A SYK/CARDY9 SZIGNALIZACIO SZEREPE A CANDIDA
PARAPSILOSIS IMMUNOLOGIAI FELISMERESEBEN

DOKTORI ERTEKEZES

ZAJTAERIK

TEMAVEZETO:

PROF. DR. GACSER ATTILA

EGYETEMI TANAR

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI ES INFORMATIKAI KAR
MIKROBIOLOGIAI TANSZEK
SZEGED

2020



Tartalomjegyzek

I Y o [ I [0 )74 SR 2
L BEVEZETES ...ttt ettt st ettt e st e AR R Rt et et e e Rt et e ReeReeReerenteneentenenen 5
T Trodalmi AEEEKINTES. ... bbbttt bbb e 7
[11.1. Gombék altal 0kozott MeghetegeaESEK ..........coviiiiiiieie e 7
I11.2. A Candida nemzetség és a Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice 1932
JEHBIMZESE ...ttt bbbt bbbt bbb e 8
I11.2.1. A Candida nemzetség és a Candida parapsilosis taxondmiai, filogenetikai és morfolégiai
JEILEIMIOT 1.t bR R R R Rt R Rt e n R e nreen e nenre s 8
I11.2.2. A Candida nemzetség és a Candida parapsilosis genetikai jellemz0i...........coevrvrererinnns 9
[11.2.3. A Candida nemzetség és a Candida parapsilosis 6kologiai jellemzoi ........c..covrvvreennnes 10
I11.2.4. A Candida spp. és a Candida parapsilosis altal okozott Korképek...........cccoovevviviiennnnne. 11
I11.2.5. A huménpatogén Candida fajok és a Candida parapsilosis virulencia faktorai............... 11
111.2.6. A kandidiazisok diagnOSZEIKAJa..........cceveeieiiiiieiiie e 12
111.2.7. A kérokoz6 Candida fajok és a Candida parapsilosis altal okozott betegségek terapiaja,
és az ellene KialaKulO rezZiSZIENCIA..........ceverieieieiee e 13
111.2.8. Az invaziv kandidiazisok epidemiolOgidja.........cccuvrerireireiiiiiseiee s 14
[11.3. A gombaellenes IMMUNVAIASZ...........ccoiririiiiiieie s 17
111.3.1. Az antifungalis veleszilletett immunitas altalanos SEMaja............ccccvevveiievieiieeve e 17
I11.3.2. Az antifungalis velesziletett immunitas sejtes elemei ........cocoevviiiieniinciiccees 18
111.3.3. PRR-ek az antifungalis immunitashan ............ccccooiiiiiiiici e 20
[11.3.4. Az antifungélis adaptiv iMmMUNITAS ...........cccooiriiiiiiie s 21
111.3.5. A Syk és CARD9 a gombék veleszilletett immunrendszer altali érzékelésében............... 22
[11.3.6. A Syk és CARD?9 szerepe az anti-Candida immunitashan ...........cccccoevvniniiiiinennns 26
111.3.7. A C. parapsilosis elleni iImMmMUNVAIASZ...........ccocereieiiiiiiese e 28
[11.3.8. Az antifung@lis IMMUNTEFAPIA ........ccviviiiiiee s 29
IV, CEIKIHZESEK ..........oooiiiiii e et e et e e e et e e e e s be e e e e asta e e e e snteeeeennees 31
V. ANYAQOK €S MOUSZENEK ......c.eevieiieeicie ettt nre e nens 32
V.1. Taptalajok, tdpoldatok, pufferek és egyéb reagensek ..........cccovveiriiiniineiiini e 32
AV O 10 To [ To F- N (o r4:=] SR 33
V.3, KISEIIELE AHALOK ..ot ettt nn e 34
V.4, SeJtKUItUrak €S SEJEVONAIAK ..........cuiiieiiiiiiiecic e 36
V.4.1. A BMDM-K LENYESZIESE .....vveiicieeeie ettt ettt sttt sre st besre e e nre e 36



V4.2, A PM-EK TENYESZIESE .....vviviieie ettt sttt sttt s te et ae et e te e e st e staebesreeneesre e 38

V.4.3. Az L929 sejtvonal és az L929 kondicionalt medium ... 38
V. 5. KISErIEti MOUSZEIEK .....cvevieiiiieite ettt n e 39
V.5.1. A makrofagok tenyésztési modszerének ellensorzese ........oooovvvvriiriiiiiinii i 39
AV I Y 1] 014 (o] o I WSS 39
V.5.3. A makrofagok és Candida sejtek koinkubacidja (fert6z€s).......coouvurmirniinniinniineieneinnns 41
V.5.4. Az NF-«xB nuklearis transzlokacidjanak vizsgalata..........ccccooiiiiiiieniiniiniisceecee 41
V.5.5. Citokinprofil vizsgalata Proteome Profiler segitSEgével ... 42
V.5.6. Citokinek mennyiségi meghatarozasa enzimkatott immunoszorbens préba (ELISA)
SEUIESEUBVE ...ttt bbb bbb ek et et et 44
V.5.7. A Candida sejtek makrofagok altali fagocitozisanak vizsgalata..............ccccceevveviinenennnn, 44
V.5.8. Elesztésejtet tartalmazo fagoszomak savasodasanak vizsgalata makrofagokban .............. 45
V.5.9. A C. parapsilosis makrofagok altali eliminacidjanak vizsgalata ...........ccccocveevvivieieniennnn, 47
V.5.10. Gombakolonizacié mértékének meghatarozasa kiilonb6z6 szovetekbdl CFU
MEGNALANOZASSAL. ...t bbbttt 48
VT B T T4 (o] [o o T USSR 48
V/.5.12. Diagramok €S StAtISZLIKA...........cccueiririiiiiiiiiiieiies e 48
V1. Eredmények 85 ErtBKEIESUK .........ccooiiiiiic ettt are s 50

VI.1. Az NF-«B nuklearis transzlokacioja Syk- és CARD9-fligg6 a C. parapsilosisszal fertézott
BIMDIM-EKIEN ...ttt bbbt 50

V1.2. Az egér makrofagok C. parapsilosis fert6zés soran kivaltott citokinvalasza a Syk és a
CARDO altal szabalyozott fOlyamat............cccoviiiiiieiiiece e 52

VI.3. A C. parapsilosis és a C. albicans egér makrofagok altali fagocit6zisa a Syk szabalyozasa

VI.4. A C. parapsilosis tartalmu fagoszomak savasodasa fligg a Syktél, de a CARD9-t61 nem .. 62

VI.5. A C. parapsilosis BMDM-ek &ltali eliminécidja Syk-fiigg6, de CARD9-fliggetlen ........... 63

V1.6. A Syk/ICARDO jelatvitel hozzajarul a szisztémas C. parapsilosis fertézés soran kialakulo

VEABKEZESNEZ ...ttt 65
VI OSSZEFOGIAIAS ..ottt bbbt 75
VL. SUIMIMAIY ... bbbttt h bttt b e s bt she e s hb e s et e e bt et e e b e e ebeeeb e e enbeanbeenbe e e 79
DXL 1rO@IOMJEGYZEK.....c.oeieiiiii ettt ettt 83
X KOSZONEINYIIVANTTAS. .....ovieecee ettt neeneseesnenee e 102
XE FUGGEIEK ...ttt e bbbt b et b et e ettt ettt et 104



|. ROviditések jegyzéke

AIDS: acquired immune deficiency syndrome (szerzett immunhiényos tiinetegyuttes)

AMP: antimikrobialis peptid

BMDM: bone marrow derived macrophage (csontvel6bél differencialtatott makrofag)

BSA: bovine serum albumin (marha szérum albumin)

CARD9: caspase recruitment domain-containing protein 9 (kaszpaz toborzé domén tartalmu
fehérje 9)

CFU: colony-forming unit (telepképz6 egység)

CLR: C-type lectin receptor (C-tipusu lektin receptor)

CMC: chronic mucocutaneous candidiasis (kronikus mukokutan kandidiazis)

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Dulbecco altal modositott Eagle-féle tapoldat)
DMSO: dimetil-szulfoxid

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay (enzimkétott immunoszorbens préba)

FBS: fetal bovine serum (fetélis borju szérum)

GFP: green fluorescent protein (z6ld fluoreszcens protein)

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

HBSS: Hanks’ balanced salt solution (Hank-féle pufferelt sdoldat)

HE: hematoxilin eozin

IFN-v: interferon-y

IL-: interleukin-

ITAM: immunoreceptor tirozin-alapu aktivaciés motivum

KC: keratinocyte chemoattractant (keratinocita kemoattraktans)

LPS: lipopolysaccharide (lipopoliszacharid)

MALDI-TOF MS: matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry
(matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids, ionizacios, repiilési id6 mérésén alapulod
tOmegspektrometria)

M-CSF: macrophage-colony stimulationg factor (makrofag koléniastimulalé faktor)

MIP-: macrophage inflammatory protein- (makrofag gyulladasos fehérje-)

MOI: multiplicity of infection (fert6zési aranyszam)

MTL: mating-type loci (parosodasi tipus I6kuszok)

NF-kB: Nuclear Factor-xB (nuklearis faktor- kB)



NIK: NF-kB inducing kinase (NF-xB indukal6 kinaz)

NK: natutal Kkiller (természetes 616sejt)

NLR: NOD-like receptor (NOD-szer(i receptor)

PAMP: pathogen associated molecular pattern (patogen asszocialt molekularis mintazat)
PAS: Periodic acid-Schiff (perjodsav-Schiff)

PBS: phosphate buffered saline (foszfat pufferes sdoldat)

PE: phycoerythrin (fikoeritrin)

PFA: paraformaldehid

PM: peritoneal macrophage (peritonealis makrofag)

PRR: pattern_recognition receptor (mintazatfelismerd receptor)

SCID: severe combined immunodeficient (sulyos kombinalt immunhianyos)
spp.: species pluralis (fajok)

SH2: SRC-homology (SRC-homologia)

Syk: spleen tyrosin kinase (Iép tirozin kinz)

SZMC: Szeged Microbiology Collection (Szegedi Mikrobioldgiai Torzsgylijtemény)
SZTE: Szegedi Tudomanyegyetem

Th: T-helper (segit6 T-sejt)

TLR: toll-like receptor (toll-szerii receptor)

TNFa: tumor necrosis factor alpha (tumor nekrézis faktor alfa)

Treg: regulatory T-cell (regulator T-sejt)

Vt: vad tipus

Wt: wild type (vad tipus)

YPD: yeast extract-peptone-dextrose (élesztokivonat pepton dextrdz)



1. Bevezetés

A gombdk 4altal okozott fert6zések komoly egészségiigyi problémat jelentenek
vilagszerte. Koziilik kiilonésen az invaziv fertézések jelentdsége novekszik, mivel ezek
esetszama az utdbbi évtizedekben jelents emelkedést mutat, és gyogyszeres kezelés mellett is
gyakran halalos kimeneteltiek. Kialakulasuk f6leg az immunrendszer elégtelen miikédéséhez
kotott, igy leggyakrabban opportunista patogének okozzak. Koziluk kiemelkedéek a Candida
nemzetség egyes fajai (Brown és mtsai. 2012, Bongomin és mtsi 2017).

Az invaziv Candida fert6zések mortalitisa meghaladhatja az 50%-ot (Brown és mtsai.
2012). Az ilyen fertdzések soran leggyakrabban azonositott faj a C. albicans, azonban az utobbi
években egyre ndvekszik az un. non-albicans fajok eléfordulasa. Ide tartozik a C. parapsilosis
is, amely a nemzetség képvisel6i koziil a masodik vagy harmadik legnagyobb gyakorisaggal
okoz invaziv megbetegedéseket és elsésorban az Ujszllotteket, a koraszllotteket vagy az
alacsony teststllyal sziiletett csecsemoket veszélyezteti (Tth és mtsai. 2019).

Mivel az antifungalis szerek alkalmazasa a stlyos gombas fertézések gyogyitasaban
nem kielégité hatékonysagu, siirgetd az jabb kezelési modszerek kifejlesztése. Ezek egyike
lehet a gombaellenes immunterapia, amely a gazdaszervezet immunoldgiai folyamatainak
feltétele a gombaellenes immunvélasz részletes megismerése. Az emberi immunrendszer
kil6nb6z6 receptorok segitségével ismeri fel a patogén gombakat, ami azutan kiilonb6z6
szignaltranszdukcios utakon keresztlll vezet a velesziletett és adaptiv immunvalasz
kialakulasédhoz (Salazar és Brown 2018). Mivel ezek a valaszok akar az azonos nemzetségbe
tartoz6 kdrokozd gombék esetén is eltéréek lehetnek, faji szinten torténd feltarasukra is igény
van (Patin és mtsai. 2016).

A 1ép tirozin kindz (slpeen tyrosine kinase, Syk) és Caspase Recruitment Domain
Containing Protein 9 (CARD?9) jelatviteli komponensek szamos folyamat szabalyozasa révén
fokozhatjak az antifungélis effektor folyamatokat (Salazar és Brown 2018). Szerepik alapvet6
a C. albicansszal szembeni immunitasban (Deng és mtsai. 2015, Drummond és mtsai. 2018),
azonban a C. parapsilosisszal kapcsolatban jelentdségiik alig ismert.

Munkank célja volt kideriteni, hogy a Syk és CARD9 milyen szerepet téltenek be C.
parapsilosis okozta fert6zés soran. Eloszor makrofagokkal végzett in vitro kisérletek
segitségével vizsgaltuk ezen fehérjek hozzajarulasat a C. parapsilosis immunoldgiai

felismeréséhez és a gomba ellen kialakuld egyes sejtbiolégiai folyamatokhoz. Késébb in vivo



invaziv fertézési modellben teszteltlik érintettsegliket a C. parapsilosis elleni szervezetszintii
védelemben. Osszehasonlitasképpen a kisérletek tobbségét a C. albicans felhasznalasaval is

elvégeztik.



I11. Irodalmi attekintés

I11.1. Gombak altal okozott megbetegedések

Az emberek tobbsége élete soran legalabb egyszer szenved gombas fertézéstél (Brown
és mtsai. 2012). Ez leggyakrabban a bért vagy nyalkahartyakat érinté mikézis, azonban a
korokozo elterjedhet a szervezetben, és az igy kialakuld invaziv betegség sordn megtorténik a
belso szervek gomba altali kolonizacioja (Dismukes és mtsai. 2003). A humanpatogén gombék
egy része valddi patogén, azaz egészséges egyenekben is okozhat megbetegedést, mas reszik
viszont opportunista, igy csak a gazdaszervezet valamilyen kedvezétlen allapota (pl.
cukorbetegség, legyengiilt immunrendszer) esetén képes erre (Kéhler és mtsai. 2017).

A bort érint6 fertézések a leggyakoribb gombas betegségek, a Fold népességének
korulbeltl negyede érintett (Brown és mtsai. 2012). Hazankban is elterjedtek (Szodoray és
mtsai. 1957, Stefandel 1984, Halmy 1997), éves szdmukat Magyarorszagon ~1410000-re
becslték (Sinkd és mtsai. 2015).

Szintén elterjedtek a nyalkahartydk fert6zései, melyek évente kb. 100 millié embert
érintenek (Gow és Netea 2016). Ide tartozik a sarjadzégomba eredetii vulvovaginitisz, amelytol
a legtdbb n6 élete soran legalabb egyszer szenved, tovabba évi kdzel 75 milli6 n6 megy
keresztlil ezen betegség legaldbb négy epizddjan (Brown és mtsai. 2012). Hazénkban a
visszatéré vulvovaginalis kandidiazisban (Candida fert6zésben) szenvedék szamat évente
~177000-re becsulték (Sinko és mtsai. 2015).

Invaziv gombas megbetegedések az elébbiekkel ellentétben ritkabban fordulnak eld,
azonban ezek gyogyszeres kezelés mellett is életveszélyes allapotokat idézhetnek eld. Evente
~1,5 milli6 ember haldlat okozzék az ilyen fertézések, ami tobb mint a malaridban vagy
mellrdkban egy évben elhunytak szama és Osszevethet6 a tuberkuldzis okozta elhaldlozasok
mennyiségével (Brown és mtsai. 2012, Gow és Netea 2016). Ezen mikozisok egy részét valodi
patogének okozzak, mint a hazankban is kimutatott Coccidioides immitis (Zalatnai és mtsai.
1998). Az invaziv miko6zisok tobbségéért azonban opportunista korokozék felelnek (pl.
Cryptococcus, Candida, Aspergillus, Pneumocystis vagy Rhizopus fajok) (Kohler és mtsai.
2017). Az ilyen betegsegre hajlamosito allapotok kdzé tartozik tObbek kdzott az ujszilott és
1d6s kor, a szerzett immunhianyos szindroma (AIDS), az immunrendszer miikddésében
szerepet jatszo gének egyes polimorfizmusai, vagy az orvosilag indukalt immunszuppresszalt
allapotok (pl. kemoterapia/radioterdpia soran, vagy Ossejt-/szervatiltetések esetén) (Hof 2009,

Brown és mtsai. 2012, Gow és Netea 2016). Egy hazai felmérésben példaul a hematopoetikus



Gssejt atiiltetés utan bekovetkezett elhalalozasok tobb mint negyedét okozta invaziv gombas
fertézés (Sinko és mtsai. 2008). Becslés szerint Magyarorszagon a fent emlitett sulyos vagy
életveszélyes gombas fert6zések szama évente ~33000 (Sinkd és mtsai. 2015).

A gombak feltételezett fajszama elérheti a 1,5 milliot (egyes becslések szerint akar az 5
milliét is), azonban csupan néhany szaz faj keépes embereket megbetegiteni, koztiuk is
kisebbségben vannak a valodi patogének (Kohler és mtsai. 2014, Kohler és mtsai. 2017).
Spatafora és mtsai. (2017) rendszere szerint emberi kérokoz6 gombék a valodi gombéak
Microsporidia, Zoopagomycota, Mucormycota, Basidiomycota és Ascomycota tdrzseiben
fordulnak el6, melyekb6l az Ascomycota (tomlésgombak) tartalmazza a legtdbbet (Taylor
2014). Az ide sorolt Aspergillus, Pneumocystis és Candida fajok a legjelentésebbek kdzé
tartoznak, mivel a bazidiumos Cryptococcus fajokkal egyitt a gombas fert6zésekb6l adodd
elhaldlozasok tobb mint 90%-at ezen négy nemzetség képviseldi okozzak (Brown és mtsai.
2012).

I11.2. A Candida nemzetség és a Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice 1932
jellemzése

11.2.1. A Candida nemzetség és a Candida parapsilosis taxonomiai, filogenetikai és
morfologiai jellemzéi

A Candida nemzetség opportunista patogén fajai a leglényegesebb emberi kérokozo
gombak kozé tartoznak, mivel az invaziv mikézisok leggyakoribb etiologiai dgensei stlyosan
immunkompromittalt emberekben, invaziv Kklinikai beavatkozason atesett betegekben, vagy
olyan sulyos traumés sérllést elszenvedett egyénekben, akiket hosszabb ideig intenziv
osztalyon &polnak (Brown és mtsai. 2012). A csoport egyik kiemelt klinikai jelentGségii
képvisel6je a C. parapsilosis (Trofa és mtsai. 2008).

A Candida nemzetség a tomlésgombak kozott a Saccharomycotina altdrzs
Saccharomycetes osztalyan belul a Saccharomycetales rendbe tartozik, ahovad ~150 fajt
sorolnak (Kohler eés mtsai. 2017). A génusz nem monofiletikus (Fitzpatrick és mtsai. 2006,
Holland és mtsai. 2014, Kdhler és mtsai. 2014), és a renden beliili tovabbi besorolasa még nem
tisztazott (Saccharomycetales incertae sedis) (Kurtzman és Fell 2006, McManus és Coleman
2014). Tobb orvosi jelentéségti Candida faj az in. CUG kladba tartozik. Erre a csoportra
jellemzo, hogy képviseldiben a CUG kodon a fehérjék bioszintézise soran nem leucinre, hanem
szerinre forditodik le (Turner és Butler 2014, Holland és mtsai. 2014). Ide soroljak a C.
parapsilosist is. Ezt a fajt elsé alkalommal 1928-ban izolaltdk human székletébdl Puerto
Ricoban. Elészor Monilia parapsilosis néven irtak le (Ashford 1928, Trofa és mtsai. 2008),
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majd a Candida nemzetségbe soroltak at (Langeron és Talice 1932). Késébb féleg molekularis
genetikai alapon 3 csoportot kilénboztettek meg a fajon beltil (Lin és mtsai. 1995). Tovabbi
multilokuszos genetikai vizsgélatok eredményeként a csoportokat kilonallo, kozeli rokon
fajokként irtak le. A faj, amelybe a tipustdrzs tartozott C. parapsilosis (sensu stricto) maradt,
mig a masik két csoportot Candida orthopsilosis és Candida metapsilosis néven irtak le
(Tavanti és mtsai. 2005). E harom faj kozul a C. parapsilosis okoz leggyakrabban
megbetegedést (Trofa és mtsai. 2008).

A Candida fajok sarjadzogombak. Altalaban ovoid, kerekded vagy hosszikas alaku
¢lesztOsejtek formajaban szervezOdnek, melyek multilateralis holoblasztikus sarjadzéssal
osztodnak (Larone 1987, Moris és mtsai. 2008, Cooper 2011, Daniel és mtsai. 2014). Egyes
klamidosporakat stb. fejleszthetnek (Silva és mtsai. 2012). A Candida telepek taptalajon
altalaban krémszintiek és sima feliiletiiek, egyes fajoknal a telepek szélein hifak alkotta szegély
jelenhet meg (Larone 1987) (1. &bra). A C. parapsilosis sejtjei 2,5-4x2,5-9 um méretiiek,
alakjuk kerekded, ovalis, vagy orsé alakl. Ez a gomba éleszt6 vagy pszeudohifa format vesz
fel, valodi hifat nem képez. Sabouraud dextréz vagy YPD téptalajokon fehér vagy vilagos
krémszinii, sima vagy rancos telepeket alkot (Kim és mtsai. 2006, Trofa és mtsai. 2008).

A Candida sejtek sejtfala foként a nemzetség legismertebb fajardl, a C. albicansrol
szerzett ismeretek alapjan 3 6 rétegbdl all. A plazmamembranhoz legkozelebbi réteg kitint
tartalmaz, kdzépen féleg B-D-gliikanokbdl allo réteg talalhato, melyet kiviilr6l magas mannan
tartalmu réteg borit. A sejtfalban kiilonb6z6 funkcioju fehérjék (pl. a megtapadast segitd
adhezinek) talalhatok (Brown és mtsai. 2014, Gow és mtsai. 2017). A sejtfal szamos
komponense szerepet jatszik a gombaellenes immunitas kialakulasaban (Netea és mtsai. 2015).

b C d

1. dbra. A C. albicans (a) telepei YPD téptalajon és (b-d) human szévetmintakban is megfigyelhetd
alakjai YPD tapoldatban: (b) élesztd, (c) pszeudohifa és (d) valodi hifa. Skala: 20 um. Sajat felvétel.

111.2.2. A Candida nemzetség és a Candida parapsilosis genetikai jellemzoi
A legtobb huménpatogén Candida esetén nem irtak le valodi szexualis szaporodast,

masoknal (pl. C. guilliermondii, C. lusitaniae, Candida krusei) igen (Turner és Butler 2014,



Chan és mtsai. 2012). A genetikai allomany variabilitasahoz azonban tobb faj esetén (pl. C.
albicans, C. tropicalis) paraszexualis ciklus jarulhat hozza. A nemzetség egyes képviseldi
diploid (pl. C. tropicalis), masok haploid (pl. C. glabrata) nukleéaris genommal rendelkeznek
(Cooper 2011, Turner és Butler 2014). Tobb klinikailag relevans faj (pl. C. guilliermondii, C.
lusitaniae, C. albicans, C. tropicalis stb.) magi genomszekvenciaja ismert. Ennek mérete ~12-
16 megabdzis péar, a GC tartalom ~33-45% és a fehérjét kodolo gének becsiilt szama 6000 koruli
(Dujon 2010). A C. parapsilosis diploid szervezet. Nukleéaris genomja 8 kromoszdémaparbol all
(Toth és mtsai. 2019), ~13,1 megabazis par nagysagu, genjeinek szama ~5730 (Butler és mtsai.
2009). A teljes genom szekvenciai alapjan a kromoszémak kozo6tt alacsony heterozigozitast
mutattak ki (Butler és mtsai. 2009, Pryszcz és mtsai. 2013). Szexuélis vagy paraszexualis
ciklust ezen fajban nem figyeltek meg (Turner és Butler 2014), azonban parosodasi tipus
I6kuszokkal (mating-type loci, MTL) homoldg DNS-szakaszokat igen, melyek kdziil az MTLal
egy pszeudogén (Butler és mtsai. 2009, Sai és mtsai. 2011). Pryszcz és mtsai. (2013) kiilonb6z6
izolatumok DNS-szekvenciaiban fellelhetd pontmutaciok ismeretében arra kovetkeztettek,

hogy ebben a fajban is létezik valamilyen rekombinécidés mechanizmus.

111.2.3. A Candida nemzetség és a Candida parapsilosis 6kologiai jellemzoi

A Candida nemzetség kozmopolita, fajai szamos éléhelyrdl izolalhatok, Ugymint
korhad6 fakrol, gyimdolcsok és egyéb ndvényi szervek felszinérdl, talajbol, tengervizbél,
valamint kommenzalistaként allatok és emberek kdztakardjan és bélrendszerében is élhetnek
(Odds 1988, Kéhler és mtsai. 2014). A C. parapsilosis is széles korben elterjedt a természetben
(Trofa és mtsai. 2008). Izolaltak kiilonbozo allati forrasokbol, mint példaul varacskos diszno
bélsarbdl (Van Uden és Carmo-Sousa 1962), siraly végbélbdl (Kawakita és Van Uden 1965),
vagy beteg belugabdl (Dunn és mtsai. 1982), tovabba tdbbek kozott gyiimdlcs, talaj vagy
tengerviz eredetli torzseket is kitenyésztettek (Meyers és mtsai. 1967, Odds 1988, Trofa és
mtsai. 2008). A C. parapsilosis az egészséges emberi bor kommenzalistajaként is ismert (Trofa
és mtsai. 2008, Kohler és mtsai. 2017). Egy tanulmanyban a vizsgalt egyének bérének 13,9%-
arol (Marples és Somerville 1968), egy masik felmérésben 25,6%-arél (Rafat és mtsai. 2018)
tenyészett ki C. parapsilosis torzs. Byrd és mtsai. (2018) az egészséges szaraz borfeliiletek 10
leggyakoribb eukariéta kolonizaldi kozott soroljak fel ezt a fajt. Jelenlétét kis gyakorisaggal
kimutattdk az egészséges emberi szervezet kiilonbozd nyalkahartydirol (pl. szajiireg, bél,

vagina) is (Odds 1988).
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I11.2.4. A Candida spp. és a Candida parapsilosis altal okozott korképek
A Candida fajok altal okozott betegségek tipusai a fert6zés helye szerint a kovetkezok:
(Odds 1988, https://www.fungalinfectiontrust.org/candida-infections):

-Szuperficialis kandididazosok (felszini fertdzések):

e Kutan kandidiazisok: a bér betegségei. Ilyenek példaul a rosszul szell6z6
bérkettézeteken  kialakuld ~ korképek, a Candida eredeti  paronihia
(koroméagygyulladas) vagy koromgombasodas, illetve a foleg csecsemdket érintd
pelenka dermatitisz.

e Nydlkaharya kandidiazis: legismertebb manifesztacioi a csecsemék szajpenésze, az
AIDS-es betegek esetén gyakori nyelécséd kandididzis és a nék tobbségét érintd
vulvovaginalis kandidiazis.

e Kroénikus mukokutdn kandidiazis (chronic mucocutaneos candidiasis, CMC): a
fertézés a szajnyalkahartyan kiviil borfeliileteket (pl. arcbér) is érint, de a krmokon
is kialakulhat. Ez a tipus nehezen kezelhet6, évekig elhiizodhat, és gyakran valamilyen
immunologiai defektus kovetkeztében alakul ki.

-Invaziv kandidiazisok: szinte barmely belsé szervre kiterjedhetnek. Okozhatnak példaul

meningitiszt, endokarditiszt, peritonitiszt, hepatitiszt, szplenitiszt stb. Amennyiben a gomba

bejut a véraramba (kandidémia), és szétterjedve egyszerre tobb szervet/szervrendszert is

megfertdz, disszeminalt vagy szisztémas kandidiazisrol beszélink. Az invaziv formak a

Candida fert6zések legsulyosabb tipusai, melyek tobbek koz6tt immunszupprimalt
embereket veszélyeztetnek és gyakran halalos kimeneteliiek.

