v. Life Technologies) 50 pg/ml gentamicinnel, vagy 100 1.U./ml penicillin és 100 pg/ml

streptomycin kombinacidjaval kiegészitve

THP-1 tapoldat: RPMI 1640 tapoldat 10 V/V% hdinaktivalt borjuszérummal (fetal bovine
serum, FBS; Lonza), 100 I.U./ml penicillinnel, 100 pg/ml streptomycinnel és 0,05 uM f-

merkaptoetanollal kiegészitve, 0,22 pm porusméretii szliron atsziirve

42



PBMC-DM tapoldat: 100 I.U./ml penicillint, 100 pg/ml streptomycint és 10 ng/ml

granulocita-monocita kolonia stimulalé faktort (GM-CSF, Sigma-Aldrich) tartalmazo
szérummentes X-VIVO 15 (Lonza) tapoldat

tripankék festék: 0,4 m/V% tripankék festék PBS pufferben

FC puffer: 2 V/V% FBS PBS pufferben

PBA puffer: 1 m/VV% bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich) PBS pufferben

ELISA mosépuffer: 0,1 V/V% Tween-20 PBS pufferben

ELISA szubsztrat puffer: 0,11 M Na-acetat puffer, pH 5,5 (96 %-os ecetsavval beallitva)

ELISA szubsztrat oldat: 0,1 mg/ml TMB és 0,003 V/V% H,0, ELISA szubsztrat pufferben

TMB: 6 mg/ml TMB (tetramethylbenzidine, Sigma-Aldrich) DMSO-ban oldva

E. coli LPS: E. coli LPS desztillalt vizben oldva (Sigma-Aldrich), végkoncentracié 10
ng/ml

PMA: forbol-mirisztil-acetat DMSO-ban oldva (Sigma-Aldrich), végkoncentracio 10 nM

5.3. Alkalmazott inhibitorok

A kisérletek soran felhasznalt kiilonbozd inhibitorokat a 2. tablazat tartalmazza.
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2. tablazat. Felhasznalt inhibitorok.

Inhibitor Reagens Gyarté Hordozoé | Végkoncentracio
Syk inhibitor ER 27319 maleate | RnD Systems DMSO 5uM
TLR4 inhibitor CLI-095 Invivogen DMSO 5uM
A Bartonella . . desztillalt
TLR4 inhibitor quintana LPS sajat preparatum iz 100 ng/ml
Human TLR2
TLR2 inhibitor MAD (Clone RnD Systems PBS 0,15 pg/ml
383936)
p38 kinaz Sigma-
inhibitor SB 202190 Aldrich DMSO I uM
JNK inhibitor SP 600125 A. G. Scientific | DMSO 20 uM
MEK/ERK
inhibitor U0126 Promega DMSO 10 uM
IRAK-1/4 | - As 509093-47-4 | EMD Millipore | DMSO 5 UM
inhibitor
o o Sigma- desztillalt
Dectin-1 inhibitor Laminarin Aldrich viz 50 pg/ml
Kaszpaz-1 Z-WEHD-FMK | RnD Systems | DMSO 10 uM
inhibitor
Kaszpaz-8 Z-IETD-FMK | RnD Systems | DMSO 10 uM
inhibitor
Pan-kaszpaz Z-VAD-FMK RnD Systems | DMSO 10 uM
inhibitor
NADPH-oxidaz .
inhibitor Apocynin RnD Systems DMSO 600 uM
Fagocitozis .
inhibitor Cytochalasin D RnD Systems DMSO 2,5 uM
Katepszin B CA-074-Me | RnD Systems | DMSO 25 UM
inhibitor

5.4. Sejttenyésztés, primer sejtek izolalasa

Candida torzsek tenyésztése

A felhasznalt Candida torzsek fenntartasa YPD taptalajon tortént havonkénti atoltassal, az

izolatumokat 4 °C-on taroltuk. A kisérleteket megel6z6 napon a sziikséges torzsekbdl

atoltottunk 2 ml YPD tapoldatot tartalmazo steril centrifugacsovekbe, amelyeket éjszakara

30 °C-os razo inkubatorba helyeztiink (200 rpm). Masnap a sejteket centrifugalassal (3000

rpm, 5 p, 25 °C) Osszegyljtottikk, kétszer PBS pufferrel mostuk, majd Biirker kamra

segitségével meghataroztuk a szuszpenziok sejtszamat. Hovel elolt Candida sejtek

hasznalata esetén a szuszpenziokat 30 percig 100 °C-os vizfiirdében inkubaltuk.
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PBMC izolélas

A periférias vérbdl szarmazd mononuklearis sejtek izolalasa egészséges felndtt donoroktol
szarmazo un. buffy coat vérkészitménybdl tortént, amelyet a Szegedi Regionalis Vérellato
Kozpont biztositott. A buffy coat készitményekb6l PBMC frakciot Ficoll gradiens
centrifugéldssal kiilonitettiik el. Ehhez a vért 1:2 ardnyban PBS pufferrel higitottuk, Ficoll-
Paque™ PLUS (GE Healthcare) oldatra rétegeztiik, majd centrifugalast (900 rpm, 30 p,
25 °C) kovetden Osszegyujtottiik a kiilon réteget képez6é mononuklearis sejteket. Ezutan az
izolalt sejtfrakciot kétszer jéghideg PBS pufferrel mostuk (centrifugdlés koriilményei: 1000
rpm, 10 p, 4 °C), majd jéghideg RPMI 1640 tapoldatba vettiik fel. A sejtszuszpenzidok

crer

sejtek izolalast kovetéen azonnal felhasznalasra kertiltek.

PBMC-DM differencidltatas

Primer makrofagok differencidltatdsdhoz a frissen izolalt mononukleéris sejteket 12
mintahelyes lemezeken osztottuk szét (10”7 PBMC/mintahely), majd 1,5 6ra inkubéciot
kovetden (37 °C, 5 % CO; és 100 % relativ paratartalom) az Gszo sejteket eltavolitottuk, és
a letapadt monocitdkat PBS pufferrel mostuk. Ezt kovetéen a monocitdkat 7 napig PBMC-
DM tapoldatban (1d. 5.2. alfejezet) tenyésztettiik a tapoldat két naponkénti cseréjével.

THP-1 sejtek tenyésztése

A THP-1 sejteket THP-1 tapoldatban (Id. 5.2. alfejezet) tartottuk fenn, 0,5 - 2 x 10° sejt/ml
koncentracioban, 37 °C-on, 5 % CO, és 100 % relativ paratartalom mellett. A
sejtkultirakat a szuszpenzid toménységétél fliggden 2-3 naponta atoltottuk. A sejtek

¢letképesseégét tripankék festéssel rendszeresen ellendriztiik.

THP-1 sejtek differencialtatasa

A THP-1 sejtek differencialtatdsdhoz a sejteket 24 oran keresztiil 24 lyukt lemezekben (5 x
10° sejt/mintahely) tenyésztettik 10 nM forbol-mirisztil-acetattal (PMA, Sigma-Aldrich)
kiegészitett THP-1 tapoldatban (500 pl/mintahely). A kezelés utan a sejtek makrofag-szerti

morfologiat mutattak: megnagyobbodtak és letapadtak a tenyésztdedény aljara.
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Sejtek életképességének meghatarozasa tripankék festéssel

A tripankék egy olyan Un. vitalis festék, amely az elpusztult sejteket sotétkékre festi, az €16
sejttk membranjan azonban nem képes athatolni. A sejtek életképességének
meghatarozasdhoz 50 pul sejtszuszpenzidhoz 50 pl tripankék festéket adtunk, majd Biirker-

kamra segitségével meghataroztuk a szintelen, illetve kékre festddott sejtek szamat.

5.5. Kisérleti modszerek

5.5.1. In vitro fert6zési modellek

PBMC stimulacid

crer

szuszpenziot (RPMI 1640 tapoldatban) osztottunk szét 96 lyuku, U-alju Greiner Bio-One
lemezeken (100 ul/mintahely). A sejtekhez 100-100 ul, 10°, 10° vagy 10’ sejt/ml
tapoldatot (kontroll) adtunk, majd a lemezeket meghatarozott ideig (24 o6ra, 48 ora, 6 nap
vagy 7 nap) inkubaltuk. Az adott kisérletben alkalmazott Candida:PBMC fert6zési aranyt
az abradkon vagy az abrak alatt tiintettiik fel (Id. Eredmények és értékelés). Kiilonbozo
inhibitorok alkalmazasa soran 100 ul PBMC szuszpenzidhoz elészor 50 ul inhibitort (vagy
hordozo6t) tartalmazd RPMI 1640 tapoldatot adtunk, majd egy ora inkubaciot kovetéen 50
ul Candida szuszpenziot adtunk a kulturdhoz. 6 vagy 7 napos inkubacid esetén a
tenyésztéshez hasznalt RPMI 1640 tapoldatot 10 % human szérummal (in. pooled human
serum, amelyet PBMC izolalas soran gytjtottiink) is kiegészitettiikk. A lemezeket minden
esetben 37 °C-on, 5 % CO, és 100% relativ paratartalom mellett inkubaltuk, majd a

feliiluszokat 6sszegytijtottiik, majd felhasznalasig -20 °C-on téroltuk.

THP-1 stimulacid

A differencialtatott THP-1 sejtekrol eltavolitottuk a PMA tartalmu tapoldatot, majd 500 pl

crer

107 sejt/ml, Id. az adott 4braalairast) Candida szuszpenziot (THP-1 tapoldatban) adtunk a

sejtkultirakhoz. Inhibitorok alkalmazasa esetén el6szor 400 pl inhibitort (illetve hordozot)
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tartalmaz6 tapoldatot, majd egy ora inkubaciot kovetden 100 ul, 2 x 10° vagy 2,5 x 10°

cyey

A sejtkultarakat 37 °C-on, 5 % CO, és 100% relativ paratartalom mellett 1, 4, 6 vagy 24

oraig inkubaltuk, majd a feliilaszokat 6sszegyiijtottiik és felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

crer

kovetéen 500 pl steril THP-1 tapoldatot adtunk a sejtekhez, majd a lemezek kétszeri
fagyasztasa (-70 °C) ¢és kiolvasztasa utan a lizatumokat Osszegytijtottiik, centrifugaltuk

(10000 rpm, 5 p, 25 °C), és a feliilaszokat felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

PBMC-DM stimulacid

A differencialtatott primer makrofagokrol eltavolitottuk a tapoldatot, majd 500 pl steril,
GM-CSF mentes PBMC-DM tapoldatot (kontroll), vagy 500 pl ugyanezen tapoldatba
felvett Candida szuszpenziot adtunk a sejtkultirakhoz. A lemezeket 37 °C-on, 5 % CO; és
100% relativ paratartalom mellett inkubaltuk, majd 4 vagy 24 ora elteltével a feliiluszokat

Osszegyjtottiik és felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

5.5.2. Aramlasi citometrias vizsgalatok

Candida sejtek fluoreszcens jelolése

crer

cre

Fluor® 488 szukcinimidil észter festéket (Life Technologies) adtunk. 30 perc,
szobahOmérsékleten torténd inkubacid utan a sejteket centrifugalassal (3000 rpm, 5 p, 25
°C) Osszegyljtottiikk, majd négyszer PBS pufferrel mostuk. Ezt kvetéen meghataroztuk a
szuszpenziok sejtszamat Bilrker kamra segitségével, majd bedllitottuk a megfeleld
sejtszamot (5 x 10° sejt/ml, THP-1 tapoldatban). A sejtek homogén festédését aramlasi

citometria segitségével ellendriztiik.

Fagocitdzis vizsgalata

A fagocitozis kvantitativ vizsgalatahoz a THP-1 sejteket 5x-6s mennyiségii, fluoreszcensen

jelolt gombaval fertoztiikk (negativ kontrollként a csak THP-1 sejteket tartalmazé minta
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szolgalt). Az inkubacios id6 letelte utan a lemezekrdl eltavolitottuk a tapoldatot, majd a
sejteket kétszer PBS pufferrel (500 pl/mintahely) mostuk a nem fagocitilt gomba
eltavolitasa érdekében. Ezutan a lemezeken ismét PBS puffert osztottunk szét (500
ul/mintahely), majd biopipetta segitségével szuszpenzidoba vittiik a sejteket. Centrifugalast
(2000 rpm, 5 p, 25 °C) kovetéen a mintakat 300 pl FC pufferbe vettiik fel, majd BD
FACSCalibur (BD Biosciences) késziilék segitségével analizaltuk. Az eredményeket
FlowJo v10 szoftver segitségével elemeztiik, a fagocitalo populacié nagysagat a zold

fluoreszcenciat mutaté sejtek aranya alapjan hataroztuk meg.

Intracellularis citokin festés

6 napos PBMC stimulaciot kovetéen a sejteket centrifugalassal (1400 rpm, 8 p)
Osszegyljtottik, majd 50 ng/ml PMA-val, 1 mg/ml ionomycinnel (Sigma-Aldrich) és 0,1
VIV% BD GolgiPlug protein transzport inhibitorral (BD Biosciences) kiegészitett RPMI
1640 tapoldatba vettiik fel. 4 6ras inkubaciot kovetéen (37 °C, 5 % CO,, 100 % relativ
paratartalom) a lemezeket 10 percre jégre helyeztilk, majd a sejtszuszpenzidkat
mikrocentrifugacsovekbe mértiik at. A sejteket kétszer PBA pufferrel mostuk, majd
centrifugalas (1500 rpm, 5 p, 4 °C) utan 50 ul PECy7-CD4 antitestet (BD Biosciences)
tartalmazé PBA puffert adtunk a mintdkhoz. 60 perc (sotétben, 4 °C-on) inkubaciot
kovetden a sejteket ismét PBA pufferrel mostuk (centrifugalas 1500 rpm, 5 p, 4 °C), majd
300 upl fixalo-permeabilizald oldatot (BD Biosciences) mértiink hozzajuk. 60 perc jégen
torténd inkubaciot kovetden permeabilizald pufferrel (BD Biosciences) mostuk a sejteket,
majd 50 ul FITC-IFNy és AL647-IL-17 antitesteket tartalmazd permeabilizald puffert
adtunk a mintdkhoz. 30 perc (s6tétben, 4 °C-on) inkubdciot kovetden a sejteket
permeabilizald pufferrek mostuk (centrifugalas 1500 rpm, 5 p, 4 °C), majd 300 ul PBA
pufferbe vettiik fel és BD FACSCalibur késziilékkel analizaltuk. Az eredményeket

CellQuest Pro szoftver segitségével értékeltiik Ki.

Apoptdzis/nekrozis detektaldsa (Annexin-V-FITC/PI festés)

Az apoptozis és nekrdzis aramlasi citometrias vizsgalatahoz Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit-et (Abcam) hasznaltunk. Stimulacié utan a 24 lyukt lemezeken tenyésztett
THP-1 sejteket PBS pufferrel mostuk, biopipetta segitségével szuszpenzioba vittiik, majd
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100 pl ,,Binding Buffer”-t adtunk a mintakhoz. A szuszpenziokbol 25 pl-t (2,5 x 10° sejtet)
tiszta mikrocentrifugacsdvekbe vittiink at, majd a mintdkhoz 275 pl ,,Binding Buffer”-t, 3
ul Annexin-V FITC antitestet és 3 ul propidium jodid (PI) oldatot adtunk. 5 perc sététben,
4 °C-on torténtd inkubaciot kdvetden a mintdkat BD FACSCalibur késziilék segitségével
analizaltuk. Az eredményeket FlowJo v10 szoftver segitségével elemeztiik. Mivel ebben az
esetben az Osszes, kis mérettartomanyba esé adatpont kizarasa a nekrotikus sejtek kizarasat
is jelentené, a THP-1 populaciot az FSC/PI paraméterek alapjan kiilonitettiik el. igy csak a
PI negativ sejttormeléket, illetve nem fagocitalt Candida sejteket zartuk ki az analizisbél, a
Kisméretli, PI" nekrotikus sejteket azonban nem. Ezt kdvetden hatiroztuk meg az

AnnexinV-FITC/PI pozitiv sejtek aranyat a THP-1 populacioban (6. abra.).