A C. parapsilosis okozta betegségek legismertebb tipusai a kéromgombéasodas, a

vulvovaginitisz, az otomikozis (a kozépfiil és a kiilsé fil gombas megbetegedése), a hugydti

fertézések, a szem fertdzései, az artritisz, a peritonitisz stb. (Trofa és mtsai. 2008).

111.2.5. A humanpatogén Candida fajok és a Candida parapsilosis virulencia faktorai

A kérokozo Candidékat bizonyos adottsagaik segitik fert6zéképességiikben, melyeket
virulencia faktoroknak neveziink. Ide tartoznak példaul a 37 °C-on valo szaporodas képessege
vagy a biofilmképzés. A kiilonboz6 gyodgyaszati eszkozokon vagy szovetek felszinén vald
megtapadasban szerepet jatsz6 adhezin fehérjék, a foszfolipidek bomléasat katalizald
foszfolipazok, a gazdaszervezeten beliili lipidek szénforrasként torténé hasznositasat és a
gyulladasos folyamatok modulalasat elésegité szekretalt lipdzok, a szdveti karosodast okozd
szekretalt proteindzok, a hemoglobin bontasat végzé hemolizinek €s a nyomelemek

gazdaszervezetbdl torténd felvételét lehetdvé tévo specidlis vas- és cinkfelvételi rendszerek
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tovabbi virulencia faktorok (Silva és mtsai. 2012, Mayer és mtsai. 2013, Gacser 2015, Hofs és
mtsai. 2016, Toth és mtsai. 2017b). A C. albicansban irtdk le a kandidalizin porusképzé toxin
fehérjét, amely tobbek kdzott epitelidlis sejtek karositasaban jatszik szerepet (Moyes és mtsai.
2016).

A felsoroltak kozott szerepelnek a C. parapsilosis virulencia faktorai is. Ilyenek a
gazdasejtek extracellularis méatrix fehérjéin (Kozik és mtsai. 2015), vagy a szilikon fellileteken
(NURez-Beltran és mtsai. 2017) valoé megtapadast segit6 fehérjék. A C. parapsilosis fertézések
egyik kiemelt rizikdfaktora az egyes miianyagbol késziilt orvosilag behelyezett eszk6zok (pl.
centralis vénas kanulok, katéterek, mesterséges szivbillentytik) alkalmazasa, mivel ezen gomba
biofilmet képezhet ezek fellletein. A biofilm forma fokozhatja a C. parapsilosis
ellenélloképességét antimikotikumokkal szemben (Katragkou és mtsai. 2008). Az
extracellularis hidrolazok kozul a lipazok (Gacser és mtsai. 2007, Téth és mtsai. 2015, Toth és
mtsai. 2017b) és az aszpartil proteazok (Horvath és mtsai. 2012) szerepét bizonyitottak a C.
parapsilosis virulenciajdban. Egyes zsirsav és prosztaglandin szintézisért felelos gének (pl.
CpFAS1, CpOLE1, CpOLE2, valamint CpFET3, CpPOT1) termékei is befolyasoljak ezen
gomba fertézoképességét (Nguyen és mtsai. 2009, Nguyen és mtsai. 2011, Grozer és mtsai.
2015, Chakraborty és mtsai. 2018). A C. parapsilosis HAP5 génjének hidnya mind in vitro,
mind in vivo vizsgalatokban csdkkent virulenciaval jart. A HAP5S feltehetéen egyéb gének
transzkripcionalis szabalyozasa éltal szerepet jatszik az elérhetd vas felvételében és kiilonbozo

szénforrasok hasznositasaban (Téth és mtsai. 2018).

111.2.6. A kandidiazisok diagnosztikaja

Tobb megkdzelitést alkalmaznak a koérokozd Candida fajok meghatarozasara és az
altaluk okozott betegségek diagnosztikajara. A tenyésztésalapu eljarasok kozé tartoznak azon
biokémiai modszerek, amelyek az éleszték szénhidrat asszimilacios és fermentécids profiljai
alapjan teszik lehetévé a fajok azonositasat. A C. parapsilosis példaul a C. albicanstdl eltéréen
nem fermentalja a maltozt (Larone 1987, Cooper 2011). Olyan médiumok (pl. CHROMagar
Candida medium) hasznalatakor, amelyek kromogén szubsztratot tartalmaznak, a legfontosabb
humanpatogen Candida fajok telepmorfoldgia és szinreakcio alapjan kiilonithetdk el (Willinger
és Manafi 1999, Willinger és mtsai. 2001, Cooper 2011). A matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids,
ionizacios, repiilési id6 mérésén alapuld tdmegspektrometria (matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) alkalmazasaval a
gombaizoladtumokat azok riboszomalis fehérjeprofiljai alapjan identifikaljak (Pulcrano és mtsai.
2013, Nagy és mtsai. 2014).
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Szerologiai modszerekkel lehetdség van bizonyos testnedvekben (pl. vérszérum)
Candida eredetii antigének (pl. mannan) és Candida ellenes antitestek kimutatasara (Barton
2018). Szovettani mintakban kiilonb6z6 mikrotechnikai festések (pl. perjodsav-Schiff reakcio,
Periodic acid-Schiff, PAS) segithetik a Candida képletek azonositasat, azonban a hisztologiai
vizsgalatokban a faji szintli meghatarozas gyakran nem lehetséges (Guarner és Brandt 2011).

A kiilonb6z6 Candida fajok modern meghatarozasat molekuléris biologiai mddszerek
segitik. Ezek kozé tartozik peldaul az RNS fluoreszcens in situ hibridizacio (Kempf és mtsai.
2005), a fajspecifikus polimeraz lancreakcio (Beszedics és mtsai. 2008, Asadzadeh és mtsai.
2015) és a DNS szekvenciak (pl. a riboszomalis DNS bels6 atirddo szpészer szakasza) elemzése
(Irinyi és mtsai. 2015). A felsorolt mddszerek véltozatossaga ellenére a belszervi gombas
betegségek diagnozisa még nem megfelelé (Brown és mtsai. 2012). Egy hazai tanulmanyban
példaul 10 hematopoetikus Gssejt atliltetésen atesett egyénbdl csak négy esetben sikeriilt az
elhalalozas el6tt diagnosztizalni a mikozist, a tébbi hat esetben csak posztmortem autopszia
igazolta azt (Sinkd és mtsai. 2008). Megjegyzendd, hogy a klinikai mikrobioldgiai
diagnosztikai laboratériumokban nem mindig tesznek kiilonbséget a C. parapsilosis (sensu
stricto), C. orthopsilosis és C. metapsilosis kdzott, igy valdjaban a C. parapsilosis sensu latot

azonositjak.

111.2.7. A kérokozé Candida fajok és a Candida parapsilosis altal okozott betegségek
terapidja, és az ellene kialakul6 rezisztencia

A szuperficidlis kandididzisokat hatékonyan gydgyithatjak topikalis szerekkel (pl.
nisztatin vagy klotrimazol tartalmi készitmények) (Pappas és mtsai. 2004). Invaziv infekciok
esetén a leggyakrabban alkalmazott gydgyszerek hatéanyagai az ehinokandinok (pl.
kaszpofungin), az azolok (pl. flukonazol), az amfotericin-B és a flucitozin (Pappas és mtsai.
2004, Roemer és Krysan 2014). Az egyes Candida fajok eltér6 érzékenységgel rendelkezhetnek
a kilonbozé hatdéanyagokkal szemben, ezért fontos fajszintli meghatarozasuk. Példaul a C.
krusei valamint szdmos C. glabrata torzs eleve rezisztens flukonazollal szemben (Pappas és
mtsai. 2004, Cooper 2011, Roemer és Krysan 2014). Neheziti tovabba a terapiak hatékonysagat
az antimikotikumokkal szemben Gjonnan kialakul6é rezisztencia megjelenése és terjedése
(Arendrup 2010).

A C. parapsilosis torzsek is rezisztenciat mutathatnak kiilonb6z6 tipusu antifungalis
hatéanyagokkal (pl. amfotericin B, azolok) szemben (Toth és mtsai. 2019). Magyarorszagon
péladul amfotericin B-vel, terbinafinnel, flukonazollal, irtakonazollal, vorikonazollal és

klotrimazollal szemben rezisztens torzseket is azonositottak (Zala 2012). A C. parapsilosis
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izolatumok a gombak B-glikan szintézisét gatldé ehinokandin tipusd antimikotikumokkal
szemben a tobbi Candida fajhoz képest gyakran kevésbé érzékenyek in vitro korilmények
kozott. Ezen felll in vitro mikroevolucio soran tovabbi, szerzett rezisztencia is kialakulhat
(Papp és mtsai. 2018, Toth és mtsai. 2019), amely 6sszefligghet a C. parapsilosis B-glikan
szintdza Fksl alegységében megjelend aminosav polimorfizmusokkal (Perlin 2015, Papp és
mtsai. 2018).

111.2.8. Az invaziv kandidiazisok epidemiolégiaja
A kovetkezd rizikofaktorok fennalldsa noveli az invaziv kandidiazisok kialakulasanak
esélyét:

-immunhiényos allapotok:

e Dbetegség/rendellenesség okozta allapotok: pl. AIDS, egyes hematoldgiai
rendellenességek (pl. neutropénia) vagy genetikai polimorfizmusok.

e orvosilag indukalt allapotok: pl. éssejt- vagy szervtranszplantacio esetén alkalmazott
immunszuppresszio.

-a szervezet fizikai barrierjeit (bér, nyalkahartyak) karositd invaziv beavatkozasok: pl. a

hastiregi miitétek, katéterek hasznalata és a parenteralis taplalas (Yapar 2014).

A kérokozo6 Candidak forrasa lehet endogén (tdpcsatorna, nyalkahartya felszinek), vagy
exogén (pl. egészségiigyi dolgozok bére) (Asmundsdottir és mtsai. 2008).

A Candida fajok évente ~400000-70000 1 életveszélyes invaziv fertézést okoznak,
melyek mortalitdsa 46-75% (Brown és mtsai. 2012, Bongomin és mtsi 2017). Ezekben a
korképekben a gomba gyakran tenyésztheté ki vérbol, ezért az epidemioldgiai tanulmanyokban
az invaziv kandidiazis gyakorisagara a kandidémias esetek el6fordulasabol kovetkeztetnek. A
nozokomialis véraram fert6zések negyedik leggyakoribb okozoi Candida gombéak, mivel az
esetek 10-15%-&ért felelések (Richardson és Lass-FIorl 2008, Brown és mtsai. 2012). A
kandidémia gyakorisaga vilagszinten 2-11/100000 £6 (Arendrup 2010), melyet Brown és mtsai.
(2012) atlagosan 5,9/100000 fére becsiiltek. Ez a gyakorisag térsegenkent eltéré. Mig az USA-
ban 2012-es adatok alapjan 8/100000 f6, addig Eurépéban altaldban kisebb (Yapar 2014). A
kiilonboz6 felmérések szerint ez az érték Anglidban és Walesben egyittesen 1,52/100000 6
(Oeser és mtsai. 2013), Finnorszagban 2,86/100000 f6 (Poikonen ¢és mtsai. 2010),
Svédorszagban 4,2/100000 f6 (Ericsson és mtsai. 2013), Daniaban 8,6/100000 f6 (Arendrup és
mtsai. 2011) volt. Sinkd és mtsai. (2015) becslése alapjan Magyarorszagon évente ~1110

kandidémias eset fordul eld, amely 11/100000 f6 gyakorisagnak felel meg.

14



A C. albicans felel6s leggyakrabban az invaziv kandidiazisokért. Rendszeres
kommenzalista az ember gasztrointesztinalis rendszerében, és ¢leszté, pszeudohifa, illetve hifa
formaban is képes novekedni (Turner és Butler 2014, Kohler és mtsai. 2017). Pfaller és mtsai.
(2010) szerint tovabbi 30 an. non-albicans Candida faj képes betegéget okozni emberben.
Ilyenek pl. a C. dubliniensis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei, C. famata, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. kefyr, C. norvegensis, C.
lipolytitica és a C. inconspicua. A kandidiazisok tobb mint 90%-at azonban a kovetkez6 5 faj
okozza: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis és C. krusei (Turner és Butler
2014). Ezeket hazankban is kimutattak vérmintakbol (Doczi és mtsai. 2002, Majoros és mtsai.
2002). A C. aurist 2009-ben irtak le, azonban azota 6t kontinens szdmos orszagaban izolaltak
kiilonb6z6 kandidiazisokbol, tobb esetben annak invaziv formajabol (Jeffery-Smith és mtsai.
2017).

A non-albicans fajokhoz képest a C. albicans globalisan csokken6 aranyban felel az
invaziv kandididzisokért, mig az elébbiek incidenciaja névekszik (Arendrup 2010, Yapar 2014,
Richardson és Lass-Florl 2008). Példaul egy japan nemzeti felmérésben 2003-ban a
kandidémiak 58,2%-at okozta a C. albicans, mig 2014-ben csupan 30%-at (Kakeya és mtsai.
2018). A non-albicans fajok térnyerésében feltehetden szerepet jatszott a flukonazol profilaxis
bevezetése a klinikumban, amely a C. albicansszal szemben hatasosabb lehet, mint a non-
albicans fajok egy részével (Richardson és Lass-FIorl 2008). Az utdbbiak foldrajzi helyzettol
fuggo gyakorisaggal vezetnek invaziv fert6zésekhez (Flggelék 1. abra).

A C. parapsilosis okozta kandidémias fert6zések gyogyszeres kezelés mellett a tobbi
gyakori humanpatogén Candida faj altal okozottakhoz képest alacsonyabb, ~23-28,5%-0s
mortalitassal jarnak (Trofa és mtsai. 2008, Quind6s 2014). Ezen fert6zések incidencidja is
emelked6 trendet mutat. A C. parapsilosis 1997 és 2000 kozott vilagszerte az invaziv
kandidiazisok 4,8 %-at, mig 2009-re mar 17,1 %-at okozta (Pfaller és mtsai. 2010, Pfaller és
mtsai. 2011). Foldrajzi régioktol és paciens csoportoktol fliggéen a kandidémia masodik vagy
harmadik leggyakoribb okozoja (T6th és mtsai. 2019). Latin-Amerikaban, Azsia egyes részein,
Ausztralidban és Dél-Europaban példaul a masodik helyen van (Flggelék 1. és 2. abra)
(Quindds 2014, Téth és mtsai. 2019). Kolumbiaban és Venezueldban egy 2008-t61 2010-ig tartd
felmérés szerint incidencidja a C. albicansét is felulmulta, igy ezekben az orszagokban ez a
gomba okozott leggyakrabban kandidémiat (Nucci és mtsai. 2013). Szerbiaban 5 feln6tt
intenziv osztalyrol szarmazo kandidémias eseteket elemeztek, és a C. parapsilosis a C.
albicansszal egyenl6 aranyban (46-46%) okozott ilyen korképeket (Arsi¢ Arsenijevic¢ és mtsai.
2017).
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Pammi és mtsai. (2013) metaanalizise Kimutatta, hogy az Ujsziilétteket érintd
kandidiézisok 1/3-at a C. parapsilosis okozza, ezzel a non-albicans fajok k6z6tt elsé helyen
szerepel. A nozokomialis C. parapsilosis fertézések kialakuldsanak kedvez, hogy a korhazi
személyzet kezér6l nagy gyakorisaggal izolalhatok ezen faj torzsei, melyek atviheték az
ellatottakra (Trofa és mtsai. 2008).

Magyarorszagon is vizsgéltak a kandidémiat okoz6 fajok relativ gyakorisagat. Doczi és
mtsai. (2002) a Szegedi Tudoményegyetem (SZTE) klinikairol szarmaz6 vérmintakbol
tenyésztettek ki Candida fajokat 1996 és 2000 kozott. Az izolatumok 73,5%-a C. albicans,
7,3%-a C. parapsilosis, 5,9%-a C. krusei, 4,4%-a C. tropicalis, 3%-a C. glabrata, a tobbi egyéb
faj volt. Kissé eltéré eloszlast észleltek Majoros és mtsai. (2002) a Debreceni Egyetem
klinikaitol 2000-ben érkezett vérminték feldolgozésa sorén: C. albicans (58,33%), C. tropicalis
(16,66%), C. parapsilosis (8,88%), C. krusei (8,88%), egyéb (8,35%). Hazankban egyes
években a kiilonbozd régiok Kozegészségugyi Jarvanyiigyi Allomasai éves jelentéseit az
Orszagos Kozegészségugyi Intézet kozpontilag értékelte, igy részletes orszagos szintii
adatsorok alltak eld. Az 1990-es évektél pedig foleg az Allami Népegészségiigyi és Tisztiorvosi

Szolgélat halozata gytijtott orszagos szinten adatokat (2. abra).
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2. abra. Vérbdl izolalt Candida fajok relativ gyakorisaga kiilonb6z6 idészakokban Magyarorszagon.
Az dbra az 1980-as évek két évében regisztralt vérkeringésbdl izolalt, illetve a 2000-2010 idészak
néhany évében és a 2010 utani periddus 3 évében vérmintabdl szarmazé Candida torzsek fajosszetételét
mutatja (KOJAL1983, 1984, ANTSZ 2004, 2005, 2006, 2008, 2009, 2011, 2012, 2014).
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A C. parapsilosis Magyarorszagon tobb évtizede ismert, az Orszagos Kdzegészsegugyi
Intézet példaul 1958-ban azonositotta eldszor Klinikai mintdbol (Bakécs 1960). Azéta
haz&nkban kiilonboz6 klinikai forrasokbdl izolaltak, ilyenek példaul a vérminta, szivbillentyi,
fels6 1égati minta, kopet, fiil, seb, vizelet, bor, emésztészervi és genitalis mintak (Majoros és
mtsai. 2002, ANTSZ 2011, ANTSZ 2012). A Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont és elédei
(Orszédgos Epidemioldgiai Kozpont, Orszagos Kozegészsegugyi Intézet) az 1996-2009-es
id6szakban bekuldott Candida pozitiv vérmintak 11,53%-abdl tenyésztettek ki C. parapsilosist
(Zala 1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002, 2003, 2004, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009, 2010).
Az itt osszefoglalt hazai adatok illeszkednek a non-albicans fajok, igy a C. parapsilosis

novekvo incidenciajdnak nemzetkozi trendjéhez.

111.3. A gombaellenes immunvalasz

Szervezetiink folyamatosan ki van téve a kornyezetben megtaldlhatd vagy a
testiinkon/testinkben kommenzalistaként él6 gombaknak. Ezek opportunista patogenként
potencidlis veszélyforrast jelenthetnek. Az egészséges immunrendszer altaldban képes
megakadalyozni az altaluk okozott kéros folyamatokat, melyek ezért féleg az immunitas
sériilése esetén jelentkeznek sulyos formaban (Romani 2011, Dambuza és mtsai. 2018). Méara
az antifungélis immunvéalasz szdmos elemét azonositottak (Salazar és Brown 2018). A
kutatdsok nagy része azonban a legjobban ismert kérokozé gombékra (pl. C. albicans, A.
fumigatus, C. neoformans) fokuszal, igy szamos egyéb fajjal kapcsolatban még kevés vagy
nincs konkrét ismeret. A gombaellenes immunvalasz részletes megismerése nem csak elméleti
szempontbdl érdekes, hanem gyakorlati vonatkozasai lehetnek hatékonyabb gombaellenes
terapiak kidolgozasaban (Salazar és Brown 2018).

A gombaék elleni védekezéseben mind a velesziletett, mind az adaptiv immunrendszer
elemei részt vesznek, tovabbad olyan sejttipusok is, melyek a kett6 kozotti atmeneti
tulajdonsagokat mutatnak. A behatolé korokozot el6szor a velesziiletett immunrendszer ismeri

fel, ami az adaptiv immunvalasz aktivacidjahoz vezet.

111.3.1. Az antifungalis veleszlletett immunitas altalanos sémaja

Boriink és nyalkahartydink fizikai barrierként szolgalnak a patogén mikrobéakkal
szemben, ugyanakkor immunologiai funkciokat (pl. antimikrobialis molekulak vagy citokinek
termelése) is ellatnak (Dambuza és mtsai. 2018, Drummond és mtsai. 2014). Sérilésiikkor
elséként a természetes immunvélasz elemei lépnek fel a behatold kdrokozdval szemben. Az ide

tartozo sejtek mintazatfelismerd receptoraik (pattern recognition receptor, PRR) segitségével
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olyan molekularis mintazatokat (patogén-asszocialt molekularis mintazat, pathogen associated
molecular pattern, PAMP) ismernek fel, melyek a korokozok egyes csoportjaira jellemzok,
azonban a gazdaszervezetben fiziologias esetben nem talalhatok meg (Drummond és mtsai.
2014, Dambuza és mtsai. 2017). Mas esetben az immunsejtek opszonizalt korokozokat kotnek
meg receptoraikkal (Dambuza és mtsai. 2018). A receptor-ligandum kotédés utan jelatvitel
indul, mely transzkripcios faktorok (pl. NF-xB, AP-1) aktivalasan keresztil vagy anélkdl
effektor mechanizmusokat mozgosit. Ezek vezetnek kdzvetve vagy kozvetlenll a kérokozd
elpusztitasahoz. Ilyenek példaul a fagocitozis és azt kovetden a fagolizoszoma-fizio, a reaktiv
oxigeén (reactive oxygen species, ROS) és nitrogén formak, citokinek, gyulladasos mediatorok
vagy antimikrobialis peptidek (AMP) termelése. A citokinek ritkdn rendelkeznek direkt
antimikrobidlis hatéssal (El-Khoury ¢és mtsai. 2017), foként az immunsejtek kozti
kommunikécioban vesznek részt. igy példaul a kemokinek a fehérvérsejtek toborzésat idézik
elé, a pro- és anti-inflammatorikus citokinek a gyulladasos folyamatokat szabalyozzak, masok
pedig az adaptiv immunvalasz formalasban jatszanak szerepet (Romani 2011, Drummond és
mtsai. 2014, Verma és mtsai. 2014).

111.3.2. Az antifungalis veleszlletett immunitas sejtes elemei

A neutrofil granulocitak altalaban intenziven fagocitéljak a kérokozé gombéakat és ez a
sejttipus pusztitja el leghatékonyabban a Candida sejteket (Cheng és mtsai. 2012, Netea és
mtsai. 2015). Az utobbit tébbek kdzt oxidativ (pl. ROS és mieloperoxidaz termelés) és egyéb
(pl. katepszinek és elasztazok termelése) mechanizmusok segitségével valositjdk meg. A
neutrofilek tovabba neutrofil extracellularis csapdak képzésével is reagalhatnak kiilonb6z6
gombaék jelenlétére. Ezen DNS, hiszton és AMP tartalmu haldzatos struktirak a fagocit6zishoz
tal nagyméretii strukturak (pl. hifak) artalmatlanitasaban segithetnek. A neutropenias allapot az
egyik legkomolyabb gombés fertézésre hajlamositdo tényez6 (Dockrell és mtsai. 2007,
Drummond és mtsai. 2014, Netea és mtsai. 2015, Dambuza és mtsai. 2017, Salazar és Brown
2018).

A monocitak tobb tipusa Candida sejteket eliminalé aktivitassal rendelkezik, valamint
a monocitopénia vagy a monocitak szoveti infiltraciora vald képességét karositdé mutaciok
rizikéfaktort jelenthetnek invaziv gombas betegségekre. Humanpatogén gombak kapcsan
mutattak ki monocitakban a ,,trained” immunitas jelenségét azzal, hogy a B-glikannal in vitro
stimulalt monocitak in vivo védoé hatast fejtettek ki letalis szisztémas kandidiazissal szemben
adaptiv immunitasukban sérult egerekben (Drummond és mtsai. 2014, Netea és mtsai. 2015,
Dambuza és mtsai. 2018, Salazar és Brown 2018).
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A makrofagok is képesek bekebelezni és intracellularisan elpusztitani a gombasejteket,
azonban 6lési hatékonysaguk elmarad a neutrofil granulocitakétol. Ezen sejttipus hatékonyan
szekretdl kiilonb6zé kemokineket és citokineket, melyek kulcsfontossagiak az egyéb
immunsejtek a fertézés helyére torténd toborzasahoz és a korokozd gombak elleni gyulladasos
valasz kialakitasdhoz. A makrofagok antigéneket prezentalnak és olyan citokineket termelnek,
melyek a naiv segit6 T-sejtek (T-helper, Th) polarizicidjat alakitjak, igy fontos szerepet
jatszanak a gombék ellen kivaltott adaptiv immunfolyamatokban is. Ennek megfeleléen a
makrofag depletalt egerek fokozott érzékenységet mutatnak gombas fert6zéssel szemben.
CX3CRI1 kemokin receptor csokkent mitkodésével jard genetikai polimorfizmussal rendelkez6
paciensek fokozottan veszélyeztetettek szisztémas kandidiazisra nézve. Ismert azonban, hogy
az alternativ modon, anti-inflammatorikus citokinek altal aktivalt M2 fenotipusi makrofagok
csokkenthetik a gazdaszervezet gombas fertdzéssel szembeni ellenalloképességét (Heinsbroek
és Gordon 2007, Verma es mtsai. 2014, Drummond és mtsai. 2014, Netea és mtsai. 2015,
Dambuza és mtsai. 2017, Salazar és Brown 2018).

Bar a dendritikus sejtek is képesek lehetnek a gombasejtek elpusztitasara, a
gombaellenes immunvalaszban betoltott f6 szerepiiket a veleszlletett és adaptiv agak
Osszekotésében jelolik meg. Citokintermeléstikkel és antigénbemutatasukkal szabalyozzak
egyéb sejtek funkcioit. Legnagyobb mértékben ezek a sejtek formaljak a naiv Th sejtek
polarizacidjanak iranyat (Romani 2007, Verma és mtsai. 2014, Drummond és mtsai. 2014,
Netea €s mtsai. 2015, Dambuza és mtsai. 2018, Salazar és Brown 2018).

A természetes 616sejtek (natural Killer, NK) perforinok segitségével direkt antifungalis
hatassal rendelkezhetnek, tovabba gyulladasos citokineket és kemokineket termelhetnek.
Granulocita-makrofag kolonia stimulalé faktor (granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor, GM-CSF) termelésikkel segithetik a neutrofilek gombaellenes aktivitasat. Tobb
vizsgalatban az NK sejtekre nézve depletalt egerek fokozottan érzékenyek voltak gombas
fert6zések irant (Drummond és mtsai. 2014, Netea és mtsai. 2015, Dambuza és mtsai. 2017,
Salazar és Brown 2018).

Kevéshé jellemzett néhany egyéb mieloid és limfoid utvonalon képz6d6 immunsejttipus
antifungalis velesziletett immunitasban betoltott szerepe. llyenek a bazofil és eozinofil
granulociték, a hizosejtek, a természetes 616 T-sejtek, a velesziiletett limfoid sejtek és a yoT-
sejtek (Wiseman és Mody 2007, Cohen és mtsai. 2011, Drummond és mtsai. 2014, Netea és

mtsai. 2015, Salazar és Brown 2018). Ezen kivil tovabbi sejttipusok (pl. trombocitak, epitelialis
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sejtek) is expresszalhatnak PRR-eket és ellathatnak gombaellenes velesziiletett immunoldgiai

funkciokat (pl. AMP-k és citokineket termelése) (Netea és mtsai. 2015, Salazar és Brown 2018).

111.3.3. PRR-ek az antifungalis immunitasban

Jelenleg minimum 36 olyan receptort ismeriink, melyek gomba eredetit PAMP-okat
felismer6 PRR-ként viselkedhetnek (Fuggelék 1. tablazat). Kozuluk a legismertebbek a C-
tipust lektin receptorok (C-type lectin receptors, CLR-ek) a Toll-szerii receptorok (Toll-like
receptors, TLR-ek) és a NOD-szerti receptorok (NOD-like receptors, NLR-ek) (Romani 2011,
Drummond és mtsai. 2014).

A legtdbb ilyen PRR a gombasejtfal valamely szénhidrat polimer komponensét kéti meg
(gliikanok, mannénok stb.), azonban a ligandum lehet RNS, metilalatlan DNS, fehérje vagy
egyeb kémiai 6sszetételli (Bourgeois és mtsai. 2011, Lionakis és mtsai. 2017, Salazar és Brown
2018, Wang és mtsai. 2019). Az NLR-ek kozé tartozd NLRP3 feltételezhetden sajat sejt eredetii
veszely szignalokat (pl. ROS-ok felhalmozddasa) érzékeli, melyek tobbek kozott gombas
fert6zés soran jelennek meg (Skeldon és Saleh 2011, Drummond és mtsai. 2014, Vanaja és
mtsai. 2015, Lionakis és mtsai. 2017).

A PRR-ek hatdsmechanizmusa tobbféle. Az extracellularis PRR-ek opszonizalhatjak a
gombaelemeket, fokozhatjak a komplementrendszer aktivacidjat és lehetnek kdzvetlendil
antifungélis vagy a gombaeredetii extracellularis vezikuldkkal szemben litikus hatasuak
(Richardson és mtsai. 1991, Garlanda és mtsai. 2002, Moalli és mtsai. 2010, Almeida és mtsai.
2017). A legtdbb receptor azonban szignaltranszdukcion keresztll transzkripcids faktorok
miitkodését szabalyozva valt ki valaszreakciot. Az NLR-ek egy része pedig az inflammaszoma
fehérjekomplexek érzékeld részeiként mikodnek. Az inflammaszomak aktivacioja az ASC
fehérjén keresztil a pro-kaszpéaz-1 érett kaszpaz-1-gyé hasadasat eredményezi. A kaszpaz-1 a
pro-interleukin-13 (pro-IL-1B) és a pro-1L-18 proteolizisét katalizalja érett formakka. A
kaszpaz-1 emellett egyéb funkciokat (pl. programozott sejthalal inicialasa) is ellathat (Netea és
mtsai. 2015, Ketelut-Carneiro és mtsai. 2015, Salazar és Brown 2018).

Mivel a kérokoz6 gombak szamos PAMP-pal rendelkeznek, felismerésukben egyszerre
tobb PRR is részt vesz, igy az eléidézett folyamatok Osszessége, €s a kiilonbozo jelatviteli
utvonalak egymassal vald kélcsOnhatésai hatarozzak meg a pontos valaszreakciét (Brown 2011,
Salazar és Brown 2018).

Szamos PRR gombaellenes immunitasban vald részvételét igazoltak receptor knock-out
egerek segitségével (Netea és mtsai. 2002, Carvalho és mtsai. 2011, Drummond és mtsai. 2014,
Netea és mtsai. 2015, Lionakis és mtsai. 2017, Salazar és Brown 2018, Goyal és mtsai. 2018).
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A human PRR-ek genetikai polimorfizmusainak vizsgalata pedig tobb esetben 6sszefliggést
allapitott meg egyes mutaciok és a gombas fertézésekkel szembeni érzékenység kozott
(Flggelék 1. tblazat).

111.3.4. Az antifungalis adaptiv immunitas

Béar a huménpatogén gombék elleni védekezésben adaptiv immunvélasz szerepe is
bizonyitott, a B-sejtek esetén ez nem egyértelmii. A gombas fertézések hatdsara antitestek
jelenhetnek meg a vérben (Barton 2018) és egyes gomba antigének ellen termeltetett antitestek
védelmet biztosithatnak gombas infekciok ellen (Mukherjee és mtsai. 1993, Nosanchuk és
mtsai. 2003, Verma és mtsai. 2014). Ennek ellenére az agammaglobulinémias vagy
hipogammaglobulinémids allapotok nem tartoznak a gombas fert6zések rizikofaktorai kozé
(Netea és mtsai. 2015, Lionakis és mtsai. 2017).

A CD8" citotoxikus T-sejtek hozzajarulasa az antifungalis immunitashoz kevéssé
ismert, hatasmechanizmusai koz6tt az interferon-y (IFN-y) és az IL-17 termelést, illetve a
fertézott sejtekre Kifejtett citotoxikus hatast emlitik (\Verma és mtsai. 2014, Dambuza és mtsai.
2018).

A Th sejtek kilénosen fontosak a gombak elleni adaptiv immunvélaszban. A naiv Th
sejtek egyes sejttipusok antigénprezentacidja és citokintermelése hatasara kilonbozo
fenotipusok iranyaba polarizalédnak, melyek kozil a gombakkal kapcsolatban a Thl, Th2,
Th17 és a regulator T-sejtek (regulatory T cell, Treg) részletesen jellemzettek (Verma és mtsai.
2014, Dambuza és mtsai. 2018).

A Thl sejtek gombaellenes hatasukat foként az IFN-y, kisebb mértékben a tumor
nekrozis faktor-o (TNF-a) és a GM-CSF citokinek termelésén keresztill valositjak meg. Az
IFN-y és TNF-o tobbek kozott a makrofdgok Klasszikus aktivaciojat kivaltva hatasosak,
tovabba az IFN-y az antigénprezentaciot fokozva és antitestek izotipus-valtasat elosegitve
fokozzdk a gombak eliminaciojat. A GM-CSF tobbek kozott a neutrofil granulocitak
aktivaciojaval, a makrofagok ROS termelésének fokozasaval miikodhet kozre. A Thl sejtek
dominalta valasz tehat hatékony védelmet eredményezhet a kérokoz6 gombéakkal szemben
(Romani 2011, Brown 2011, Verma és mtsai. 2014, Netea és mtsai. 2015, Lionakis és mtsai.
2017, Dambuza és mtsai. 2017, Dambuza és mtsai. 2018).

A Th2 sejtes valasz dominancidja gombas fertézések soran altaldban kedvezétlen.
Ennek egyik oka lehet, hogy ezen sejtek a makrofagok alternativ aktivaciojat, az M2 fenotipusu
sejtek kialakulasat idézik el6 (Romani 2011, Brown 2011, Verma és mtsai. 2014, Lionakis és
mtsai. 2017, Dambuza és mtsai. 2017, Dambuza és mtsai. 2018).
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A Thl7 populaci6 1L-17, IL-17F és IL-22 expresszioval jellemezheték, melyek kdzil
az IL-17 és IL-22 jelentések az antifungallis immunitasban. Az IL-17 a neutrofilek
mobilizalasat és aktivaciodjat idézi el6. Az IL-17 és IL-22 tovabba fokozzék az epitélsejtek AMP
termelését. Allatkisérletben a Thl7 valasz hozzajarult a Thl tipusi immnvélaszok
kialakulasahoz is. Mig egerekben a Thl17 sejtek mind a szisztémas infekciok, mind a
nyalkahartydk gombas fertézései elleni védekezés fontos elemei, addig emberben inkabb az
utobbi esetben bizonyitottak szerepiiket (Brown 2011, Romani 2011, Verma és mtsai. 2014,
Netea és mtsai. 2015, Dambuza és mtsai. 2017, Lionakis és mtsai. 2017, Dambuza és mtsai.
2018).

A gyulladasos folyamatok kedvezben hathatnak a patogén gombéak eliminacidjara,
azonban szabalyozas nélkil a gazdaszervezet épségét is veszélyeztethetik, igy patol6gidssa
valhatnak. Gombas fertézések soran a Treg Sejtek egyik funkcidja, hogy immunszuppressziv
mechanizmusaikkal (pl. IL-10, TGF-B termelés) elharitsak a koéros mértéki immunvalasz
kialakulasat (Romani 2011, Verma és mtsai. 2014, Dambuza és mtsai. 2017, Dambuza és mtsai.
2018).

111.3.5. A Syk és CARD?9 jellemzése és szerepilk a gombak velesziletett immunrendszer
altali érzékelésében

Egyre tobb vizsgalat tdmasztja ald, hogy Syk és CARD9 fehérjék altal kdzvetitett
jelatvitel jelentds szerephez juthat a humanpatogén gombakkal szemben mutatott immunoldgiai
védekezésben.

A Syk {6 izoformaja emberben egy 629 aminosav hosszu, 70 kDa molekularis tomegii
protein. N-terminalis SRC-homology 2 (SH2) doménjét egy interdomén régié koti 0ssze a
kovetkez6 SH2 doménnel, melyet szintén egy 0sszekotd szakasz kovet a C-terminalis tirozin
kinaz doménig (3. abra). Létezik egy 23 aminosavval roévidebb izoforma is, mely kevéssé
jellemzett. A Syk expresszioja a hematopoetikus sejtekben kifejezett, de egyeb szdvetek
sejtjeire is jellemzd. Lokalizcidja lehet citoplazmatikus vagy nukleéris. Funkcioja sokrétii: a
B-sejt receptorok szignalizacidjanak és ezen sejtek érésének kulcseleme és tobbek kozott
fagocitak adhézios képességében, NK sejtek antitestfiiggd citotoxikus reakcidjéban,
baktériumok immunoldgiai felismerésében, a trombocitak aktivacidjaban, az oszteoklasztok
differenciadlodasaban, valamint az angiogenezisben is szerepet jatszik (Wang és mtsai. 2003,
Maocsai es mtsai. 2010, Ma és mtsai. 2016).

A CARD9 egy 62,2 kDa tomegli 536 aminosav  hosszisaglh
(https://www.uniprot.org/uniprot/Q9H257), citoplazmas lokalizacidéju fehérje (Hara és Saito
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2009). Jellemz6 ra egy N-termindlis CARD domén, melyet egy rovid szakasz kot 6ssze a
nagyobb kiterjedésii ,,coiled-coil” doménnel (3. abra). Legnagyobb mértékben mieloid sejtek,
kiléndsen dendritikus sejtek és makrofagok expresszaljak. A velesziletett immunvélaszban
legjobban  ismert miikodése egyes  mikrobialis PAMP-okat kot6  PRR-ek
szignaltranszdukciojaban azonosithatd (Colonna 2007, Ruland 2008, Hara és Saito 2009).
Egyéb folyamatokban torténé részvételére utalhat, hogy dereguléacidja dsszefliggésbe hozhatd
a tumorgenezissel (Zhou és mtsai. 2006, Hara és Saito 2009), és egyes polimorfizmusai
kapcsolatba hozhatok kiilonboz6 gyulladasos betegségek (pl. Chron betegség, ulcerativ

kolitisz) kialakulasaval (Zhernakova és mtsai. 2008).

d

SH2 domén SH2 domén tirozin kindz domén

\'B CARD domén coiled coil domén -C

3. abra. A (a) Syk és a (b) CARDO fehérjék vazlatos szerkezete. Mdcsai és mtsai. (2010), illetve Ruland
(2008) alapjan.

A Syk és a CARD9 részben kozos, részben kilon palyadkon részt vehetnek az
antifungalis immunvélaszban az &ltal, hogy a kérokozé gombak PAMP-jait felismeré PRR-ek
kdzll a Dectin-1, Dectin-2, Dectin-3, Mincle és komplement receptor 3 (complement receptor
3, CR3) jelatviteli folyamatait kozvetitik (Ruland 2008, Mdcsai és mtsai. 2010, Salazar és
Brown 2018). Ez a szignalizaciés Ut az aldbbiak szerint vazolhaté (4. dbra). A receptor-
ligandum kotédéskor a Dectin-1 immunoreceptor tirozin-alapld aktivaciés motivum-szeri
(ITAM-szerii) motivuma Src kinazok altal tirozin oldallancon foszforilalodik és az SHP-2
foszfataz altal képessé valik a Syk kotésére, mely szintén foszforilalddik. A Dectin-2, Dectin-3
és Mincle ezzel szemben a hozzajuk kapcsol6dd FCRy ITAM-jan keresztil aktivalja a Syket.
A CRa3 ligacioja pedig valosziniileg Kindlin-3-fiiggd modon eredményez foszforilalt Syket
(Drummond és mtsai. 2011, Xue és mtsai. 2013, Gazendam és mtsai. 2014, Deng es mtsai.
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4. abra. A velesziletett immunvalasz Syk és CARD9 kozvetitette jelatvitele a kérokozd gombak
érzékelése soran. Magyarazat a térzsszévegben. Lionakis és Netea (2013), Wagener és mtsai. (2014),
Verma és mtsai. (2014), Gazendam és mtsai. (2016), Roth és mtsai. (2016), Dambuza és mtsai. (2017),

Tang és mtsai. (2018) és Salazar és Brown (2018) alapjan szerkesztve.

2015, Gazendam 2016, Salazar és Brown 2018). A jelatvitel ett6l kezdve tobb Utvonalon
haladhat:
-CARDO-fiiggb utak (4.a &bra): a szignaltranszdukcio tébb 1épésben (Vav fehérjék és

a PKCd részvételével) a CARD9-en keresztill vezet (Strasser és mtsai. 2012, Roth és mtsai.
2016). A CARD9 a BCL10-zel és MALT-1-gyel egyitt komplexet alkotva transzkripcios
faktorok (pl.: NF-xB, NFAT, API1, IRF-1 és IRF), illetve MAP kinazok (pl. JUNK, p38)
aktivalodasat okozza. Ezek tobbek kozott kiilonbozo citokinek/prekurzorok (pl. TNFa, pro-IL-
1B) termelddését eredményezik (Colonna 2007, Drummond és mtsai. 2014, Verma és mtsai.
2014, Dambuza és Brown 2015, Dambuza és mtsai. 2017, Drummond és mtsai. 2018). A
CARD?9 egy masik feherjekomplex (CARD9-H-Ras-Ras-GRF1) részeként, az ERK MAP kinaz
Utvonalat aktivalva is végezhet jeltovabbitast (Jia és mtsai. 2014, Dambuza és Brown 2015).
Emellett példaul C. albicans fert6zés soran a CARD9-BCL10-MALT-1 komplex az ASC
adaptor fehérjével és a kaszpaz-8-cal egytt egy nem kanonikus inflammaszomat keépes alkotni,
mely IL-1B termelédést valt ki (Gringhuis és mtsai. 2012).
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-NLRP3 inflammaszéma-aktivacio (4.b abra): a Syk a gombaellenes immunvalaszban

fontos NLRP3 inflammaszémaét is szabalyozza. Ennek egyik mechanizmusa a gombak altal
Syk- fliggé modon kivaltott ROS termelés, mely ezen inflammaszoma aktivécidjat okozhatja
(Poeck és Ruland 2010, Dambuza és Brown 2015, Dambuza és mtsai. 2017). A Syk tovabba
képes fizikailag kotédni az NLRP3-hoz és az ASC-hez, illetve foszforilalni az utobbit, ez altal
clésegiteni az inflammaszomak Gsszeszerelddését és mitkodését (Lin és mtsai. 2015). A C.
albicans altal kivaltott NLRP3 inflammaszéma aktivaciot Syk-fiiggbnek talaltak (Gross és
mtsai. 2009).

-az NF-xB indukal¢ kinaz (NIK) aktivacio (4.c dbra): dendritikus sejtekben a Syk képes

a NIK-en keresztil nem-kanonikus NF-xB aktivaciot (p52-RelB dimerek sejtmagi
transzlokécidja, majd inaktiv p65-RelB dimerek kialakulasa) kivaltani, azonban ennek
jelent6sége gombas fertdzésekben keveéssé ismert (Gringhuis és mtsai. 2009, Kerrigan és Brown
2010, Verma és mtsai. 2014).

A PRR-ekhez kapcsolédd jelatviteli utvonalak 6sszefonddasa megfigyelhetd a
Syk/CARD?9 jelpélyak esetén is (Drummond és mtsai. 2011). Kimutattdk példaul, hogy a
Dectin-1 és egyes TLR-ek Syk- és Myd88-fiiggd (a TLR-ek egyik f6 downstream szignalizacios
komponense) modon egymas hatdsat szinergisztikusan fokozva alakitottak  Ki

citokinvélaszokat, mivel a két szignaltranszdukcié az NF-kB-ben 8sszeérve annak fokozott

=z 7

------

=z 7

CARD9 részt vesz-e a TLR-ek sajat szignalizacidjaban (Colonna 2007, Ruland 2008). Gross és
mtsai. (2006) vizsgalataiban a kiilonb6zé TLR ligandumokkal kezelt CARD9™ dendritikus
sejtek citokintermelése nem tért el a vad tipusuakétol, valamint Hsu és msti (2006) munkajaban
a hasonloan stimulalt mutans makrofagok citokintermelése is részben megegyezett azzal. Hara
és mtsai. (2007) kisérleteiben részben az eldzéekkel megegyezé ligandumokat alkalmazva a
makrofagokkal kapcsolatban hasonlé eredményre jutottak, azonban a CARD9”" dendritikus
sejtek TNFa és IL-6 produkcidja alacsonyabb volt a vad tipusd sejtekhez képest. Mivel
mindharom kutatasban azonos egértdrzset és hasonld génkiutési stratégidkat alkalmaztak, az
eltérések oka bizonytalan. Az antifungalis immunvalaszt érinté szakirodalomban azonban a
Syket és CARDO9-et jellemzéen nem hozzak Gsszefuiggesbe a TLR-ek sajat, nem jelatviteli

6sszefonddashol (,,cross-talk’) adddo szignalizacidjaval.
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A CARD9 részt vesz a Listeria monocytogenes baktérium NOD2 intracelluléris receptor
altali érzékelésének jelkdzvetitésében is (Hsu és msti 2006). Wagener és mtsai. (2014)
kimutattak, hogy a NOD2 a kitin érzékelésével a C. albicans felismerésében is részt vesz. Mivel
a kitin sem a CARD9” sem a NOD2” makrofagokban nem indukalt IL-10 termelést,
modelljikben feltételezték a CARD9 szerepét a NOD2 szignalizacidjaban (4.d abra).

Egy vizsgalatban a C. albicans Dectin-2 kozvetitette felismerése Syk-fuiggetlen, de
CARDO9-fiiggé moédon indukalta az NF-kB miikodését szabalyozo NEMO ubikvitinaciojat egér
makrofagokban. Tovabba a Syk gatlasa ugy downregulalta az NF-«xB aktivalasahoz vezetd utat,
a szerzok olyan modellt vetitettek fel, amelyben a Dectin-2 jeléatvitelében a CARD9 és a Syk
egymastdl fliggetlenil szabalyozzak az NF-kB aktivaciojat (Bi és mtsai. 2010).

A Syk/CARDS9 szignalizacio a mar emlitett receptorok jeltovabbitasaban nem feltétlen(l
kizarélagos. Példaul a Dectin-1 Syk/CARD9-t61 fiiggetlen, Raf-1 altal medialt
szignaltranszdukcidja is fontos eleme a gombaellenes immunoldgiai mechanizmusoknak
(Gringhuis és mtsai. 2009).

111.3.6. A Syk és CARD9 szerepe az anti-Candida immunitasban

Mind a Syk, mind a CARD9 szdmos sejtbioldgiai folyamat révén jarul hozzé a Candida
fajok elleni immunitashoz (Drummond és mtsai. 2011, Drummond és mtsai. 2018). Eger
makrofagszerii sejtekben a C. glabrata kivaltotta a Syk foszforilacidjat, azonban ez nem jéart
sejttipusokban (pl. epitelilalis sejtek, makrofagok) a C. albicans képes volt NF-kB aktivaciot
eléidézni (Roeder és mtsai. 2004, Moyes és mtsai. 2010, Jia és mtsai. 2014), melynek mértéke
CARDY” makrofagokban a vad tipustiakénal alacsonyabb volt (Bi és mtsai. 2010). Gringhuis
és mtsai. (2009) pedig B-glikannal stimulalt dendritikus sejtekben talalta Syk-fiiggének az NF-
kB aktivaciojat. Ezekhez az eredményekhez igazodik, hogy elégtelen Syk-aktivacié esetén a
dendritikus sejtek C. albicansszal szemben mutatott gyulladasos citokin (pl. TNFa, IL-1B),
valamint kemokin [(pl. keratinocyte chemoattractant (KC), macrophage inflammatory protein-
2 (MIP-2)] termelése alacsony volt (Deng és mtsai. 2015), valamint, hogy C. albicansszal
fert6zott egerekben a dendritikus sejtek 1L-23p19 termelése Syk-fiiggének bizonyult (Whitney
és mtsai. 2014). Tobb kutatas igazolta tovabba, hogy egyes C. albicansszal vagy C.
tropicalisszal fertézott CARD9™" immunsejtek vagy szévetek gyulladasos citokin (pl. TNFao,
IL-6) és kemokin (pl. KC, MIP-2) produkcidja is sérilt (Gross és mtsai. 2006, Drummond és
mtsai. 2015, Whibley és mtsai. 2015). A CARD?9 altal medialt TNFa-indukcio egér modellben
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a C. tropicalis elleni rezisztencidban kulcsfontossagunak bizonyult (Whibley és mtsai. 2015).
A citokintermelés nemcsak a gyulladast és az immunsejtek toborzéaséat, hanem az adaptiv
immunvalasz minéségét is modulalhatja Candida fertézés soran. A C. albicans Dectin-1 és
Dectin-2 altali felismerése a Syk/CARD9 Utvonalon Th17 valaszt idézett el6 (LeibundGut-
Landmann és mtsai. 2007, Robinson és mtsai. 2009). Ezt megerdsiti, hogy a Syk CLR-ek altali
aktivacidjaban szereplé SHP-2 tirozin foszfatdzra nézve hianyos, C. albicansszal fert6zott
egerekben a Th17 valasz szintén defektiv volt (Deng és mtsai. 2015).

A Syk a fagocitak bekebelez6 képességében is kozremiikodhet, amit a CARD9-t6l
fliggetlennek tekintenek (Ruland 2008, Roth és mtsai. 2016). Az éleszték sejtfalat modellez6,
magas [-glikan tartalmd zimozan fagocit6zisa dendritikus sejtekben Syk-fiiggé volt (Rogers
és mtsai. 2005). A piceatannol Syk inhibitorral kezelt fibroblasztok, valamint az SHP-2
foszfataz hidnyos makrofagok is csokkent mértékben internalizaltak a zimozant (Herre és mtsai.
2004, Deng és mtsai. 2015). Mas Syk inhibitorral kezelt egér makrofagok C. glabratat
fagocitald képessége viszont csak alacsony mértékben és rovid inkubacids id6 mellett multa
alul a kontroll sejtekét (Dagher és mtsai. 2018). Masok Syktdl fiiggetlennek talaltak a
makrofagok zimozant bekebelez6 képességét (Herre és mtsai. 2004, Underhill és mtsai. 2005).
A zimozan felvétele CARD9-fiiggetlennek bizonyult makrofagokban és dendritikus sejtekben
egyarant (Gross €s mtsai. 2006, Goodridge és mtsai. 2009).

A Syk részt vehet a fagoszémak érési folyamataban is. Gatlasa ugyanis héatréltatta az
,elesztd partikulum” tartalmu fagoszomak és a lizoszomak fuziojat (Majeed és mtsai. 2001).
Egér makrofag jellegii sejtvonalban pedig a Syk és Src kinazok inhibitoros blokkolasa gatolta
a C. albicans tartalmd fagoszomak savasodasat (Mansour és msti 2013). A C. glabrata esetén
ez a Syk-fliggés még nem nyert igazolast, azonban a lehet6sége mar felmeriilt (Kasper és mtsai.
2014). Egy tanulméanyban tovabbd egy CARD9-deficiens paciensbdl szarmazo neutrofil
granulocitdkban a C. albicanst tartalmazd fagoszémak rendellenes, duzzadt ultrastrukturat
mutattak (Drewniak és mtsai. 2013).

Vizsgéltak a Syk és CARD9 hatasat az immunsejtek Candidakkal szembeni 6lési
képességére, illetve az internalizalt gombasejtek intracellularis osztddasi kapacitasara. A
human neutrofilek mind a CR3 altal érzékelt opszonizalatlan, mind az FcyR altal kotott 1gG-
opszonizalt C. albicans sejteket Syk-fiiggé modon pusztitottdk el (Gazendam és mtsai. 2014).
A Syk egyik gatloszerével kezelt egér makrofagok pedig csokkent mértékben voltak képesek
kontrollalni a C. glabrata intracellularis osztodasat (Dagher és mtsai. 2018). Li és mtsai. (2016)
kisérleteiben a CARD9” egér neutrofil granulocitak C. albicanst 616 képessége ép volt.
Whibley és mtsai. (2015) ugyanezt tapasztaltak egér neutrofil granulocitdk és monociték C.

27



tropicalist eliminalo aktivitasaval kapcsolatban. Olyan human neutrofilekben és monocitakban
azonban, melyekben a CARD9 mikddése mutacio miatt sériilt, a C. albicans élesztd
formajanak elpusztitdsa akadalyozott volt, mig a hifalis forma ellenes képesség érintetlen
maradt (Drewniak és mtsai. 2013, Drummond és mtsai. 2015).

A fentiekkel 6sszhangban a Syk/CARD9 utakon keresztil szignalizalé kiilonboz6
receptorokra (Salazar és Brown 2018), a Sykre, az SHP-2-re vagy a CARD9-re hianyos kisérleti
allatok nagyfoku érzékenységet mutattak C. albicans vagy C. tropicalis fert6zésekkel szemben
(Gross és mtsai. 2006, Jia és mtsai. 2014, Whitney és mtsai. 2014, Deng és mtsai. 2015,
Whibley és mtsai. 2015). A Dectin-1 vagy Dectin-2 egyes polimorfizmusai emberben is gombas
fertézések rizikofaktorai lehetnek (Fuggelék 1. tablazat). A human CARD9 egyes mutacioi
szintén stlyos gombas fertézések (pl. a kozponti idegrendszer kandidiazisa) kialakul&sara
tesznek hajlamossa (Glocker és mtsai. 2009, Drummond és mtsai. 2015, Lanternier és mtsai.
2015).

111.3.7. A C. parapsilosis elleni immunvélasz

A C. albicans altal indukélt immunvalaszhoz képest a C. parapsilosisszal kapcsolatban
keveset tudunk (Toth és mtsai. 2019). Tobbféle, veleszlletett immunitasban szerepld
sejttipusrol (pl. epitelialis sejtek, neutrofilek, makrofagok, dendritikus sejtek) kimutattak a C.
parapsilosis felismerésében torténé részvételt. A megfigyelt valaszok kozott szerepelt a
kiilonboz6 citokinek és B-defenzinek termelése, az inflammaszéma aktivacié, az un. fungipod
allabak fejlesztése, a komplement aktivacio, a fagocitozis, a fagoszomak savasodasa és az
intracellularis 6lés. Idaig a TLR2, TLR4, TLR6, TLR7, Galektin-3, Dectin-1, NLRP3 és NOD2
receptorokat hoztak dsszefiiggésbe a C. parapsilosis immunolégiai felismerésével. Ehhez a
jelatvitel szintjén tobbek kozott a Myd88, Syk, ASC, IRAK, kaszpaz-1, kaszpaz-8, NF-kB és
MAP kindzok hozzajarulasardl vannak adatok (van Asbeck és mtsai. 2008, Bahri és mtsai.
2010, Neumann és Jacobson 2010, Nagy és mtsai. 2011, Horvath és mtsai. 2012, Linden és
mtsai. 2013, Németh és mtsai. 2013, Toth és mtsai. 2013, TAth és mtsai. 2015, Patin és mtsai.
2016, Duan és mtsai. 2017, Toth és mtsai. 2017).

Az adaptiv immunités terén egér modellben bizonyitottak, hogy rekombinans antitest
felhasznalasaval mérsékelhet6 a C. parapsilosis elszaporodasa a szervezetben (Matthews és
mtsai. 2003). Periférias vérbol szarmazo mononuklearis sejtekkel végzett in vitro kisérletekben
pedig a C. parapsilosis eltér6 Th-sejtes valaszt eredményezett a C. albicans altal indukalttol,
példaul kisebb mértékben véaltotta ki a Th17 sejtek megjelenését (Toth és mtsai. 2013). Tovabba
a funkciondlis T- és B-sejt képzésre képtelen an. stlyos kombinalt immunhianyos (severe
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combined immunodeficient, SCID) egerek fokozott érzékenységgel voltak jellemezhetéek
kisérletes C. parapsilosis fert6zés soran (nem publikalt adat).

A Syken keresztul szignalizal6 PRR-ek kozul eddig egyedil a Dectin-1-r6l igazoltak,
hogy in vitro részt vesz a C. parapsilosis felimerésében (Toth és mtsai. 2013, Duan és mtsai.
2017, Thompson és mtsai. 2019). Ezen vizsgalatok tobbsége (Toth és mtsai. 2013, Duan és
mtsai. 2017) azonban hovel elolt Candida sejtekkel tortént, és ez az allapot nem tukrozi a
gombasejtfal fizioldgias szerkezetét, mivel ilyenkor a Dectin-1 liganduma, a B-glikén a sejtfal
felszinén fokozottan hozzaférhetévé valhat (Gow es mtsai. 2007). Laborunk eredményei
alapjan a Dectin-1"" egerek nem voltak érzékenyebbek a C. parapsilosisra, mint a vad tipustiak
(Csonka 2018). Thompson és mtsai. (2019) vizsgalatdaban C. parapsilosis fertézés soran a
Dectin-1"" allatok gomba altali kolonizaltsaga csak rovid fertézési idé esetén volt magasabb a
vad tipustakénal, mig hosszabb id6tartam alkalmazasakor ez a kiilonbség megsziint. Azonban
a Syk inhibitorral torténé gatlasa lecsokkentette az €16 C. parapsilosisszal kezelt human THP-
1 makrofagszerii sejtek IL-1f termelését (TOth és mtsai. 2017). A CARD9-ré1 a C. parapsilosis
tekintetében csupan az ismert, hogy nem vesz részt az ezen gomba &ltal indukalt 1L-27
termelésben (Patin és mtsai. 2016).