K (festetlen) K (csak THP-1)

0 0,025

Pl
FSC

10 10‘ 10“ 10 IO" 10 w’ IO" 10 10
AnnexinV-FITC Pl
Cp

1.0k THP-1 w0 o1

1,26

FSC

nem

fagocitalt

Candida
sejtek

Pl AnnexinV-FITC

6. abra. Az apoptozis/nekrozis Aramlasi citometrias vizsgalata soran alkalmazott elemzési stratégia. A
fels6 sorban Candida sejteket nem tartalmazo (kontroll) minték, az alsé sorban C. parapsilosis-szal stimulalt
THP-1 makrofagok analizise lathatd. A magyarazatot 1d. a szGvegben. K, kontroll; PI, propidium iodide; Cp,

C. parapsilosis.
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5.5.3. Laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitas mérése

A sejtekbdl felszabadult laktat laktat-dehidrogendz (LDH) enzim relativ mennyiségét LDH
Cytotoxicity Detection Kit (Clontech) segitségével hataroztuk meg. A tizszeresére higitott
sejtmentes feliiliszokat (90 ul PBS + 10 ul feliiluszo) 96 lyuku lemezeken osztottuk szét,
majd a gyarto eldirasainak megfeleléen 100 ul reakcioelegyet adtunk a mintakhoz. Negativ
kontrollként steril tapoldat, pozitiv kontrollként (100 % LDH felszabadulas) 2 % Triton X-
100 detergenssel kezelt sejtek feliiluszoja szolgalt. A lemezeket szobahdmérsékleten,
fénytol védve 20 percig inkubaltuk, majd SPECTROstar Nano Microplate Reader késziilék
(BMG Labtech) segitségével meghataroztuk a mintak optikai denzitasat (OD) 492 nm-en.
Az LDH aktivitas relativ mértékét x mintdban az alabbi képlet segitségével hataroztuk

Mmeg: (O Dx - ODnegativ kontroll)/ (O Dpozitiv kontroll — ODnegativ kontroll) x 100.
5.5.4. Enzimkotott immunoszorbens proba (ELISA)

A szekretalt citokinek koncentracidjat a sejtkultirak feliiluszoiban enzim-kotott
immunoszorbens proba (ELISA) segitségével hataroztuk meg. A kovetkezd kit-eket
hasznaltuk: Human IL-1B/IL-1F2 DuoSet (R&D Systems), Human TNFa DuoSet (R&D
Systems), Human IL-17 DuoSet (R&D Systems), Human IL-22 DuoSet (R&D Systems),
Human IL-6 DuoSet (R&D Systems), PeliPair Human IL-6 ELISA (Sanquin), PeliPair
Human IL-10 ELISA (Sanquin), PeliPair Human IFNy ELISA (Sanquin). A méréseket
minden esetben a gyartoi utasitdsoknak megfelelden végeztik. Az elsddleges antitest
felvitele utan a lemezeket (NUNC MaxiSorp 96 Ilyukdl lemez) 18 oOran at
szobahémérsékleten inkubaltuk, majd ELISA mosopufferrel 6tszor mostuk, és 1 oran at
PBA pufferrel blokkoltuk (200 pl/mintahely). Ujabb &tszori mosast kovetden a
feliiluszokat megfeleld6 mértékben (legalabb haromszorosara) higitottuk PBA pufferrel,
majd 100-100 pl-t mértiink a lemezek mintahelyeibe. A citokin standard-okbol 7 1épcsds
higitasi sort készitettiink (PBA pufferrel), majd szintén 100-100 pl-t vittink fel a
lemezekre. Negativ kontrollként PBA puffer szolgalt. A mintdkat a gyartdi utasitadsoknak
megfelelden 1 vagy 2 Ordig inkubdltuk, majd Otszori mosast kovetden felvittik a
masodlagos antitestet a lemezekre. 1 vagy 2 ora elteltével a lemezeket ismét 6tszor mostuk,
majd a mintahelyekbe PBA pufferben higitott sztreptavidin-HRP oldatot mértiink. 20 vagy
30 perc inkubaciot kovetden Otszor mostuk a lemezeket, majd 100-100 ul frissen

elkészitett ELISA szubsztrat oldatot mértiink a mintahelyekbe. A megfeleld szinintenzitas
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elérése utan 1,8 M-os kénsavval (100 pl/mintahely) allitottuk le a reakciot, majd
meghataroztuk a mintdk fényelnyelését 450 nm-en, SPECTROstar Nano Microplate
Reader késziilék (BMG Labtech) segitségével. Az adatokat MARS Data Analysis

szoftverrel analizaltuk.

5.5.5. RNS izolalas, cDNS szintézis és qRT-PCR

Total RNS izolalas

RNS izolalast megel6zéen a THP-1 sejtekrdl eltavolitottuk a tapoldatot, majd azokat
kétszer PBS pufferrel mostuk. RNS izolalashoz Quick-RNA MiniPrep Kit-et (Zymo
Research) hasznaltunk, a mellékelt gyartoi utasitasoknak megfeleléen. Az izolalt RNS

crer

segitségével hataroztuk meg. A cDNS-szintézishez hasznalt RNS mintdk RIN (RNA

Integrity Number) értéke minden esetben > 9 volt.

cDNS szintézis

A reverz-transzkripciohoz a RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit-et (Thermo
Scientific) hasznaltuk, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. Az RNS mintdkat a
koncentraciojuktol fiiggden nukleaz mentes vizzel higitottuk, majd minden reakciohoz 0,5
ng RNS-t hasznaltunk a cDNS szintézishez. A PCR soran alkalmazott reakciokoriillmények
az alabbiak voltak:

cDNS szintézis 1. Iépése: (1) 65 °C,5p (2)4°C,5p

cDNS szintézis 2. 1épése: (1) 25°C,5p (2) 42°C,60p (3) 70 °C,5p

Kwvantitativ valos-idejiit PCR (qRT-PCR)

A (gRT-PCR soran Maxima SYBR Green gPCR Master Mix-et (Thermo Scientific)
hasznaltunk a gyartoi utasitasoknak megfeleléen. A qRT-PCR-hez 10x higitott cDNS

crer

glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (gapdh) gén szolgalt. A reakcioé soran felhasznalt

primereket a 3. tablazat tartalmazza.
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3. tablazat. Kvantitativ valos-ideji PCR soran felhasznalt primerek.

Primer Irany Szekvencia 5°-3’ Amphﬁkalt szakasz
mérete (bp)
forward TGTTCGTCATGGGTGTGAACC
gapdh 65
reverse GGAGGCATTGCTGATGATCTTG
11 forward TTCCAGGAGAATGACCTGAG 86
i
reverse TAAGCCTCGTTATCCCATGT
e forward GTGTCGGAATGTCACAGGAC -
r
reverse AGGATCAGCAGGAACAGAGC
e forward TACCTGGAGTGGGAGGACAG 66
r
reverse CAGGGCTTTTCTGAGTCGTC
forward GCCCACATGATTTGACTCAG
dectinl 67
reverse TTTTCTTTCTGCTCCTGAGATG
forward CCAGCTTCTTGGAAGTCATTTG
dectin2 65
reverse GACCAAACCTTCTCTTCACTGG

A méréseket CEX96™ Real-Time System detektorral felszerelt C1000™ Thermal Cycler
késziilek (BIO-RAD) segitségével végeztiik az alabbi program szerint:

1. elédenaturacio: 95 °C, 3 p

2. denaturacio: 95 °C, 10 mp

3. annealing-elongacio: 60 °C, 30 mp

4. melting analizis: 65 °C-r6l 95 °C-ra, 0,5 °C /5 mp

A program a 2-3. 1épéseket 40-szer ismételte.

A eredményeket a AAC; mddszer (Livak és Schmittgen, 2001) segitségével analizaltuk.

5.5.6. Lizoszéma-karosodas meghatirozasa katepszin B aktivitas-mérés alapjan

A lizoszoma-karosodds mértékét Cathepsin B Activity Assay Kit (Abcam) segitségével
hataroztuk meg. Stimulaciot kovetéen (4 ora, 1:1 Candida:THP-1 arany) a THP-1 sejtekrol
eltavolitottuk a tipoldatot, majd kétszer PBS pufferrel mostuk a sejteket. Ezutan
szuszpenzioba vittiik a makrofagokat, majd tripankék festés segitségével meghataroztuk a
mintakban az €16 sejtek szamat. A sejtszam normalizalasa utan (minden mintaba azonos

szamu sejtet mértiink) lizis puffert adtunk a mintdkhoz, a gyartéi utasitasoknak
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megfeleléen. 10 perc 4 °C-on torténd inkubaciot kovetéen a mintdkat centrifugaltuk
(13000 rpm, 5 p, 25 °C), majd a feliiluszokbol 50-50 pl-t fekete, 96 lyuku sejttenyésztd
lemez mintahelyeibe mértiink. Ezutan 50 ul, CB reakciopufferben higitott CB Ac-RR-AFC
szubsztratot adtunk a mintdkhoz, majd a lemezt 2 6ran keresztiil 37 °C-on fénytdl védve
inkubaltuk. A katepszin B aktivitasa kovetkeztében felszabadulé AFC (amino-4-
trifluoromethyl coumarin) fluoreszcenciajat FLUOstar OPTIMA Microplate Reader
késziilék (BMG Labtech) segitségével hataroztuk meg (gerjesztési hullamhossz: 400 nm,

emisszios hullamhossz: 505 nm).

5.5.7. Reaktiv oxigéngyok (ROS) termelés mérése

A reaktiv oxigéngyok-termelés méréséhez a DCFDA (2°,7” —dichlorofluorescein diacetate)
- Cellular Reactive Oxygen Species Detection Assay Kit-et (Abcam) hasznaltuk. A mérés
eltt a THP-1 sejteket fekete, 96 lyuku sejttenyész6 lemezeken (10° sejt/mintahely)
differencialtattuk (24 ora, 10 nM PMA-val torténé kezelés). Masnap a sejteket PBS
pufferrel mostuk, 25 uM DCFDA szubsztratot adtunk a mintakhoz (100 pl/mintahely) és
37 °C-on 45 percig inkubaltuk a lemezeket. Ezt kovetden ismét PBS pufferrel mostuk a
sejteket, majd 100-100 ul steril PBS puffert (negativ kontroll) vagy Candida szuszpenziot
(PBS pufferbe szuszpendalt) adtunk a mintakhoz. Ezutan FLUOstar OPTIMA Microplate
Reader késziilék segitségéveld oran 4t 20 percenként mértiik a mintak fluoreszcencidjat

(gerjesztési hulldimhossz: 485 nm, emisszios hullimhossz: 520 nm).

5.6. Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokat a GraphPad PRISM 5 szoftverrel végeztik. A statisztikai
szignifikanciat paros t-proba vagy Wilcoxon proba segitségével allapitottuk meg (Id. az

adott abraalairast). Statisztikailag akkor tekintettiik szignifikdnsnak a kiilonbséget, ha p <

0,05 volt.
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6. Eredmények és értékelésiik

6.1. Human periférias vérbol izolalt mononuklearis sejtek C. parapsilosis és C.
albicans fertézésre adott valaszreakciojanak osszehasonlitasa

6.1.1. A C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt T helper sejt polarizacié
osszehasonlitasa

6.1.1.1. PBMC stimulacié mint in vitro modell

Kisérleteink soran C. parapsilosis tipustorzsként a laboratoriumunkban gyakran hasznalt
GA1 jeld klinikai izolatumot valasztottuk. Ez a torzs mar tobb tanulmany alapjaul szolgalt
(Gacser ¢és mtsi., 2007b; Nemeth és mtsi., 2014; Toth és mtsi., 2014a); elérhet6 a teljes
transzformacios rendszer all rendelkezésiinkre (Gacser és mtsi., 2007b). C. albicans
tipustorzsként az SCS5314 jelli torzset hasznaltuk, amely az egyik leggyakrabban
alkalmazott laboratoriumi torzs (Gillum és mtsi., 1984).

Kisérleteink soran eldszor megvizsgaltuk a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt
citokin termelést periférias vérboél izolalt mononuklearis sejtekben. Ez a kevert
sejtpopulacio talnyomorészt limfocitakat (kb. 80-85 %) és monocitakat (kb. 10-15 %),
valamint alacsony szamban dendritikus sejteket tartalmaz (Fradin és mtsi., 2005). A PBMC
frakciot gyakran hasznaljak immunolodgiai tanulmanyokban kiilonb6z6 patogének altal
indukalt citokin termelés, illetve a T-sejtes immunvalasz vizsgalatara (Netea és mitsi.,
2006; Eyerich és mitsi., 2008; van de Veerdonk és mtsi., 2009; Smeekens és mtsi., 2010).
Annak érdekében, hogy a C. parapsilosis és a C. albicans altal kivaltott citokin termelést
késébbi idopontokban (2-7 nap) is 6ssze tudjuk hasonlitani (a T-sejtes citokinek indukcioja
hosszabb 1d6t vesz igénybe), ebben a kisérletsorozatban hével elolt Candida sejtekkel
dolgoztunk; az ¢é16 C. albicans ugyanis RPMI tapoldatban intenziven hifazik és tobb napos
inkubacid soran erdteljes sejtkarosodast okoz. Mivel kordbban mar szamos hasonlo
kisérletet végeztek C. albicans-szal, az egyes citokinek méréséhez sziikséges optimalis
inkubacios idoket (TNFa, IL-1p és IL-6, 24 6ra; IFNy és IL-10, 48 ora; 1L-17 és IL-22, 7
nap), valamint a Candida:PBMC fert6zési aranyokat szakirodalmi adatok alapjan
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allapitottuk meg (van der Graaf és mtsi., 2005; Netea és mtsi., 2006; van de Veerdonk és
mtsi., 2009; Smeeckens és mtsi., 2010).

6.1.1.2. Gyulladasos citokinek indukciéja mononuklearis sejtekben C. parapsilosis és
C. albicans fert6zés hatasara

A gyulladasos citokinek indukciojanak vizsgalatdhoz a frissen izolalt mononuklearis
sejteket hovel elolt C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal stimulaltuk 1:5 vagy 2:1
Candida:PBMC aranyban, majd 24 ora elteltével a feliiliszokat Osszegyljtottik és
meghataroztuk a szekretalt TNFa, IL-1B és IL-6 mennyiségét ELISA segitségével. Azt
tapasztaltuk, hogy mind a C. parapsilosis, mind a C. albicans dozis-fliggd moddon
indukalta a mononuklearis sejtek TNFa, IL-1p és IL-6 termelését (7. abra). Tovabba, a C.
parapsilosis hasonld6 mértékii citokin szekréciot indukalt, mint a C. albicans; 2:1
Candida:PBMC fert6zési arany esetén azonban a szekretalt IL-1B mennyisége mintegy 20
%-kal nagyobb volt C. albicans fert6zés esetén (7B éabra.).
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7. abra. Gyulladasos citokinek indukciéja mononuklearis sejtekben C. parapsilosis és C. albicans
fert6zés hatisara. PBMC (5x10°) stimulaciot (hdvel elslt C. parapsilosis vagy C. albicans) kéveten 24
oraval a szekretalt TNFo (A), IL-1p (B) és IL-6 (C) koncentracidjat a sejtkultarak feliiluszéiban ELISA
segitségével hataroztuk meg. Az 1:5 és 2:1 szamok a Candida:PBMC aranyt mutatjak. Feltiintetett adatok:
atlag + standard hiba. K, kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001 (Wilcoxon proba); n=14.
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6.1.1.3. IFNy, IL-10, IL-17 és IL-22 citokinek indukci6ja mononuklearis sejtekben C.
parapsilosis és C. albicans fertézés hatasara

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a C. parapsilosis és a C. albicans fert6zés hogyan
befolyasolja az IFNy ¢és IL-10 indukcidjat mononukleéris sejtekben. 48 oras inkubaciot
kovetden azt tapasztaltuk, hogy 2:1 arany fertézés esetén a C. parapsilosis szignifikansan
alacsonyabb IFNy, ugyanakkor magasabb IL-10 termelést indukalt, mint a C. albicans (8.
abra). Mivel az IFNy termelés els6sorban a Thl-tipusu valasszal hozhato kapcsolatba, mig
az IL-10 foként a Th2 és Treg sejtek terméke (Wang és mtsi., 2005; Romani, 2011), ezek
az eredmények arra utalnak, hogy a C. parapsilosis és a C. albicans fert6zés esetén

eltérden szabalyozott a Th polarizacio.
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8. abra. IFNy és IL-10 indukciéja mononuklearis sejtekben C. parapsilosis és C. albicans fertézés

hatasara. PBMC (5x10°) stimulaciot (hével elslt C. parapsilosis vagy C. albicans) kovetéen 48 oraval a

meg. Az 1:5 és 2:1 szamok a Candida:PBMC aranyt mutatjak. Feltiintetett adatok: atlag + standard hiba. K,
kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
(Wilcoxon proba); n=14.

A Th17 sejtes citokinek vizsgalatdhoz a mononuklearis sejteket 7 napig stimulaltuk hovel
elolt C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal. Azt tapasztaltuk, hogy mig mindkét faj dozis-
figgd modon indukalta az 1L-17 és IL-22 termelést, a C. parapsilosis-szal stimulalt
mononukledris sejtek szignifikdnsan kevesebb IL-17-et és IL-22-t szekretiltak a C.

albicans-szal fert6zott sejtekhez képest (9. abra).
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9. abra. IL-17 és IL-22 indukcioja mononuklearis sejtekben C. parapsilosis és C. albicans fertézés
hatasara. PBMC (5x10°) stimulaciot (hével eldlt C. parapsilosis vagy C. albicans) kévetéen 7 nappal a
szekretalt IL-17 (A) és IL-22 (B) koncentraciojat a sejtkultarak feliiluszoéiban ELISA segitségével hataroztuk
meg. Az 1:5 és 2:1 szamok a Candida:PBMC aranyt mutatjak. Feltiintetett adatok: atlag + standard hiba. K,
kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
(Wilcoxon proba); 1:5 és 2:1 arany, n=14; 1:50 arany, n=6.

6.1.1.4. Th polarizacio vizsgalata aramlasi citometriaval intracellularis citokin festést
kovetden

Annak érdekében, hogy megallapithassuk, hogy a csokkent IL-17 és IFNy termelés egylitt
jar-e az IL-17 és IFNy termel6 sejtek alacsonyabb szamaval a C. parapsilosis-szal stimulalt
mintdkban, intracellularis citokin festést végeztiink. A mononukledris sejteket 6 napig
inkubaltuk hével elolt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal, majd aramlasi citometria
segitségével meghataroztuk az IL-17 és IFNy pozitiv sejtek aranyat a CD4" populacion
beliil. Azt tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt mintakban alacsonyabb volt
mind az IL-17%, mind az IL-17"IFNy" kettds pozitiv Th limfocitik szdma a C. albicans-

szal stimulalt sejtekhez képest (10. abra).
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10. abra. Th17 polarizacio vizsgalata C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal stimulalt mononuklearis
sejtekben. PBMC (5x10°) stimulaciot (hével elslt C. parapsilosis vagy C. albicans) kévetden 6 nappal az
IL-17" (A) és IL-17'TFNy" kettds pozitiv (B) sejtek szamat a CD4" populdcioban aramlasi citometria
segitségével hataroztuk meg intracellularis citokin jelolést kdvetden. K, kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp,
C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05 (paros t-proba); fertézési arany 1:5 Candida:PBMC; n=5. Az als6

sorban az aramlasi citometrias analizis reprezentativ diagramjai lathatok egy donor esetén.

6.1.1.5. A C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt T helper sejt polarizacié
osszehasonlitasa — osszefoglalas/értékelés

A monocitak, makrofagok ¢s dendritikus sejtek mintdzatfelismerd receptorainak
aktivacidja a patogének felismerését kovetden gyors citokin szintézist és szekréciot indukal
(Netea és mtsi., 2008). Kisérleteink soran eldszor dsszehasonlitottuk a C. parapsilosis és a
C. albicans altal indukalt gyulladasos citokin termelést mononuklearis sejtekben. C.
albicans-szal mar szamos PBMC-stimulacios kisérletet végeztek; ismert, hogy ebben a
rendszerben hatékonyan indukalja a TNFa, IL-6 és IL-1PB termelését (Smeekens és mitsi.,

2010). Eredményeink alapjan a C. parapsilosis a C. albicans-hoz hasonlé mértékben
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stimulalja a TNFa és IL-6 szekréciot, ami arra utal, hogy a C. parapsilosis a vérben C.
albicans-hoz hasonldan hatékonyan aktivalja a természetes immunitas sejtjeit. Meg kell
azonban jegyezniink, hogy ebben a kisérletsorozatban hodvel elolt Candida sejtekkel
dolgoztunk, ami befolyasolhatja a patogének altal kivaltott valaszt (a hokezelés jelentOsen
megvaltoztatja a gombak sejtfalszerkezetét). Ennek ellenére ezek és a tovabbi eredmények
értékes informaciot szolgaltatnak a C. parapsilosis és a C. albicans elleni immunvalasz
alapvetd hasonldsagairol €s kiillonbségeirdl.

A Th sejtes immunvalasznak kritikus szerepe van a gombafertézések elleni védelemben.
Az aktivalodott Th sejteket effektor funkcidik szerint négy f6 csoportra (Th1, Th2, Th17 és
Treg) oszthatjuk (ezen kiviil néhany kisebb populaciot is megkiilonboztetnek)
(Luckheeram és mitsi., 2012). Szamos tanulméanyban kimutattak, hogy a C. albicans
immunkompetens egyénekben Th1/Th17 iranyG Th-polarizaciot indukal (van de Veerdonk
¢és Netea, 2010) ¢és candidiasis esetén a Th1l7 sejtek vagy az altaluk termelt citokinek
hianya negativan befolyasolja a fert6zés kimenetelét (Hernandez-Santos és Gaffen, 2012).
Munkank soran megvizsgaltuk, hogy a C. parapsilosis hogyan befolyasolja a Th
sejtpolarizaciot. Azt tapasztaltuk, hogy a C. albicans-szal 6sszehasonlitva a C. parapsilosis
mononukledris sejtekben alacsonyabb IFNy, ugyanakkor magasabb IL-10 termelést
indukalt. Mig az IFNy-t tGlnyomorészt Thl sejtek termelik, az 1L-10 termelésért foleg a
Treg és Th2 sejtek (valamint kisebb részben monocitak) felelések. A két citokin
antagonisztikus hatast, az IL-10 gatolja az IFNy termelést (Romani, 2011). A Treg
sejteknek fontos szerepe van a gyulladasos valasz szabalyozasaban C. albicans fert6zés
esetén; bizonyitott, hogy disszeminalt candidiasis soran a Treg sejtek altal termelt IL-10 és
TGFp gatolja a Thl és Th17 sejtek gyulladaskelté funkciéit (De Luca és mitsi., 2007). A
klinikkumban a magas IL-10 szintet altalaban kockazati tényezonek tekintik a
gombafert6zésekre valdo fogékonysag szempontjabol, ugyanis gyakran figyelhetd meg
emelkedett IL-10 szint kronikus candidiasis-ban vagy aspergillosis-ban szenved6
betegeknél (Romani és Puccetti, 2006). A C. parapsilosis altal indukalt alacsony IFNy és
magasabb IL-10 szint arra utalhat, hogy ennél a patogénnél a Thl iranyu polarizacié nem
jatszik olyan fontos szerepet a védekezésben, mint més opportunista gombak esetén. Az
immunvalasz tolerogén, Th2/Treg iranyba torténd eltolasa ugyanakkor egyfajta talélési
stratégia is lehet a patogén szempontjabol.

A Th17 citokinek vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy mig a C. albicans intenziv IL-17 és

IL-22 szekréciot indukalt (ami 6sszhangban van az eddigi szakirodalmi adatokkal (Eyerich
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és mtsi., 2008; van de Veerdonk és mitsi., 2009)), a C. parapsilosis-szal stimulalt sejtek
jelentdsen alacsonyabb IL-17 és IL-22 termelést mutattak. Intracellularis citokin festés
segitségével azt is kimutattuk, hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt PBMC kulturakban
alacsonyabb volt az IL-17, illetve az 1L-17 és IFNy termelé CD4" sejtek aranya. Ugyan a
C. parapsilosis altal indukalt Th-polarizacidé mogotti molekularis mechanizmusok még
tisztazasra varnak, ezek az eredmények részben magyarazhatjak a C. albicans és C.
parapsilosis eltéré virulenciajat, illetve az egyes betegcsoportok fogékonysagat a két
patogén altal okozott fertézésekre. Az ujsziilottek kiilonosen fogékonyak C. parapsilosis
fertézésre (Pammi és mtsi., 2013), ennek oka azonban még mindig nem teljesen tisztazott.
Az 1jsziildttek immunrendszere még sok tekintetben éretlen; jellegzetes példaul a
neutrofilek és NK sejtek alacsony szdma és aktivitasa (Chirico és mtsi., 1985; Chirico és
mtsi., 1990), ami féleg az IFNy hianyanak tulajdonithat6. Ennek hatterében a Thl
polarizacio defektje all, az Gjsziilottek immunrendszerére ugyanis Th2/Th17 dominancia
jellemz6é (Black ¢és mtsi.,, 2012). Eredményeink fényében elképzelhetdé, hogy mig
egészséges felndttekben a természetes immunrendszer effektor mechanizmusai elegendéek
lehetnek a C. parapsilosis fertézés megfékezéséhez intenziv Th1/Th17 valasz indukcidja
nélkiil, csecsemOkben a gyenge természetes immunitds sulyos fertézést eredményezhet
(hidba lennének képesek hatékony Thl17 valaszt inditani). Ezzel a feltételezéssel
Osszhangban van az a tanulmany, amely kimutatta, hogy a neutrofilek sokkal
hatékonyabban fagocitaljak a C. parapsilosis, mint a C. albicans sejtjeit, kiemelve ennek a
sejtpopulacionak a fontossagat a fertézés soran (Linden és mitsi., 2013b). A neutrofilek
szerepét tovabba az is alatdmasztja, hogy a neutropénids betegek kiilondsen fogékonyak a
nem-albicans fajok altal okozott Candida fertdzésekre; egy, a kozelmultban késziilt atfogd
tanulmany eredményei szerint a hematologiai rendellenességben szenveddk (akiknek a 73
%-a neutropénias volt) korében a candidemia-t az esetek 87,5 %-aban nem-albicans
Candida faj okozta, és a C. parapsilosis volt felelés az esetek 50 %-aért (Gamaletsou és
mtsi., 2014). Ugyanakkor Destin és munkatarsai kimutattak, hogy a C. albicans-szal és C.
parapsilosis-szal stimulalt 1jsziilott neutrofilek reaktiv oxigéngydk termelése és
fagocitotikus kapacitasa nem kiilonbozik a felnétt neutrofilekétdl, ami arra utal, hogy a
csecsemOk Candida fert6zésekre vald fogékonysaganak hatterében nem ezen neutrofil
funkciok allnak (Destin és mtsi., 2009). Az emlitett tanulmanyban nem vizsgaltak azonban
a neutrofilek Candida fajokkal szembeni Olési képességét, amelyhez a reaktiv

oxigéngyokok termelésén kiviil egyéb mechanizmusok is hozzajarulhatnak (Cheng és
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mtsi., 2012). A jovében mindenképpen tovabbi vizsgalatok lesznek sziikségesek a neutrofil
granulocitak kiilonb6z6 Candida fajokkal szembeni védekezésben betoltott pontos
szerepének tisztazasahoz. Fontos megjegyezni, hogy kisérleti rendszeriinknek tobb
hianyossaga is van. Egyrészt, amint az fentebb mar emlitésre keriilt, hovel elolt Candida
sejtekkel dolgoztunk; masrészt nem hataroztuk meg, hogy az egyes citokinek termeléséért
mely sejtpopulaciok felelések. A PBMC frakcidban jelen 1é6vé CD4" sejtek jelentés része
memoéria (CD45RO™) T-sejt: a naiv T-sejtek mellett (~ 40 %) mintegy 20 %-ban effektor
memoria T-sejtek, 40 %-ban pedig centralis memoria T-sejtek vannak jelen (Sathaliyawala
és mtsi.,, 2013). Kimutattak, hogy IL-17 és IL-22 termeld, C. albicans-specifikus
memoriasejtek egészséges egyének vérében is jelen vannak (Acosta-Rodriguez és mitsi.,
2007; Liu és mtsi., 2009). Mivel a PBMC donorok kortorténetét nem ismerjiikk, nem
tudhatjuk azt sem, hogy milyen aranyban vannak jelen a vériikben Candida-specifikus
memoriasejtek, igy nem lehetiink biztosak benne, hogy a termelt citokinek (jonnan
differencialodott, vagy memoria T-sejtekb6l szarmaznak. Van de Veerdonk és munkatarsai
azonban azt tapasztaltik, hogy amikor naiv (CD45RA") vagy memoéria (CD45RA") T-
sejteket stimulaltak C. albicans-szal autolég monocitak jelenlétében, 8 nap elteltével az
eredetileg naiv T-sejtek minimalis IL-17 termelést mutattak a memoriasejtekhez képest
(van de Veerdonk és mtsi., 2009). Eyerich és munkatarsai egészséges és CMC-ben
szenvedd betegek vérébdl izolalt mononuklearis sejtek IL-17 és IL-22 termelését
hasonlitottak 6ssze Candida antigénnel vald stimulaciot kovetéen, és azt tapasztaltak, hogy
az IL-17 termeld sejtek tobbsége a CCR6" meméria T-sejt populdcioban volt (Eyerich és
mtsi., 2008). Mivel a C. albicans gyakrabban megtalalhato az emberi szervezetben, mint a
C. parapsilosis, nem zarhatjuk ki, hogy az alacsonyabb IL-17 termelés részben a memoria
T-sejtek alacsonyabb szamanak koszonhetd. Ugyanakkor kisérleteink soran viszonylag
nagyszamu (n=14) donorral dolgoztunk és egyetlen esetben sem tapasztaltuk, hogy a C.
parapsilosis a C. albicans-nal magasabb IL-17 és IL-22 termelést indukalt volna; ami
pedig varhat6 lenne, ha a citokin termelés kiillonbségét pusztan az antigénnel valo eldzetes
talalkozas gyakorisaga hatarozna meg. Tovabbd, Eyerich és munkatarsai kimutattdk, hogy
a CMC-ben szenvedd betegek vérébol izolalt mononuklearis sejtek alacsonyabb IL-17 és
IL-22 mutatnak az egészséges donorokbdl szarmazé sejtekhez képest, annak ellenére, hogy
a betegekben a Candida antigének folyamatosan és nagy koncentracioban jelen vannak a
szervezetben (Eyerich és mitsi., 2008). A C. parapsilosis altal indukalt Th polarizacio

pontosabb vizsgalata a jovOoben naiv T-sejtek izolalasa és in vitro stimulacioja segitségével
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vagy in vivo rendszerben a Th-sejtek adoptiv transzferét kovetéen (Wuthrich és mitsi.,
2011) lesz megvalosithatd, bar egyelére nem allnak rendelkezésiinkre C. parapsilosis-
specifikus antigének és ebb6l adodoan erre a fajra specifikus TCR-ral rendelkez6

transzgenikus egér modellek sem.

6.1.2. A C. parapsilosis immunolégiai felismerésében szerepet jatszé receptorok
azonositasa

Annak érdekében, hogy informaciot nyerjink a C. parapsilosis immunolédgiai
felismerésérdl, bizonyos PRR blokkoldk jelenlétében vizsgaltuk a mononuklearis sejtek
citokin termelését. Azt tapasztaltuk, hogy a Dectin-1 receptor laminarinnal torténé gatlasa
jelentésen csokkentette mind a C. albicans-szal, mind a C. parapsilosis-szal stimulalt
mononuklearis sejtek citokin termelését, jelezve, hogy a receptor mindkét faj
felismerésében szerepet jatszik (11. abra.). Tovabba, a TNFa, IL-1p, IL-6 és IL-10
szintjében valamivel nagyobb csokkenést tapasztaltunk a C. parapsilosis-szal stimulalt
mintakban a C. albicans-szal stimulalt sejtkultirakhoz képest (ez a kiilonbség csak az 1L-6

esetén volt szignifikans).
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11. abra. A Dectin-1 szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt citokin termelésben. Az
abran hével eldlt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimulalt mononuklearis sejtek (5x10° PBMC)
citokin termelése lathato Dectin-1 inhibitor (laminarin) jelenlétében. 24 (TNFa, IL-1p, IL-6) vagy 48 o6ra (IL-
meg. A grafikonon az inhibitorok jelenlétében és a kontroll (inhibitor nélkiili) mintdkban mért citokin
koncentraciok szazalékos aranyat (atlag + standard hiba) tiintettiik fel. Fertézési arany 2:1 Candida:PBMC.
Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-proba); n > 6.
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A TLR4 blokkolasat Bartonella quintana LPS-sel végeztiik, amely a receptor természetes
antagonistaja (Popa és mtsi., 2007). Mig a TLR4 gatlasa jelentdsen csokkentette az E. coli
LPS-sel (TLR4 agonista) stimulalt mononuklearis sejtek TNFa, IL-1p és IL-6 termelését, a
receptor blokkolasa nem volt hatassal a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt

citokin termelésre (12. abra).
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12. abra. TLR4 szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt citokin termelésben. Az 4dbran
hével eldlt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimulalt mononukleéris sejtek (5x10° PBMC) citokin
termelése lathatd TLR4 inhibitor (B. quintana LPS) jelenlétében. 24 (TNFa, IL-1p, IL-6) vagy 48 6ra (IL-10,

s

A grafikonon az inhibitorok jelenlétében ¢és a kontroll (inhibitor nélkiili) mintdkban mért citokin
koncentraciok szazalékos aranyat (atlag + standard hiba) tiintettiik fel. Fert6zési arany 2:1 Candida:PBMC.
LPS, E. coli LPS; Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-proba); n > 6.

Ezen tGlmenden a TLR2 receptor szerepét is megvizsgaltuk a C. albicans és C.
parapsilosis felismerése soran. Mig a TLR2 blokkolasa kismértékben csokkentette a C.
parapsilosis és a C. albicans altal indukalt IL-1 és IL-6 termelést, a TNFa, IL-10 és IFNy
termelését nem gatolta, s6t az utdbbi kettd citokin szekrécidjat kismértékben novelte (13.

abra).
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13. abra. TLR2 szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt citokin termelésben. Az 4dbran
hével elolt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimulalt mononukleéris sejtek (5x10° PBMC) citokin
termelése lathato TLR2 inhibitor (blokkolo antitest) jelenlétében. 24 (TNFa, IL-1f, IL-6) vagy 48 ora (IL-10,

s

A grafikonon az inhibitorok jelenlétében és a kontroll (izotipus kontrollt tartalmaz6) mintakban mért citokin
koncentraciok szazalékos aranyat (atlag + standard hiba) tiintettiik fel. Fert6zési arany 2:1 Candida:PBMC.
Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01 (paros t-proba); n > 6.

6.1.3. A C. parapsilosis felismerését koveté intracellularis jeltovabbitas elemeinek
vizsgalata

A patogének felismerését kovetéen a PRR-ek szamos kiilonbozé jelatviteli utvonalat
aktivalhatnak, amelyek végsd soron specifikus génexpresszios valtozasokhoz ¢€s a citokin
termelés indukcidjahoz vezetnek. A MAP kindazok a szignalizaciés kaszkdd végeén
helyezkednek el, igy aktivaciot kovetden kozvetleniil képesek bizonyos transzkripcios
faktorok miikodését szabalyozni (Hess és mtsi., 2004). Ismert, hogy mind a TLR-ek, mind
a Syk-asszocialt CLR-ek képesek aktivalni a p38, ERK és JNK klasszikus MAP kinazokat
(Kawai és Akira, 2006; Xu és mtsi., 2009); az egyes MAP kinazok szerepe a Candida
fajok 4ltal indukalt citokin termelésben azonban nem teljesen tisztazott. Annak érdekében,
hogy informacioét nyerjiink a p38, ERK és JNK szerepér6l a C. albicans és C. parapsilosis
felismerését kovetd citokin indukcidoban, a mononuklearis sejtek citokin termelését
kiilonb6z6 MAPK inhibitorok jelenlétében vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy mindharom
klasszikus MAPK gatlasa szignifikansan csokkentette mind a C. parapsilosis-szal, mind a
C. albicans-szal stimulalt mononuklearis sejtek TNFa, IL-1p, IL-6, IL-10 és IFNy

termelését (14-16. abra). A csokkenés mértéke azonban kiilonboz6 volt az egyes citokinek
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esetén. A p38 kindz gatlasa legnagyobb mértékben az IL-1f szintjét csokkentette, mind C.
parapsilosis-szal, mind C. albicans-szal stimulalt mononukledris sejtekben (14. abra).
Ugyanakkor a p38 kinaz gatlasa szignifikansan nagyobb mértékben csokkentette a C.

parapsilosis, mint a C. albicans altal indukalt TNFa, IL-1p és IL-6 szekréciot.

p38 kinaz gatlas
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14. abra. p38 kinaz szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt citokin termelésben. Az
abran hével eldlt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimulalt mononukleéris sejtek (5x10° PBMC)
citokin termelése lathato p38 kinaz inhibitor jelenlétében. 24 (TNFa, IL-1pB, IL-6) vagy 48 ora (IL-10, IFNy)

s

grafikonon az inhibitorok jelenlétében és a kontroll (inhibitor nélkiili) mintakban mért citokin koncentraciok
szazalékos aranyat (atlag + standard hiba) tiintettiik fel. Fertézési arany 1:5 Candida:PBMC. Cp, C.
parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-proba); n > 5.