Tébb non-albicans fajrol (C. tropicalis, C. glabrata) kimutattak, a C. albicans esetében
leirtakhoz képest eltér6 immunreakciokat valthatnak ki (Seider és mtsai. 2011, Whibley és
mtsai. 2015). A C. parapsilosisra az eltér6 Th sejtes valasz mellett példaul a C. albicanséhoz
képest alacsonyabb inflammaszoma aktivacios képesség jellemz6 (Toth és mtsai. 2017).
Tovabba egerekkel végzett kisérletekben a C. parapsilosis — a C. albicansszal ellentétben — az
IL-27 termelését valtotta ki mieloid sejtekben, és a C. parapsilosisszal fert6zott IL-27 receptor
hianyos egerekben a gyulladéasos és adaptiv valaszok (pl. IFNy és IL-17 termelés) er6sodésével
egyltt a virulencia lecsokkent. Feltételezhet6 tehat, hogy az IL-27 indukcitja a C. parapsilosis
egyik olyan stratégiaja, amely altal a protektiv immunvéalaszokat downregulalja (Patin és mtsai.
2016).

111.3.8. Az antifungalis immunterapia

Az invaziv mikdzisok maig magas mortalitasa szikségessé teszi tovabbi
antimikotikumok és hatékony terapidk kidolgozasat. Mivel a stilyos gombés fertézések gyakran
immundeficiens allapotok kovetkeztében alakulnak ki, racionalis az elgondolés, hogy az
immunrendszer antifungalis mechanizmusainak fokozasaval novelheté a gyogyszeres

kezelések hatékonysdga. Ez az iranyvonal a kiegészité antifungalis immunterapia. Ennek
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clofeltétele a gombak altal kivaltott immunvalasz ismerete (Casadevall és Pirofski 2001,
Armstrong-James és Harrison 2012).

Tobb megkdzelités kozil egyeseket mar sikeresen alkalmaztak a klinikumban
(Ravikumar és mtsai. 2015). Mar a gombak felismerésében részt vevé PRR-ek stimulalasa is
kedvez6en befolyasolhatja a gyogyulas folyamatat. Egy klinikai vizsgalat példaul az
Imiquimod nevii TLR7 agonistat hatékonynak talalta kromoblasztomikézisos borelvaltozasok
kezelésében (De Sousa és mtsai. 2014). A citokinekkel torténé kezelésre példak a Thl sejtes
immunvalaszt mimikalo IFNy és GM-CSF terapiak, melyek szintén eredményesek voltak
gombas fertdzés esetén (Segal és mtsai. 2006, Kullberg 2007). Feltehet6en szintén a Th1 valasz
serkentésével magyardzhatd a lepketaplobol (Trametes versicolor) kinyert PSK nevii protein-
glikan frakcio allatkisérletekben megfigyelt protektiv hatdsa szisztémas kandidiazissal
szemben (Ohmura és mtsai. 2001, Ohmura és mtsai. 2003). A kiilénb6z6 immunsejtek (pl.
neutrofilek, gomba antigén specifikus Th sejtek) betegekbe torténd atiltetése is tobbszor
hatékony megkdzelitésnek bizonyult. A gombaellenes antitestek Kklinikai tesztelései is
elkezddédtek. Bar jelenleg nincsen emberi alkalmazasra engedélyezett gombaellenes vakcina,
ezek fejlesztései folyamatban vannak, és alkalmazhatdsagukat a preklinikai vizsgalatok
igazolhatonak mutattdk (Ravikumar és mtsai. 2015, Carvalho és mtsai. 2017).
Allatkisérletekben Thl- és Th17-fiiggd mikrobaellenes immunitast sikeriilt kivaltani olyan
vakcinacios stratégiakkal, melyekben a Syk/CARD9 uton szignalizalé6 CLR-ek ligandumait
hasznaltak fel adjuvansként. Ezek emberben valé alkalmazhatosagat is felvetették (Lang és
mtsai. 2011). A Syk aktivitdsanak terapids szabalyozasa nem példa nélkili. Az els6 a Syk
aktivitasat kozvetlenll célzé hatdanyagu (Fostamatinib) gyogyszert egyéb tipust betegségek
kezelésere az utdbbi evekben engedélyezték az USA-ban (Markham 2018).

A tumorellenes immunterdpidknak napjainkban jelentds és sikeres alkalmazéasai
léteznek (Galluzzi és mtsai. 2018). Bar ezekhez képest a gombaellenes immunterapia kezdeti
stadiumban van, a jovében ez jelentheti az egyik irdnyt a sulyos mikozisokkal folytatott
kiizdelemben. Emiatt siirget6 a gombak altal kivaltott protektiv immunvalasz megismerése.
Mivel ez a valasz akar kozelrokon huméanpatogén gombafajokkal szemben is eltéré lehet,
szilkkség van ezen fajspecifikus folyamatok megismerése. Igy példaul kifejezetten a C.
parapsilosis okozta invaziv fertézések egyik potencialis immunterapiajaként jelolték meg az
IL-27 jelatvitel blokkolasat, mivel ez vélhetéen olyan gyulladasos folyamatok gatlasanak
feloldasahoz vezet, amelyek hatékony védelmet jelentenek ezen faj ellen (Patin és mtsai. 2016).
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1V. Célkituzések

Az egyre novekvo jelentdségli opportunista humanpatogén C. parapsilosis az invaziv
kandidiazis egyik rendszeres okozdja, azonban az altala kivaltott immunfolyamatokrol keves
ismeretink van. A Syk és CARD9 fehérjék reészt vesznek egyes PRR-ek jelatvitelének
kozvetitésében, és alapvetd szerepet jatszanak a C. albicans elleni védekezésben. Elézetes
munkankban a Syk blokkolasa csokentette a C. parapsilosisszal fert6zott THP-1 sejtek I1L-1p
termelését, azonban ezen kivil a Syk és a CARD9 C. parapsilosis fertézések soran betoltott
szerepe tisztazatlan.

Ezek fényében célul tiiztiik ki annak vizsgalatat, hogy a Syk/CARD?9 jelatvitel — a C.
albicans esetével Gsszehasonlitdsban — részt vesz-e a C. parapsilosis immunrendszer altali
felismerésében és az altala kivaltott immunoldgiai folyamatokban. Konkrétabb célunk volt,

hogy csontvel6i kiméra transzgénikus egérmodellek segitsegével:
1. in vitro meghatarozzuk, hogy a Syk vagy CARD9 befolyasolja-e a makrofagok C.
parapsilosis fert6zésre adott sejttani valaszait (pl. transzkripcios faktor aktivacio,

citokintermelés), valamint,

2. in vivo teszteljik, hogy a Syk és CARDS9 delécidja a hematopoetikus sejtkészletbdl a

C. parapsilosisszal fert6zott egerek fokozott érzékenységéhez vezet-e.
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V. Anyagok és modszerek

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

Kisérleteinkhez az alabbi tapoldatokat, taptalajokat, reagenseket és egyeéb oldatokat
hasznaltuk fel:
-Dimetil-szulfoxid (DMSO): a Sigma-Aldrich D2650 katalégusszamu terméke.
-Alexa Fluor® 488 szukcinimidil észter: az Invitrogen A20000 kataldgusszdmu terméke. A por
forméaju festéket DMSO-ban oldottuk fel, igy 1 mg/ml-es térzsoldathoz jutottunk. Ezt -20 °C-

on taroltunk.

-Marha szérum albumin (bovine serum albumin, BSA): a Sigma-Aldrich A7906-50G

katal6gusszamu terméke.
-Foszfat pufferes séoldat (phosphate buffered saline, PBS): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10
mM NaHPO4, 2 mM KH2PO4 vizben feloldva (pH 7,4).

-Fetalis borjd szérum (fetal bovine serum, FBS): a Euroclone terméke (katalogusszam:

ECS0180L). Felhasznalas el6tt a szérumot 56 °C-on 30 percig hdvel inaktivaltuk.

-FBS-PBS: PBS kiegeészitve 10 V/V% FBS-el.

-4 % PFA-PBS: 4 V/V% paraformaldehid (PFA) PBS-ben oldva.

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

- Hank-féle pufferelt s6oldat (Hanks’ balanced salt solution, HBSS) puffer: a Lonza terméke,
kataldgusszam: BE10-527F.

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

pepton, 1 m/V% glukéz tartalml tépoldat 100 I.U./ml penicillinnel és 100 pg/ml
sztreptomicinnel (Lonza, katalogusszam: DE17-602E) kiegészitve. Szilard taptalaj készitésekor
2 m/VV% agarral egészitettik ki a tApoldatot.

-DMEM (Dulbecco’s modified Fagle’s medium) tapoldat: a Lonza, BE12-604F

katalogusszamu terméke.
-Kiegeészitett DMEM téapoldat: DMEM tépoldat kiegészitve 100 1.U./ml penicillinnel és 100

pg/ml sztreptomicinnel és 10V/V% (héinaktivalt) FBS-sel.
-BMDM médium: 20 V/V% L929 kondicionalt médium tartalmu kiegészitett DMEM téapoldat.

-L929 kondicionalt médium: L929 egér fibroblasztokkal 10 napon keresztul koinkubalt, sterilre

sziirt, nem kiegészitett DMEM tapoldat. Elkészitését lasd az V.4.3. fejezetben.
-TrypLE™ Express Enzyme oldat: a Gibco (Life Technologies) 12604-013 katalégusszamu

termeéke.
-Na>C0O3 oldat: 1M vizben oldott NaCOs, pH 10.
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-pHrodo™ Red festék: az Invitrogen P36600 kataldgusszamu terméke. A por formaju festéket

DMSO-ban oldottuk fel, igy 1 mM-os torzsoldatot készitetttink, melyet -20 °C-on taroltunk.

-DRAQ5™ fluoreszcens sejtmagfesték: a Thermo Fisher Scientific 62251 katalogusszam

terméke.

-antitestek: a felhasznalt antitestekrél és jelen munkaban tortént felhasznalasi céljukrol az 1.

tablazat tdjékoztat.

Egyes kisérletekben tovabbi oldatokat is felhasznaltunk, melyeket az adott modszertan

leirasanal tintettink fel.

1. tablazat. A jelen munkéhoz felhasznalt antitestek néhany jellemzdéje.

Specificitas Fluorofor Felhasznalas Eredet Gyarté Katal6gusszam
) fluoreszcein- csontveldi kimérak ) BD-
egerCD452 | egér o 561874
izotiocianat (FITC) ellendrzése Biosciences
] csontveldi kimérdk ] BD-
eger Ly6G | percp-Ccy™s.5 ) patkany L 560602
’ ellendrzése Biosciences
] ) o csontveldi kimérak ] BD-
egér B220 fikoeritrin (PE) patkany o 553089
ellendrzése Biosciences
] NF-«xB magi
egér/human o )
Alexa Fluor® 488 transzlokéacid egeér R&D Systems IC5078G
NF-kB p65 o
vizsgélata
egér/human makrofagok )
PE patkany Sony 1106035
CD11b ellenérzése
izotipus kontroll az ]
vegyes PE ) patkany Sony 2603175
el6z0 antitesthez
makrofagok )
egér F4/80 Alexa Fluor® 488 patkany Biolegend 123119
ellendrzése
izotipus kontroll az ) )
vegyes Alexa Fluor® 488 patkany Biolegend 400525
el6z6 antitesthez

V.2. Candida torzsek
Munkénkhoz a C. parapsilosis GAL, CLIB214 és CDC317 jelzési klinikai izolatumait

hasznaltuk fel. Ezeket tobb kutatasban alkalmaztak (pl. Wang és mtsai. 2012, Téth és mtsai.
2015, Toth és mtsai. 2017), nuklearis genomszekvenciajuk ismert (Logue és mtsai. 2005, Butler
2009, 2013,

http://www.candidagenome.org/Strains.shtml#parapsilosis). Felhasznaltuk tovabba a CLIB214

és mtsai.

Pryszcz és mtsai.
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torzs z6ld fluoreszcens feherjét (green fluorescent protein, GFP) expresszalo transzformansat
(GFP-CLIB214), melyet laborunkban Dr. Németh Tibor hozott létre (2. tdblazat).

A C. albicans esetén a kutatdsokban széleskoriien alkalmazott SC5314 klinikai
izolatummal dolgoztunk, melynek teljes sejtmagi genomszekvenciaja szintén ismert (Jones €s

mtsai. 2004, http://www.candidagenome.org/Strains.shtml) (2. tablazat).

2. tablazat. A jelen munkahoz felhasznalt Candida torzsek néhany jellemzéje. SZMC: Szegedi

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

Torzs/Faj SZMC kod | Genotipus | Szarmazés Eredet Hivatkozéas
Gécser és mtsai.
GA1/ i Hamburg, o
o SZMC 8110 | vad tipus ] ; human vér 2005
C. parapsilosis Németorszag
o korhazi apolo keze, )
CDC317/ ) Mississippi, o Kuhn és mtsai.
o SZMC8114 | vad tipus a torzs korhazi
C. parapsilosis USA 2004
fertézéseket okozott
CLIB214/ ) ) Laffey és Butler
o SZMC 1560 | vad tipus Puerto Rico human széklet
C. parapsilosis 2005
CpNEUTS5L/
CpNEUTSL::
GFP-CLIB214/ EXPR Szeged, CLIB214 vad tipust
- p - -
C. parapsilosis Magyarorszé torzs
parap PCaTDH3- i g
GFP::SAT1
szisztémas
SC5314 i o Gillum és mtsai.
) SZMC 1523 | vad tipus | New York, USA kandidiazisban
C. albicans 1984
szenvedd paciens

A torzseket YPD taptalajon 4 °C-on tartottuk fent, és havonta frissitettiik 6ket. Ilyenkor

friss taptalajra oltottuk ¢ket, amit 2 napos 30 °C-on torténd inkubacio kovetett.
V.3. Kisérleti allatok

A laboratdriumi egereket felhasznalasig szabalyozott koriilmények kdzott tartottuk: 12

Ora fény/12 o6ra sotét ciklus, 21 °C, ad libitum elérheté ivoviz és normal ragcesalotap. Az
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allatkisérleteink engedélyszama XV1./3646/2016, melyet a CSI1/01/3646-6/2016 hivatkozasi
szamU modositasi hatarozat egészit ki.

Syk hianyos és CARD9 hianyos csontveléi kimérakat (jelolésiik: Syk” kimérak és
CARD9” kimérak) és a kontroll csontveldi kiméra éllatokat [jelolésiik: Vt(Syk) kiméra és
Vt(CARD9) kiméra] hasznaltunk fel. A Syk” és CARD9”" kimérak hematopoetikus eredetii
sejtjeiben a megfelel6 géntermékek nem expresszalddtak. Az allatokat a Semmelweis Egyetem
Elettani Intézetében miikodd Gyulladasélettan Kutatdcsoport munkatarsai [Csepregi Janka,
Orosz Anita, Szénasi Nikolett: Syk™ és Vit(Syk) kimérak; Dr. Németh Taméas: CARD9™ és
Vi(CARD9) kimérak] allitottak el6 és ellendrizték. Mivel a Syk kifejezOdésének hianya
homozigo6ta formaban perinatélis letalitasal jar (Cheng és mtsai. 1995, Turner és mtsai. 1995)
a Syk”-Vt(Syk) kiméra, illetve a CARD9™-Vt(CARD9) kiméra parok létrehozasa eltéréen
zajlott.

A Syk™ és Vt(Syk) kiméra allatok eldallitasa Jakus és mtsai. (2010) alapjan embrionalis
majsejt transzplantacioval a kovetkezé modon tortént. C57BL/6 hatterti 18 napos Syk™* vagy
Syk*~ [a Vt(Syk) kiméra egerek létrehozasahoz] és Syk” (a Syk” kiméra egerek
létrehozasahoz) embriokbdl majsejteket izolaltak. Ezeket intravénas uton szintén C57BL/6
hatterii recipiens éallatokba injektaltak, melyeket elézetesen 12,5 percig 11 Gy dozist, **'Cs
forrasu sugarzésnak tettek ki. A besugarzast a Gamma-Service Medical cég (Lipcse) D1
besugarzé készilékével végezték. A csontveldi repopulacio sikerességét 4 hét elteltével
ellendrizték. Ehhez az allatok periférias vérét mintaztak, melyet a B220, Ly6G és CD45.2
sejtfelszini markerekre festettek meg aramléasi citometrias vizsgalathoz. A Syk” kimérak
létrehozasat sikeresnek tekintették, amennyiben 500 db neutrofil granulocita (CD45.2" Ly6G*
sejt) leszamolasa alatt eltelt id6ben a B-sejtek (B220" sejtek) szama nem haladta meg a 8
szazalékot. A Syk” kimérakban ugyanis a B-limfocitak képzése defektiv (Turner és mtsai.
1995, Cheng és mtsai. 1995).

A CARD9™ és Vt(CARD9) kimérakat Németh és mtsai. (2016) alapjan csontvels-
atultetéssel allitottak el6 az alabbiak szerint. A CD45 génjének CD45.2 alléljére homozigota
C57BL/6 hatterti CARD9* [a Vt(CARDY) kimérak létrehozéasahoz] és CARD9” (a CARD9™
kimérak létrehozasahoz) allatokbol csontveldi sejteket izolaltak, majd ezeket intravénas Gton a
C57BL/6 torzzsel kongenikus B6.SJL-Ptprc? (BoyJ) recipiens allatokba injektaltak, melyek a
transzplantacidt megel6z6 sugarkezelés elétt eredetileg CD45.1 allélre nézve voltak
periférids vérbdl szdrmazd neutrofil granulocitdk CD45.2 expresszidja alapjan ellendrizték

aramlasi citometridval. Amennyiben a neutrofil granulocitak (Ly6G™ sejtek) legalabb 98%-a
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CD45.2" volt, a transzplantacio sikeresnek mindsiilt. A csontvel6i kimérakat a transzplantacio
utan 4-10 hettel hasznaltuk fel.

V.4. Sejtkultarak és sejtvonalak

Kisérleteinkhez egér csontvel6bdl differencidltatott makrofagokat (bone marrow
derived macrophages, BMDM) és tobb esetben peritonealis makrofagokat (peritoneal
macrophages, PM) hasznéltunk fel. A BMDM kultarak eléallitasahoz az M-CSF termel6é L929
egér fibroblaszt sejtvonalat alkalmaztuk.

A sejteket 37 °C-on, 5% CO> tartalmud és 100% relativ paratartalmd atmoszféraban

tartottuk fenn, valamint a kisérleti kezelések is ezen kérulmények kdzott zajlottak.

V.4.1. A BMDM-ek tenyésztése

A BMDM-eket Deng és mtsai. (2015), valamint Bourgeois és mtsai. (2009) alapjan
hoztuk létre, néhany maddositassal. Az egerekbdl kiboncoltuk a comb- és a sipcsontokat, majd
PBS-be helyeztiik azokat. Ezutan 10 masodpercig 70 V/V% etanolban &ztattuk, majd ismét
PBS-be helyeztilk a csontokat. Az epifiziseket levagtuk, majd 26G-s injekcids tiivel PBS
segitségevel 50 ml-es Falcon csdvekbe mostuk a csontveléket. Ezt 10 perces 1000 RPM
fordulatszamu, 1-es fokozatu gyorsulasu és lassulasu centrifugalas kovette Heraeus Multifuge
3 S-R centrifugaban. A fellluszokat leontottik és a pelleteket BMDM médiumban
szuszpendaltuk. A szuszpenziot 100 um poérusatméréji sztrén keresztil atmostuk, majd
sejttenyésztd lemezekbe mértik. Az egy allatbol szarmazo csontvel@szuszpenziot egy teljes
tenyésztd lemezbe (12 vagy 24 tenyésztohelyii) pipettaztuk tenyésztéhelyenként 1-1 (12 helyes
lemez) vagy 0,5-0,5 (24 helyes lemez) ml BMDM médiumban. A Syk™ kimérakbol szarmazé
teljes csontveldszuszpenziokat a tenyészté lemezek mintahelyeinek 6sszesen negyedébe
adagoltuk ki. A 12 mintahelyes lemez esetén a tenyészetekre két nap mulva tovabbi 1-1 vagy
24 helyes lemez esetén 0,5-0,5 ml BMDM médiumot mértiink a korabbi médium leszivasa
nélkil. Tovabbi két és négy nap elteltével a lemezek ovatos razasat kovetéen tapoldatot
cseréltiink. A hetedik napon az adherens sejtek nyulvanyos fenotipust mutattak, konfluens

réteget alkottak (5. abra) és kisérletre felhasznalhat6ak voltak.
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a Vt(Syk) kiméra Syk’- kiméra

BMDM

PM

Vt(CARD9) kiméra CARD9”- kiméra

BMDM

PM

5. dbra. A kisérletre kész sejtkulttirak fénymikroszkopos felvételei. (a) Vt(Syk) és Syk™, valamint (b)
Vt(CARD9) és CARD9” kiméra éllatokbdl szarmazo sejtek. PM: peritonedlis makrofag; BMDM:
csontvel6bdl differencialtatott makrofag. Skala: 50 uM.

37



V.4.2. A PM-ek tenyesztése

A PM-ek izolélasat szakirodalmi ismeretek (Villamon és mtsai. 2004, Underhill és
mtsai. 2005, Bajtai és Sarmay 2006, Zhang és mtsai. 2008, Dennehy és mtsai. 2008,) és sajat
tapasztalataink figyelembevételével végeztik.

Az egerek hastiregébe 5 ml jéghideg PBS-t juttattunk 26 G-s injekcids tlivel, majd a has
enyhe masszirozasa utan Gjabb 5 ml-t. Ismételt masszirozast kovetéen a peritonealis tiregbdl
visszaszivtuk a folyadékot, majd 50 ml-es Falcon cs6be mértiik. Ezutdn Gjra 5 ml puffer
injektalasa, masszirozas, visszaszivas és a peritonealis lavage ugyanazon Falcon csébe
helyezése kovetkezett. Egy allatbol igy ~12-13 ml peritonealis lavage volt kinyerheté. A
folyadékot centrifugaltuk (10 perc, 1000 RPM, 1-es fokozat( gyorsulas és lassuléds, Heraeus
Multifuge 3 S-R centrifuga). A fellilisz6t eltavolitottuk, majd a sejteket 2 ml kiegészitett
DMEM tépoldatban szuszpendaltuk. A szuszpenziobol 12 helyes tenyészté lemezek esetén 1
ml-t mértiink 1 tenyésztShelybe, 24 helyes esetben pedig 0,5 ml-t, mig 96 helyes lemezek
esetében 0,25 ml-t. A kovetkez6 két napon a tenyészté lemezek rdzasa utan tapoldatot
cseréltink. Az adherens sejtek ilyenkor nydlvanyos morfolégiat mutattak, altalaban konfluens

réteget alkottak (5. abra) és kisérletre felhasznalhat6ak voltak.

V.4.3. Az L929 sejtvonal és az L.929 kondicionalt médium

Az 1929 kondicionalt médiumot Bourgeois és mtsai. (2009) munkaja alapjan
készitettik. Az L929 fibroblasztok a Szegedi Biologiai Kutatokézpontjaban miik6do
Tumorimmunoldgiai és Farmakolégiai Csoporttdl szarmaztak.

A krioprezervalt L929 sejteket kiolvasztottuk, majd centrifugalas utan (800 RPM, 5
perc, Heraeus Pico 17 mikrocentrifuga) 10 ml 10% FBS-sel kiegészitett DMEM tapoldatban
vettlk fel és 75 ml-es sejttenyészt6 flaskaban neveltiik. Minden mésodik napon tapoldatot
cseréltink a sejteken. A tenyészet konfluenssé valasakor sejtkaparoval levélasztottuk a
fibroblasztokat az edény alzatardl, majd centrifugélassal Ulepitettik (50 ml-es Falcon csében,
10 perc, 1000 RPM, 1-es fokozatu gyorsulas és lassulas, Heraeus Multifuge 3 S-R centrifuga),
és 40 ml 10% FBS-sel kiegészitett DMEM tapoldatban szuszpendaltuk azokat. A szuszpenziot
4 flaskaba osztottuk (10 ml/flaska). A tenyészeteken 2 naponta tpoldatot cseréltink. Amikor a
sejtek konfluens réteget alkottak, leszivtuk a tapoldatot és flaskanként 50 ml nem kiegészitett
DMEM médiumot mértiink kulturakra. Ezt 10 napos inkubéacié kovette. A 10. napon a 4
flaskabdl szarmazo fellluszokat egyesitettik, majd 0,45 pm porusatméréji sziirével sterilre
sztirtlk a folyadékot. Az elkészilt L929 kondicionalt médiumot -20 °C-on taroltuk

alkalmazasig.
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V. 5. Kisérleti modszerek
V.5.1. A makrofagok tenyésztési modszerének ellenorzése

A felhasznélasra kész PM és BDMD kultarak eléallitasi modjat a CD11b és F4/80 egér
makrofag markerek immunfestésével ellenériztiik (Ghosn és mtsai. 2010, Berta 2014). A 12
mintahelyl sejttenyésztd lemezekben tenyésztett sejteket tenyésztéhelyenként 500 pl PBS-sel
mostuk kétszer, végul 300 pl PBS-t mértink a tenyésztShelyekbe. Ebbe adagoltuk az
antitesteket: 2 ul Alexa Fluor® 488-cal konjugalt patkanyban termelt anti-egér F4/80 antitestet
vagy ugyanennyi Alexa Fluor® 488- konjugalt patkany eredetii IgG2a, k izotipus kontroll
antitestet, tovabba 1,25 pl patkany eredetti PE-el konjugalt anti-egér/huméan CD11b antitestet
vagy azonos mennyiségli patkany eredetli IgG2b, « izotipus kontroll antitestet. A tenyésztd
lemezt aluminium foliaval lefedtik, majd fél ora inkubéacid kdvetkezett 4 °C-on. Ezt Ujabb
kétszeri mosas kovette PBS-el. Végil mintahelyenként 1-1 ml jéghideg PBS erés pipettazasaval
szuszpendaltuk a sejteket, melyeket mikrocentrifuga csovekbe vittiink &t. A csoveket 5 percen
at centrifugaltuk 2000 RPM beallitassal, Heraeus Pico 17 mikrocentrifugéban. A fellliszok
ledntése utan 100 pl PBS-ben vettilk fel a sejteket, és jégre helyeztik azokat. A szinglet sejteket
az Amnis FlowSight® Imaging Flow Cytometer miiszerrel fehér fény és 488 nm hulldmhossza
lézeres megvilagitasa mellett vizsgaltuk. Az adatok kiértékelését az IDEASe 6.2 szoftverrel
veégeztik. Az Alexa Fluor® 488 és a PE emisszios spektrumainak atfedését a ket fluorofor
egyuttes elemzésére létrehozott kompenzacids matrix segitségével kiiszoboltik ki. Ekkor a
CD11b expressziojarol informald PE eredetii fluoreszcencia a harmadik csatornan (Ch03), mig
az F4/80 kifejezddésével korreldldo Alexa Fluor® 488 eredetli emisszié a masodik csatornan
(Ch02) volt detektalhatd. A kapuzés soran az izotipus kontroll antitestekkel festett azonos
genotipusu sejtek altal kijelolt tartomanyt tekintettiik negativnak.

Mind a csontvel6bdl differenciéltatott, mind a peritonedlis iiregbdl tenyésztett adherens
sejtek tobbsége (=80%) CD11b"F4/80" volt (6. abra), mely alapjan tenyésztési modszereinket
megfelelének tekintettik.