Az ERK kinaz gatlasa esetén az IL-1p, IL-6 és IFNy szintjében tapasztaltuk a legnagyobb
csokkenést. Tovabba, hasonléoan a p38 inhibicional tapasztaltakhoz, az ERK gatlasa
szignifikdnsan nagyobb mértékben csokkentette a C. parapsilosis, mint a C. albicans altal
indukalt TNFa, IL-1B és IL-6 szekréciot (15. abra). Ugyanakkor az ERK inhibitornak
szignifikansan nagyobb gatlo hatasa volt a C. albicans-szal stimulalt, mint a C.
parapsilosis-szal fert6zott sejtek IFNy termelésére. Mig a p38 kinaz és az ERK gatlasa
szignifikdnsan nagyobb mértékben csokkentette a C. parapsilosis, mint a C. albicans altal
indukalt TNFa, IL-1B és IL-6 szekréciot, a JNK inhibicié a C. albicans altal indukalt
TNFa, IL-1B és IFNy termelésre volt nagyobb hatassal (16. abra). Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy egyrészt mind a C. parapsilosis, mind a C. albicans felismerését

kovetden tobb kiilonbozd jelatviteli Utvonal aktivalodik, amelyek az egyes citokinek
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termelésének indukcidjdhoz vezetnek; masrészt, az egyes MAP kindzok citokin

indukcidban betdltott szerepe kiillonbozik C. parapsilosis és C. albicans stimulacié esetén.
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15. abra. ERK kinaz szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt citokin termelésben. Az
abran hével eldlt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimulalt mononuklearis sejtek (5x10° PBMC)
citokin termelése lathato ERK inhibitor jelenlétében. 24 (TNFa, IL-1B, IL-6) vagy 48 ora (IL-10, IFNy)

s

grafikonon az inhibitorok jelenlétében és a kontroll (inhibitor nélkiili) mintakban mért citokin koncentraciok
szazalékos aranyat (atlag + standard hiba) tiintettiik fel. Fertézési arany 1:5 Candida:PBMC. Cp, C.
parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-proba); n > 5.

6.1.4. A C. parapsilosis immunolégiai felismerésében szerepet jatszé receptorok
azonositasa és az intracellularis jeltovabbitas vizsgalata — dsszefoglalas/értékelés

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a Dectin-1 receptor blokkolasa kovetkeztében
jelentdsen csokkent a C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimulalt mononuklearis
sejtek citokin termelése, ami arra utal, hogy ez a receptor mindkét faj felismerésében
fontos szerepet jatszik. A Dectin-1 szerepe a C. albicans és szamos mas gombafaj
felismerésében régota ismert (Brown, 2011), a C. parapsilosis esetében azonban még nem
mutattak ki. Ezzel szemben kisérleti rendszeriinkben a TLR4 nem jatszott szerepet a C.
parapsilosis vagy C. albicans altal indukalt citokin termelésben. Ugyan ismert, hogy a
TLR4 képes felismerni a C. albicans O-mannant és ennek kovetkeztében citokin termelést
indukalni (Netea és mitsi., 2006), bizonyitottak, hogy ez a receptor nem minden C. albicans
torzs felismerésében jatszik szerepet (Netea és mtsi., 2010a). Tovabba, h6kezelés hatasara

megvaltozik a Candida sejtek sejtfalszerkezete, és a belsd réteget alkotod B-gliikkan jobban

66



hozzaférhetévé valik (Gantner és mitsi., 2005). Ezt az is bizonyitja, hogy a laminarin sokkal
jobban gatolja a hovel el6lt, mint az é16 C. albicans sejtek altal indukalt citokin termelést
(Netea és mtsi., 2006).
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16. abra. JNK kinaz szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt citokin termelésben. Az
abran hével eldlt C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal stimullt mononuklearis sejtek (5x10° PBMC)
citokin termelése lathaté JNK inhibitor jelenlétében. 24 (TNFa, IL-1pB, IL-6) vagy 48 ora (IL-10, IFNy)

s

grafikonon az inhibitorok jelenlétében és a kontroll (inhibitor nélkiili) mintakban mért citokin koncentraciok
szazalékos aranyat (atlag + standard hiba) tintettiik fel. Fertézési arany 1:5 Candida:PBMC. Cp, C.
parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-proba); n > 5.

A TLR2 szintén szerepet jatszik a C. albicans elleni immunvalaszban (Netea ¢s mtsi.,
2008) és ismert az is, hogy ez a receptor egyiittmiikodik a Dectin-1-gyel a zimozan (S.
cerevisiae B-1,3-gliikan) altal indukalt citokin termelésben (Brown és mtsi., 2003; Gantner
és mtsi., 2003). A TLR2 monocitakban, makrofagokban és dendritikus sejtekben az ERK
tolja el a Th polarizaciét (Netea és mtsi., 2008). Tovabba, a tlr2”" egerek rezisztensebbek
az invaziv C. albicans fert6zéssel szemben (Netea és mtsi., 2004). Ennek ellenére mi azt
tapasztaltuk, hogy bar a TLR2 blokkolasa kis mértékben csokkentette a C. parapsilosis és
a C. albicans altal indukalt IL-1p és IL-6 termelést, a receptor gatlasa nem csokkentette,
az lehet az oka, hogy kisérleti rendszeriinkben a Dectin-1 receptor , feliilirja” a TLR2
szerepét, mivel hdovel eldlt sejtek esetén a B-glikkan a sejtfalban konnyen hozzaférhetové
valik. Gyulladasos citokineken kiviil a Dectin-1 receptor az IL-10 termelését is indukalja

(Netea és mitsi., 2008) és ezzel Gsszhangban a Dectin-1 receptor gatlasa esetén csokkent
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IL-10 szintet tapasztaltunk. A Dectin-1, TLR4 ¢és TLR2 blokkolasa soran sem
tapasztaltunk azonban kiilonbséget a C. parapsilosis-szal stimulalt mononuklearis sejtek
arra utal, hogy a két faj altal indukalt eltér6é immunvalasz kivaltasaért nem ezek a
receptorok felel0sek. Arra a kérdésre tehat, hogy kiilonbozik-e a két patogén felismerése,
tovabbi PRR-ok (TLR6, Dectin-2, mannodz receptor stb.) vizsgalata adhat valaszt. Mivel
erre korabban nem volt lehetéségiink, ezen receptorok szerepének vizsgalata jelenleg
folyik laboratoriumunkban.

A mintazatfelismerd receptorok vizsgalatan tilmenden kivancsiak voltunk a receptorok
altal indukalt jeltovabbitasban részt vevd kindzok citokin indukcidban betdltott szerepére
is. Ismert, hogy a MAPK kaszkad mind a TLR-ek, mind a CLR-ek altal inditott
szignalizacio soran aktivalodhat, az egyes MAP kinazok funkcidja a kiillonbozé Candida
fajok altal kivaltott citokin indukcioban azonban kevéssé tisztazott. Annak érdekében,
hogy informaciét nyerjink ezen fehérjék szerepér6l a Candida fajok felismerését
kovetden, Osszehasonlitottuk a C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal stimulalt
mononukledris sejtek citokin termelését p38, ERK és JNK kindz inhibitor jelenlétében.
Eredményeink megerdsitik ezen kindzok szerepét a jelatvitelben a Dectin-1 aktivacioja
soran, ugyanis mind a Dectin-1, mind a MAP kinazok blokkolasa kdvetkeztében jelentésen
lecsokkent citokin szekréciot tapasztaltunk. Tovabba, bar a C. parapsilosis-szal és a C.
albicans-szal stimulalt sejtek citokin szekrécidja hasonldé mintazatot mutatott a MAP
kinazok gatlasa kovetkeztében (jelezve, hogy a két faj hasonld jelatviteli utvonalakat
aktival), bizonyos esetekben szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk a C. parapsilosis-
szal és a C. albicans-szal stimulalt sejtek citokin termelése kozott. Ezek az eredmények
Osszességében arra utalnak, hogy a C. parapsilosis és a C. albicans altal kivaltott eltérd
immunvalasz mogott a MAP kinazok elérd aktivacioja allhat, ami valdszintileg kiilonb6z6
PRR-ek aktivacigjdnak vagy a PRR-ek kozotti egylittmitkddes eltérd szabalyozasanak a

kovetkezménye.
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6.2. C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt inflammaszoma aktivacio
osszehasonlitasa

6.2.1. Gyulladasos citokinek indukcioja mononuklearis sejtekben €16 C. parapsilosis és
C. albicans stimulaci6 hatasara

A szakirodalomban elfogadott megkozelitési mod a hével elolt Candida sejtek alkalmazasa
a gazda immunvalaszanak tanulmanyozasa soran (van de Veerdonk és mtsi., 2009). Ugyan
a hokezelt sejtek alkamazasa soran kétségteleniil €s bizonyitottan szamos hasznos
informaciohoz juthatunk, a hokezelés soran a gomba sejtfalaban irreverzibilis valtozasok
kovetkeznek be, amelyek alapvetden befolyasolhatjak a gazda immunvalaszat (Netea és
mtsi., 2006). Ezen okok miatt a tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy az ¢16 Candida sejtek
hogyan indukaljak a gyulladésos citokinek termelését mononukleéris sejtekben. Eldszor
ellendriztiik, hogy milyen fertézési ardnynal elfogadhaté az ¢l sejtek altal okozott
sejtkarosodas mértéke. Ehhez a mononukledris sejteket kiilonbozé szamu €16 C.
parapsilosis és C. albicans sejttel fertéztiik, majd 24 ora elteltével megmértiik a mintakban
az LDH (laktat dehidrogenaz) aktivitasat (17. abra).
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17. abra. C. parapsilosis és C. albicans altal okozott sejtkarosodas mononuklearis sejtekben. PBMC
(5x10°) stimulaciot kovetden 24 6raval a sejtkarosodas mértékét a feliiliszoban mérheté LDH aktivitds
alapjan hataroztuk meg. A grafikonon az LDH aktivitast a pozitiv kontrollhoz (100 % sejt 1izis) képest %-ban
(atlag = standard hiba) tiintettiik fel. A szdmok a Candida:PBMC aranyt jelolik. K, kontroll (nem stimulalt
sejtek); Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans; n=3.
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Mivel membran karosodas kovetkeztében az LDH felszabadul a gazdasejtekbdl, a
feliiliszoban mérhet6 LDH aktivitas egyenesen aranyos a patogén altal indukalt gazda-
sejtkarosodassal. Azt tapasztaltuk, hogy mig a C. parapsilosis a legnagyobb alkalmazott
sejtszam (2:1 arany) esetén sem indukalt jelentés LDH felszabadulast, a C. albicans ebben
a koncentracioban jelentds sejtkarosodast okozott. C. albicans esetén az 1:50
Candida:PBMC arany esetén mértiink a kontroll mintakhoz hasonldéan alacsony LDH
szintet, ezért a késobbiekben a citokin indukcid vizsgalatdhoz ezt a fert6zési aranyt
valasztottuk mind a két Candida faj esetében.

A gyulladasos citokinek vizsgalata esetén azt tapasztaltuk, hogy mig a C. parapsilosis és a
C. albicans hasonld mértékben indukalta a TNFa és IL-6 termelést, a szekretalt IL-1

szintje C. parapsilosis stimulacio esetén szignifikansan alacsonyabb volt (18. abra).
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18. abra. Gyulladasos citokinek indukci6ja mononuklearis sejtekben él6 C. parapsilosis és C. albicans
fert6zés hatasara. PBMC (5x10°) stimulaciot (€16 C. parapsilosis vagy C. albicans) kévetéen 24 oraval a
szekretalt TNFa (A), IL-1B (B) és IL-6 (C) koncentracidjat a sejtkulturak feliiliszoiban ELISA segitségével
hataroztuk meg. Fert6zési arany 1:50 Candida:PBMC. Feltiintetett adatok: atlag + standard hiba. K, kontroll
(nem stimulalt sejtek); Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans; ns, nem szignifikans. * p<0,05 (paros t-proba);
n=8.

Az IL-1B-t a vérben legnagyobb részben monocitak, a szovetek kozott pedig makrofagok
¢és dendritikus sejtek termelik (Netea és mtsi., 2014). Amint az korabban emlitésre keriilt, a
citokin inaktiv forméaban termelddik €s a kaszpaz-1 4ltali hasitasa sziikséges az érett forma
kialakitasahoz. Kimutattdk tovabba, hogy mig monocitakban a kaszpaz-1 folyamatosan

aktiv, igy a PRR-ek stimulacioja kozvetleniil IL-1f szekréciohoz vezet, makrofagokban és
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dendritikus sejtekben két szignal sziikséges az IL-1P termelés indukcidjahoz (Netea és
mtsi., 2010b). Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, van-e kiilonbség a C. parapsilosis és
a C. albicans altal indukalt inflammaszoma aktivacioban, a tovabbiakban makrofagokban

vizsgaltuk a C. parapsilosis és a C. albicans altal kivaltott IL-1p termelést.

6.2.2. C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt IL-1p termelés vizsgalata THP-1
makrofagokban

A THP-1 egy human monocita-szerli sejtvonal, amelyet gyakran haszndlnak az
inflammaszéma aktivacié vizsgalata soran (Dostert és mtsi., 2008; Bryan és mtsi., 2009;
Rossol és mtsi., 2012). A THP-1 sejtek forbol-mirisztil-acetat (PMA) kezelés hatasara
makrofaggd differencialédnak, ami megvaltozott morfoldgiaval és adhézios kapacitassal,
valamint a PRR-ek upregulacidjaval jar (Jouault és mtsi., 2006; Park és mitsi., 2007).
Kisérleteink soran el6szor megvizsgaltuk, hogy a C. parapsilosis és a C. albicans milyen
mértékben indukalja az IL-1P szekréciojat PMA-kezelt THP-1 sejtekben. A kiilonb6zo
mennyiségii Candida sejttel fert6zott THP-1 makrofagok IL-1B termelését a 19. abra

mutatja.
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19. abra. K16 (A) és hével elolt (B) C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt IL-1p termelés THP-1
makrofagokban. THP-1 (5 x 10°) stimulaciot kovetben 24 oraval a szekretalt IL-1p mennyiségét a
sejtkultarak feliiliszoiban ELISA segitségével hataroztuk meg. Feltlintetett adatok: atlag + standard hiba (3
fiiggetlen kisérlet). A szamok a Candida:THP-1 aranyt mutatjak. K, kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp, C.

parapsilosis; Ca, C. albicans.
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Azt tapasztaltuk, hogy mig 24 ora elteltével a C. albicans mar igen alacsony (1:100
Candida:THP-1) kiinduldsi sejtszam esetén indukalta az IL-1B szekréciojat, C.
parapsilosis esetén szazszor nagyobb mennyiségii élesztsejtre volt sziikség a citokin
termelés indukcidjdhoz. Megvizsgaltuk azt is, hogy a hével elolt élesztdsejtek indukalnak-e
IL-1P termelést THP-1 sejtekben. Azt tapasztaltuk, hogy sem a hével elolt C. parapsilosis,
sem az ilyen modon kezelt C. albicans nem indukalta a citokin szekréciojat 24 ora
elteltével, még 10:1 fertdzési ardny esetén sem (19B é&bra). Ez az eredmény 6sszhangban
van mas tanulmanyokkal, amelyekben kimutattak, hogy csak az él6 C. albicans sejtek
indukalnak IL-1p termelést makrofagokban és dendritikus sejtekben (Gross €s mitsi., 2009;
Joly és mitsi., 2009).

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk roéla, hogy a C. parapsilosis altal indukalt
alacsony szintii IL-1p nem a THP-1 sejtek specifikus fenotipusanak koszonhetd,
kisérleteinket primer human makrofdgokkal is elvégeztilk. Hasonloképpen a THP-1
sejteknél tapasztaltakhoz, primer human makrofagokban a C. parapsilosis csak 24 oras

crer

albicans mar néhany ora elteltével IL-1p termelést valtott ki (20. abra).
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20. abra. C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt IL-1p szekrécié primer human makrofagokban.
PBMC-DM stimulaciot (4 ora, A; 24 6ra, B) kovetden a szekretalt IL-1p mennyiségét a sejtkultirak
feliiliszoiban ELISA segitségével hataroztuk meg. Feltiintetett értékek: atlag + standard hiba. A szdmok a
Candida:THP-1 aranyt mutatjak. K, kontroll; Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans; nd, nem detektalhato;

n=2.
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Annak érdekében, hogy csokkentsiik a kisérleti rendszer variabilitasat, a tovabbiakban
minden kisérletiinkben a PMA-indukalt THP-1 makrofagokat hasznaltuk az IL-1f termelés
kiilonbségének vizsgalatdhoz. A tovabbiakban arra kerestilkk a valaszt, hogy a C.
parapsilosis altal kivaltott alacsony szintii IL-1p szekrécio fajspecifikus jelenség-e vagy
fiigg az adott Candida torzst6l. Ennek vizsgalata érdekében a THP-1 makrofagokat 5
kiilonbozo C. parapsilosis, és 3 kiilonboz6 C. albicans torzzsel fertéztik, és 24 ora
parapsilosis esetében mért alacsony IL-1B indukcid fajspecifikus, ugyanis egyik C.
parapsilosis sem indukalta az IL-1p termelést alacsony sejtszam esetén (1:50), mig 5:1
fert6zési aranynal mindegyik torzs hasonld mértéki IL-1p termelést valtott ki. Ugyanakkor
mindharom C. albicans torzs indukalta az IL-1 szekréciot mar 1:50 fert6zési arany esetén

(21. abra).
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21. abra. Kiilonbozé C. parapsilosis és C. albicans torzsek altal indukalt IL-1f termelés THP-1
makrofagokban. THP-1 (5 x 10°) stimulaciot koveten 24 oraval a szekretalt IL-1p mennyiségét a
sejtkultarak feliiliszoiban ELISA segitségével hataroztuk meg. Feltlintetett adatok: atlag + standard hiba (3
fiiggetlen kisérlet). A szamok a Candida:THP-1 aranyt mutatjak. K, kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp, C.

parapsilosis; Ca, C. albicans.

6.2.3. Pro-1L-1p transzkripcio és transzlacio vizsgalata C. parapsilosis és a C. albicans
fertozést kovetoen

Az érett IL-1p kialakuldsa makrofagokban kétlépcsds folyamat: elészor az IL-1 mRNS és
fehérje szintézisére van sziikség, majd a pro-IL-1PB aktivalt kaszpaz-1 altali hasitasara

(Netea és mitsi., 2010b). Annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk, van-e kiilonbség
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transzkripcios, illetve transzlacids szinten is az IL-1p szintézisében C. parapsilosis-szal és
C. albicans-szal stimulalt sejtekben, meghataroztuk a két faj altal indukalt IL-1B mRNS,
illetve a pro-IL-1pB expressziot THP-1 makrofagokban. Azt tapasztaltuk, hogy mig az IL-1
szekrécio mar 1 ora elteltével szignifikansan nagyobb mértékii volt C. albicans stimulacio
esetén, az IL-1p mRNS ¢és intracelluldris pro-IL-1B szintje nem kiilonbozott a C.
parapsilosis-szal és C. albicans-szal stimulalt sejtekben sem 1 dra, sem 6 ora elteltével (22.

abra).
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22. abra. C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt IL-1p mRNS expresszié (A, D), intracellularis pro-
IL-1B (B, E) és szekretalt IL-1p (C, F) THP-1 makrofagokban. 1 6ras (A-C) vagy 6 oras (D-F) THP-1
stimulaciot kovetden az IL-1B mRNS szintjét QRT-PCR, a pro-1L-1p és szekretalt IL-1B mennyiségét ELISA
segitségével hataroztuk meg. A pro-IL-1P szintjét a sejtek fagyasztasos feltarasat kovetéen hataroztuk meg.
Feltiintetett adatok: atlag + standard hiba (3 fliggetlen kisérlet). K, kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp, C.

parapsilosis; Ca, C. albicans; ns, nem szignifikans; * p<0,05, (paros t-proba).

Megjegyzendd, hogy sem az IL-1 mRNS, sem a pro-1L-1p szintjében nem tapasztaltunk
nagymértéki emelkedést. Ez valdsziniileg azzal magyarazhato, hogy a PMA-kezelt THP-1
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sejtekben eleve emelkedett az IL-1B mRNS szintje; ismert ugyanis, hogy a PMA indukalja
az IL-1p mRNS szintézisét (Park és mtsi., 2007). Osszességében ezek az eredmények arra

utalnak, hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt sejtek alacsony mértékii IL-1p szekrécidja a

C. albicans-szal fert6zott makrofagokhoz képest nem transzkripcios vagy transzlacios

kiilonbségekre, hanem a pro-IL-1p érésének kisebb mértékére vezethetd vissza.

6.2.4. Kaszpazok szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt IL-1p
termelésben

Miutan bizonyitottuk, hogy a C. parapsilosis fertézés esetén megfigyelt alacsony IL-13
szekrécid a pro-IL-1PB hasitds hidnyanak a kovetkezménye, meg kivantuk vizsgélni a
kaszpazok szerepét az IL-1pB indukci6 soran. A pro-IL-1p hasitdsdban az inflammaszéma
részét képezd kaszpaz-1 jatssza a legfontosabb szerepet (Dinarello, 2004). Ismert, hogy a
C. albicans makrofagokban kaszpaz-1 fliiggdé IL-1P termelést indukal, és a kaszpaz-1
deficiens egerek megnovekedett érzékenységet mutatnak C. albicans fertézéssel szemben
(Hise és mtsi., 2009). Ugyan a kaszpaz-8 foként az apoptozisban betdltott szerepérdl
ismert, Gjabb kutatdsok kimutattdk, hogy az IL-1p termelésben is fontos szerepe lehet
(Gurung és Kanneganti, 2015). A kaszpaz-8 egyrészt képes kozvetleniil a CARD9-Bcl10-
MALT1 komplexhez kapcsolodni az ASC adapterrel egyiitt, ami NLR-fiiggetlen pro-IL-1p
hasitast eredményez (Gringhuis és mtsi., 2012). Masrészt kimutattak, hogy a kaszpaz-8
sziikséges az NLRP3 inflammaszoma G6sszeszerelddéséhez €s a kaszpaz-1 aktivacidjahoz is
(Gurung és Kanneganti, 2015). Annak érdekében, hogy informaciét nyerjiink a kaszpazok
szerepér6l a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt IL-1p termelésben, a THP-1
makrofagokat kaszpaz-1, kaszpaz-8, illetve pan-kaszpaz inhibitor jelenlétében stimulaltuk
a gombakkal. Mivel a C. parapsilosis csak 24 ora elteltével és viszonylag magas fert6zési
arany esetén volt képes IL-1B szekréciot indukalni, a C. albicans azonban hasonlo
koriilmények kozott intenziv sejtkarosodast okoz, ezekben a kisérletekben kiilonb6zd
kiindulasi sejtszammal dolgoztunk a két faj esetén. Ugy tapasztaltuk, hogy C. parapsilosis
esetén az 5:1, C. albicans esetén az 1:25 Candida:THP-1 fertdzési arany volt optimalis az
IL-1B szekrécio vizsgalatdhoz. Ilyen koriilmények kozott a két faj 24 ora inkubaciot
kovetden hasonld mértékii IL-18 szekréciot indukalt, és a sejtpusztulds mértéke még nem
volt tulsagosan magas (~20-30 %). Eredményeink szerint a kaszpaz-1, kaszpaz-8 és a pan-

kaszpaz inhibitor is jelentésen csokkentette mind a C. parapsilosis, mind a C. albicans
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altal indukalt IL-1P szekréciot (23A abra). Tovabba, mig a varakozasoknak megfelelden a
kaszpaz-1 inhibitor nem volt hatdssal az intracellularis pro-1L-1p szintjére, a kaszpaz-8 és a
pan-kaszpaz inhibitor kismértékben csokkentette a pro-1L-1B koncentraciot is, jelezve,
hogy ezek az enzimek a pro-1L-1p szintézisében is szerepet jatszanak (23B abra). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a C. parapsilosis és a C. albicans stimulaci6 kdvetkeztében
hasonl6 médon képzddik az IL-1P érett formaja, és a folyamatban mind a kaszpaz-1, mind

a kaszpaz-8 fontos szerepet jatszik.

A IL-1b, 24 h B pro-IL-1b, 24 h
120+ m Cp 120+ mEm Cp
100 = Ca 100 L - 3 Ca
~ 804 2 g0 o
. * a
£ 604 ** *x E 604
= 404 xax o 404
(=%
0- T T T 0- T T T
,\'\' N ) 1"\- ,\'\‘ A . 1"\-
v ¥ i ¥ G
Qb Q"b gq,Q g Q‘b 61’Q
&V Py % Pl G F
& & o NS + Q’?"‘\I
<

23. abra. Kaszpazok szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt IL-1p termelésben. A THP-
1 makrofagokat 24 éran 4t stimulaltuk C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal kaszpaz-1, kaszpaz-8, vagy
pan-kaszpaz inhibitor jelenlétében. A szekretalt IL-1f (A) vagy intracellularis pro-IL-1f (B) mennyiségét
ELISA segitségével hataroztuk meg. A grafikonon az inhibitorok jelenlétében és a kontroll (inhibitor nélkiili)
mintdkban mért citokin koncentraciok szazalékos aranyat (atlag + standard hiba, 4 fliggetlen kisérlet)
tiintettiik fel. Fert6zési arany (Candida:THP-1): Cp, 5:1; Ca, 1:25. Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans; i,
inhibitor. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-proba).

6.2.5. Az NLRP3 inflammaszoma szerepe a C. albicans és C. parapsilosis altal indukalt
IL-1P termelésben

Makrofagokban és dendritikus sejtekben a C. albicans altal kivaltott IL-1B szekrécio
NLRP3-fliggd, és fiiggetlen az NLRP1, NLRC4, NLRP6 és NLRP12 inflammaszdémaktol
(Gross és mtsi., 2009; Joly és mtsi., 2009). Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk
rola, hogy a C. parapsilosis is képes aktivalni az NLRP3 inflammaszomat, ASC és NLRP3
deficiens THP-1 makrofagokat stimulaltunk C. albicans-szal és C. parapsilosis-szal, majd

megvizsgaltuk az IL-1PB szekréciot. Azt tapasztaltuk, hogy az ASC és NLRP3 deficiens
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sejtek elenyész6 mennyiségli IL-1B-t szekretaltak C. parapsilosis és C. albicans
stimulaciot kovetden, ami azt bizonyitja, hogy az IL-1B termelés mindkét Candida faj

esetén NLRP3 inflammaszoma-fiiggd (24. abra).
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24. abra. Az ASC és NLRP3 szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal kivaltott IL-1f termelésben.
A vad tipusu, illetve ASC vagy NLRP3 deficiens THP-1 sejteket 24 6raig stimulaltuk C. parapsilosis-szal
vagy C. albicans-szal, majd meghataroztuk a szekretalt IL-1p mennyiségét ELISA segitségével. Az abran
egy reprezentativ kisérlet eredménye lathatd. Fert6zési arany (Candida:THP-1): Cp, 5:1; Ca, 1:25. Cp, C.
parapsilosis; Ca, C. albicans; THP-1-WT, vad tipusi THP-1 sejtek; THP-1-defASC, ASC deficiens THP-1
sejtek; THP-1-defNLRP3, NLRP3 deficiens THP-1 sejtek.

6.2.6. Syk, TLR2, TLR4 és IRAK szerepe a C. albicans és C. parapsilosis altal
indukalt IL-1p termelésben

A tovabbiakban megvizsgaltuk néhany, az inflammaszoma aktivacidban fontos szerepet
jatszo receptor és kinaz szerepét a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt IL-1§
termelésben. Az inflammaszoma aktivaciéval leggyakrabban kapcsolatba hozott
mintazatfelismeré receptor a Dectin-1, THP-1 sejtekben azonban ennek a receptornak
nagyon alacsony az expresszidja (Bi és mtsi., 2010). Ezt a mi eredményeink is
megerdsitették, sem a Dectin-1, sem a Dectin-2 mRNS nem volt ugyanis kimutathato
PMA-aktivalt THP-1 sejtekben qRT-PCR segitségével (25. abra). A THP-1 makrofagok
normal szinten expresszalnak azonban TLR2-t és TLR4-et (Wang és mtsi., 2013).
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25. abra. TLR2, TLR4, Dectin-1 és Dectin-2 receptorok expresszioja C. parapsilosis-szal és C. albicans-
szal stimulalt THP-1 makrofagokban. 6 6ras THP-1 stimulaciot kovetden a receptorok relativ mRNS
szintjét qRT-PCR segitségével hataroztuk meg. A grafikonon a stimulalt és a kontroll mintdkban mért MRNS
expresszio relativ aranyat (atlag + standard hiba) tiintettiik fel. Fert6zési arany: 1:1 Candida:THP-1. Cp, C.

parapsilosis; Ca, C. albicans; nd, nem detektalhato.

Kimutattak tovabba, hogy THP-1 sejtekben a TLR4 konstitutivan asszocial a Syk kinazzal
(Chaudhary és mtsi., 2007). A Syk kinaznak igen fontos szerepe van a patogén gombak
felismerése soran, és C. albicans fertézés soran mind a pro-lIL-1B szintézis, mind az
inflammaszoma aktivacio indukciojaban szerepet jatszik (Gross és mtsi., 2009). Az IRAK
kinaz fontos része a TLR-ek altal inditott szignalizacidos kaszkadnak (Kawai és Akira,
2006), és TLR aktivaciot kovetéen az IRAK-1 kozvetleniil is képes aktivalni az
inflammaszomat, a pro-IL-1p szintézis elézetes upregulacioja nélkiil (Lin és mtsi., 2014).
Annak érdekében, hogy informéciot nyerjlink a TLR4, TLR2, Syk és IRAK szerepérdl a C.
parapsilosis és a C. albicans altal kivaltott inflammaszéma aktivacié soran, kiilonb6z6
inhibitorokat alkalmaztunk a THP-1 makrofagok stimulacidja soran. Azt tapasztaltuk, hogy
mind a TLR4 inhibitor (ebben az esetben nem B. quintana LPS-t, hanem CLI-095
inhibitort hasznaltunk), mind a Syk inhibitor jelent6sen csokkentette a THP-1 makrofagok
altal szekretalt IL-1 mennyiségét mindkét Candida fajjal torténd fertézés esetén (26A
abra). A Syk gatlasa esetén a pro-IL-1B szintjében is jelentds csokkenést tapasztaltunk,
amely C. albicans stimulacio esetén szignifikansan nagyobb mértékii volt, mint C.
parapsilosis fert6zés esetén (26B abra). A TLR2 és az IRAK gatlasa esetén a szekretalt IL-
1B szint kismértékii (mintegy 20 %-o0s) csokkenését tapasztaltuk, az inhibitorok nem voltak

azonban hatéssal a pro-IL-1p szintjére. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy THP-1
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makrofagokban mind a C. parapsilosis, mind a C. albicans féként TLR4- és Syk-fiiggd

utvonalon indukalja az IL-1 szekréciot.
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26. abra. TLR2, TLR4, IRAK és Syk szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt IL-1p
szekrécioban. A THP-1 makrofagokat 24 oran at stimuldltuk C. parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal
TLR2, TLR4, IRAK vagy Syk inhibitor jelenlétében. A szekretalt IL-1B (A) vagy intracellularis pro-IL-1f
(B) mennyiségét ELISA segitségével hataroztuk meg. A grafikonon az inhibitorok jelenlétében és a kontroll
(inhibitor nélkiili) mintdkban mért citokin koncentraciok szazalékos aranyat (atlag + standard hiba, 3-4
fiiggetlen kisérlet) tiintettiik fel. Fertézési arany (Candida:THP-1): Cp, 5:1; Ca, 1:25. Cp, C. parapsilosis; Ca,
C. albicans; inh, inhibitor. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns, nem szignifikans (paros t-proba).

6.2.7. Pszeudohifa képzés hatasa az IL-1p szekréciora

C. albicans esetében az €leszté-hifa tranzicionak fontos szerepet tulajdonitanak az

inflammaszoma aktivacidja soran (Joly és mitsi, 2009; Cheng és mitsi, 2011). A
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tovabbiakban meg kivantuk vizsgalni, hogy a C. parapsilosis pszeudohifa képzése hogyan
befolyasolja az IL-1p szekréciot. A THP-1 makrofagokat kiilonb6zé C. parapsilosis
torzsekkel stimulaltuk: tipustorzsiinkkel (vad tipusa GA1l), amely viszonylag lasst
pszeudohifa-képz6; CLIB vad tipusi torzzsel, amely mar néhany Ora alatt
pszeudomicéliumos ndvekedést mutat; CLIB HF mutans torzzsel, amelynek
hiperfilamentalé fenotipusa van; valamint C. metapsilosis-szal, amely kizarolag
élesztészerti novekedést mutat. Erdekes modon azt tapasztaltuk, hogy az IL-1p szekrécid
fliggetlen a pszeudohifa képzéstol. 4 ora elteltével egyik C. parapsilosis torzs sem indukalt
IL-1pB termelést, ellentétben a C. albicans-szal (27A abra), mig 24 6ra inkubaciot kovetden
a GA1, CLIB ¢és CLIB HF torzsek hasonld mértéki IL-1p szekréciot indukaltak (27B-C
abra). Ugyanakkor 24 ora elteltével a C. metapsilosis szintén indukalta az IL-1B

szekréciojat (27D abra).
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27. abra. Pszeudohifa képzés szerepe a C. parapsilosis altal indukalt IL-1p termelésben. A THP-1
makrofagokat 4 (A) vagy 24 (B-D) o6raig stimulaltuk a feltiintetett C. parapsilosis torzsekkel vagy C.
albicans-szal, majd ELISA segitségével meghatiroztuk a szekretalt IL-1p mennyiségét. Fert6zési arany
(Candida:THP-1): 5:1. K, kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp GA1, C. parapsilosis GA1 vad tipusu térzs; Cp
CLIB, C. parapsilosis CLIB vad tipusu torzs; Cp HF, C. parapsilosis CLIB hiperfilamentalo torzs; C. meta,

C. metapsilosis.

6.2.8. C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt reaktiv oxigéngyok termelés
vizsgalata

Immunsejtekben a reaktiv oxigéngyokok termelése kulcsszerepet jatszik a fagocitalt
mikrobak elpusztitisaban (Cheng és mtsi., 2012). Ugyanakkor a ROS koncentracidjanak
megemelkedését a sejten beliil az NLRP3 inflammaszoma egyik lehetséges aktivatoraként

tartjak szamon (Tschopp és Schroder, 2010). Tobb tanulmanyban is kimutattak, hogy a C.
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albicans altal kivaltott kaszpaz-1 aktivacio is ROS termelés-fliggdé (Gross és mitsi., 2009;
Pietrella és mtsi., 2013), bar meg kell jegyezni, hogy a ROS pontos szerepe az
inflammaszoma aktivacioban nem tisztazott és jelenleg is intenziv vita targyat képezi.
Kisérleteink soran fluoreszcens DCFDA proba segitségével megvizsgaltuk, hogy a C.
parapsilosis és a C. albicans indukalja-e a ROS termelést THP-1 makrofagokban. Azt
tapasztaltuk, hogy mig a C. albicans hatékonyan indukalta a ROS termelést THP-1
sejtekben, a C. parapsilosis 4 6ra alatt egyaltalan nem indukalt ROS képz6dést (28A abra).
Fagocitakban a NADPH-oxidaz fontos szerepet jatszik a ROS termelésben (Brown, 2011).
Tobb tanulmanyban is kimutattdk, hogy a NAPDH-oxiddz aktivitdsanak kémiai
inhibitorokkal torténd gatlasa vagy az egyes enzim alegységek expresszidjanak a
csendesitése esetén nem megfeleld a kaszpaz-1 aktivacio €és drasztikusan csokken az IL-1f
szekrécio (Rubartelli és mtsi., 2011). Masok azonban ramutattak, hogy a ROS inhibitorok
nem az inflammaszéma aktivacidt, hanem a pro-IL-18 és NLRP3 mRNS expresszidjat
gatoljak (Bauernfeind és mtsi., 2011). Kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy a NADPH-
oxidaz gatlasa hogyan befolyasolja a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt IL-13
szekréciot. Azt tapasztaltuk, hogy NADPH-oxiddz inhibitor jelenlétében jelentOsen
csokkent mind a C. parapsilosis-szal, mind a C. albicans-szal stimulalt THP-1 makrofagok
IL-1PB termelése (28B abra). Tovabba, az inhibitor az intracellularis pro-IL-1f szintjét is
jelentésen csokkentette, megerdsitve a korabbi szakirodalmi adatokat (Bauernfeind és
mtsi., 2011). Tassi és munkatarsai kimutattdk, hogy human monocitakban az IL-1f
szekrécio egy kétlépcsOs redox valasz fiiggvénye: eldszor a PRR-ok altal indukalt ROS
termelésre van sziikség, ami ezutan antioxidans valaszt indukal (Tassi és mtsi., 2009).
Kimutattadk tovabba, hogy a THP-1 sejtekre, valamint az egér és human primer
makrofagokra is az antioxidans rendszerek magas szintii expresszidja jellemzd, ami azt
jelenti, hogy a termel6dott ROS gyorsan semlegesitodik, ezért erds oxidativ stimulusra van
sziikség az antioxidans valasz és az IL-1p szekrécid indukcidjahoz (Carta és mtsi., 2011).
Carta és munkatarsai azt tapasztaltak, hogy amikor hidrogén-peroxidot adtak a THP-1
sejtekhez, jelentésen megndtt az IL-1 szekrécio (Carta és mitsi., 2011). Annak érdekében,
hogy megvizsgaljuk a C. parapsilosis altal indukalt alacsony IL-1p termelés oka lehet-€ az,
hogy ez a faj nem indukal elég intenziv ROS termelést, megvizsgaltuk a C. albicans és C.
parapsilosis altal indukalt IL-1B szekréciot 1, 2, 25 és 50 mM hidrogén-peroxid

jelenlétében. Ugyan a 25 és 50 mM hidrogén-peroxid kezelés minden esetben megnovelte

crer
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alacsonyabb IL-1B termelést mutattak a C. albicans-szal stimulalt sejtekhez képest (az
adatokat nem tiintettiik fel). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy ugyan a ROS termelés
szerepet jatszhat az IL-1B szekrécid indukcidjdban, nem kizardlag ez felelos a C.

parapsilosis altal indukalt alacsony szint(i IL-1f termelésért.