V.5.2. Mikroszképia

A sejtkultarakrél készilt fénymikroszkopos felvételeket Leica DMI4000 B inverz
mikroszkop segitségével a Leica Application Software 4.2. verzidjaval vizualizaltuk. A
szOvettani metszetekrol BX51 OLYMPUS tipusu mikroszkoppal készitettiink fényképeket. Az
egyéb mikroszkopos képeket az Amnis FlowSight® Imaging Flow Cytometer késziilékkel
rogzitettik. Ezeket az az IDEASe 6.2 szoftverrel jelenitettiink meg.
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6. abra. A makrofagtenyészetek ellendrzese. A sejteket PE-vel jelolt anti-CD11b és Alexa Fluor® 488-

hoz kapcsolt anti-F4/80 vagy izotipus kontroll antitestekkel festettiik, majd aramlési citometrids merés

kovetkezett. Az abran (a) Vt(Syk) és Syk™ kimérakbol szarmazé sejtek, valamint (b) Vt{(CARD9) és
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CARDY” kimérakbdl szarmazo sejtek diagramjai lathatok. All: az 6sszes mért sejt; %Gated: az adott
kapun beliilre esd sejtek aranya az Gsszes mért sejt szzalékaban; doublepos: a dupla pozitiv sejtek;
Intensity MC_Ch02: Alexa Fluor® 488-b6l szarmaz6 fluoreszcencia intenzitas; Intensity MC_ChO03:

PE eredeti fluoreszcencia intenzitas.

V.5.3. A makrofagok és Candida sejtek koinkubacioja (fertézés)

A makrofagok és Candida sejtek koinkubaci¢jat Téth és mtsai. (2017) alapan a
kovetkez6 modon végeztik. Két nappal a kisérletek eldtt taptalajrol 2 ml YPD tapoldatba
oltottuk a Candida sejteket, majd 30 °C-on egy €éjszakan at razattuk azokat. A kovetkezé napon
az igy nyert szuszpenziobdl 200 pl-t 2 ml YPD t&poldatba meértiunk, melyet ismét 30 °C-on egy
éjszakan Kkeresztiil torténé razatas kovetett. A Kkisérletek napjan a folyadekkultdrakat
centrifugaltuk (3000 RPM, 9-es gyorsulasi és lassulasi fokozat, 5 perc, Heraeus Multifuge 3 S-
R centrifuga), majd eltavolitottuk a feluldsz6t és 2 ml PBS-ben szuszpendaltuk az
élesztOsejteket. Ezt tovabbi két mosasi Iépés kdvette, végil 1,5 ml PBS-ben szuszpenzidba
vittik a sejteket. A sejtkoncentraciokat Burker-kamra segitségével hataroztuk meg, majd
kiegészitett DMEM tapoldattal a kivant éertékre allitottuk. Ezt az an. MOI (multiplicity of
infection, fert6zési arany) hatarozta meg, mely megadja, hogy a fert6zés soran hany élesztésejt
jut egy makrofagra (pl. MOI 5:1 esetén 5 gombasejt jut egy makrofagra). Az egy
tenyésztohelyben talalhaté makrofagok szamat mikroszkopiaval becsiltik az atlagos
sejtszam/latomez0 érték és a tenyésztOhelyek teriilete alapjan. Vegul a kisérlet tipusatol fiiggd
végtérfogatl kiegészitett DMEM téapoldatban fert6ztiik a makrofagokat. A kontroll
makrofagokon tapoldatot cseréltiink.

Amennyiben egy adott kisérletnél az itt bemutatott folyamattdl eltértiink, azt a megfeleld

leirasanal jeleztik.

V.5.4. Az NF-kB nukleéris transzlokaciojanak vizsgalata

A makrofagokat 12 lyuku tenyészté lemezekben fertdztiik C. parapsilosis torzsekkel
MOI 5:1 dézisban, 1 ml végtérfogatban. A negativ kontroll sejteken tapoldatcsere tortént, a
pozitiv kontroll kezeléshez 1 pg/ml lipopoliszacharid (LPS) tartalmu kiegészitett DMEM
tapoldatot meértlink a tenyészetre. Ezutan 1,5 h inkubacié kovetkezett, melynek vége elétt 15
perccel a sejteket fedd médiumba DRAQ5™ fluoreszcens sejtmagfestéket adtunk 2,5 pM
végkoncentracidéban. Az inkubécié utdn a makrofagokrdl leszivtuk a tapoldatot, majd a
tenyésztéhelyeket kétszer mostuk 500 pl PBS-sel. A tenyésztolyukakba ez utan 350 pl

TrypLE™ Express Enzyme oldatot meértlink, melyet 5 perc 37 °C-on torténd inkubaci6 kovetett.
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Tenyésztohelyenként 400-400 pl FBS-PBS-sel vittik szuszpenzidoba a sejteket és
mikrocentrifuga csovekbe mértliik azokat. A csdveket 5 percen at centrifugaltuk 2000 RPM
beallitassal, Heraeus Pico 17 mikrocentrifugaban. A tovabbi lépésekhez az R&D Systems
intracellularis fehérjék immunfestéséhez javasolt protokollja

(https://www.rndsystems.com/resources/protocols/flow-cytometry-protocol-staining-

intracellular-molecules-using-detergents) volt iranyadd. A fellluszok eltavolitasa utan 300 pl

4%-0s PFA-PBS-t mértiink a sejtpelletekre, melyeket razokészilék segitségével
szuszpendaltunk. Tiz perces, szobahdmérsékleten és fénytdl elzart modon torténd inkubaciot
kovet6en ismét centrifugaltuk a mikrocentrifuga csdveket. A felliszdkat ledntottik, majd két
mosasi 1épés kdvetkezett csovenként 200 pl PBS-sel. A pelleteket 100-100 pl Triton X-PBS-
ben szuszpendaltuk, majd 5-5 pl Alexa Fluor® 488-cal konjugalt anti-NF-xB p65
antitestoldatot adtunk azokhoz. Fénytél védve 30 percig szobahdmérsékleten hagytuk a
sejteket. Centrifugalas és a felliliszok eltavolitasa utan Gjabb két mosasi 1épés kdvetkezett. A
100 pl PBS-ben szuszpendalt sejtekrél az Amnis FlowSight® Imaging Flow Cytometer
segitségevel keészitettink mikroszképos felvételeket fehér fény, 488 nm és 642 nm
hullamhosszu 1ézeres megvilagitds mellett. Ekkor az Alexa Fluor® 488 eredetli emisszio a
masodik csatornan (Ch02), mig a DRAQ5™-bsl szarmazé fluoreszcencia a tizenegyedik
csatornan (Ch11) volt detektalthato (7. &bra). Azon makrofagok szazalékos aranyat, melyekben
az NF-xB p65 nukleéris lokalizacioja volt megfigyelhetd, az IDEASe 6.2 szoftver Nuclear

Localization Wizard algoritmusanak segitségével hataroztuk meg.

V.5.5. Citokinprofil vizsgalata Proteome Profiler segitségével

Tobbféle citokin egyidejii kimutatasara az R&D Systems Proteome Profiler Mouse
Cytokine Array Panel A Kitjét hasznaltuk. A kezelések megkezdése el6tt a sejteket kiegeszitett
DMEM tapoldattal egyszer mostuk, hogy a BMDM-médiumbol visszamaradé 1929 eredetii
citokineket eltavolitsuk. A mérend6é mintak eléallitasahoz 24 lyuku tenyészté lemezben C.
parapsilosis GA1l torzzsel koinkubaltunk BMDM-eket MOI 5:1 arényban, 500 pl
végtérfogatban, 24 h-ig. A kontroll sejteken tapoldatot cseréltiink. A feluliszdkat
mikrocentrifuga csovekbe gyiijtottiik és centrifugaltuk (3000 RPM, 5 perc, Heraeus Pico 17
mikrocentrifuga). A felliliszokat tovabbi felhasznalasig -80°C-on tartottuk.

A meréseket legalabb 3 fiiggetlen kisérletbdl és azonos kezelésbdl szarmazo poolozott
mintakon  végeztik el a gyart0 utasitasai alapjan a  kovetkez6 ~modon

(https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/ary006.pdf). A membranokat 1 éran
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Ch11 Ch02 Ch11/Ch0Zg ChO1 Ch11 Ch02 Ch11/Ch0z

7. dbra. Reprezentativ felvételek random sorrendben lemért Alexa Fluor® 488-cal konjugalt anti-NF-
kB p65 antitesttel és DRAQ5™ sejtmag festékkel jellt BMDM-ekrdl. Az abrakon (a) kontroll és (b) 1
pg/ml LPS-el 1,5 h-ig kezelt makrofagok lathatok. E16bbi esetben az NF-kB p65 alegysége citoplazmas
elhelyezkedésii, mig az utobbi esetben a sejtmagokban halmozaodott fel. Ch01: fénymikroszkdépos képek;
Ch02: az Alexa Fluor® 488 detektalasara hasznalt csatorna; Ch11: és DRAQ5™ detektalasara hasznalt
csatorna; Ch11/Ch02: a Ch011 és a Ch02 flzioja.

keresztil 2 mL Array Buffer 6-tal blokkoltuk billend razogépen. A folyadék eltavolitasa utan a
membranokra mértuk a fellldszomintakat tartalmazo keverékeket (700 ul poolozott
feluliszéminta + 500 pl Array Buffer 4 + 300 pl Array Buffer 6 + 15 pl Mouse Cytokine Array
Panel A Detection Antibody Cocktail). Ezt egy éjszakés 4 °C-on torténd inkubacio kovette
billené razogépen. A membranokat ezutan haromszor 10 percig mostuk 20-20 ml 1xWash
Buffer-ben. Végul membranonként 2 ml tormaperoxidaz-sztreptavinin konjugatummal
kiegeszitett Array Buffer 6-ot mértiink rajuk, és 30 percig szobahdmérsékleten razattuk oket.
Ezt ismét haromszori moséas kovette. Az 1xWash Buffer leszivasa utan Chemi Reagent Mixet
rétegeztlink a membranokra. Egy perc elteltével a mixet eltavolitottuk a membranokrél. A
kemilumineszcens szignalokat a C-DiGit Blot Scanner (LI-COR) keészulék segitsegével

detektaltuk és az Image Studio Digits szoftver 3.1. verzidjaval vizualizaltuk.
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V.5.6. Citokinek mennyiségi meghatarozasa enzimkotétt immunoszorbens préba
(ELISA) segitségével

A mintak el6allitasahoz C. parapsilosis torzsekkel MOI 5:1 és a C. albicans torzzsel
MOI 1:25 aranyban fertéztiik a makrofagokat, 24 h koikubacios idével. A BMDM-eket 24
lyuku tenyésztélemezben, tenyésztéhelyenként 500 ul végtérfogatban, mig a PM-eket 96 lyukd
lemezekben, tenyésztohelyenként 200 pl végtérfogatban kezeltiik. A kontroll sejteken
tapoldatot cseréltink. A BMDM-ek esetén a kezelések megkezdése elbtt a tenyésztohelyeket
kiegészitett DMEM tapoldattal egyszer mostuk. A Kkisérletek lejartakor a felliliszokat
Osszegytijtottik, centrifugaltuk, majd tovabbi felhasznalasig fagyasztva taroltuk.

A feliilaszokbol TNFa, KC, MIP1-a és MIP-2 citokineket hataroztunk meg szendvics
ELISA mddszerrel. Ehhez az alabbi kiteket alkalmaztuk a gyarté (R&D Systems) utasitasai
szerint: Mouse TNF-alpha DuoSet ELISA (katalégusszam: DY410), Mouse CXCL1/KC
DuoSet ELISA (katalogusszam: DY453), Mouse CCL3/MIP-1 alpha DuoSet ELISA
(katalogusszdm: DY450) és Mouse CXCL2/MIP-2 DuoSet ELISA (katalogusszdm: DY452).

A mérést roviden a kovetkez6 modon végeztik. A PBS-ben higitott elsédleges
antitestek felvitele (100 pl/mintahely) utan a lemezeket egy éjszakan at szobahémérsékleten
hagytuk, majd mosoépufferrel négyszer mostuk, és BSA-tartalmd blokkolo puffert (200
ul/mintahely) mértlink beléjik. Min. 1 6ra elteltével, ismét négy mosast kovetden a felilluszokat
Reagent Diluent pufferben higitottuk, majd ezekb6l 100-100 ul-t mértink a lemezek
mintahelyeibe. A standardokbol Reagent Diluent oldatban 7 1épcsés higitasi sort készitettiink,
és duplikatumban 100-100 pl-t vittink fel a higitasi tagokbdl a lemezekre. Negativ kontrollként
a Reagent Diluent puffer szolgélt. Két 6ra inkubécié utén, Gjabb négy mosast kovetden
bemértiik a Reagent Diluent oldatban higitott masodlagos antitesteket a lemezekbe (100 ul
/mintahely). Ismételt 2 oOra elteltével a lemezeket négyszer mostuk, a mintahelyekbe Reagent
Diluent oldatban higitott sztreptavidin-tormaperoxidaz oldatot mértiink, és a lemezeteket 20
percig fénytdl elzarva tartottuk. A kovetkezé négy mosas utan 100-100 pl szubsztrat oldatot
mértiink a mintahelyekbe és fénytdl védett helyre tettiik a lemezeket. A szinreakciokat 1,8 M-
os kensavoldattal (50 ul/mintahely) allitottuk le. Végul a SPECTROstar Nano Microplate
Reader készulék (BMG Labtech) segitségével mértiink abszorbanciat 450 nm-en. Az adatokat

MARS Data Analysis szoftverrel analizaltuk.

V.5.7. A Candida sejtek makrofagok altali fagocitozisanak vizsgalata
A vizsgalathoz a makrofagokat fluoreszcens Alexa Fluor® 488 szukcinimidil észterrel
jelolt vagy a GFP-CLIB214 Candida sejtekkel MOI 5:1 ardnyban fert6ztiink 12 mintahelyt(i
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lemezekben. A C. parapsilosis torzsek esetén 15 perc (BMDM, PM), 1 h (PM) és 2 h (BMDM),
mig a C. albicans torzs esetén 15 és 30 (BMDM, PM) perc koinkubacios idoket hagytunk.

A gombék jeldlése és a kisérletek Toth és mtsai. (2017) alapjan a kovetkezé modon
alakultak. A V.5.3. részben leirtak szerint tenyesztett és mosott Candida sejteket 500 ul PBS-
ben szuszpendaltuk. Ezen szuszpenzio 200 pl-ehez 22 ul Na,COs oldatot (1 M), majd 4 ul 1
mg/ml koncentracioju Alexa Fluor® 488 szukcinimidil észter torzsoldatot kevertlink. Ezt
alapos 0sszerazas és egy oOras szobahdmérsékleten torténd inkubacid kovették, fénytol elzarva.
Ezutan a sejteket haromszor mostuk 1-1 ml PBS-el (3000 RPM, 5 perc, Heraeus Pico 17
mikrocentrifuga). A sejtpelletet 200 ul PBS-ben szuszpendaltuk, meghataroztuk a
sejtkoncentraciot és megfert6ztiik a makrofagokat, illetve a kontroll sejteken tapoldatot
cseréltiink. Az inkubacios idok leteltével a kokulturakrél leszivtuk a feltllszokat, és a sejteket
kétszer mostuk PBS-el. A makrofagokra mintahelyenként 350 pl TrypLE™ Express Enzyme
oldatot adagoltunk. Ot perc (37 °C) elteltével 400 pl FBS-PBS bemérése utan szuszpendaltuk
és mikrocentrifuga csovekbe helyeztik a makrofagokat. Centrifugélas utdn (2000 RPM, 5 perc,
Heraeus Pico 17 mikrocentrifuga) a felliliszokat ledntottiik, majd 100 pl PBS-ben vettiik fel a
sejteket. A szinglet makrofagokat az Amnis FlowSight® Imaging Flow Cytometer képalkotd
aramlasi citométerrel vizsgaltuk fehér fényes megvilagitas és 488 nm hullamhosszu 1ézeres
gerjesztés mellett. A készilék masodik csatornajan (Ch02) detektaltuk a Candida sejtek altal
kifejezett GFP-b4l vagy az Alexa Fluor® 488-bdl szdrmazé jelet. Az adatok analizisét az
IDEAS- 6.2 szoftverrel végeztilk. A megfelelé genotipusy fertdzetlen kontroll sejtek Ch02-n
azonositott autofluoreszcencidjanak tartomanyat tekintettiik negativnak, mig az attél magasabb
értékeket add makrofagokat hataroztuk meg fagocitdzis pozitiv sejteknek (8.b abra). A
készilekkel minden makrofagrol mikroszkopos felvételt készitettiink (8.a &bra), melyek
alapjan a szoftver Spot Count funkci6janak segitségével meghataroztuk az egy makrofag altal

bekebelezett ¢lesztdsejtek szamat.

V.5.8. Elesztésejtet tartalmazo fagoszomak savasodasanak vizsgalata makrofagokban

A Kisérlet Kivitelezéséhez Papp és mtsai. (2018) munkajat vettiik alapul. A
makrofagokat Alexa Fluor® 488 szukcinimidil észterrel, valamint pHrodo™ Red fluoreszcens
festékekkel szimultan festett Candida sejtekkel vagy pHrodo™ Reddel jelolt GFP-CLIB214
torzzsel fertéztik 12 lyuka sejttenyésztd lemezben, MOI 5:1 beallitassal, 15 percig. A
pHrodo™ Red megfeleld beallitas mellett az intracellularis savas kompartimentumokban

intenziv fluoreszcenciat mutat (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/P36600).
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Kontroll SC5314

Cho1  Ch02  merge 1€3

; — T o
0 100 1e3 1e4 1e5 1e6 0 100 1e3 1ed 1e5 1e6

Fluorescence intensity Fluorescence intensity
Population Count | % Gated Population Count | % Gated
all 4102 | 100 all 9867 | 100
phagocytosing | 2 0.05 phagocytosing | 7192 | 72.9

8. dbra. (a) Reprezentativ képek Alexa Fluor® 488 szukcinimidil észterrel festett C. albicans SC5314
torzzsel fert6zott PM-ekrél képalkotd aramlasi citometriat kovetéen. ChO1: fénymikroszkopos képek;
Ch02: az Alexa Fluor® 488 detektalasara hasznalt csatorna; merge: a ChOl1 és a Ch02 fuzidja. (b) A
kapuzéas sémaja fertézetlen kontroll és a C. albicans SC5314 torzsével fert6zott PM-ek mérését
kovetden. Size: méret; Fluorescence intenstity: az Alexa Fluor® 488-bél szarmaz6 fluoreszcencia
intenzitas; all: 6sszes mért sejt; phagocytosing és PHAGO+: a fagocitald sejtek; Count: az adott

populacion belili sejtek szdma; %Gated: az adott kapun belili sejtek az sszes mért sejt %-aban.

Az YPD tapoldatban felszaporitott ¢lesztétenyészeteket HBSS pufferben kétszer mostuk, majd
500 pl HBSS-ben szuszpendaltuk 6ket. A szuszpenzio 200 pl-jéhez 22 pl Na,COz oldatot (1
végul 10 pl pHrodo™ Red (1 mM) oldatot adtunk. A GFP-CLIB214 torzs esetén az Alexa
Fluor® 488 szukcinimidil észter bemérését kihagytuk. Keverést kovetéen egy oOras
szobahdmérsékleten torténd inkubaciot hagytunk, fénytdl elzarva. A tovabbi mosasokat, a
fertézési 1épéseket, a makrofagok méréshez vald elokészitését a V.5.7. alfejezetben kozolt
modon Kkiviteleztik. A szinglet makrofagokat a FlowSight® Imaging Flow Cytometer
készulékkel monitoroztuk fehér fény és 488 nm hullamhosszu lezeres gerjesztés mellett. Az
Alexa Fluor® 488 (illetve a GFP) és a pHrodo™ Red emisszids spektrumainak atfedését a
fluoroforok egyiittes elemzését lehet6vé tévé kompenzacios matrix segitségével kiiszoboltik
ki. EKkor az Alexa Fluor® 488 és a GFP eredetii emisszi6é a masodik csatornan (Ch02), mig a
pHrodo™ Redbdl szarmazo fluoreszcencia a negyedik csatornan (Ch04) volt detektalhato (9.
abra). Az adatokat az IDEAS- 6.2 szoftverrel értékeltik ki. Az azonos genotipusu fertézetlen
kontroll sejtek autofluoreszcenciajat tekintettiik negativnak, mig az attdél magasabb értékeket
ado makrofagokat pozitivnak. A fagoszémak savasodasanak hatékonysagat az aldbbi képlet

alapjan szamoltuk:
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Cho01 Ch02  Ch04  merged Cho01 Ch02 Ch04 merged

9. abra. Reprezentativ felvételek Alexa Fluor® 488 szukcinimidil észterrel és pHrodo™ Reddel
szimultén festett C. parapsilosis sejtekkel fert6zott BMDM-ekr6l az Amnis FlowSight® Imaging Flow
Cytometerrel torténé mérést kovetéen. Az abran (a) Alexad88" pHrodo™ Red és (b) Alexa488*
pHrodo™ Red* sejtek lathaték. Ch0l: fénymikroszképos képek; Ch02: az Alexa Fluor® 488
detektalasara hasznalt csatorna; Ch04: a pHrodo™ Red detektalasara hasznalt csatorna; merged: a ChO1,

Ch02 és Ch04 fuzidja.

(pHrodo™ Red" sejtek az 6sszes mért sejt %-aban/ Alexa Fluor® 488" sejtek az 6sszes mért
sejt %-aban) x 100%.

=z =7

A makrofagok C. parapsilosist elpusztito képességét Németh és mtsai. (2013) alapjan
¢l6csiraszam meghatarozas segitségével allapitottuk meg. A BMDM-eket 24 Ilyuku
tenyészt6lemezben, tenyésztéhelyenként 500 ul végtérfogatban, mig a PM-eket 96 lyukd
lemezekben, tenyésztéhelyenként 200 pl végtérfogatban fertdztik MOI 5:1 dozisban. A
kontroll tenyésztéhelyeket alkalmaztunk. Kezelésenként 3 technikai parhuzamossal
(tenyésztOhellyel) dolgoztunk. Harom oéra elteltével a tenyészt6lemezekbOl rdzas utan
mikrocentrifuga csovekbe mértik a felllUszokat, és steril desztillalt vizet pipettaztunk a
tenyésztohelyekbe (BMDM-ek és megfeleld a kontroll kezelések esetén 400 pl-t, mig PM-ek
és a megfeleld kontrollok esetén 150 pl-t). Ot perc inkubacid utan a tenyésztdhelyekben 1évo
desztillalt vizzel intenziven mostuk azokat, és tartalmukat a megfelel6 mikrocentrifuga
csovekben levo feliilluszokhoz adtuk, majd ismét desztillalt vizet adtunk a tenyésztOhelyekbe
(BMDM-ek és kontrolljaik esetén 300 pl-t, mig PM-ek és kontrolljaik esetén 150 pl-t). Ujabb
mosas utan ezt is a megfelelé mikrocentrifuga csdvekbe juttattuk. Az igy eldallitott
szuszpenziokat 29G-s injekcios tiin keresztiil 6tszor felszivtuk és visszapréseltik a csovekbe.
A szuszpenzidkat PBS-sel higitottuk, majd 100-100 pl-jeit triplikdtumban YPD taptalajra

szélesztettik. Két nap 30°C-on torténd inkubacié utan meghataroztuk az €16 csiraszamot

47



(colony-forming unit, CFU). Az élesztésejtek makrofagok altali eliminaciojanak hatékonysagat
az alabbi képlet segitségével szamoltuk Ki:

(CFUkontroll — CFUfersz6t)/ CFUkontron) x100%,
ahola  CFUkontron @ makrofagmentes kontroll kezelésekhez tartoz6 CFU-k atlagos szdma, a

CFUrersz01 pedig a fert6zott makrofagok kezeléseihez tartozé CFU-k atlagos szama.

V.5.10. Gombakolonizaci6 mértékének meghatarozasa Kiilonbozé szovetekbél CFU
meghatarozassal

A fertézott ragcesalok szerveinek és vérének kolonizaltsagat is ¢él6 csiraszam
meghatarozassal végeztiik. Ehhez a gombéakat az V.5.3. fejezetben leirtaknak megfeleléen
mostuk és szdmoltuk, majd PBS segitségével a megfelelé sejtkoncentraciora allitottuk a
szuszpenzidkat. Sajat tapasztalataink és irodalmi adatok alapjan (pl. Gross és mtsai. 2009,
Drummond és mtsai. 2015) az allatokat a laterdlis farokvenan keresztil oltottuk be C.
parapsilosis esetén 2x107 élesztésejt/100ul PBS/allat, mig C. albicans esetén 10°
¢lesztOsejt/100ul PBS/allat dozisokkal. Az el6bbi esetben 2, 5, 7 és 30 nap, az utdbbi faj esetén
2 nap elteltével dolgoztuk fel az allatokat. Veért vettiink a szemzug vénas plexusabol vagy a
hatulso iiresvénabol, majd ebbdl 50 pl-t YPD taptalajra szélesztettiink. Kiboncoltuk a 1épeket,
a veséket, a majakat és az agyakat, tomeguiket lemértiik, majd 2-2 ml PBS-ben TT-30K Digital
Handheld Homogenizer segitségével homogenizaltuk azokat. A tdmeény vagy PBS-sel higitott
homogenizatumokbo6l 100-100 pl-t YPD téaptalajra szélesztettlink triplikdtumban. Két nap
30°C-on torténé inkubacido utan megszdmoltuk a megjelent telepeket, mely alapjan
meghataroztuk a CFU-k mennyiségét a szervek egységnyi tdmegére vagy a vér egységnyi

térfogatara nézve.

V.5.11. Hisztoldgia

Az egereket az V.5.10. fejezetben leirtak szerint fert6ztiik C. parapsilosisszal vagy
C.albicansszal. Az allatok veséjét 2 és 30 nap mulva kiboncoltuk, majd 4%-os PFA-PBS-ben
fixaltuk. Ezekb6l az SZTE Pathologiai Intézete munkatarsai készitettek hematoxilin-eozin (HE)

és/vagy PAS festett szOvettani metszeteket.
V.5.12. Diagramok és statisztika

A diagramokat és statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 6 szoftverrel készitettuk.

Paros t-probat (in vitro kisérletek), Mann-Whitney probat (gombakolonizacié meghatarozésa)

48



alkalmaztunk. Statisztikailag szignifikansnak tekintettlik azokat az eseteket, ahol p<0,05 volt.

A diagramokon az atlagok és a szorasok kerultek feltinetésre.

49



V1. Eredmények és ertekelésuk

VI.1. Az NF-kB nukleéris transzlokacidja Syk- és CARD9-fiiggé a C. parapsilosisszal
fertozott BMDM-ekben

Az NF-xB klasszikus aktivacidja a velesziiletett gombaellenes immunvalasz fontos
eleme. Ennek sordn p65-p50 és p65-c-Rel dimerek transzlokalddnak a sejtmagba, és
meginditjak a célgének (pl. citokinek, defenzinek génjei) transzkripciojat (Romani 2011,
Drummond és mtsai. 2014, Verma és mtsai. 2014, Dambuza és mtsai. 2017, Lonakis és mtsai.
2017). Duan és mtsai. (2017) THP-1 human makrofagszerti sejtekben mutattdk ki, hogy a
transzlokécié C. parapsilosis fertézés hatasara is megtorténhet. Nem ismert azonban, hogy az
NF-xB C. parapsilosis fertézés altal kivaltott aktivacidja a Syk vagy a CARD9 szabalyozasa
alatt all-e.

Ennek tesztelésére C. parapsilosis torzsekkel (GA1, CLIB214 és CDC317) fert6ztiink
V1(Syk), Syk”, Vt(CARD9) és CARD9™ kiméra egerckbdl tenyésztett BMDM-eket, majd
immunfestéssel jeloltik az NF-xkB p65 alegységet, és képalkoto aramlasi citométerrel készitett
mikroszképos felvételek alapjan meghataroztuk p65* sejtmagi makrofagok szazalékos aranyat.
Fert6zetlen negativ kontroll sejteket és LPS-stimulalt pozitiv kontroll makrofagokat is
alkalmaztunk. A C. parapsilosis torzsekkel fertézott Syk”- makrofagokban alacsonyabb
ardnyban tapasztaltuk a p65 magi transzlokacidjat, mint a Vt(Syk) sejtekben [Vt(Syk): GAL:
21,46%; CLIB214: 24,17%; CDC317: 22,95%; Syk’™: GAl: 9,9%; CLIB214: 16,42%);
CDC317:14,02%; 10.a, c &bra]. Ehhez hasonl6an C. parapsilosisszal torténd koinkubacid utan
a p65* sejtmagu sejtek aranya a CARD9”" BMDM-ek esetén kisebb volt, mint Vt(CARD9)
makrofagok esetében [VICARDY9: GALl: 31,79%; CLIB214: 28,82%; CDC317: 30,4%;
CARDY9”: GA1: 16,1%; CLIB214: 21,61%; CDC317: 12,82%; 10.b, d &bra]. Az LPS
genotipustol fuggetlenil a makrofagok tébb mint 60%-aban kivaltotta az NF-xB p65 sejtmagi
transzlokéacidjat (10.a,b,c,d abra).