A ROS B NADPH-oxidaz gatlas
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28. abra. C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt ROS termelés szerepe az IL-1P szekrécié
indukciojaban. (A) A C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal stimulalt THP-1 makrofagok ROS termelését
DCFDA fluoreszcens proba segitségével hataroztuk meg. Fert6zési arany 1:1 Candida:THP-1. RFU, relative
fluorescence units (relativ fluoreszcencia). (B) A THP-1 makrofagokat 24 o6ran at stimulaltuk C.
parapsilosis-szal vagy C. albicans-szal NADPH-oxidaz inhibitor jelenlétében. A szekretalt IL-1p és
intracellularis pro-IL-1B mennyiségét ELISA segitségével hataroztuk meg. A grafikonon az inhibitorok
jelenlétében és a kontroll (inhibitor nélkiili) mintakban mért citokin koncentraciok szazalékos aranyat (atlag
+ standard hiba, 3 fiiggetlen kisérlet) tiintettiik fel. Fert6zési arany (Candida:THP-1): Cp, 5:1; Ca, 1:25. K,
kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans. * p<0,05; ** p<0,01 (paros t-proba).

6.2.9. K* efflux és katepszin B felszabadulas szerepének vizsgilata az inflammaszoma
aktivacioban

Az intracellularis ROS koncentracio6 megemelkedésén kiviil a masik két altalanos
mechanizmus, amely bizonyitottan kapcsolatba hozhaté az NLRP3 inflammaszoma
felszabadulasa a lizoszomakbol (Vanaja és mtsi.,, 2015). Tovabbi munkank soran arra
kerestiik a valaszt, hogy ezek a folyamatok szerepet jatszanak-e a C. parapsilosis és a C.
albicans altal indukalt IL-1B termelésben. A K" efflux kdnnyen gatolhat6 az extracelluldris
K" koncentracié megemelésével (Petrilli és mitsi., 2007). Azt tapasztaltuk, hogy 50 mM

KCl jelenlétében mind a C. parapsilosis, mind a C. albicans altal indukalt IL-1p szekrécid
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drasztikusan lecsokkent, noha a KCI nem volt hatassal a sejtek karosodasara (29A abra). A
katepszin B szerepének vizsgalata soran egy fluoreszcencia mérésen alapuld, katepszin B
aktivitas detektalo kit segitségével elészor megvizsgaltuk, hogy a C. parapsilosis és a C.
albicans okoz-¢ lizoszoma karosodast, illetve lizoszémalis katepszin B felszabadulast. Azt
tapasztaltuk, hogy mig 4 ora inkubaciot kovetdéen a C. albicans jelentés katepszin B
felszabadulast indukalt THP-1 sejtekben, a C. parapsilosis-szal stimulalt sejtek nem
mutattak a kontroll sejtektdl szignifikdnsan kiilonbozo katepszin B aktivitast (29C abra).
Amikor azonban katepszin B inhibitor jelenlétében stimulaltuk a THP-1 sejteket, azt
tapasztaltuk, hogy az inhibitor nem volt hatassal sem a C. parapsilosis-szal, sem a C.
albicans-szal stimulalt sejtek IL-1P termelésére (29B abra). Ezek az eredmények arra

utalnak, hogy kisérleti rendszeriinkben az IL-1B szekrécio fliggetlen a katepszin B

aktivitasatol.
A K" efflux gatlas B  katepszin B gétlas C katepszin B
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29. abra. K' efflux és katepszin B szerepe a C. parapsilosis és a C. albicans altal kivaltott IL-1p
szekrécioban. A THP-1 makrofagokat 24 oraig stimulaltuk C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal 50 mM
KCI (A) vagy 25, illetve 50 uM CA-074-Me Kkatepszin B inhibitor (B) jelenlétében, majd meghataroztuk az
IL-1B szekrécio és sejtkarosodas mértékét ELISA, illetve LDH mérés segitségével. A grafikonon az
inhibitorok jelenlétében és a kontroll (inhibitor nélkiili) mintdkban mért citokin koncentracidk szazalékos
aranyat (atlag + standard hiba, 2 fiiggetlen kisérlet) tiintettiik fel. (C) A THP-1 makrofagokat 4 oran at
stimulaltuk C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal, majd fluoreszcens mérés alapjan meghataroztuk a
katepszin B felszabadulas mértékét. Feltiintetett értékek: atlag + standard hiba (3 fliggetlen kisérlet).
Fert6zési arany: 1:1 Candida:THP-1. K, kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans.
* p<0,05 (paros t-proba).
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6.2.10. C. parapsilosis és C. albicans fagocitézisanak vizsgalata

Makrofagokban a C. albicans altal indukalt inflammaszoma aktivacidé fagocitozis-fiiggd
(Joly és mtsi., 2009), ezért a tovabbiakban 6ssze kivantuk hasonlitani, hogy a THP-1 sejtek
milyen mértékben fagocitaljak a C. parapsilosis és a C. albicans sejtjeit. Az élesztésejtek
fluoreszcens jelolése (AlexaFluor 488 festékkel) utan a fagocitald makrofag populacio
nagysagat a fertézést kovetd 5., 15., 30., 60. és 90. percben aramlasi citometria
segitségével hataroztuk meg. Azt tapasztaltuk, hogy a THP-1 makrofagok szignifikansan
nagyobb mértékben fagocitaltak a C. albicans, mint a C. parapsilosis sejtjeit (30A abra).

A Fagocitézis B IL-1b, 4 h C LDH, 4 h
- Ca 1500- s 30- oo
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30. abra. Fagocitozis szerepe az inflammaszéma aktivacioban. (A) C. parapsilosis és C. albicans
fagocitozisanak kinetikdja. A THP-1 makrofagokat AlexaFluor 488 fluoreszcens festékkel jelolt Candida
sejtekkel fertdztiik, majd az AlexaFluor 488 pozitiv makrofagok aranyat (fagocitozis %) aramlasi citometria
segitségével hataroztuk meg. Feltiintetett adatok: atlag + standard hiba (3 fiiggetlen kisérlet). Az also sorban
egy mérési sorozat reprezentativ diagramjai lathatéak. (B-C) C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal
stimulalt THP-1 sejtek (4 ora, 5:1 arany) IL-1p (B) és LDH (C) szekrécidja cytochalasin D (Cyt D)
hianyaban vagy jelenlétében. K, kontroll (nem stimulalt sejtek); Cp, C. parapsilosis; Ca, C. albicans; Cyt D,
cytochalasin D. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (paros t-proba).
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Meg kell jegyezni, hogy a fagocitdzis ilyen modon torténd vizsgélta soran nem lehetséges
a ténylegesen bekebelezett és a csak makrofagok felszinére tapadt Candida sejtek
elkiilonitése, ezért kontrollként fagocitozis inhibitorral (cytochalasin D) kezelt mintdkban
is meghataroztuk az AlexaFluor 488 pozitiv makrofagok aranyat. Azt tapasztaltuk, hogy
ilyen koriilmények kozott a pozitiv sejtek ardnya 90 perc elteltével elhanyagolhatéan
alacsony volt (30. abra), ami azt bizonyitja, hogy az AlexaFluor 488 pozitiv sejtek aranya a
ténylegesen fagocitadld makrofdg populaciot jelzi. Annak érdekében, hogy
megvizsgalhassuk, a fagocitdzis gatlasa hogyan befolyasolja az IL-1B szekrécidt és a
sejtkarosodas mértékét, a THP-1 sejteket cytochalasin D jelenlétében stimuldltuk C.
parapsilosis-szal ¢és C. albicans-szal. Azt tapasztaltuk, hogy 4 6ras stimulacié esetén a
cytochalasin D kezelés drasztikusan lecsokkentette a C. albicans-szal stimulalt sejtek IL-
1B, valamint LDH szekrécigjat (30B-C dbra). Amint azt korabban is kimutattuk, 4 6ra
inkubaci6 alatt a C. parapsilosis egyaltalan nem indukalta az IL-1PB szekrécidjat. 24 ora
elteltével azonban a mérés problémasnak bizonyult: ebben az esetben a sejtkarosodas
mértéke a cytochalasin D-t tartalmazo mintakban jelentésen magasabb volt az inhibitort
nem tartalmazé mintakhoz képest, ami valdszinlileg annak tulajdonithatdé, hogy a
fagocitozis gatlasa miatt ebben az esetben a gombak szabadon szaporodhatnak, igy
nagyobb mértékben karositjdk a makrofagokat. Mig 24 ora elteltével a szekretalt IL-13
szintjében nem tapasztaltunk kiilonbséget a fagocitdzis gatlasa esetén, a pro-I1L-1f szintje
szignifikansan alacsonyabb volt (az adatokat nem tiintettiilk fel). A fenti indokok miatt
azonban nem zarhatd ki, hogy az intracellularis pro-IL-1p szint csokkenése a sejtek

karosodasanak tulajdonithato6.

6.2.11. C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt apoptozis és nekrozis vizsgalata

Makrofagokban az IL-1 szekrécié szorosan Osszefiigg a programozott sejthalallal, ezért a
tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a C. parapsilosis és a C. albicans milyen mértékii
apoptozist indukal THP-1 sejtekben. A THP-1 makrofagokat 4 6ran at stimulaltuk (5:1
aranyban) C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal, majd AnnexinV-FITC/PI festést
kovetden aramlési citometria segitségével meghataroztuk a mintakban az apoptotikus és
nekrotikus  sejtek szazalékos aranyat. Apoptoézis soran a foszfatidil-szerin a
plazmamembran belsé oldalardl atkeriil a membran kiilsé oldaldra, ami AnnexinV-FITC

jeloléssel detektalhatd (az AnnexinV fehérje specifikusan a foszfatidil-szerinhez kotédik)
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(Vermes és mtsi., 1995). Ugyanakkor a nekrotikus sejtek propidium jodid (PI) festéssel
azonosithatdak, a PI ugyanis az ép membrannal rendelkezd sejtekbe nem tud bejutni.
Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy sem a C. parapsilosis-szal, sem a C. albicans-szal
stimulalt THP-1 sejtekben nem volt magasabb az apoptotikus sejtek szama a kontroll
mintakhoz képest (31. dbra, az elemzési stratégiat 1d. az Anyagok és moddszerek c.
részben). Ugyanakkor a C. albicans-szal fert6zott mintakban szignifikansan magasabb volt
a nekrotikus sejtek szama a kontroll mintakhoz képest, a C. parapsilosis azonban nem
okozott szignifikans mértékli nekrézist (31B abra). Ez az eredmény 0sszhangban van az
LDH mérésen alapuld adatokkal, miszerint 4 6ra utan a C. parapsilosis nem indukal

jelentds mértékti LDH felszabadulast, ellentétben a C. albicans-szal (30C éabra).
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31. abra. C. parapsilosis és C. albicans altal kivaltott apoptozis és nekrozis THP-1 sejtekben. (A-C)
THP-1 stimulacidt (4 h, 5:1 fert6zési arany) kdvetéen az apoptotikus és nekrotikus sejtek szamat AnnexinV-
FITC/PI festést kovetden aramlasi citometria segitségével hataroztuk meg. A grafikonokon az egyes
populaciok szazalékos aranyét (atlag + standard hiba, 4 fiiggetlen kisérlet) tiintettiik fel. (A) AnnexinV-FITC*
PI, AnnexinV-FITC" PI" és AnnexinV-FITC PI" sejtek megoszlasi aranya, (B) Pl sejtek aranya, (C)
AnnexinV-FITC" sejtek aranya a teljes THP-1 populacion beliil. K, kontroll (nem stimulélt sejtek); Cp, C.
parapsilosis; Ca, C. albicans. ** p<0,01 (paros t-proba).

6.2.12. C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt inflammaszéma aktivacio
osszehasonlitasa — 6sszefoglalas/értékelés

Kisérleteink soran elészor 0sszehasonlitottuk az é16 C. parapsilosis-szal és C. albicans-
szal stimulalt mononuklearis sejtek gyulladasos citokin termelését. Azt tapasztaltuk, hogy
mig a két faj hasonlo TNFa és IL-6 szekréciot indukalt, a C. parapsilosis-szal stimulalt
sejtek jelentdsen alacsonyabb mértéki IL-1p termelést mutattak a C. albicans-szal fert6zott

sejtekhez képest. Netea és munkatarsai kimutattdk, hogy monocitdkban a kaszpédz-1
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folyamatosan aktiv, ezért mar egyetlen stimulus (pl. TLR ligand) is képes IL-1P szekréciot
indukalni, ellentétben a makrofagokkal, ahol két szignal sziikséges az inflammaszoma
aktivaciojahoz (Netea és mtsi., 2009). Hogy pontosabb képet kapjunk a C. parapsilosis és
a C. albicans altal indukalt IL-1p termelésr6l, tovabbi kisérleteinket PMA-indukalt THP-1
makrofagokkal végeztiik. Ezekben a sejtekben nincs konstitutivan aktiv kaszpaz-1 (Netea
¢és mtsi., 2009), megfeleld stimulus (2 szignal) esetén azonban intenziv kaszpaz-1 aktivacio
¢és IL-1B szekrécid figyelhetd meg, ezért ez a sejttipus idealis modell az inflammaszoma
aktivacio vizsgalatahoz. Amikor megvizsgaltuk a C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal
stimulalt THP-1 makrofagok IL-1 B termelését, azt tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis
csak nagy sejtszamban és viszonylag hosszu inkubacid (12-24 6ra) esetén indukalta az IL-
termelést valtott ki. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a két faj eltéré6 mértékben
képes aktivalni az inflammaszomat, ezért a tovabbiakban részletesen megvizsgaltuk az e
mogott allo lehetséges mechanizmusokat. E16szor megvizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség a
pro-IL-1p mRNS, illetve fehérje szintjében C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal
stimulalt sejtekben. Azt tapasztaltuk, hogy mindkét gombaval stimulalt mintakban hasonld
volt az IL-1B mRNS és pro-IL-1p szintje, azonban a C. albicans mar egy 6ra inkubaciot
kovetden szignifikdnsan magasabb IL-1p szekréciot indukalt. Ez az eredmény arra utal,
hogy az IL-1P termelés nem az 1. szignal hidnyanak a kdvetkezménye, és Gsszhangban van
korabbi eredményeinkkel, miszerint a C. parapsilosis egér és human makrofagokban is
indukalja az IL-1p mRNS expresszidjat (Nemeth és mtsi., 2014; Toth és mtsi., 2014a).
Tovabba, Cheng és munkatarsai kimutattak, hogy noha a Aefgl/Acphl C. albicans mutans
torzs (amely nem képes fonalas novekedésre) primer human makrofdgokban jelentdsen
alacsonyabb szintli IL-1B szekréciot valt ki, a vad tipust torzshoz hasonldé mértékben
indukalja az IL-18 mRNS és pro-1L-1f expresszidjat (Cheng és mitsi., 2011). A fenti példa
IS mutatja, hogy a morfologiai valtozasoknak fontos szerepe van az inflammaszdéma
aktivacidja soran. Mas szerzok is beszamoltak rola, hogy a csak élesztészeriien névé C.
albicans mutansok makrofagokban nem indukaltak IL-1B szekréciot (Joly és mtsi., 2009).
Kimutattak tovabba azt is, hogy mig a pszeudohifa képzé C. krusei és C. tropicalis képes
IL-1B termelést kivaltani makrofagokban, a csak élesztdszerli novekedést mutaté C.
glabrata egyaltalan nem indukalja a citokin szekrécidjat (Joly és mitsi., 2009). Masok
azonban bizonyitottdk, hogy az éleszté-hifa &tmenet nem minden esetben sziikséges vagy

elégséges az IL-1P szekrécio indukcidjihoz (Wellington és mtsi., 2012). Erdekes médon
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mi azt tapasztaltuk, hogy az IL-1pB szekréci6 THP-1 makrofagokban fiiggetlen volt a

pszeudohifak jelenlététdl, ugyanis 24 oras inkubacidt kovetden a csak élesztd formaban

crcr

crer

fontos az IL-1B termelés indukcidja szempontjabol. A pszeudohifa képzéssel jaro
valtozasok, példaul az egyes sejtfalkomponensek megvaltozott expresszioja C.
parapsilosis-ban kevéssé ismertek; a kozelmultban publikalt eredményeink szerint azonban
C. parapsilosis makrofagok altali fagocitozisanak sebessége fliggetlen a pszeudohifak
hosszatol, ami arra utal, hogy az immunrendszer nem kiilonbozteti meg az élesztdsejteket
és a pszeudomicéliumokat (Toth és mtsi., 2014b).

Miutan kimutattuk, hogy - bar joval kisebb mértékben, mint a C. albicans - a C.
stimulacié esetén hasonlé modon képzddik-e az érett IL-1B fehérje. A C. albicans altal
indukalt IL-1B termelésért makrofagokban és dendritikus sejtekben NLRP3
inflammaszéma aktivacidja felelds (Gross és mitsi.,, 2009; Joly és mtsi., 2009).
Eredményeink szerint THP-1 sejtekben az IL-1p szekrécié mind a C. parapsilosis, mind a
C. albicans esetében kaszpaz-1-, kaszpaz-8-, ASC- és NLRP3-fiigg6. Ugyan a kaszpaz-8
képes a pro-IL-1P hasitasara az inflammaszomatdl fliggetlen Gtvonalon is (Gurung és
Kanneganti, 2015), eredményeink azt bizonyitjak, hogy THP-1 sejtekben ez az ttvonal
nem jatszik szerepet az IL-1B képzddésében sem C. parapsilosis, sem C. albicans
stimuléacio esetén; az ASC és NLRP3 deficiens sejtekben ugyanis elenyész6é mennyiségii
IL-1p szekréciot tapasztaltunk. Ez ugyanakkor azt is bizonyitja, hogy egyéb, alternativ pro-
IL-1B aktivacios utvonalak sem jatszanak szerepet a Candida fajok altal indukalt IL-1p
szekrécioban THP-1 makrofagokban. A tovabbiakban megvizsgaltuk a mintazatfelismerd
receptorok szerepét a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt IL-1p termelésben.
Makrofagokban a C. albicans altal kivaltott IL-1B szekréci6 Dectin-1- és TLR2-fiiggd
(Hise és mtsi., 2009), THP-1 sejtekben azonban a Dectin-1 szerepét nem tudtuk vizsgalni a
receptor alacsony szintli expresszidja miatt. A TLR2 és TLR4 blokkolasa esetén azonban
azt tapasztaltuk, hogy ezek a receptorok szerepet jatszanak a C. parapsilosis és a C.
albicans altal indukalt IL-1p termelésben. Tovabba, eredményeink megerdsitik a Syk kinaz
kozponti szerepét az inflammaszoéma aktivacié soran (Gross és mtsi., 2009). Erdekes

moédon, mig a TLR4 ¢és TLR2 blokkolasa esetén ugyanolyan mértékli csokkenést
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tapasztaltunk a C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal stimulalt sejtek altal szekretalt IL-
1B szintjében, a Syk specifikus gatlasa esetén a C. albicans altal indukalt pro-1L-1p és IL-
1B termelés nagyobb mértékben csokkent a C. parapsilosis altal kivaltott IL-1B
termeléshez viszonyitva. Noha a Syk kinaz elsdsorban ITAM-ot tartalmazo receptorokkal
asszocial (Mocsai és mtsi., 2010), tobb tanulmany is beszamol a Syk TLR-okhoz kapcsolt
aktivacidjarol. Kimutattak, hogy egér makrofagokban bizonyos TLR ligandok Syk
foszforilaciot indukalnak (Lin és mitsi., 2010), mig neutrofilekben az LPS kezelés TLR4-
Syk komplex kialakulasat eredményezi (Lu és mtsi., 2012), THP-1 sejtekben pedig a TLR4
¢és Syk konstitutivan asszocialt (Chaudhary és mtsi., 2007). Tovabba, egér makrofagokban
a Syk blokkoléasa gatolja a TLR-indukalt INK aktivaciot, nincs hatassal azonban a p38 és
ERK aktivacidjara (Lin és mtsi., 2010). Ugyan THP-1 sejtekben nem vizsgaltuk a MAP
kinazok szerepét a C. parapsilosis ¢és a C. albicans altal kivaltott jeltovabbitasban,
mononukledris sejtekkel végzett kisérleteink alapjan a JNK fontosabb szerepet jatszik a C.
albicans, mint a C. parapsilosis altal indukalt citokin termelésben. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy ugyan a C. parapsilosis és a C. albicans is aktivalja a Syk kinazt a
gazdasejtekben, az aktivacid mértéke és a tovabbi szignalizaciés utvonalak eltérdek
lehetnek. A Syk aktivacidért felelos PRR-ok azonositdsa azonban még tisztadzasra var; a
tovabbiakban primer human makrofagok felhasznalasaval tervezziik a tovabbi PRR-ok
(mannéz receptor, Dectin-1, Dectin-2, TLR-ok stb.) szerepének pontosabb vizsgalatat a C.
parapsilosis és a C. albicans felismerése, illetve az inflammaszoéma aktivacid soran.

Az NLRP3 inflammaszoma aktivaciojanak pontos mechanizmusa jelenleg még nem
tisztazott. Kimutattak azonban, hogy a ROS intracellularis felhalmozodasa, a sejten beliili
K* koncentracié csokkenése, valamint a lizoszomalis katepszin B citoplazmédba vald
kiszabaduldsa szorosan Osszekapcsolodik a C. albicans altal indukalt kaszpaz-1
aktivacioval (Joly és Sutterwala, 2010). A ROS termelés és az inflammaszoma aktivacié
kapcsolatat szamos tanulmany vizsgalta, és noha bizonyitott, hogy a ROS termelés gatlasa
a legtdbb esetben gatolja a kaszpaz-1 aktivaciot, az e mogott meghizddd mechanizmus
intenziv vita targyat képezi (Rubartelli és mtsi., 2011). Kimutattak példaul, hogy NADPH
oxidaz deficiens egér makrofdgokban, illetve CGD-ben szenvedd betegekben (akiknél
fagocitadkban NADPH-oxid4z mutacié miatt defektiv ROS termelés figyelhetd meg) nem
karosodott az inflammaszéma aktivacié (Hornung és mtsi., 2008; Meissner és mtsi., 2010).
A képet tovabb komplikalja, hogy ugyan fagocitdkban a ROS 6 forrasa a NADPH-oxidéz,

a mitokondriumbol felszabaduld oxigéngyokdk is szerepet jatszhatnak az inflammaszoma
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aktivacidjaban (Zhou és mtsi., 2011). Ujabb tanulmanyok pedig arra utalnak, hogy nem
maga a ROS jelenléte, hanem az emelkedett ROS koncentracio altal indukalt antioxidans
valasz sziikséges az inflammaszoma aktivaciojahoz (Rubartelli és mitsi., 2011).
Eredményeink szerint a C. albicans néhany ora alatt intenziv ROS termelést indukalt THP-
1 makrofagokban, ellentétben a C. parapsilosis-szal. Erdekes modon azonban ezt a
kiilonbséget csak 1:1 Candida:THP-1 fertdzési arany esetén figyeltiilk meg, mig 10:1 arany
esetén sem a C. albicans, sem a C. parapsilosis nem indukalt ROS termelést. Ezek az
adatok megerdsiti Wellington és munkatarsai eredményeit, akik kimutattak, hogy a C.
albicans gatolja a ROS termelést fagocitakban (Wellington és mtsi., 2009). Ennek ellenére
a 10:1 aranyu C. albicans fert6zésnél is intenziv IL-1p szekréciodt tapasztaltunk THP-1
sejtekben, ami megkérddjelezi a ROS termelés szerepét az inflammaszoma aktivacioé soran.
Nem vizsgaltuk azonban az antioxidans valaszban szerepet jatszoé molekulak (pl. glutation,
szuperoxid-diszmutaz) expresszidjat, igy lehetséges, hogy a 10:1 fertdzési arany esetén az
antioxidans valasz indukcidja megtorténik a ROS szuppressziot megelézen, ami
megmagyaraznd a normal IL-1p szekréciot. Tovabbi kisérleteink sordn azt tapasztaltuk,
hogy a NADPH-oxidaz gatlasa jelentésen csokkenti mind az intracellularis pro-1L-1p,
mind a szekretalt IL-1p szintjét C. parapsilosis és C. albicans stimulaciot kdvetéen. A
jovoben azonban részletesebb vizsgalatokra lesz sziikség a NADPH-oxidaz és a ROS
termelés inflammaszoma aktivacioban betoltott szerepének tisztazasa érdekében.

A katepszin B szerepe a C. albicans altal indukalt inflammaszéma aktivacioban szintén
kiss¢ ellentmondésos: mig Gross €és munkatarsai azt tapasztaltdk, hogy dendritikus
sejtekben a C. albicans altal indukalt IL-1pB termelés fiiggetlen a katepszin B-t6l (Gross és
mtsi., 2009), a Joly és kollégai altal készitett tanulmany szerint makrofagokban a katepszin
B gatlasa csokkenti a C. albicans altal indukalt IL-1B szekréciot (Joly és mitsi., 2009).
Kimutattak tovabba, hogy a katepszin B aktivitdsanak gatldsa egér makrofagokban
jelentésen csokkenti a szilika kristalyok altal indukalt, THP-1 sejtekben pedig a steril
lizoszoma karosodas altal kivaltott IL-1B szekréciot (Hornung és mitsi., 2008). Mi ezzel
szemben azt tapasztaltuk, hogy — noha a C. albicans szignifikins mértékii lizoszoémalis
katepszin B felszabadulast indukalt THP-1 makrofagokban — a CA-074-Me katepszin B
inhibitor nem volt hatassal a C. parapsilosis és a C. albicans altal kivaltott IL-1P
szekréciora. Ez az eredmény arra utal, hogy nem a C. albicans altal okozott nagyobb
lizoszoma karososdas felelds az intenzivebb inflammaszoma aktivacioért, bar a jovoben

ezt tovabbi kisérletekkel kell megerdsiteni.
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A fagocitozis gatlasa esetén (cytochalasin D kezelés) az IL-1p szint drasztikus csokkenését
tapasztaltuk C. albicans stimulaciot kovetden. Masok is kimutattak, hogy a C. albicans
altal indukalt inflammaszoma aktivacio fagocitozis-fiiggé (Joly és mitsi., 2009). Azt
tapasztaltuk tovabba, hogy a THP-1 makrofagok szignifikdnsan nagyobb mértékben
fagocitaljak a C. albicans, mint a C. parapsilosis sejtjeit, ami részben magyarazhatja a C.
parapsilosis altal indukalt alacsonyabb szintii IL-1B szekréciot. Egy, a kozelmultban
publikélt tanulmanyban beszdmoltunk réla, hogy a J774.1 egér makrofagok gyorsabban
fagocitaljak a C. albicans, mint a C. parapsilosis sejtjeit (Toth és mitsi., 2014b). Ezek az
eredmények is arra utalnak, hogy a C. albicans ¢és C. parapsilosis kolcsonhatasa a
fagocitak felszinén expresszalt receptorokkal kiilonbozik egymastol. A fagocitdzisban
szdmos receptor szerepet jatszik, melyek kozott taldlunk opszonizacio-fiiggd (pl. FeyR,
komplement receptor 3), és attol fliggetleniil funkcionalé (pl. Dectin-1, DC-SIGN)
receptorokat is (Kerrigan és Brown, 2009). A C. parapsilosis és a C. albicans fagocitdzisat
medialdo receptorok azonositasara — hasonloan a felismerésben szerepet jatszo
molekulakkal — a jovében keriilhet sor.

Az inflammaszoma aktivacié szorosan Osszefligg a kiilonb6z6 sejthaldl Utvonalakkal (a
kaszpaz-8 példaul mind az apoptozisban, mind az inflammaszéma aktivacioban szerepet
jatszik (Gurung és Kanneganti, 2015)). Bizonyos patogénekr6l kimutattak, hogy
makrofdgokban apoptdzist indukdlnak, elkeriilve az inflammaszoma aktivaciot és
gyulladasos valaszt (LaRock és Cookson, 2013). Az apoptdzis/nekrozis vizsgalata soran
azt tapasztaltuk, hogy nem volt kiilonbség az apoptotikus THP-1 sejtek szamaban C.
parapsilosis és C. albicans stimulaciot kovetéen, azonban a C. albicans intenzivebb
nekrozist indukalt. Ennek azért is lehet fontos szerepe, mert a nekrézis soran szamos un.
DAMP (damage-associated molecular pattern, sériilt sejtekb6l felszabadulo ,,veszély”
molekula) is a kornyezetbe keriil, amelyek szerepet jatszhatnak az inflammaszoma
aktivacioban (Romani, 2011). igy lehetséges, hogy a C. albicans altal kivaltott intenziv
inflammaszoma aktivacio pozitiv visszacsatolas eredménye, amely azonban nem all fenn
C. parapsilosis fertézés esetén. Tovabba, a kaszpaz-1 aktivacid piroptozishoz is vezethet
(programozott gyulladasos sejthalal), amelyrdl bizonyitottdk, hogy fontos szerepe van C.
albicans fert6zés soran (Wellington és mtsi., 2014). Azt, hogy a C. parapsilosis indukal-e
piroptdzist makrofagokban, jelenleg vizsgaljuk laboratériumunkban.

Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy ugyan a C. parapsilosis is képes inflammaszéma

aktivaciot kivaltani makrofagokban, ennek mértéke eltorpiil a C. albicans altal indukalt IL-
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1P szekrécid mellett. Bar az IL-1B termelés kiilonbségének pontos okat még nem sikertilt
azonositanunk, eredményeink alapjan valoszinii, hogy szamos tényezé hozzajarul a C.
parapsilosis altal indukalt alacsony szintli IL-1p szekrécidhoz. Ugyan az IL-1B mRNS és a
pro-1L-1B szintjében nem talaltunk kiilonbséget THP-1 sejtekben C. parapsilosis-szal és C.
albicans-szal torténd stimulaciot kovetéen, a mononuklearis sejtekben megfigyelt eltérd
IL-1P termelés arra utal, hogy a két faj altal indukalt 1. szignal (vagyis az organizmusok
felismerése) is kiilonb6zo lehet. Tovabba, a fagocitozis és ROS termelés esetén latott
kiilonbségek azt valdszinisitik, hogy az inflammaszoéma aktivacios szignal (2. szignal) is
gyengébb C. parapsilosis fert6zés esetén. Nagyon érdekes kérdés, hogy a C. parapsilosis
képes lehet-e az inflammaszoma aktivaciot aktivan gatolni a gazdasejtekben. Bakteridlis
patogénekrél szamos esetben kimutattak, hogy képesek az inflammaszoma aktivacio
gatlasara kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil (Ulland és mitsi., 2015); gombak esetén
azonban egyel6re még nem irtak le ilyen talélési stratégiat.

Akar az inflammaszoma aktiv gatlasa, akar az aktivacios szignalok hidnya okozza azonban
az alacsony szint(i IL-1p szekréciot C. parapsilosis fertdzés esetén, ez mindenképpen nagy
jelentdséggel bir immunologiai szempontbol. Az IL-1p tobbek kozott fontos szerepet
nagymértékben befolyasolja. Korabbi eredményeink szerint a C. parapsilosis a C.
albicans-nal kisebb mérték(i I1L-17 termelést indukal, amiért feltehetéen a gyengébb
inflammaszoma aktivacio felelds - a jovoben kiilonb6z6 in vivo vizsgalatok igazolhatjak
ezt a hipotézist. Tovabba, az inflammaszoéma aktivacié hianya C. parapsilosis fert6zés
esetén részben magyarazhatja az Ujsziilottek fokozott fogékonysagat is a fertdzéssel
szemben. Immunkompetens egyénekben valosziniileg nem okoz problémat az IL-1P
alacsony szintje, mivel egyéb effektor mechanizmusok elegenddek Ilehetnek a C.
parapsilosis fert6zés kontrolljahoz. Csecsemékben azonban, amint az mar fentebb is
emlitésre keriilt, a természetes immunitas effektor mechanizmusai még fejletlenek, igy
nem tudjak eliminalni a fert6zést. Azonban, ha a C. parapsilosis nem indukal elég intenziv
»veszeély” szignalokat a szervezetben, az végsé soron oda vezethet, hogy szabadon
szaporodhat erds gyulladas kivaltasa nélkiil. Ebben az esetben lehetséges, hogy mire a
gyulladasos valasz indukcioja megtorténik, az organizmus mar til nagy szamban van jelen

a szervezetben, ami megneheziti a fertézes lekiizdéset.
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7. Osszefoglalas

Az invaziv Candida fert6zések vilagszerte komoly egészségiigyi problémat jelentenek,
amely foként a legyengiilt immunrendszerii betegeket veszélyezteti. Noha az invaziv
candidiasis leggyakoribb okozdja a C. albicans, a nem-albicans fajok altal kivaltott
fertézések éves eldfordulasi gyakorisaga az utdbbi évtizedekben folyamatos novekedést
mutat. Az egyik klinikai szempontbdl legjelentésebb faj a C. parapsilosis, amely
vilagszerte a szisztémas candidiasis esetek mintegy 17 %-at okozza (Pfaller és mitsi.,
2011). Tovabba, mig a C. albicans altal okozott fertézések szama hasonld gyermekek és
felnottek esetében, a C. parapsilosis fiatalkoruakban, kiilondsen ujsziilottekben, sokkal
gyakrabban fordul el6 (Pammi és mtsi., 2013). Noha az utdbbi években intenziven
vizsgaljak az invaziv candidiasis patogenezisét, a tanulmanyok tulnyomo tébbsége a C.
albicans altal kivaltott immunvalasz kutatasara iranyul, mig a C. parapsilosis altal okozott
fertdzések immunoldgiai hatterérdl jelenleg kevés ismeretiink van.