Az adatok alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a C. parapsilosis fert6zést kovetd
NF-xB aktivacio BMDM-ekben Syk- és CARD9-fiiggd. Ez 6sszhangban van korabbi
kutatasunkkal, amelyben a C. parapsilosisszal kezelt makrofagszerti sejtek pro-IL-1p termelése
Syk inhibitor hatasara lecsokkent (Toth és mtsai. 2017). A pro-IL-1B génje ugyanis az NF-xB
szabalyozésa alatt all (Goto es mtsai. 1999). A C. albicans is képes NF-«kB aktivaciot eldidézni

kilénbozo sejttipusokban (Roeder és mtsai. 2004, Moyes és mtsai. 2010, Jia és mtsai. 2014,
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10. &bra. Az NF-xB p65 magi transzlokacioja. A BMDM-eket C. parapsilosisszal (GA1, CLIB214 és
CDC317 torzsek, MOI 5:1) vagy LPS-sel (1 pg/ml) kezeltiik 90 percig. A sejtmagokat DRAQ5™ -tel,
az NF-xB p65-6t Alexa Fluor® 488-cal konjugalt antitesttel festettiik. A sejteket képalkotd aramlasi
citométerrel detektaltuk. (a) Vt(Syk) és Syk™ illetve (b) Vt(CARD9) és CARD9”- kimérakbol szarmazd
p65* sejtmagvi BMDM-ek szazalékos aranya (atlag + standard deviacio). (c) Vt(Syk) és Syk’, valamint
(d) Vt(CARD9) és CARD9" kimérakbol szarmazé BMDM-ekhez tartozd reprezentativ hisztogramok.
A , Translocation” régio jel6li a p65* sejtmagvu sejtpopuléacidkat. Cp-: C. parapsilosis. n>4. *: p<0,05

(péros t-proba).
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Roth és mtsai. 2016), amely a fertdzott CARD9” BMDM-ekben szintén alulmilta a Vt
makrofagokét (Bi és mtsai. 2010). Egy masik vizsgalatban pedig curdlannal (B-glikéan
preparatum) stimulélt dendritikus sejtekben a Syk gatlasa az NF-xB aktivacio csokkenését
okozta (Gringhuis és mtsai. 2009). Megjegyzendd, hogy mig mi ¢él6 gombasejtekkel
dolgoztunk, addig a C. albicans indukalta NF-xB aktivacio CARD?9 fliggését, valamint a p65
gombékat hasznéltak fel (Bi és mtsai. 2010, Duan és mtsai. 2017). Tovabba, a féként TLR4-en
keresztul szignalizalé LPS altal kivaltott magi transzlokaciot Bi és mtsai. (2010) eredményeihez

hasonloan Syk- és CARD9-fiiggetlennek tapasztaltuk.

VI1.2. Az egér makrofagok C. parapsilosis fertézés soran kivaltott citokinvalasza a Syk és
a CARD?9 éltal szabéalyozott folyamat

Mivel a C. parapsilosis fertézést koveté NF-kB aktivacio BMDM-ekben Syk- és
CARD9-fiiggének bizonyult, feltételeztiik, hogy a C. parapsilosisszal fertézott makrofagok
citokintermelése is részben Syk és CARD?9 Altal szabalyozott. Ezért 8sszehasonlitottuk a C.
parapsilosszal stimulalt Vt(Syk) és Syk™’, illetve a Vt(CARD9) és CARD9’ makrofagok
citokinprodukciojat.

Eloszor a C. parapsilosis GALl torzsével stimuldlt BMDM-ek feliluszéjabol
hataroztunk meg citokineket az R&D Systems Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Panel
segitségevel. Mind a Vt(Syk), mind a Vt(CARD9) makrofagok esetén kimutattuk a TNFo-t,
valamint a KC (CXCL1), a MIP-1a (CCL3) és a MIP-2 (CXCL2) kemokineket (11.a,b &bra).
A Syk™ sejtek TNFa termelése kisebb volt, mint a Vt(Syk) BMDM-eké (11.a abra). A
CARDY” sejtek esetén nem detektaltuk ezt a citokint (11.b abra). Mig a Syk” makrofagokban
a kemokinek produkcitja a Vt(Syk) sejtekéhez hasonl6 volt (11.a &bra), addig a CARD9™
sejtek felliluszdiban nem (KC, MIP-1a) vagy csak kis mennyiségben (MIP-2) azonositottuk
ezeket (11.b abra).

Eredményeinket ELISA modszerrel, valamint tobb gombatdrzs bevonésaval validalni
kivantuk. Ezért a C. parapsilosis GA1, CLIB214 és CDC317 torzseivel, referenciaként pedig a
C. albicans SC5314 torzsével fertoztik a kiilonb6z6 genotipusi BMDM-eket 24 oOra
koinkubacios idovel, majd a felliliszokbol mértiikk a TNFa, KC, MIP-1a és MIP-2 citokinek
koncentraciojat. A 12. &bra a Syk” sejtek citokintermelését a Vt(Syk) makrofagok
termelésének széazalékaban, mig a CARD9™ sejtekét a Vi(CARD9) BMDM-ek termelésének
szdzalékdban mutatja. Az abszoluit koncentraciok atlagertékeit és szorasait a Flggelék 2.

tablazata tartalmazza.
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11. &bra. A C. parapsilosisszal fert6zott (GAL torzs, MOI 5:1, 24 h) (a) Vt(Syk) és Syk™”, illetve (b)
Vt(CARD9) és CARD9” BMDM-ek citokinprofiljai. A mérést kezelésenként min. 3-3 fliggetlen
kisérletbdl szarmazd egybe gytjtott feluliszokbdl, az R&D Systems Proteome Profiler Array Mouse
Cytokine Array Panel A kittel hajtottuk végre. A foltok mérete és intenzitasa a citokinek mennyiségével

aranyosak.

A gombakkal torténé stimulacio hatasara a kezeletlen kontroll sejtek értékeinél
magasabb citokinkoncentraciokat regisztraltunk a Vt genotipusok esetén (Flggelék 2.
tablazat). A C. parapsilosisszal vagy C. albicansszal koinkubalt Syk”™ és a CARD9™
makrofagok TNFa termelése legalabb 42%-kal alacsonyabb volt a Vt(Syk) és a Vt(CARD9)
sejtekénél (12.a, b 4bra). A kemokineket tekintve is legalabb 25%-0s csokkenést tapasztaltunk
a CARD9”- BMDM-¢ek esetén (12.d, f, h abra). Amig a C. albicansszal fertézott Syk”
makrofagok citokinvalasza a kemokinekre nézve ~90%-0s csokkenést mutatott a V't sejtekéhez
képest, addig a C. parapsilosisszal kezelt Syk™ BMDM-ek kemokin termelése nem volt
alacsonyabb Vt kontrollokénal (12.c, e, g abra).

A kezeléseket ezutdn PM-eken is elvégeztik. A Candida torzzsekkel torténé kezelés
most is a kezeletlen kontroll sejtek értékeinél magasabb citokinkoncentraciokat eredményezett
a V't genotipusok esetén (Fiiggelék 2. tablazat). Barmely torzzsel fertdzott Syk” és CARD9”-
PM-ek TNFa termelése legalabb 67%-kal alacsonyabb volt a Vt(Syk) és a Vt(CARD?9)
sejtekénél (13.a, b abra). A C. parapsilosis fertdzések tobbségében a CARD9™ sejtek kemokin
termelésének ~40-80%-0s csokkenését mutattuk ki (13.d, f, h abra). Bar a C. albicansszal
fertézott CARD9” PM-ek citokin termelésének atlaga mindegyik citokinre nézve legalabb
34%-al alacsonyabb volt, mint a Vi(CARD?9) sejteké (13.d, f, h abra), ez az eltérés a MIP-1a

és a MIP-2 esetében nem volt szignifikans, csak tendenciaszerii (13.f, h abra). A Syk”” PM-ek
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12. abra. A C. parapsilosisszal (GAL, CLIB214 és CDC317 torzsek, MOI 5:1, 24 h) illetve C.
albicansszal (SC5314 torzs, MOI 1:25, 24 h) fertézott (a, c, e, g) Syk™ és (b, d, f, h) CARD9” BMDM-
ek fellldszoibdl mért citokinkoncentraciok a Vt(Syk) és a Vt(CARD9) sejtek felliliszbibol
meghatarozott koncentraciok szazalékaban (atlag + standard deviéacid). A méréseket ELISA modszerrel
végeztiik. Cp-: C. parapsilosis; Ca-: C. albicans. n>3. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****:
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13. dbra. A C. parapsilosisszal (GA1, CLIB214 és CDC317 torzsek, MOI 5:1, 24 h) illetve C.
albicansszal (SC5314 torzs, MOI 1:25, 24 h) fertézott (a, c, e, g) Syk™” és (b, d, f, h) CARD9” PM-ek
feltluszbibol mért citokinkoncentraciok a Vt(Syk) és a Vt(CARD9) sejtek fellilisz6ibél meghatarozott
koncentraciok szazalékaban (atlag + standard deviacio). A méréseket ELISA mddszerrel végeztiik. Cp-
: C. parapsilosis; Ca-: C. albicans. n>3. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001 (péaros t-



— a BMDM-ek esetén megfigyeltekkel szemben — a Vt(Syk) sejtekhez viszonyitva minimum
36%-kal alacsonyabb KC, MIP-1a és MIP-2 termeléssel voltak jellemezhet6k nemcsak a C.
albicansszal, hanem a C. parapsilosisszal stimulalt makrofagok esetén is (13.c, e, g abra).

Eredmenyeink alapjan megallapitottuk, hogy az egér makrofagok C. parapsilosis
fert6zésre adott citokinvalasza a Syk és a CARD9 szabalyozasa alatt all. Korabbi vizsgalatunk
is utalt erre, mivel a Syk inhibitorral kezelt makrofagszerit THP-1 sejtek IL-1p produkcidja
alacsonyabb volt a kontroll sejtekétol (Toth és mtsai. 2017). Azonban az inhibitorok
felhasznalasaval végzett Kisérletek eredményei a gatlas mértékének bizonytalansaga, illetve az
off-target hatdsok kovetkeztében kevésbé megbizhatdak, mint a génkiltéses modszerekkel
nyert adatok.

Megero6sitettiik tovabba ezen jelatviteli Ut szerepét a C. albicans altal kivaltott citokin
termelésben. Deng és mtsai. (2015) ugyanis C. albicans fert6zés soran ugyancsak a TNFa, KC,
és MIP-2 termelés rendellenességét irtak le SHP-27, hibas Syk-aktivacioval jellemzett
dendritikus sejtekben. A Syk™ dendritikus sejtek C. albicansszal szemben mutatott alacsony
IL-23p19 termelése pedig kdzvetve a C. albicansszal fert6zott egerek talélésének csokkenesét
okozta (Whitney és mtsai. 2014).

A TNFa a C. albicansszal szembeni in vivo rezisztencidban hangsulyos, mivel a TNFa
receptorara nézve hianyos egerek a Vt allatoknal kevésbé voltak képesek eliminalni a gombat
és a fert6zés utani csokkent talélés jellemezte Gket (Steinshamn és mtsai. 1996). A CARD9
egyik funkcidvesztéssel jaro polimorfizmusaval rendelkez6 péciens vérébol izolalt, majd C.
albicansszal kezelt sejtek is az egészseges donorokehoz képest alacsony TNFa szintézist
mutattak (Drummond és mtsai. 2015). Whibley és mtsai. (2015) kisérletes C. tropicalis fert6zés
kapcsan mutattak ki egyes immunsejtek (pl. monocitak) és szévetek (pl. veseszévet) CARD9-
fuggd TNFa termelését. A CARDO hianyaban az elégtelen TNFa produkcio miatt, illetve TNFa
géatlot alkalmazva a C. tropicalisszal megfert6zott egerek tulélési ideje rovidebb volt, mint a Vt,
vagy gatldszer kezelésben nem részesiilo allatoké. A C. parapsilosis képes volt mind human
sejtkulturakban (Téth és mtsai. 2013), mind egerek kiilonboz6 szerveiben (Trevifio-Rangel és
mtsai. 2015) TNFa szintézist indukalni, azonban ennek a védekezésben betoltdtt szerepét csak
valoszinUsitették.

A kemokinek is killéndsen hatasosak lehetnek a gombak elleni védelemben. A KC és
MIP-2 a neutrofilek (De Filippo és mtsai. 2008), a MIP-1a tobbek kozott a makrofagok (Ono
és mtsai. 2003) toborzésaban jatszik szerepet. Ezen citokinekbdl egy CARD9 polimorfizmust
hordoz6é ember veérsejtjei C. albicans fertézés hatasara a Vt CARD9-et expresszalo sejtekhez
képest kevesebbet allitottak el6. A CARD9” egerek agyaban pedig a neutrofilekre hat6
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kemokinek termel6désének sériilése miatt ezen granulocitak C. albicansszal fert6zott agyba
torténé migracidja alacsony mértéki volt, ami a gomba elszaporodasahoz vezetett (Drummond
és mtsai. 2015). Bar egér makrofagokban kimutattak a MIP-1a és a MIP-2 mRNS-ének C.
parapsilosis altal indukalt transzkripcidjat (Németh és mtsai. 2014), a kemokinek hozzajarulasa
a C. parapsilosisszal szembeni in vivo vedekezéshez kevéssé ismert.

Figyelemre mélto, hogy a C. parapsilosis fert6zést kovetd kemokin expresszio csak a
PM-ekben bizonyult Syk-fiiggének, a BMDM-ekben nem (12.c, e, g és 13.c, €, g abra). Ennek
egy lehetséges oka a két makrofagtipus eltéré fenotipusa (Zajd és mtsai. 2020). A BMDM-ek
példaul osztodasi potenciallal rendelkeznek, a PM-ek nem. Tovabba a PM-ek MHCII
expresszioja meghaladja a BMDM-ekét, azonban a CD80 kostimulator esetén a helyzet
forditott. A két sejttipus citokintermelése sem teljesen atfedé (Wang és mtsai. 2013, Zhao és
mtsai. 2017). Azonos stimulussal kezelt PM-ek és BMDM-ek ellentétes iranyd kemokin
valaszat is leirtdk korabban: mig az oxidalt alacsony siiriiségii liopoproteinnel inkubalt BMDM-
ek MCP-1 kemokin termelése a kezelés hataséara lecsokkent, addig a PM-eké megemelkedett
(Bisgaard és mtsai. 2016).

Bemutattuk, hogy vizsgalatunkban a C. parapsilosisszal fert6zott BMDM-ek
kemokintermelése CARD9-fiigg6, de Syk-fuiggetlen volt (12.c, d, e, f, g, h abra). Ez arra
utalhat, hogy a CARDO ebben a sejttipusban nem kizaroélag a Syk irdnyabdl szabéalyozott. Bi és
mtsai. (2010) hasonl6 jelenséget irtak le. Megfigyelték, hogy a C. albicansszal kezelt BMDM-
ekben az NF-«kB aktivacidjat a CARD9 és a Syk egymastol kiilon dton és mechanizmussal
segitették el6. Az egyik pozitiv szabalyozé mechanizmus (a NEMO ubikvitincidja) peldaul
csak CARD9-fligg6, de Syk-fliggetlen volt. A CARD9 altal kozvetitett szignalizacioval
kapcsolatban tobb kérdés jelenleg tisztazatlan (pl. részvétele a TLR-ek, vagy NOD2 éltal
inicialt jelatvitelben) (Ruland 2008, Wagener és mtsai. 2014). igy a CARD9-dependens, Syk-
independes mechanizmusok tisztazasa a jovo feladata.

Bemutattuk tovabba, hogy kisérletiinkben a BMDM-ek kemokintermelése csak a C.
parapsilosis fert6zés esetén volt fliggetlen a Syktdl, a C. albicans esetén nem (11.c, e, g abra).
Ez arra utalhat, hogy ebben a sejttipusban az ezen citokinek expresszidjahoz vezeté Syk-fiiggd

és fliggetlen szignalizacioju PRR-ek eltéré mértékben vesznek részt a két faj felismerésében.

VI1.3. A C. parapsilosis és a C. albicans egér makrofagok altali fagocitézisa a Syk
szabéalyozasa alatt all

Tobb Syk/CARD9-en keresztll szignalizdldé PRR szerepet jatszik egyes falosejtek
Candida sejteket bekebelez6é képességében (Gantner és mtsai. 2005, Ifrim és mtsai. 2013,

57



Gazendam és mtsai. 2014, Wang és mtsai. 2016). A C. glabrata makrofagok altali fagocitézisa
példaul Dectin-2- (Ifrim és mtsai. 2013), a C. tropicalisé pedig Dectin-3-fiiggd volt (Wang és
mtsai. 2016). Mivel jelenlegi ismereteink alapjan a Dectin-2 és Dectin-3 nem szignalizalnak a
Syk megkerulésével (Salazar és Brown 2018), tovabba mivel a C. parapsilosis és C. albicans
sejtfala is tartalmaz Dectin-2/Dectin-3 ligandumkeént jellemzett mannant (Shibata és mtsai.
1995, Papp és mtsai. 2018), feltételeztiik, hogy a makrofagok C. parapsilosist és C. albicanst
bekebelezd aktivitasara is hatassal lehet a Syk/CARD?9 jelatvitel.

Ennek tisztazasara a C. parapsilosis Alexa Fluor® 488 szukcinimidil észterrel jelolt
GAL1 és CDC317, illetve a GFP-CLIB214 torzseivel, valamint a C. albicans Alexa Fluor® 488-
cal jelolt SC5314 torzsével fertdztiink Vi(Syk), Syk”, Vt(CARD9) és CARD9”- BMDM-eket.
A Kkisérlet soran képalkot6 aramlasi citométerrel kvantifikaltuk a fagocitald makrofagok
szazalékos aranyat és az egy BMDM altal fagocitalt gombasejtek atlagos szdmat a fagocitald
sejtpopulacion beliil. Egy korai (15 perc) és egy késéi (120 perc) koinkubacids iddt
alkalmaztunk, az utébbi a C. albicans esetén a hifazast megel6zendé 30 perc volt. A fagocitald
V1(Syk) sejtpopulacié aranya minden esetben nagyobb volt a fagocitalé Syk” populécié
aranyanal. A korai idépontban a C. parapsilosis sejteket fagocitald sejtpopulacio 0sszesitett
atlagos aranya a Vt(Syk) makrofagok esetén 19,45%, mig a Syk”’ makrofagok esetén 5,92%
volt. Ebben az id6épontban a C. albicans sejteket fagocitaloé populacio aranya a Vt(Syk) sejtek
esetén 29,8%, mig a Syk™ sejtek esetén 20,23% volt (14.a abra). A késéi idépontban a C.
parapsilosis sejteket fagocitald sejtpopulacid dsszesitett atlagos aranya a Vt(Syk) makrofagok
esetén 68,19%, mig a Syk” makrofagok esetén 38,61% volt. Ezen kisérleti iddpontban a C.
albicans sejteket fagocitalo populacio aranya a Vt(Syk) sejtek esetén 62,26%, mig a Syk”
sejtek esetén 54,06% volt (14.a dbra). Az egy makrofag altal fagocitalt gombasejtek szamaban
a korai idSpontban nem talaltunk szignifikans killénbséget a Vt(Syk) és Syk” makrofagok
kozott. A késbi idopontokban viszont a C. parapsilosis GAl-et és CDC317-et fagocitald
Vt(Syk) BMDM-ek atlagosan tobb gombasejtet vettek fel, mint a Syk” makrofagok [Vt(Syk):
GA1-120 min: 4,99; CDC317-120 min: 4,74; §yk_"': GA1-120 min: 4,08; CDC317-120 min:
3,62; 14.c abra). Ezen tdrzsek esetén a fagocitaldo populacion belil a kiillonb6z6 szamu
gombasejtet tartalmazd makrofagok gyakorisageloszlasa azt mutatta, hogy mig az 1-2
gombasejtet tartalmazo Syk”’ sejtek gyakorisaga feliilmalta a Vt(Syk) makrofagokét, addig az
5 vagy annal tobb éleszt6t tartalmazd populaciokban ez forditva volt (14.e abra). A
Vt(CARD9) és CARD9”- BMDM-ek C. parapsilosist vagy C. albicanst fagocitalo képessége
kdzott nem tapasztaltunk kilonbséget (14.b,d, f abra).
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14. abra. A Syk és CARDO9 hatasa a BMDM-ek C. parapsilosist és C. albicanst fagocitalé képességére.
A makrofagokat fluoreszcens Candida sejtekkel koinkubaltuk (15, tovabba 30 vagy 120 perc, MOI 5:1).
A fagocitozis mértéket képalkotd aramlési citométerrel hataroztuk meg. (a, b) A fagocitalo6 BMDM-ek
az 0sszes lemért BMDM-ek %-aban és (c, d) a fagocitalt gombak egy BMDM-en belili atlagos
mennyisége a fagocitald popuplacion belil (atlag + standard deviacio). (e, f) Reprezentativ Spot Count
diagramok C. parapsilosisszal (CDC317) fertézott Vt(Syk) és Syk™, illetve a GA1 torzzsel fertézott
Vt(CARD9) és CARD9” BMDM-ekrdl. Cp-: C. parapsilosis; Ca-: C. albicans, min: perc. n>3. *:
p<0,05; **: p<0,01 (péros t-préba).
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A kovetkezékben eredményeinket PM-ekkel végzett vizsgalatokkal is meg kivantuk
erdsiteni. Ebben az esetben a C. parapsilosis fertdézések hosszabb inkubacids ideje 60 perc volt.
Mivel az el6z6 vizsgalatban a C. parapsilosis torzsekre adott valaszok részben hasonlok voltak,
ez Uttal csak a GA1 torzset alkalmaztuk. A Vt(Syk) makrofagokhoz képest kevesebb fagocitalo
Syk™ sejtet regisztraltunk a C. parapsilosis fertézés mindkét idépontjaban, illetve a C. albicans
fert6zés korai idépontjaban [Vt(Syk): GA1-15 min: 19,36%; GA1-60 min: 78,5%; SC5314-15
min: 53,7%; Syk”: GA1-15 min: 7,92%; GA1-60 min: 48,27%; SC5314-15 min: 28,83%; 15.a
abra]. A C. albicansszal torténé kezelés esetén a 30 perces idOpontban ez a csokkenés csak
trend szinten jelent meg (15.a abra). A C. parapsilosisszal fert6zott Vt(Syk) makrofagokban a
késbi idépontban tobb internalizalt gombasejtet mutattunk ki a fagocitaldé populacion beliil,
mint a Syk”- PM-ekben [Vt(Syk): GA1-60 min: 5,11; Syk”: GA1-60 min: 3,71; 15.c dbra]. A
C. albicansszal fert6zott Syk™ sejtek nem kebeleztek be szignifikansan kevesebb gombat, mint
V1(Syk) tarsaik (15.c dbra). A PM-ek nem tértek el egymastol CARD9-fiiggé moddon a C.
parapsilosist vagy C. albicanst fagocitalo aktivitasukban (15.b, d abra).

Adatainkbdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a Syk a CARD9-t6l fliggetlen
mechanizmuson keresztlil szerepet jatszik az egér makrofagok C. parapsilosisszal és C.
albicansszal szemben mutatott fagocitikus aktivitasaban. Ez dsszhangban van a C. glabrata
PM-ek altali Dectin-2-fiiggé (Ifrim és mtsai. 2013) és a C. tropicalis BMDM-ek &ltali Dectin-
3-fiiggd (Wang és mtsai. 2016) fagocitozisaval, illetve azzal, hogy egér dendritikus sejtekben a
zimozéan fagocitozisa Syk-fiiggd (Rogers és mtsai. 2005, Gross és mtsai. 2006) volt. A C.
glabrata PM-ek altali felvétele korai kisérleti idépontban szintén Syk-fiiggd volt (Dagher és
mtsai. 2018). A Syk inhibitorral kezelt egér fibroblasztok, valamint SHP-2 foszfatdz hianyos
egér BMDM-ek is csokkent mértékben internalizaltdk a zimozant (Herre és mtsai. 2004, Deng
és mtsai. 2015). Azonban a zimozanpartikulumok BMDM-ek altali internalizaciojat két
vizsgalatban is Syk-fliggetlennek tapasztaltdk (Herre és mtsai. 2004, Underhill és mtsai. 2005).
Mivel a zimozan erzékelése TLR-ek altal is vegbemehet (Sato és mtsai. 2003), és a Candida
sejtfalban talalhato szerkezetileg heterogénebb PAMP-okat tobbféle Syk-fiiggd receptor is
kotheti, ezért a C. parapsilosis és a C. albicans Syk-fiiggd fagocitdzisa nem mond ellent a
zimozan Syk-fliggetlen bekebelezésének. A zimozdn BMDM-ekben leirt SHP-2-fiiggé (Deng
és mtsai. 2015), de Syk-fuggetlen (Herre és mtsai. 2004, Underhill és mtsai. 2005)
fagocitozisanak ellentmondasa azonban még feloldatlan. Megjegyzendd tovabba, hogy egy
vizsgalatban a Syk blokkoldval kezelt BMDM-ek normalis mértékben vettek fel hével elolt

,.elesztd partikulumokat” (Majeed és mtsai. 2001). A szerzok és sajat munkank eredményeinek
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15. dbra. A Syk és CARD9 hatasa a PM-ek C. parapsilosist és C. albicanst fagocitalé képességére. A
makrofagokat fluoreszcens Candida sejtekkel koinkubaltuk (15, tovabba 30 vagy 60 perc, MOI 5:1). A
fagocitozis mértékét képalkotd aramlési citométerrel hataroztuk meg. (a, b) A fagocitalo PM-ek az
0sszes lemért PM-ek %-aban és (c, d) a fagocitalt gombéak egy PM-en belili atlagos mennyisége a
fagocitald popuplécion belil (atlag + standard deviacio). Cp-: C. parapsilosis; Ca-: C. albicans, min:

perc. n>3. *: p<0,05 (paros t-proba).

eltérését taldn metodikai kulonbségek indokoljak. A tanulméannyal ellentétben mi
meghatarozott fajokkal, é16 gombasejtekkel és kémiai gatlas helyett Syk™ sejtekkel dolgoztunk.

Adataink illeszkednek azokhoz az eredményekhez, melyek szerint a CARD9 sem
makrofagokban, sem dendritikus sejtekben nincs hatassal a zimozan internalizaciojara (Gross
és mtsai. 2006, Goodridge és mtsai. 2009).
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VI1.4. A C. parapsilosis tartalmia fagoszomak savasodasa fiigg a Syktél, de a CARD9-t6l
nem

Majeed és mtsai. (2001) vizsgalatdban a Syk gatlasa BMDM-ekben akadalyozta a hovel
elolt ,,éleszt6 partikulum” tartalmu fagoszomak es a lizoszomak fuzidjat. Egér makrofagszeri
sejtvonalban pedig a Syk blokkolasa gatolta a B-glikan partikulum tartalmu fagoszémak érését,
illetve a C. albicans tartalmu fagoszomak savasodasat (Mansour és mtsai. 2013).

Ezek ismeretében feltételeztilk, hogy a Syk/CARD9 jelatvitel a C. parapsilosis tartalmu
fagoszémak savasodasara is hatassal lehet. Ezért a kiilonb6z6 genotipusi BMDM-eket Alexa
Fluor® 488 szukcinimidil észterrel, valamint a savas kémhatasi fagolizoszémakban
fluoreszkalé pHrodo™ Reddel szimultan festett C. parapsilosis GA1 és CDC317 torzsekkel
vagy pHrodo™ Reddel jelolt GFP-CLIB214 torzzsel fert6ztiink, illetve referenciaként
hasonldan jartunk el a C. albicans torzzsel. Az inkubacios id6 lejartaval meghataroztuk a
pHrodo™ Red" és az Alexa Fluor® 488" sejtpopulaciokat, ezek alapjan pedig a fagoszémak
savasodasanak hatékonyséagat.

Mind a C. parapsilosis térzsekkel, mind a C. albicansszal stimulalt Syk’”- BMDM-ekben
kisebb hatékonysaggal kovetkezett be a fagoszémak savasodasa, mint a Vt(Syk) sejtekben
[(Vt(Syk): GA1: 86,46%; CLIB214: 59,38%; CDC317: 72,55%; SC5314: 38,67%; Syk™: GA1:
58,7%; CLIB214: 28,93%; CDC317: 42,08%; SC5314: 15,16%; 16.a abra). llyen eltérést a
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16. abra. (a) A Syk és (b) a CARD?9 hatésa a C. parapsilosis és a C. albicans bekebelezését kovetd
fagoszoma savasodasra BMDM-ekben. Az élesztdsejteket Alexa Fluor® 488 szukcinimidil észterrel és
pHrodo™ Reddel, a GFP-CLIB214 sejtjeit pHrodo™ Reddel festettik, majd a jel6lt gombakkal
fertéztiik a makrofagokat (15 perc, MOI 5:1). A fagoszomak savasodasanak hatékonysagat képalkotd
aramlési citométerrel hataroztuk meg (tlag £ standard deviécid). Cp-: C. parapsilosis; Ca-: C. albicans.
n>3. *: p<0,05; **: p<0,01 (paros t-proba).
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Vt(CARD9) és CARD9”- BMDM-ek kdz6tt nem észleltink (16.b abra).

Megfigyeléseinket ezt kovetéen PM-ekkel végzett vizsgalatokkal is meg kivantuk
erésiteni. Mivel a Syk” BMDM-ekben megfigyelt csokkent savasodast az Osszes C.
parapsilosis torzs esetén kimutattuk, csak a GA1 térzzsel dolgoztunk tovabb. A Syk” PM-
ekben a fagoszomak savasodasanak hatékonysaga a C. parapsilosis fertézést koveten kisebb
volt, mint a Vt(Syk) makrofagokban [(Vt(Syk): GAL: 51,23%; Syk”: GA1: 34,03%; 17.a
abra]. A Syk’ PM-ekben a C. albicans fagocitozisat kovetden a savasodas hatékonysaga kozel
szignifikans (p=0,084) trend szerint szintén alacsonyabb volt, mint a Vt(Syk) sejteke [(Vt(Syk):
SC5314: 54,44%; Syk™’: SC5314: 31,3%; 17.a abra]. A Vt(CARDY9) és CARD9” PM-ek
kdzott nem detektaltunk eltérést (17.b abra).

A bemutatott eredményekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy egér makrofagokban a Syk a
CARD9-t61 filiggetlen modon hozzajarul a C. parapsilosis tartalmi fagoszomak érési
folyamatahoz. Hovel elolt C. albicansszal kezelt RAW egér makrofagszerti sejtekben hasonld
eredményt kaptak Mansour és mtsai. (2013), amit most ¢16 C. albicans felhasznéalasaval primer
makrofagokban megerdésitettiink. Adataink egybe esnek az ,,éleszt6 partikulumokkal” stimulalt
Syk gatloszerrel kezelt BMDM-ek (Majeed és mtsai. 2001), tovabba a [-glikan
partikulumokkal stimulalt Syk-blokkolt RAW sejtek (Mansour és mtsai. 2013) fagoszémainak
sérult savasodasaval. Megjegyzendd, hogy Drewniak és mtsai. (2013) elektonmikroszkopos
felvételeken egy CARDO9-deficiens beteg neutrofil granulocitdiban abnormadlis, duzzadt
fagoszomakat figyeltek meg a C. albicans fagocitozisat kovetéen, azonban a fagoszomak

savasodasat nem vizsgaltak.

VI1.5. A C. parapsilosis BMDM-ek altali eliminéci6ja Syk-fiiggd, de CARD9-fliggetlen
Dagher és mtsai. (2018) tanulmanyaban a Syk gatlasakor a PM-ek csdokkent mértékben
akadalyoztak a fagocitalt C. glabrata sejtek intracellularis osztodasat. A CARD9™ egér eredetii
monocitak viszont a vad tipustakhoz hasonlo normalis mértékben voltak képesek elpusztitani
a C. tropicalist (Whibley és mtsai. 2015). Bemutatott kisérleteinkben pedig a C. parapsilosis
makrofagok &ltali internalizcidja és az ezt koveté fagoszoma savasodas Syk-fiiggd, de
CARD9-fliggetlen volt. igy feltételeztiik, hogy a makrofagok C. parapsilosist eliminald
képessége a Syk hianyaban séril, mig a CARD9 hianyaban nem karosodik.
Ezért 6sszehasonlitottuk a Vt(Syk), a Syk™, valamint a Vt(CARD9) és CARD9”- BMDM-ek
C. parapsilosisszal szemben mutatott 6lési hatékonysagat. A Syk” sejtek 6lési hatékonysaga
alacsonyabb volt a Vt(Syk) makrofagokénal [(Vt(Syk): GAL: 25,04%; CLIB214: 22,06%;
CDC317: 30,3%; Syk™: GA1: 13,52%; CLIB214: 13,45%; CDC317: 21,11%)], ez a csokkenés
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17. abra. (a) A Syk és (b) a CARD9 hatasa a C. parapsilosis és a C. albicans fagocitozisat koveto
fagoszoOma savasoddsra PM-ekben. Az élesztdket Alexa Fluor® 488 szukcinimidil észterrel és
pHrodo™ Reddel festettiik, majd a jelolt gombakkal fert6ztiik a makrofagokat (15 perc, MOI 5:1). A
fagoszémak savasodasanak hatékonysagat képalkotd aramlési citométerrel hataroztuk meg (atlag +
standard deviacio). Cp-: C. parapsilosis; Ca-: C. albicans. n>3. **: p<0,01 (paros t-préba).

azonban a CDC317-tel fert6zott sejtek esetében csak kozel szignifikans (p=0,0726) trendet
jelentett (18.a &bra). A Vt(CARD9) és CARD9” BMDM-ek olési képessége nem tért el
egymastdl (18.b dbra). A GAL torzset felhasznélva a kisérletet elvégeztiilk PM-ekkel is. Ebben
az esetben a Syk™ sejtek 6lési hatékonysaga nem maradt el szignifikans modon a Vt(Syk)
makrofagokétol (18.c abra), és a PM-ek olési képessége a CARDY jelenlététdl fiiggetlentil
hasonlé mértéki volt (18.d abra).

Az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy BMDM-ekben a Syk a CARD9-t6l
fuggetlen modon szerepet jatszhat a C. parapsilosis eliminaciojaban. A PM-ek esetében ez nem
igazolodott. Lehetséges, hogy ebben a sejttipusban az olési hatékonysagra kisebb hatast
gyakorol a Syk, mint a BMDM-ekben, és az altalunk alkalmazott mddszer nem elég érzékeny
ennek kimutatasara, valamint az is, hogy a PM-ek 6lési mechanizmusa Syk-fliggetlen. A human
neutrofil granulocitak Syk-fliiggé modon eliminaltak a C. albicanst (Gazendam és mtsai. 2014).
Az egér neutrofil granulocitak C. albicanst elpusztito képessege szintén nem fiiggott a CARD9-
neutrofilek viszont kevésbé voltak hatékonyak a C. albicans ¢éleszt6 formajanak
elpusztitasdban, mint a Vt sejtek. Ez a defektus azonban nem érintette a hifalis forma elleni

aktivitast (Drewniak és mtsai. 2013, Drummond és mtsai. 2015).
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18. abra. (a, ¢) A Syk és (b,d) a CARD9 hatasa C. parapsilosis egér makrofagok altali eliminacidjara.
A BMDM-eket (a, b) és PM-eket (c, d) C. parapsilosisszal fertdztiik (3h, MOI 5:1), majd meghataroztuk
az 6lési hatékonysagot (atlag + standard deviaci6). Cp-: C. parapsilosis; Ca-: C. albicans. n>3. *:
p<0,05; **: p<0,01 (paros t-prdba).

VI1.6. A Syk/ICARD?9 jelatvitel hozzajarul a szisztémas C. parapsilosis fertézés soran
kialakul6 védekezéshez

A Syk és a CARDY, valamint a rajtuk keresztiil szignalizal6 PRR-ek in vivo egér
modellben jelentds szerepet jatszottak az invaziv kandidiazissal szembeni védekezésben, (Chen
és mtsai. 2017, Drummond és mtsai. 2015, Gross és mtsai. 2006, Jia es mtsai. 2014, Taylor és
mtsai. 2006, Tsoni és mtsai. 2009, Wells és mtsai. 2008, Whibley és mtsai. 2015, Whitney és
mtsai. 2014, Zhu és mtsai. 2013). A Syk és a CARD9 jelent6sége a C. parapsilosis okozta
invaziv fert6zés soran azonban nem ismert.

Mivel a bemutatott in vitro kisérleteink arra utaltak, hogy a Syk és a CARD9 részt
vesznek a C. parapsilosis felismerésében, feltételeztiik, hogy a Syk™ és a CARD9” kiméra
egerek kevéshbé képesek kontrollalni a C. parapsilosis okozta szisztémas fertézést, mint a
Vi(Syk) és Vt(CARDY) kimérdk. Ennek tesztelésére a kiilonbozé genotipust allatokat a C.
parapsilosis GA1l torzsével, valamint referenciaként a C. albicans SC5314 torzsével
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intravénasan fertoztiikk. Ezek utan a C. parapsilosis torzzsel fert6zott allatokban a kezelést
kovet6 2., 5., 7. és 30. napon meghatéroztuk a gombakolonizaltsag mértékét a vérben (kivéve a
30. napi idépontot), a Iépben, a vesékben, a majban és az agyban. A fertézést kovetd 2. napon
a C. albicans torzzsel kezelt allatok esetén is igy jartunk el. A késébbi idépontokig a C.
albicansszal fertdzott Syk” és CARD9™ kiméra allatok nem élnek tul.

Két nappal a fertézést kovetéen a C. parapsilsosisszal fertézott Syk” kiméra egerek
Iépében ~2,2-szer, veséjében ~1,7-szer magasabb kolonizéltsdgot mutattunk ki, mint a Vt(Syk)
kimérak ezen szerveiben. A tobbi vizsgalt szovet esetén szignifikans eltérést nem észleltiink
(19.a 4bra). A C. albicans fert6zés esetén az 0sszes vizsgalt szervben az egy nagysagrendet
kozelitben vagy azt meghaladoan tébb CFU-t észleltink a Syk” kiméra éllatokban, mint a
Vt(Syk) kimérakban (19.b abra). A Syk’- kimérak veséin makroszkoposan is lathatok voltak a
C. albicans koldniak okozta egyenetlen kindvések (21.a abra). Ezt a fajt azonban semelyik
genotipusu allat vérében nem detektaltuk. A kés6bbi idopontokban a C. parapsilosisszal
fertézott Syk™™ kimérak vérébdl és sszes vizsgalt szervébdl tobb CFU-t hataroztunk meg, mint
a Vt(Syk) kimérak esetén. Ez 30 nappal a fert6zés utan az agyban 2, a majban, €s még
kifejezettebben a vesében 3 nagysagrendbeli killonbséget jelentett (19.a dbra).

Két nappal a fertézést kovetéen a C. parapsilosisszal fertézott CARD9”- kiméra egerek
Iépében ~2,7-szer, veséjében pedig ~2-szer magasabb gombakolonizécié talaltunk, mint a
Vt(CARD9) kimérak szerveiben. A vér, a méj és az agy esetén nem azonositottunk szignifikans
kiilonbséget (20.a abra). A C. albicansszal fertézott CARD9™ kimérak minden vizsgalt
szervében magasabb volt a gombakolonizaciét, mint a Vt(CARD9) kimérak esetén (20.b abra).
Ez az eltérés az agy esetén ~20-szoros, a vesek esetén tobb mint két nagysagrend volt, ami ez
utobbi szerv patologias megjelenésével jart egyitt (21.b &bra). A vérben most sem nem
detektaltuk a C. albicanst. A késSbbi idépontokban a C. parapsilosisszal fertézott CARD9”
kimérak vérébol és Osszes vizsgalt szervébdl tobb CFU-t hataroztunk meg, mint a Vt(CARD9)
kimérak esetén (20.a abra). A kiilénbség nagysaga a 30. napon az agyban és a vesékben elérte
a tébb, mint 2 nagysagrendet (20.a abra).

Mivel egér modellszervezetben a kisérletes szisztéméas Candida fertézések {6 célszervei
a vesék (Whitney és mtsai. 2014, Navarathna és mtsai. 2016), a fert6zést kovet6 2. napon
szOvettani preparatumokban is 0Osszehasonlitottuk a C. parapsilosis és a C. albicans
megjelenését a veseszovetekben. A szervekbdl késziilt metszeteket PAS-festésnek vetettlk ala,
amely szembetlindvé teszi a Candida fajok megjelenési formait. A C. parapsilosisszal injektalt
Vt(Syk), Vt(CARD9), Syk” és CARD9™ kiméra allatok veséiben nem, vagy csak elvétve
észleltlink egy-egy elszortan megjelend élesztdsejtet (22. bra). Mig a C. albicansszal fert6zott
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19. dbra. A vér és a kiilonbozd szervek kolonizaltsaga Vt(Syk) és Syk’ kimérakban (a) C.
parapsilosisszal és (b) C. albicansszal valo fert6zés utan. Az egereket a C. parapsilosis GA1 vagy a C.
albicans SC5314 torzsevel injektaltuk, majd kulonbozé idépontokban a vérbdl és az egyes szervekbdl
kitenyésztett CFU-kat kvantifikaltuk. Az adatok minden idGpontra nézve legalabb két fiiggetlen
kisérletb6l szarmaznak. A pontozott vonalak az atlagértékeket (fekete vonal) kotik dssze. Cp-: C
parapsilosis; Ca-: C. albicans. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001; ****: p<0,0001 (Mann-Whitney
préba).

Vt(Syk) és Vt(CARD?9) kiméra allatok veséiben nem, vagy csak elvétve figyeltliink meg gomba
eredetli képleteket, addig mind a Syk”” mind a CARD9”" kimérak veséi intenziven 4t voltak
sz6éve hifakkal (22. abra).
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20. abra. A vér és a kiilonbozd szervek kolonizaltsaga Vt(CARD9) és CARD9™ kimérakban (a) C.
parapsilosisszal és (b) C. albicansszal valo fert6zés utan. Az egereket a C. parapsilosis GAL vagy a C.
albicans SC5314 torzsével injektéaltuk, majd kiilonb6z6 idépontokban vérbdl és az egyes szervekbdl
kitenyésztett CFU-kat kvantifikaltuk. Az adatok minden id6pontra nézve legalabb két fliggetlen
kisérletb6l szarmaznak. A pontozott vonalak az atlagértékeket (fekete vonal) kotik dssze. Cp-: C.
parapsilosis; Ca-: C. albicans. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001; ****: p<0,0001 (Mann-Whitney
préba) .

Ugyenezen vesékbdl HE-festett metszeteket is készitettiink, hogy gyulladasra utalo,
er6sen festddé leukocita beszlirddéseket, vagy dezintegralodott, nekrotikus részeket
vizsgaljunk. A C. parapsilosisszal fert6zott allatok veséiben nem talaltunk leukocita

besziirédéseket. A C. albicansszal fertézott Vt(Syk) és Vt(CARDY) kiméra allatok veséiben
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21. abra. C. parapsilosisszal és C. albicansszal fertézott (a) Vt(Syk) és Syk” kimérak és (b)
Vt(CARD9) és CARD9”- kimérak veséi a fert6zést kovetd 2. napon. Reprezentativ felvételek.

ritkan kisebb immunsejt csoportokat detektaltunk (23. dbra). A gombafonalakkal atszott
részeken mind a Syk” mind a CARD9”" kimérak veséiben elhalt szovetrészeket, valamint
leukocita beszlir6déseket figyeltiink meg (23. dbra). A fertézés utan 30 nappal PAS festett
metszeteken vizsgaltuk a C. parapsilosis jelenlétét a vese szdveteiben. Mig a Vt(Syk) és
Vt(CARDY) kimérak veséiben ezen modszerrel nem észleltiink gombasejteket, addig a Syk™
és a CARD9™" kimérak esetén nagy szamu élesztSsejtet mutattunk ki (24. abra).

Az ismertetett eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy rendszeriinkben a
hematopoetikus sejtekben expresszalédé Syk és CARD9 hozzajarulnak a szisztémas C.
parapsilosis fert6zéssel szembeni védekezéshez. Megerdsitettiik tovabba a Syk/CARD9
jelatvitel alapvet6 funkciojat a szisztémas C. albicans fert6zés elleni védelemben. Whitney és
mtsai. (2014) mutattak ki, hogy a Syk dendritikus sejt specifikus delécioja a C. albicansszal
fert6zott egerek talélésének csokkenését okozza. Az Syk” dendritikus sejtekkel rendelkez6
allatok veséiben tovabba emelkedett gombakolonizéciét és leukocita infiltracidkat mutattak ki.
Ezt a fenotipust annak tulajdonitottak, hogy a dendritikus sejtek Syk hianyaban fellépd sériilt
citokintermelése miatt a neutrofil granulocitak fungicid képessége lecsokkent. Sajat
kisérleteinkben a Syk hianya a hematopoetikus sejtkészletbdl szintén fokozott, s6t még
kifejezettebb szenzitivitassal jart. A hivatkozott tanulmanyban ugyanis a dendritikus sejtekre

nézve Syk’ allatok egy része még a fertézést kovetd 6. napon is életben volt. Tovabba mi az
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22. dbra. Reprezentativ szdvettani felvételek C. parapsilosisszal és C. albicansszal fert6zott csontvel6i
kimérak veséjérél PAS-festés utan. A fényképek a fertdzést kovetd 2. napi allapotot mutatjak be. A
Vt(Syk) és Vt(CARD?9) kimérakbdl szarmazo6 vesék gombakolonizacidjaban eltérést nem talaltunk, itt
a Vt(Syk) kimérak veséinek képeit mutatjuk be. A fehér nyilak PAS pozitiv gombaelemeket mutatnak.
Skala: 50 pum.

injektalast kovetd 2. napon tobb, mint szazszor nagyobb gombakolonizaciot talaltunk a Syk™
kimérak veséiben a Vt(Syk) kimérakhoz képest, mig az emlitett publik&cidban ilyen hosszu
fertézés soran a kiilénbség alacsonyabb volt. Ez utalhat arra, hogy a Syk nemcsak a dendritikus
sejtekben leirt, kbzvetve a neutrofilekre haté mechanizmussal, hanem egyéb immunsejtek

70



BV

>

75

C. parapsilosis C. albicans

Vt(Syk)
kiméra

Syk’/-
kiméra

23. dbra. Reprezentativ szdvettani felvételek C. parapsilosisszal és C. albicansszal fert6zott kiillonb6z6
genotipusu csontvel6i kimérak veséjérél HE-festés utan. A fényképek a fert6zést kovetd 2. napi allapotot
mutatjak be. A Vt(Syk) és Vt(CARD9) kimérakbol szarmazé vesék hasonlé szévettani megjelenéstiek
voltak, itt a Vt(Syk) kimérék veséinek képeit mutatjuk be. A fekete nyilak immunsejt besziirddésekre

mutatnak, a szaggatott vonallal kdrbevett terilleteken nekrotikus szovetek jelennek meg. Skala: 200 pm.
miikodése révén is szerepet jatszik a C. albicans elleni ellendlloképességben. Nem lehet

azonban kizarni a médszertani eltérések hatasat. A szerzok példaul az altalunk valasztottnal

magasabb fertézési dozist (2x10° élesztdsejt/allat) alkalmaztak.
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24. abra. Reprezentativ szovettani felvételek C. parapsilosisszal injektalt egerek veséjér6l 30 nappal a
fertdzést kovetéen PAS-festés utdn. A fekete nyilak PAS pozitiv gombaelemeket mutatnak.
Skéla: 100 pum.

Megfigyeléseinkkel dsszhangban tébb kdzlemény bemutatta, hogy a CARD9™ egerek
C. albicans fert6zés utani talélési képessége alacsony, valamint, hogy a CARD9 hianya magas
gomba altali kolonizaltsagot eredményez a vesékben (Gross és mtsai. 2006, Jia és mtsai. 2014,
Drummond és mtsai. 2015). Az egyik kutatocsoport tovabba a CARD9™ egerek veséinek
patologias kiilsé megjelenését is leirta, tovabba a majban és tiiddben is megerdsitette a gomba
fokozott jelenlétét (Gross és mtsai. 2006). Drummond és mtsai. (2015) pedig a CARD9” allatok
agyaban is magas kolonizaciét detektaltak. Kisérletes szisztémas C. tropicalis fertézés utan a
CARD9” allatok szintén korabban elpusztultak Vt tarsaiknal, valamint a gombaelemek
mennyisége ezen ragcsalok veséiben, majaban és agyaban felilmulta a Vt allatokban
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megfigyelteket. A mutans allatok veséiben tovabba kiterjedt leukocita besziirédések jelentek
meg (Whibley és mtsai. 2015).

Megemlitendd, hogy szdvettani modszerekkel tobb esetben nem sikertlt kimutatnunk
gombaelemeket a fertézott vesékben, annak ellenére, hogy a kitenyésztésen alapuld modszer
kvantifikadlhatd mddon igazolta a gombak jelenlétét. A két modszer eltérd érzékenységébol
adodd jelenség ismert. Mahanty és mtsai. (1988) példaul szintén 10° C. albicans sejttel
intravénasan fert6ztek egereket, és a PAS-festett vesemetszeteken nem tudtak gombasejteket
azonositani annak ellenére, hogy a tenyésztéses modszerrel Kkalkulalhatd volt a
gombakolonizacio.

Feltin6, hogy a Vt éllatok esetéhez képest a C. parapsilosis tobb nagysagrenddel
magasabb kolonizacitja a Syk” és a CARD9”- kiméra éllatok veséiben, majaban és agyaban
csak 30 nappal a fert6zés utan volt megfigyelheté, amely id6 elégséges lehet az adaptiv
immunvalasz kialakulasahoz Vt egerekben. A C. albicans azonban még az adaptiv
immunvalasz kialakulasa el6tt, mar két nappal a fert6zés utan tobb nagysagrenddel nagyobb
mennyiségben volt kimutathaté a mutans allatok veséib6l a Vt kimérdk szoveteihez képest.
Nem Kkizéart, hogy ez a C. albicansnak a C. parapsilosiséhoz képest énmagaban nagyobb
virulenciajaval hozhat6 dsszefliggésbe. Azonban arra is utalhat, hogy a szisztémas védekezés
terén a Syk/CARDS9 jelatvitel szerepe a C. albicans elleni velesziletett immunvélaszban
nyomatékosabb, mint a C. parapsilosis elleniben. Lehetséges, hogy a C. parapsilosisszal
fertozott Syk” és a CARD9” kimérakban a velesziiletett immunvalasz egy ideig képes
korlatozni a gomba tulélését (lasd. 5. és 7. napi CFU adatok) azonban az adaptiv immunitas
megfelel$ aktivacidjanak (pl. Syk” kimérak képtelenek normalis antitestes valaszra, illetve a
Syk/CARD? jelatvitelnek szerepe lehet a Th17 sejtes immunitasban) hianyaban mar képtelen
onmagéaban Iépeést tartani a szervezethez adaptalodott éleszt6 elszaporodésaval. Egybevag ezzel
a feltételezesssel, hogy az adaptiv immunitassal nem rendelkez6 SCID egerek szerveiben (1ép,
vese, maj, agy) magasabb C. parapsilosis kolonizacioét tapasztaltunk 30 nappal a fertézést
kovetden, mint a Vt egerek esetén. Az adaptiv immunvalasz hianyaban egyetlen olyan SCID
egeret sem figyeltiink meg, amelynek barmely vizsgalt szervébdl teljesen elimindlodott a C.
parapsilosis ebben az idépontban, mig tobb Vt egér esetén a C. parapsilosis jelenlétét méar nem
tudtuk kimutatni a 1épben, a majban és az agyban (nem publikalt adat). Emiatt feltételezheto,
hogy a C. parapsilosis fertézés eliminacidjahoz a velesziiletett és az adaptiv
immunmechanizmusok egylttese szikséges. Ismert, hogy a C. parapsilosis képes adaptiv
immunfolyamatok kivaltasara. Példaul rekombinans antitestekkel gatolhaté a C. parapsilosis
elszaporodésa a szervezetben (Matthews és mtsai. 2003), és Th-sejtes immunvélaszokat is
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kimutattak ezen faj kapcsan (Toth és mtsai. 2013). A C. parapsilosis elleni adaptiv
immunvalaszok, és ezen beliil a Syk/CARD?Y ut jelentéségének pontos feltarasa a jovo egyik
fontos feladata lesz.

A korabbi tanulmanyokkal dsszevetve munkank jelentésége, hogy tudomasunk szerint
elészor mi vizsgaltuk Syk” és a CARD9™ csontvel6i kimérak segitségével a Syk és CARD9
Candida fajokkal szembeni szervezetszintli védekezésben betdltott szerepét. Whitney és mtsai.
(2014) Kisérleti egereiben ugyanis a Syk csupan egy dendritikus sejtek alkotta sejtpopuléciobol
hianyozott. Bar Drummond és mtsai. (2015) is alkalmaztak csontvel6i kimérakat a CARD9
tanulmanyozésara C. albicans fert6zés soran, azonban 6k un. vegyes csontveldi kimérakkal
dolgoztak. Ezekbe az allatokba a besugarzast kovetéen Vt és CARD9™ csontveldi sejtek
keverékét transzplantaltak. A tobbi vizsgalatban viszont olyan allatokat hasznéltak fel, amelyek
minden testi sejtjébol hianyzott a CARD9 (Gross és mtsai. 2006, Jia és mtsai. 2014 és
Drummond és mtsai. 2015, Whibley és mtsai. 2015). A Candidakkal szembeni érzékenységet
ezért nem lehetett egyértelmiien kizarolag az immunsejtek defektusainak tulajdonitani, mivel
Syk/CARD9-en keresztiil szignalizalo receptorokat nem csupan hematopoetikus eredetti sejtek
expresszalhatnak (Heyl és mtsai. 2014).

Thompson és mtsai. (2019) szintén egér modellben vizsgaltak a Dectin-1 szerepét a C.
parapsilosisszal szembeni rezisztenciaban. Munkajukban a C. parapsilosis fert6zés soran a
Dectin-1"" &llatok gomba altali kolonizaltsaga csak a révidebb fertézési idépont (7 nap) esetén
volt magasabb a vad tipustakénal, mig hosszabb idétartam alkalmazasakor (21 nap) ez a
kiillonbség megsziint. Laborunk vizsgalataiban pedig a Dectin-17" egerek nem voltak
érzékenyebbek a C. parapsilosisszal szemben, mint a vad tipustak (nem publikalt adat, Csonka
2018). A jelen dolgozatban bemutatott Syk” és CARD9”" kimérak ezzel szemben érzékeny
fenotipussal rendelkeztek C. parapsilosis fertézést kovetden, amely a fertézést kovetd 30. napra
tovabb fokozddott. Ezek alapjan indokolt feltételezni a Dectin-1-t61 eltérd, Syk/CARD9
atvonalon szignalizalo receptorok (Dectin-2, Dectin-3, Mincle, CR3) részvételét a C.
parapsilosisszal szembeni szervezetszintii védekezésben. Ennek tisztazasara azonban tovabbi

kutatasok sziikségesek.
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V1. Osszefoglalas

Az invaziv gombas fertézések jelentés egészségiigyi problémat jelentenek. Evente ~1,5
millié embert hoznak életveszélyes allapotba vilagszerte. A kialakité kdrokozok kozil kiemelt
fontossaggal birnak a Candida nemzetség opportunista humanpatogén fajai. Ezek évente
~400000-700000 uj invaziv korkepet okoznak, melyek mortalitdsa 46-75%. Bar a csoport
klinikailag legjelentésebb faja a C. albicans, novekvé incidenciaval jelennek meg a non-
albicans fajok (pl. C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C krusei) okozta infekciok. A C.
parapsilosis a kandidémias betegekb6l egyik leggyakrabban izolalt gombafaj. Biofilmképzése
miatt a parenteralis taplalasban részesiild, vagy mas orvosilag behelyezett eszkdzzel kezelt
paciensek fokozottan ki vannak téve az 4ltala okozott fert6zéseknek. Tovabba az djszulotteket
érint6 kandidiazisok 1/3-4t ez a faj eredmenyezi.