Munkank soran célul tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk a C. parapsilosis altal indukalt Th sejt
polarizaciot, tovabba a patogén immunolédgiai felismerését és az azt kdvetd jeltovabbitast
human periférias vérbol izolalt mononuklearis sejtekben. Illetve, miutan azt tapasztaltuk,
hogy jelent6s kiilonbség van a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt IL-1B
szekrécioban, részletesen vizsgaltuk a két faj altal kivaltott inflammaszoma aktivaciot.

Ezen célkitlizések alapjan elvégzett vizsgalataink fobb eredményei a kovetkezok:

1. Human periférias vérbél izolalt mononuklearis sejtek C. parapsilosis és C. albicans

fertozésre adott valaszreakcidojanak osszehasonlitasa

1.1. A C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt T helper sejt polarizacio

osszehasonlitasa

El6szor megvizsgaltuk a hével elolt C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt
gyulladasos citokin termelést human periférias vérbdl izolalt mononuklearis sejtekben. Azt
tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt sejtek hasonldo mértékii TNFa és 1L-6,
valamint mintegy 20 %-kal alacsonyabb szintii IL-1f termelést mutattak a C. albicans-szal
fert6zott sejtekhez képest. A Th sejtes citokinek vizsgalata esetén azonban eredményeink

azt mutattak, hogy a C. parapsilosis 48 ora elteltével szignifikansan alacsonyabb IFNy,
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ugyanakkor magasabb IL-10 termelést indukalt mononuklearis sejtekben, mint a C.
albicans. Tovabba, a C. parapsilosis jelentésen kisebb mértékii 1L-17 és IL-22 termelést
valtott ki 7 napos stimulacidt kovetden. Intracellularis citokin festést kovetd aramlasi
citometrias analizissel megerdsitettiik, hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt mintakban 7
nap elteltével alacsonyabb volt az IL-17 termelé CD4" Th sejtek ardnya. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy mig a C. albicans fert6zés Th1/Th17-dominans T-Sejt
polarizaciot indukal, C. parapsilosis fertézés esetén ez az egyensuly Th2/Treg iranyba
tolodik el.

1.2. A C. parapsilosis immunologiai felismerésében szerepet jatszé receptorok

azonositasa

A tovabbiakban megvizsgéaltuk a Dectin-1, TLR4 és TLR2 receptorok szerepét a C.
parapsilosis és a C. albicans altal indukalt citokin termelésben. A Dectin-1 receptor gatlasa
esetén mind a C. parapsilosis-szal, mind a C. albicans-szal stimulalt mononuklearis sejtek
jelentésen csokkent citokin (TNFa, IL-1P, IL-6, IL-10, IFNy) termelést mutattak, jelezve,
hogy ez a receptor mindkét faj felismerésében fontos szerepet jatszik. Ugyanakkor, mig a
TLR4 blokkoldsa nem volt hatassal a mononuklearis sejtek citokin termelésére,
eredményeink alapjdn a TLR2 szerepet jatszik az IL-1B és IL-6 indukciojaban. Nem
tapasztaltunk azonban jelentds kiilonbséget a C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal
stimulalt mononukledris sejtek citokin termelésében a receptor blokkolok alkalmazésa
soran (noha a Dectin-1 gatlasa esetén a C. parapsilosis-szal stimulalt mintakban valamivel
nagyobb mértékben csokkent a TNFa, IL-1B, IL-6 és IL-10 szintje a C. albicans-szal
fertdzott sejtekhez viszonyitva), ami arra utal, hogy egyéb receptorok aktivacidja lehet
felelds a két faj altal indukalt citokin termelés kiilonbségéért. A potencidlis tovabbi
receptorok szerepének vizsgalata a C. parapsilosis felismerésében jelenleg folyik

laboratoriumunkban.

1.3. A C. parapsilosis felismerését koveté intracellularis jeltovabbitas elemeinek

vizsgalata

A MAPK kaszkad mind a TLR-ek, mind a CLR-ek altal inditott jelatvitelben szerepet

jatszik, az egyes MAP kindzok szerepe a szignalizacid soran azonban kevésbé tisztazott.
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Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy mind a harom klasszikus MAP kinaz (p38, ERK,
JNK) gatlasa jelentésen csokkentette mind a C. parapsilosis-szal, mind a C. albicans-szal
stimulalt mononuklearis sejtek citokin (TNFa, IL-1B, IL-6, IL-10, IFNy) termelését,
jelezve, hogy mindharom enzim szerepet jatszik a két Candida faj felismerését koveto
jelatvitelben.  Tovabba, mig a p38 és ERK inhibicio a C. parapsilosis-szal stimulalt
mintak citokin (TNFa, IL-1B, IL-6) termelését csokkentette nagyobb mértékben, a JNK
gatlasa a C. albicans-szal stimulalt mintak citokin szekréciojara volt nagyobb hatassal.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az egyes MAP kindzok citokin indukcioban

betoltott szerepe kiilonbozik C. parapsilosis és C. albicans stimulacio esetén.

2. A C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt inflammaszoma aktivacio

osszehasonlitasa

A mononuklearis sejtek ¢16 C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal torténd stimulacioja
soran azt tapasztaltuk, hogy mig mindkét faj azonos mértékben indukélta a TNFa és IL-6
termelést, a C. parapsilosis jelentdsen alacsonyabb IL-1f szekréciot valtott ki, mint a C.
albicans. A tovabbiakban ennek a kiilonbségnek a hatterében meghtzodo lehetséges
mechanizmusokat vizsgaltuk részletesen. Az IL-1B érett formajanak kialakulasa
monocitakban és makrofdgokban kaszpéz-1-, illetve inflammaszoma-aktivacio-fiiggd. Mig
monocitdkban a kaszpaz-1 folyamatosan aktiv, makrofagokban eldszor a pro-kaszpédz-1
hasitasa sziikséges az enzim aktivacidjahoz. Kisérleteink soran PMA-kezelt THP-1
makrofagokban vizsgaltuk a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt inflammaszéma
aktivaciot. Azt tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis csak hosszi inkubacio utan és
viszonylag nagy sejtszam esetén indukalta az IL-1pB szekréciot, ellentétben a C. albicans-
szal, amely mar néhany ora elteltével jelent6s IL-1 termelést valtott ki. Noha C. albicans
esetén a hifaképzésnek fontos szerepet tulajdonitanak az inflammaszoma aktivéaciod soran,
érdekes modon eredményeink szerint az IL-1p szekrécio mértéke fiiggetlen volt a C.
parapsilosis pszeudohifak jelenlététdl. Tovabba, nem tapasztaltunk kiilonbséget a THP-1
makrofagokban az IL-1p mRNS és pro-IL-1f szintjében C. parapsilosis és C. albicans
stimuléaciot kovetden, ami arra utal, hogy a csokkent IL-1B szekrécido nem transzkripcios
vagy transzlacids kiilonbségek eredménye, hanem a pro-IL-1p alacsony hatékonysagu
aktivéaciojabol adodik. Kiilonb6zd inhibitorok alkalmazdsa segitségével kimutattuk, hogy

mind a C. parapsilosis-szal, mind a C. albicans-szal stimulalt THP-1 sejtekben hasonlo
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modon képzodik az érett IL-1P, és a folyamat kaszpaz-1-, kaszpaz-8-, Syk- és TLR4-
fiiggd. Az NLRP3 ¢és ASC deficiens THP-1 sejtekkel folytatott kisérletek megerdsitették,
hogy az IL-1pB szekrécio mindkét faj esetén NLRP3 inflammaszoma aktivacio-fiiggd. Az
NLRP3 inflammaszéma aktivaciojaban szerepet jatsz6 harom legfontosabb mechanizmus a
reaktiv oxigéngyokok képzddése, a katepszin B lizoszomabol torténd felszabadulésa,
illetve az intracellularis K* koncentracié csokkenése. Eredményeink szerint az IL-1B
szekrécio mind C. parapsilosis, mind C. albicans stimulaciot kovetéen K -efflux fiiggének
bizonyult, a katepszin B gatlasa azonban nem volt hatassal a THP-1 sejtek IL-1P
termelésére, noha a C. albicans intenzivebb katepszin B felszabadulast indukalt, mint a C.
parapsilosis. Tovabba, a NADPH-oxidaz gatlasa jelentésen csokkentette mind az
intracellularis pro-IL-1B, mind a szekretalt IL-1B szintjét, jelezve a ROS lehetséges
szerepét az inflammaszdéma aktivacioban. Ezt erdsiti az az eredményiink is, miszerint a C.
albicans intenziv ROS termelést indukalt THP-1 makrofagokban, mig a C. parapsilosis a
fert6zés elsé négy orajaban egyaltalan nem indukalta a reaktiv oxigéngyokok képzddését.
Ezen tilmenden kimutattuk, hogy az inflammaszéma aktivacio C. albicans fert6zés esetén
fagocitozis-fiiggd, és a THP-1 sejtek szignifikinsan nagyobb mértékben fagocitaljak a C.
albicans, mint a C. parapsilosis sejtjeit. Eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy szamos
mechanizmus kozrejatszik abban, hogy a C. parapsilosis alacsonyabb szintti IL-1P
szekréciot indukal, mint a C. albicans. Az inflammaszoma aktivacid vizsgalata
laboratoriumunkban jelenleg is folyik, igy reméljiik, hogy a jovében még pontosabb képet

kaphatunk a C. parapsilosis ¢s a C. albicans altal indukalt gyulladasos valaszrol.

Osszességében elmondhatjuk, hogy jelentés Kiilonbségeket mutattunk ki a C.
parapsilosis és a C. albicans ellen kialakulé6 immunvalaszban. Mig C. albicans intenziv
inflammaszoma aktivaciot és Th1/Th17 iranya T-sejt polarizaciot indukal, a C.
parapsilosis ellen kialakulo immunvalasz csokkent IL-1f termeléssel és Th2/Treg-
dominans, tolerogén iranyu T-sejt polarizacioval jellemezheté. Ugyan szamos tovabbi
vizsgalatra van sziikség az ezen kiillonbségek mogott meghuzodé molekularis
mechanizmusok tisztazasa érdekében, eredményeink felhivjak a figyelmet a
kiilonboz6  Candida  fajok  altal indukalt védekezési mechanizmusok
tanulmanyozasanak a fontossagara a Candida fertézések immunologiai hatterének

kutatasa soran.
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8. Summary

Invasive Candida infections pose a serious health problem worldwide, especially among
immunocompromised patients. Although, the most common cause of invasive candidiasis
is C. albicans, the prevalence of infections due to non-albicans species has been increasing
during the last decades. One of the most clinically relevant species is C. parapsilosis,
causing 17 % of invasive candidiasis cases worldwide (Pfaller és mitsi., 2011).
Furthermore, while the prevalence of C. albicans infection is similar among adults and
children, C. parapsilosis is much more commonly found in young individuals, especially
in neonates (Pammi és mtsi., 2013). Although, the pathogenesis of invasive candidiasis has
been intensively studied during the last years, the majority of studies focuses on the
immune response induced by C. albicans, while we have little information about the
immunological background of C. parapsilosis infections.

During this study, our aim was to examine the T-cell polarization induced by C.
parapsilosis, along with the immunological recognition of the species and the intracellular
signaling following the recognition of C. parapsilosis in human peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs). Furthermore, after the finding that there is a significant
difference in the induction of IL-1p following C. albicans and C. parapsilosis stimulation,
we investigated the details of inflammasome activation induced by the two species. The

main results of our study are the following:

1. Comparison of immune responses in human PBMCs following stimulation with C.

parapsilosis and C. albicans

1.1. Comparison of T-cell polarization induced by C. parapsilosis and C. albicans

First, we compared the pro-inflammatory cytokine production in PBMCs following
stimulation with heat-killed C. parapsilosis and C. albicans. We found that PBMCs
stimulated with C. parapsilosis produced similar quantities of TNFa and IL-6, and
approximately 20 % less IL-1p compared to C. albicans-stimulated cells. In case of Th-
derived cytokines, we found that C. parapsilosis induced significantly lower IFNy, and
higher 1L-10 secretion after 48 h compared to C. albicans. Furthermore, C. parapsilosis
stimulated significantly lower 1L-17 and IL-22 production after 7 days. Flow cytometric
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analysis following intracellular cytokine staining confirmed that there was a lower number
of IL-17-producing cells in the CD4" Th population. These results suggest that while C.
albicans induces a Th1/Thl7-dominant Th polarization, C. parapsilosis skews the Th

balance to the Th2/Treg direction.

1.2. Identification of receptors involved in the immune recognition of C. parapsilosis

We next examined the role of Dectin-1, TLR4 and TLR2 in the cytokine production
induced by C. parapsilosis and C. albicans. Following the blocking of Dectin-1, both C.
parapsilosis- and C. albicans-stimulated PBMCs showed significantly lower cytokine
(TNFo, IL-1pB, IL-6, IL-10, IFNy) production, indicating that the receptor plays an
important role in the recognition of both species. On the other hand, while inhibition of
TLR4 did not affect the cytokine production of PBMCs, our results show that TLR2 is
involved in the induction of IL-1p and IL-6. However, there was no difference in the
cytokine production of C. parapsilosis- and C. albicans-stimulated PBMCs during receptor
blocking (although we detected a greater decrease in the levels of TNFa, IL-1p, IL-6 and
IL-10 following the inhibition of Dectin-1 in C. parapsilosis-stimulated cells), indicating
that other receptors may be responsible for the different cytokine patterns induced by the
two species. Our group is currently working on the identification of other receptors that

might participate in the recognition of C. parapsilosis.

1.3. Examination of intracellular signaling following the recognition of C. parapsilosis

The MAPK cascade plays a role in signal transduction following the activation of both
TLRs and CLRs, but the role of individual MAP kinases in signaling is less clear. We
found that inhibition of the three classical MAP kinases (p38, ERK, JNK) resulted in
decreased TNFa, IL-1pB, IL-6, IL-10, IFNy production in both C. parapsilosis- and C.
albicans-stimulated PBMCs, indicating that all three enzymes are involved in the signal
transduction following the recognition of C. parapsilosis and C. albicans. Furthermore,
while the inhibition of p38 and ERK resulted in a greater decrease in the levels of
cytokines (TNFa, IL-1B, IL-6) in C. parapsilosis-stimulated cells, blocking the activity of
JNK caused a more pronounced decrease in the cytokine secretion of C. albicans-

stimulated cells. These results suggest that there is a difference in the relative contribution
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of p38, ERK and JNK to the resulting cytokine responses in C. parapsilosis- and C.
albicans-stimulated PBMCs.

2. Comparison of inflammasome activation induced by C. parapsilosis and C. albicans

We next examined the production of cytokines in PBMCs stimulated with live C.
parapsilosis and C. albicans. We found that while both species induced similar TNFa and
IL-6 production, PBMCs infected with C. parapsilosis produced significantly less IL-1p
compared to C. albicans-stimulated cells. Next we examined the potential mechanisms
underlying this difference. The production of mature IL-1f in monocytes and macrophages
is dependent on caspase-1 and the activation of the inflammasome; however, while
caspase-1 is constitutively active in monocytes, in macrophages it is activated by the
cleavage of pro-caspase-1 during inflammasome activation. During our study, we
examined the activation of the inflammasome in PMA-treated THP-1 macrophages. We
found that C. parapsilosis induced the secretion of IL-1p only after a relatively long
incubation and when added in a high dose, while C. albicans induced high levels of IL-1p
already after a few hours. Although, hyphae formation has been shown to play an
important role in inflammasome activation by C. albicans, our results show that secretion
of IL-1B is independent of the presence of pseudohyphae following stimulation with C.
parapsilosis. Furthermore, we found that the level of IL-18 mRNA and pro-IL-1p in THP-
1 cells was similar following stimulation with C. albicans or C. parapsilosis, indicating
that the difference in secreted IL-1p levels originates from the differential processing of
IL-1B protein. Using different chemical inhibitors, we showed that mature IL-1p is
produced by a similar mechanism in C. parapsilosis- and C. albicans-stimulated THP-1
cells, and the process is dependent on caspase-1, caspase-8, Syk and TLR4. Using NLRP3-
and ASC-deficient THP-1 macrophages, we confirmed that IL-1 secretion in response to
C. parapsilosis and C. albicans is NLRP3 inflammasome-dependent. The three most
important mechanisms involved in the activation of the NLRP3 inflammasome in
macrophages is the production of ROS, release of lysosomal cathepsin B and the decrease
of intracellular K* concentration. Our results show that IL-1B secretion following C.
parapsilosis and C. albicans stimulation is K*-efflux-dependent. However, inhibition of
cathepsin B did not affect the production of IL-1p, although C. albicans induced higher

cathepsin B release in THP-1 cells compared to C. parapsilosis. Furthermore, inhibition of
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NADPH-oxidase significantly decreased the levels of both intracellular pro-IL-1B and
secreted IL-1p in THP-1 cells, indicating the possible role of ROS in inflammasome
activation. Furthermore, C. albicans induced significant ROS production in THP-1 cells,
while C. parapsilosis did not induce the generation of ROS during the first four hours of
infection. We also showed that the secretion of IL-1p is dependent on phagocytosis, and
that C. albicans cells are phagocytosed more rapidly by THP-1 macrophages than C.
parapsilosis cells. Taken together, our results suggest that multiple mechanisms play a role
in the relatively low IL-1B production during C. parapsilosis infection. We are currently
working on further details of inflammasome activation induced by C. parapsilosis and C.
albicans, and we are hoping that future experiments will improve our understanding of the

inflammatory response induced by the two Candida species.

In conclusion, we have shown that there are significant differences in the immune
response induced by C. parapsilosis and C. albicans. While C. albicans induces rapid
inflammasome activation and a Th1/Thl7-type T-cell polarization, the immune
response against C. parapsilosis is characterized by lower IL-1p secretion and a more
tolerogenic Th2/Treg-dominant Th response. Although, further experiments are
needed to explain the molecular background of these differences, our findings
highlight the importance of studies focusing on different Candida species rather than

C. albicans alone when investigating the immunity against these pathogens.
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