Mivel az invaziv gombas fertdzések els6sorban legyengiilt immunitast egyénekben
fejlodnek ki, siirgeté a gombaellenes immunvalasz vizsgalata. Részletes megismerése ugyanis
megalapozza a hagyoményos gydgyszeres kezeléseket kiegészit6  antifungalis
immunterapidkat. Mara szamos elemét azonositottdk a Candida-ellenes védelemnek. Az
ismeretek tobbsége azonban a C. albicansszal kapcsolatos kutatdsokbdl szarmazik és keveset
tudunk az immunrendszer és a non-albicans fajok kdlcsonhatasairol. Mivel a Kivaltott
immunvalasz akar az azonos nemzetségbe sorolt patogén gombak esetén is eltérd lehet, sziikség
van faji szinta feltarasukra.

A C. albicans ellenes immunitas egyik kdzponti eleme a Syk és a CARD9 fehérjék altal
medidlt szignalizacio. Ez az utvonal egyes gomba eredeti PAMP-okat felismeré PRR-ek
jelatvitelét kozvetiti, amely kiilonboz6 effektor funkciokat aktival. Az utobbi években a C.
tropicalis és a C. glabrata kapcsan is bizonyitottak a Syk vagy a CARD9 részvételét az
immunologiai folyamatokban. A C. parapsilosis fert6zések esetén azonban alig ismert ezen
komponensek jelentdsége.

Ezért célul thiztiik ki a Syk és CARD9 szerepének vizsgalatat C. parapsilosis fert6zés
soran. Eldszor dsszehasonlitottuk a C. parapsilosisszal koinkubélt Syk” és CARD9” egér
makrofagok (BMDM-ek és tobb esetben PM-ek) vélaszreakcioit a kontroll Vt(Syk) és
Vt(CARD9Y) sejtekével. Késobb invaziv kandidiazis modellben vizsgaltuk, hogy Syk” és
CARDY” csontveldi kiméra egerek érzékenyebb fenotipust mutatnak-e C. parapsilosis fertdzés
soran, mint a kontroll kimérak. Referenciaként a legtobb kisérletet egy C. albicans torzs

felhasznalasaval is elvégeztik.
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Eredmenyeink az alabbiak szerint foglalhatok dssze (Flggelék 3. tablazat):

1. A C. parapsilosisszal fert6zott BMDM-ekben az NF-kB sejtmagi transzlokaciéja Syk-
és CARD9-fiigg6 modon valésul meg

Elészor C. parapsilosis torzsekkel stimulalt BMDM-ekben vizsgaltuk az NF-xB p65
aramlési citometriaval kiviteleztiink. Azt tapasztaltuk, hogy a fertdzott Syk” és a CARD9”-
sejtekben kevésbé hatékonyan ment végbe a p65 nuklearis transzlokacioja, mint a Vt(Syk) és
Vt(CARD9) makrofagokban. A pozitiv kontrollként alkalmazott LPS-sel kezelt Syk™ és a
CARD9™ sejtekben azonban nem csokkent a transzlokacio mértéke a Vt(Syk) és Vt(CARDO9)
sejtekhez viszonyitva. Ezzel igazoltuk, hogy a C. parapsilosis altal kivaltott NF-xB aktivacio a
Syk/CARD?9 utvonal szabalyozasa alatt all BMDM-ekben.

2. A C. parapsilosis altal kivaltott citokinvalasz a Syk és CARD?9 altal reguléalt folyamat
egér makrofagokban

Elészor a Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Panel A, majd ELISA segitsegével
vizsgaltuk a BMDM-ek C. parapsilosis torzsekkel torténé stimulaciojakor kialakuld
citokintermelését. Osszehasonlitasképpen az SC5314 C. albicans térzset is bevontunk a
kisérletbe. Eredményeink azt mutattak, hogy a Syk” és a CARD9™ sejtek TNFa termelése
minden alkalmazott Candida torzs esetén alacsonyabb volt a Vt(Syk) és a Vt(CARD9)
makrofagokénal. Mig a C. parapsilosszal koinkubalt Syk”- BMDM-ek kemokin (KC, MIP-1a
és MIP-2) termelése ép volt, addig a C. albicansszal fert6zotteké elmaradt a Vt(Syk) sejtekétol.
A CARD9” BMDM-ek kemokin termelése azonban nemcsak a C. albicansszal, hanem a C.
parapsilosisszal torténé kezelés esetén is sériilt volt. A PM-ek esetében mind a Syk™, mind a
CARD9” sejtekben a C. parapsilosis és a C. albicans altal indukalt TNFa- és kemokintermelés
defektusat figyeltik meg. Eredményeink 0sszességében arra utalnak, hogy az eger makrofagok
C. parapsilosis fertézésre adott citokinvalasza a Syk és a CARD9 befolyasa alatt all.
Megeroésitettiik  tovabba ezen jelatviteli Gt szerepét a C. albicans &ltal kivaltott

citokintermelésben. Emellett fajspecifikus eltéréseket is azonositottunk.

3. A C. parapsilosis és a C. albicans egér makrofagok altali bekebelezése Syk-fiiggé, de
CARDO9-fuggetlen folyamat

Képalkoto aramlasi citometridval vizsgaltuk Alexa Fluor® 488-cal/GFP-vel jelolt C.

parapsilosis és C. albicans sejtek makrofagok altali fagocitozisat. A Syk”” BMDM-ek és PM-
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ek kevésbé hatékonyan fagocitaltak mindkét Candida faj sejtjeit, mint a Vt(Syk) sejtek. A
CARD9”" BMDM-ek és PM-ek azonban a Vt(CARD9) makrofagokhoz hasonlé mértékben
internalizltak mind a C. parapsilosist mind a C. albicanst. A makrofagok Candida sejteket

fagocitalo képessége tehat Syk-fiiggének, de CARD9-fliggetlennek bizonyult.

4. A C. parapsilosist tartalmaz6 fagoszomak savasodasa Syk-fiiggé, de CARD9-fliggetlen
aton megy vegbe egér makrofagokban

Ebben a kisérletben Alexa Fluor® 488-cal/GFP-vel, tovabba egyidejiileg a pHrodo™
Red pH-szenzitiv fluoroférral jeldltiink C. parapsilosis €s C. albicans sejteket. Az utobbi festék
a savasodott fagoszémaékban intenziven fluoreszkdl. A makrofagokat ezekkel az élesztd
sejtekkel koinkubaltuk, majd képalkoté aramlasi citométerrel vizsgaltuk a pHrodo™ Red*
makrofagok aranyat az Alexa Fluor® 488*/GFP* makrofagok aranyanak szézalékaban. Ez az
érték a C. parapsilosis torzsekkel fertdzott Syk”™ BMDM-ek és PM-ek esetében alacsonyabb
volt a Vt(Syk) sejtekénél. A C. albicansszal kezelt Syk” makrofagok hasonlé eredményeket
mutattak. A CARDS9 hianya azonban nem volt hatassal erre az értékre. Ezért azt a kdvetkeztetést
vontuk le, hogy a C. parapsilosis tartalmu fagoszomak savasodasa egy Syk altal szabalyozott
folyamat, amely nem fiugg a CARD9-t6l. Megerdsitettiik tovabba a C. albicans tartalmd

fagoszomak savasodasanak Syk-fliggését.

5. A C. parapsilosis BMDM-ek altali eliminacidja Syk-fiiggé, de CARD9-fliggetlen

A tovabbiakban ¢él6 csiraszam meghatarozas segitségével vizsgaltuk a kiilonb6z6
genotipust makrofagok C. parapsilosist eliminal6 képességét. Mig a Syk”" BMDM-ek kevéshé
hatékonyan eliminaltdk a C. parapsilosist, mint a Vt(Syk) sejtek, addig a CARD? jelenléte nem
volt hatéassal erre a folyamatra. A Syk™ és a CARD9”" PM-ek esetén nem mutattunk ki defektust

az eliminacios aktivitasban.

6. A Syk’ és a CARD9™ csontveldi kiméra egerek érzékeny fenotipussal jellemezhetdk
invaziv C. parapsilosis és C. albicans fert6zés soran
Miutan in vitro megalapoztuk, hogy a Syk/CARD? jelatvitel részt vesz a C. parapsilosis
immunoldgiai felismerérében, vizsgalni kivantuk, hogy egér modellszervezetben hozzajarul-e
az ezen éleszté altal kivaltott invaziv fertdzéssel szembeni ellenalloképességhez. Ezért C.
parapsilosisszal intravénas tton injektalt allatok szerveibol (1ép, vese, maj es agy) és vérébol a
fert6zést koveto 2.,5.,7., és 30. napon éldcsiraszamot hataroztunk meg. Mivel a C. albicansszal

beoltott Syk’" és CARD9™ csontveldi kimérak a késobbi idépontokat nem érték meg, ezek és
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Vt kontrolljaik szoveteiben csak a kezelés utani 2. napon vizsgaltuk a gombakolonizaciot. A
Syk™ és CARD9” csontvel6i kimérak szerveiben legalabb egy nagysagrenddel nagyobb (vese,
agy) C. albicans altali kolonizaciot észleltiink, mint Vt kimérék szerveiben. Hisztoldgiai
vizsgalattal megerdsitettilk a C. albicans elburjanzését a Syk™ és a CARD9™ kimérak veséiben,
ahol nekrotikus és gyulladasra utalé terlleteket is azonositottunk. Ezen vesék
makroszkopikusan is patoldgias megjelenést mutattak. A C. parapsilosisszal fertézott Syk””
illetve CARD9™" kimérakbol minden vizsgalati idépontban szignifikdnsan nagyobb mértéki
gomba altali kolonizaciot mutattunk ki, mint a Vt kimérakbodl, azonban ezen kiilénbség
volumene csak a fertézést koveté 30. napon érte el a tobb (~2-3) nagysagrendet. Ezen
idépontban szdvettani modszerekkel is kimutathaté volt a C. parapsilosis sejtek elszaporodasa
a mutans allatok veséiben. Osszességében megerdsitettiik a Syk és CARD9 alapvetd funkcidjat
a C. albicans elleni rezisztenciaban, és megallapitottuk, hogy a C. parapsilosisszal szemen

mutatott ellenalloképesség komponensei is.

Eredményeink hozzajarulnak a C. parapsilosis fertézések immunolégiai
hatterének megismeréséhez. Kimutattuk, hogy a Syk és CARD9 fehérjék részt vesznek az
ezen gomba elleni immunolodgiai védekezésben. Megerésitettiik tovabba, hogy ezek a
fehérjék nélkulozhetetlen elemei a C. albicansszal szembeni immunitasnak. Tudomasunk
szerint elészor alkalmaztunk csontvel6i Syk” illetve CARD9” kimérakat mind a C.
parapsilosis, mind a C. albicans &ltal kivaltott immunvéalaszok tanulmanyozasara.
Tovabba egyes eredményeink arra utalhatnak, hogy lehetnek eltérések a C. parapsilosis
és a C. albicans Altal kivaltott valaszok Syk és CARD9 altali szabalyozésaban.
Szakirodalmi ismeretek alapjan eredmeényeink a Dectin-2, a Dectin-3, a Mincle és a CR3
receptorok C. parapsilosisszal osszefiiggé, valamint a Syk/CARD?9 jelatvitel potenciélis

Candida-ellenes immunterapias célpontként torténd vizsgalata felé mutatnak.
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VIII. Summary

Invasive fungal disease is a global concern threatening the lives of annually ~1.5 million
people. The opportunistic human pathogens within the genus Candida are a major cause. These
yeasts lead to ~400,000-700,000 new invasive infections annually with a mortality of 46—-75%.
Although C. albicans remains the most clinically relevant species, the incidence of non-albicans
species (e.g. C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei) is on the rise. C. parapsilosis
is one of the most frequent fungi isolated from candidemia. Due to its biofilm formation,
patients receiving parenteral nutrition or are treated with other prosthetic devices are at
increased risk of developing disease. Furthermore, 1/3 of all candidiases affecting neonates are
caused by this species.

Invasive fungal infections manifest predominantly in those with impaired immunity.
Thus, the study of antifungal immunity is relevant as it is the foundation of immune therapies
complementing treatment with antifungal drugs. Much of anti-Candida immunity has been
explored to date. However, most scientific interest has focused on C. albicans while little is
known about the interaction of the mammalian immune system with non-albicans species. As
immune responses triggered by species within even the same genus may differ, it is important
to identify these processes in a species-specific manner.

Signaling through Syk and CARDS9 is a crucial component of immunity against C.
albicans. This pathway mediates signals from PRRs binding fungal PAMPs and activates
effector mechanisms. The involvement of either Syk or CARD9 in the immune recognition of
C. tropicalis and C. glabrata has also been established recently. However, the relevance of
these proteins in relation to C. parapsilosis remains largely unidentified.

Therefore, the aim of this thesis was to examine the role of Syk and CARD? in the
context of C. parapsilosis infections. First, we compared the responses of C. parapsilosis
challenged Syk™ or CARD9”- murine macrophages (BMDMs and on multiple occasions PMs)
with those of control Wt(Syk) and Wt(CARD?9) cells. Then we investigated the susceptibility
of Syk” or CARD9”- bone marrow chimeric mice to C. parapsilosis invasive infection. Most

experiments were also performed using a C. albicans reference strain.
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Our results are summarized below:

1. Nuclear translocation of NF-kB p65 upon infection with C. parapsilosis is dependent
on Syk and CARD9

Firstly, we implemented immune staining and subsequent imaging flow cytometry to

reveal the nuclear translocation of NF-kB p65 in BMDMs stimulated with C. parapsilosis

strains. We detected decreased translocation in Syk” and CARD9”- macrophages compared to

Wt(Syk) and Wt(CARD9) cells. However, the absence of Syk or CARD9 did not hinder the

translocation in BMDMs treated with LPS as positive control. Thus, NF-kB activation in C.

parapsilosis infected BMDMs is regulated by the Syk/CARD9 pathway.

2. Syk and CARD9 regulate cytokine production of C. parapsilosis challenged murine
macrophages

We investigated the cytokine expression of C. parapsilosis stimulated BMDMs by the
Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Panel A and by ELISA. For comparison, we also
included the C. albicans strain in this experiment. Regardless of Candida strains or species,
TNFa synthesis proved to be lower in Syk” and CARD9”’- macrophages than in Wt(Syk) and
Wt(CARD9) cells. While chemokine production (KC, MIP-1a and MIP-2) of C. parapsilosis
treated Syk”” BMDMs was intact, C. albicans infected cells of this genotype yielded less
chemokines than Wt(Syk) BMDMs. However, CARD9”* BMDMs were characterized by
compromised chemokine production irrespective of Candida species. We then studied the
cytokine production of PMs. In this case, Syk” and CARD9” cells failed to produce both TNFa
and chemokines as sufficiently as Wt(Syk) and Wt(CARD9) PMs. All in all, these results
suggest that the cytokine response of murine macrophages to C. parapsilosis is dependent on
Syk and CARD9. We also confirmed the importance of this signaling pathway in the cytokine
production triggered by C. albicans. Additionally, we observed some species-specific
differences.

3. Phagocytosis of C. parapsilosis and C. albicans by murine macrophages is Syk-
dependent but CARD9-independent

Using imaging flow cytometry, we monitored the phagocytosis of Alexa Fluor®

488/GFP labelled C. parapsilosis and C. albicans cells by macrophages. Syk” BMDMs and

PMs internalized the yeast cells of both species less effectively than their Wt(Syk) counterparts.
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On the other hand, CARD9”" macrophages ingested both species normally. The phagocytic

capacity of murine macrophages was therefore Syk-dependent but CARD9-independent.

4. Syk but not CARD9 affects the acidification of C. parapsilosis containing phagosomes
in murine macrophages

In this experiment, we implemented dual staining of C. parapsilosis and C. albicans
cells with Alexa Fluor® 488/GFP plus pHrodo™ Red, a stain emitting bright fluorescence
within acidified phagosomes. Macrophages were coincubated with these yeast cells and the
proportion of pHrodo™ Red" macrophages as percentage of the proportion of Alexa488*/GFP*
macrophages was assessed. This value was lower for C. parapsilosis or C. albicans infected
Syk’"BMDMs and PMs than for Wt(Syk) cells. However, the absence of CARD9 had no effect
on this feature. Therefore, we concluded that the acidification of phagosomes containing C.
parapsilosis cells is controlled by Syk but is not affected by CARD9. Furthermore, we have

confirmed that this process is also Syk-dependent in the case of C. albicans.

5. Killing of C. parapsilosis by BMDMs depends on Syk but not CARD9

We then studied the elimination of C. parapsilosis by macrophages by CFU
determination after coincubation. While Syk” BMDMs killed C. parapsilosis less efficiently
than Wt(Syk) cells, CARD9 did not affect this process. In the case of PMs, however, the killing
ability was not defective in either Syk” or CARD9™" cells.

6. Syk’ and CARD9’ bone marrow chimeric mice are susceptible to invasive C.
parapsilosis and C. albicans infections

Having established the in vitro participation of Syk/CARD9 signaling in the
immunological recognition of C. parapsilosis, we sought to determine if it also contributes to
resistance to invasive infection caused by this species in a mouse model. Therefore, we retrieved
CFUs from selected organs (spleen, kidneys, liver, brain) and the blood of animals
intravenously injected with C. parapsilosis on days 2, 5, 7 and 30 post-infection. As C. albicans
infected Syk”-and CARD9™ chimeras did not survive until the later time points, these and their
Wt controls were assessed for fungal burden on day 2 post-infection. Colonization by C.
albicans in organs in Syk” and CARD9”- chimeras was at least 1 order of magnitude higher
(brains, kidneys) than in those of Wt chimeras. Excessive growth of this yeast in the kidneys of
Syk”-and CARD9” chimeras was confirmed by histological observations and we also detected

necrotic areas and signs of inflammation. The gross morphology of these kidneys appeared
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pathological. The fungal burden in C. parapsilosis infected Syk” or CARD9” chimeras
surpassed that of respective Wt ones. The extent of this difference was multiple orders of
magnitude on day 30 post-infection. At this time point, expansive growth of C. parapsilosis
could be visualized in the kidneys of the mutant mice. To conclude, we confirmed the profound
role of Syk and CARDS9 in the resistance against C. albicans and proved that they are also

involved in the systemic resistance against C. parapsilosis.

This thesis contributes to our knowledge on the immunological background of C.
parapsilosis infections. We have demonstrated that Syk and CARD9 take part in the
immunological defense against C. parapsilosis. We have also confirmed that they are
indispensable elements of anti-C. albicans immunity. To our knowledge, this was the first
example to utilize Syk’ and CARD9” bone marrow chimeras to examine immune
responses triggered by C. albicans or C. parapsilosis. Moreover, some of our results
suggest that Syk and CARD9 might regulate responses to these species differently.
Combined with literature data, our findings point towards the potential of future research
on Dectin-2, Dectin-3, Mincle and CR3 in relation to C. parapsilosis and on the

Syk/CARD?9 pathway as a target for anti-Candida immune therapy.
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X. Kdszonetnyilvanitas
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Juditnak, Dr. Bokor Eszternek és Dr. Toth Eszternek.

Prof. Dr. Mdcsai Attila bocsatotta rendelkezésemre az 6sszes csontveldi kiméra egeret,
melyek létrehozésaért Dr. Németh Tamés, Csepregia Janka Annamaria, Orosz ~ Anita  és
Szénasi Nikolett felelt, mindannyiaknak halasan k6széném a sok munkét! Prof. Dr. Tiszlavicz
Laszldnak és Daru Krisztianmak a szovettani munkaban nyujtott segitséguket készonéom! A
tanszéken kivili tovabbi kollégak kozil kdszéném Dr. Marton Annamarianak az egeér kisérletek
soran nyujtott segitséget. Dr. Kiricsi Ménika, Dr. Kovacs David, Igaz Nora és Dr. Viragh Maté
nagy segitségemre voltak a western blot technikéval kapcsolatban, ezt koszondm feléjik.

Hazi biraloimnak, Dr. Homa Ménikanak és Dr. Honti Viktornak készoném, hogy
értékes szakmai es formai vonatkozasu biralataikkal segitették a dolgozat végleges verzidjanak
kialakitasat, és felhivtak a figyelmemet a magyar nyelv ellen elkdvetett merényleteimre.

Korabbi témavezetdimnek, Dr. Jakucs Erzsébetnek, Prof. Dr. Kovacs M. Gabornak és
Prof. Dr. Elaine Bignellnek halas vagyok amiért példajukkal a PhD képzés felé tereltek.

Végul barataimnak kdszéndém meg, hogy szegedi éveim soran nem hanyagoltak el. Az
ELTE-s bioldgus barataim kozil emellett tébben igen nagy szakmai motivaciot is jelentettek
szamomra ahhoz, hogy befejezzem a doktori disszertaciomat. Maté, te mindig is Utt6r6 voltal a
tarsasagban, egyiitt oriilok veled a nagyszeri sikereidnek! Marci, gratulalok a sikeres PhD
fokozatszerzéshez, az itthoniak koziil te vagy az els6, aki ezt elérte. Kinga, Dani, csak igy
tovabb a szakmaban, nem semmi, amit maris elértetek! Knapp Dani, k6sz6ndm a sok belém
fektetett energiat évekkel korabban, amikor gombakkal valo laboratériumi munkéara az elsék
kozott tanitottal. Toretlendl felnézek rad! Torda, neked nem csak a gombak iranti szeretetben
val6 0sztozast, a sikereidbdl és kemény munkadbol szarmazo szakmai 6sztonzést koszondm,
hanem hogy egy ideig lakotarsak voltunk PhD képzésiink alatt, ami tovabb erdsitette
baratsagunkat.

Munkamat a GINOP-2.3.2-15-2016-00015, az NKFIH K123952 projektek és az Emberi
Eréforras Tamogatiskezeld altal meghirdetett, ,,Nemzet Fiatal Tehetségeiért Osztondij”

tamogatta.
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XI. Fu

ggelek

Fuggelék 1. tAblazat. Gomba eredetti PAMP-ok felismerésében részt vevé PRR-ek. Feketével vannak

szedve azon receptorok, melyekr6l kimutattak, hogy Candida spp. felismerésében is szerepet jatszanak.
A negyedik oszlopban olyan kérképeket soroltunk fel, melyekre az adott receptor egyes polimorfizmusai
hajlamosito tényez6t jelentenek. CMC: kronikus mukokutén kandididzis; ?: nem ismert pontosan vagy
nem tudunk ilyenrél. Richardson és mtsai. (1991), Brown és Gordon (2005), Netea és mtsai. (2008),
Romani (2011), Brown (2011), Bourgeois és mtsai. (2011), Drummond (2014), Verma és mtsai. (2014),
Lee és Kim (2014), Hu és mtsai. (2015), Netea és mtsai. (2015), Lionakis és mtsai. (2017), Swidergall
és mtsai. (2017), Dambuza és mtsai. (2017, 2018), Goyal és mtsai. (2018), Salazar és Brown (2018),
illetve Wang és mtsai. (2019) alapjan.

Receptor (PRR)

Ligandum (PAMP)

Lokalizacio

Polimorfizmusa
hajlamosité tényezo

I. C-tipusu lektinek

Mannéz koto lektin

N-kapcsolt mannén

extracellularis

Dectin-1 B-1,3-glikén plazmamembrén CMC, invaziv
aszpergillozis
Dectin-2 o-mannan, O-kapcsolt plazmamembran pulmonalis
mannan kriptokokkozis
Dectin-3 a-mannan plazmamembrén ?
. a-mannan .
' ?
Mincle gliceroglikolipidek plazmamembran 7
i . invaziv pulmonalis
DC-SIGN N-kapcsolt mannan, plazmamembran aszpergillozis, gombéas
galaktomannéan Keratiti
eratitisz
. N-kapcsolt mannéan .
' ?
Mannoz receptor N-acetil-gliik6zamin plazmamembran ?
kandidiazis,

aszpergillozis

metilalatlan DNS

CD23 p-glukan, plazmamembran ?
a-mannan
Ossejt
MelLec DHN-melanin plazmamembran transzplantaltakban
invaziv aszpergillozis
Langerin B-glukan plazmamembrén ?
SP-A és SP-D ) p-glukan, , extracellularis ?
glukuronoxilomannan
11. S-tipusu lektinek
Galektin-3 B-1,2-mannan plazmamempr_an, ?
extracellularis
I11. Toll-szerii receptorok
TLR1 T!__R2-vel d_imerkén,t: plazmamembrén invaziv as;pgrg_illézis,
glikuronoxilomannan kandidémia
a-1,4-glikan, .
TLR2 glikolipidekg,] Selifehérje plazmamembran ?
TLR3 dupla szali RNS endoszdma membran kutan kandidiazis
O-kapcsolt mannén, pulmonélis
TLR4 ramnomannan, plazmamembran aszpergilldzis,
Sellfehérje kandidémia
TLR2-vel dimerként: Ossejt
TLR6 foszfolipomannan, plazmamembran transzplantaltakban
glikuronoxilomannan invaziv aszpergill6zis
TLR7 egyszali RNS? endoszdma membran ?
kitin egységek , , allergias -
TLR9 ' endoszéma membran bronchopulmonalis

aszpergillozis
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1V. Pentraxinok

Pentraxin-3

galaktomannan

extracellularis

Ossejt
transzplantaltakban
invaziv aszpergilldzis

C-reaktiv protein foszfokolin extracellularis ?
V. Scavanger receptorok

CD5 B-glikéan plazmamembran ?

CD36 B-glikéan plazmamembran ?
SCARF-1 B-glikan, mannan plazmamembran ?
MARCO ? plazmamembran ?

V1. NOD-szerii receptorok
NOD?2 kitin citoplazma ?
NLRP3 2 citoplazma visszatérd v_ul.v,ox_/aginélis
kandidiazis
NLRP10 citoplazma ?
NLRC4 citoplazma ?
VII. Integrinek

CR3 _ Pglikan, plazmamembran ?

glikuronoxilomannan
VLA-5 ciklofilin A plazmamembran ?
VIII. RIG-1-szerii receptorok
MDA-5 ? | citoplazma | disszeminalt kandidizis
IX. Receptor tirozin kindzok
EphA2 B-glitkéan | plazmamembran | oralis kandidiazis
X.Fikolinok
Fikolin-2 p-1,3-glukan, extracellularis ?
N-acetil-glik6zamin
XI. Glikoszfingolipidek
Laktozilceramid B-glikan | plazmamembran ?
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Flggelék 3. tablazat. A dolgozatban bemutatott eredmények tablazatos dsszefoglalasa vazlatosan.

Kisérlet Eredmeny

NF-kB p65 transzlokacié | C. parapsilosis: BMDM: Syk- és CARD9-fliggd

C. parapsilosis:

-BMDM: TNFa Syk- és CARD?9 fiigg6, kemokintermelés Syk-fuiggetlen,
de CARDO-fiigg6

Citokinteremelés -PM: TNFa- és kemokintermelés is Syk- és CARD9-fliggd

C. albicans:

-BMDM: TNFa- és kemokintermelés is Syk- és CARD9-fiiggd
-PM: TNFa- és kemokintermelés is Syk- és CARD9-fiiggd

C. parapsilosis:

-BMDM: Syk-fiigg6, de CARD9-fuggetlen
-PM: Syk-fiiggd, de CARD9-fliggetlen
Fagocitozis
C. albicans:

-BMDM: Syk-fiigg6, de CARD9-fuggetlen
-PM: Syk-fiiggd, de CARD9-fliggetlen

C. parapsilosis:

-BMDM: Syk-fligg6, de CARD9-fuiggetlen
-PM: Syk-fiiggd, de CARD9-fliggetlen
Fagoszéma savasodas
C. albicans:

-BMDM: Syk-fiigg6, de CARD9-fuggetlen
-PM: Syk-fiiggd, de CARD9-fliggetlen

C. parapsilosis:
Eliminéacio -BMDM: Syk-fiigg6, de CARD9-fuggetlen
-PM: Syk- és CARD9-fliggetlen

C. parapsilosis: Syk- és CARD9-fiigg6, kiemelten a késdi (30. nap)
idpdpontban

In vivo rezisztencia
C. albicans: Syk- és CARD9-fiiggs, mar korai idépontban (2. nap)
hangsulyos szerep
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| Candida parapsilosis

 Candida glabrata

\ Candida tropicalis

# candida dubliniensis

Flggelék 1. abra. Kandidémiabdl izolalt ismertebb non-albicans fajok foldrajzi eloszlasa. Az abra azt
mutatja be, hogy egy adott térségben melyik fajt tenyésztették ki leggyakrabban (Quindds 2014).

Flggelék 2. abra. A C. parapsilosis kandidémiabol torténd izolalasanak regionalis relativ gyakorisagai

az 6sszes feldolgozott kandidémias eset szazalékaban (Arendrup 2010).
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