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Candida parapsilosis

e Ascomycota imperfek éleszt6, normal human flora tagja, gazda
kontrol, opportunista patogén

C. tropicalis 10,9%

Egyéb 5,5%
C. glabrata 14,8%

C. albicans 49,8% C. parapsilosis 19%

e |vartalan, diploid, pszeudohifa, szekretalt enzimek,
horizontalisan, nozokomialis fert6zések, nem szikséges
kolonizacio, ,,parapsilosis sensu lato” csoport



Célkitlzés

e C. parapsilosis in vitro fert6zési modellrendszer
alkalmazasa, interakcio jellemzése, transzkripcios és
transzlacids valtozasok vizsgalata

e A C. parapsilosis szekretalt lipazainak virulenciaban
betdltott szerepének vizsgalata

e A gazda-patogén interakciok soran lejatszodo
,molekularis parbeszéd” feltarasa



Gazda-patogén in vitro modell: J774.2 és C.
parapsilosis interakcidja

e Gazda:J774.2 egér makrofag szer( sejtvonal

e Patogén: C. parapsilosis GA1/LIP- (és egyéb Candida-
fajok)

e Gazda—patogén: 1:5



J774.2 és C. parapsilosis interakcio: SEM

1h inkubaciot kovetben

10.0kV 15.4mm x4.50k SE(U)

Fotok:
Petkovits Tamds, Németh Tibor, Gacser Attila

10.0kV 12.5mm x5.00k SE(U)



J774.2 és C. parapsilosis interakcio:

konfokalis/fluoreszcens mikroszkdpia
(FITC/Lysotracker red)

3h

Fotdk: Csordas Gabor SZBK Genetikiai intézet, Németh Tibor



J774.2 és C. parapsilosis interakcio:

konfokalis/fluoreszcens mikroszkoépia
(FITC/Lysotracker red)

Fotdk: Csordas Gabor SZBK Genetikiai intézet, Németh Tibor



J774.2 és C. parapsilosis interakcio:
fluoreszcens mikroszkdépia (AO/CV)

e Akridin narancs: membran permeabilis festék

ssDNS -> Piros fluoreszcencia (piros nyil),
dsDNS -> Z6ld fluoreszcencia (zold nyil).

e Kristaly ibolya: membran impermeabilis festék, a sejtfalhoz kotédik, és kioltja az
AO jelet (kék nyil)

Fotdk: Papp Csaba, Németh Tibor



J774.2 és C. parapsilosis interakcio:
fluoreszcens mikroszkdépia (AO/CV)

8h

Fotok: Papp Csaba, Németh Tibor



J774.2 és C. parapsilosis interakcio:
Olési hatékonysag

A gazda sejt gomba 616 képességének vizsgalata és kvantifikalasa
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Gene

INFRSF9
ILIRN

CD&3
CCLR2
TNFAIP3
IL7R
ILIR2
CXCL2
CCL7
PTGS2
CD86
TRAF1
ITNF
IL12b
IL1b

Gazda-parogén in vitro modell: 1774.2 és

C. parapsilosis interakcio

LI 4

e RNS izolalas 3h és 8h inkubaciot kovetben

e RNS microarray

Gene product

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9
interleukin 1 receptor antagonist (I11rn), transcript
variant 1

CD83 antigen (Cd83)

chemokine (C-C motif) receptor-like 2

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3
interleukin 7 receptor

interleukin 1 receptor, type II

chemokine (C-X-C motif) ligand 2

chemokine (C-C motif) ligand 7
prostaglandin-endoperoxide synthase 2

CD86 antigen (Cd86)

Tnf receptor-associated factor 1

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3
interleukin 12b (I112b)

interleukin 1 beta

Fold
change
3h

14.1
9.01

8.2
2/
5.15
4.53
4.21
3.42
3.11
3.04
3.00
2.79
>2
>2
>2

Fold
change
8h

74.3

-14.5

2.13
2.9
13.03
2.29

-

-> Sejt-ciklus gének

-> Stresszvalasz gének
-> Gyulladas

-> Immunvalasz

-> Séruilésre adott valasz



CD83 mRNS relativ mennyisége

PTGS-2 mRNS relativ mennyisége

J774.2 és C. parapsilosis interakcio: microarray
validacio (3, 6, 8, 24h)

CD83 mRNS szintjének valtozasa o IL1B mRNS szintjének valtozasa o IL15 mRNS szintjének valtozasa
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J774.2 és C. parapsilosis interakcio: microarray
validacio: TNFRSF9

TNFRSF9 mRNS szintjének valtozasa
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J774.2 and C. parapsilosis interakcio: TNFRSF9
(CD137, 4-1BB, ILA)

e Tumor necrosis factor receptor superfamily 9
e T-cell aktivacio alkalmaval upregulalodik
e CD4+ T-sejtek kostimulacioja

e TH1 T-helper valasz indukalasa



J774.2 és C. parapsilosis interakcio: TNFRSF9
fehérje

TNFRSF9 fehérje relativ mennyisége a sejtfelszinen
J774.2 vs C. parapsilosis WT — Flow cytometry
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J774.2 és C. parapsilosis interakcio: TNFRSF9
MRNS

TNFRSF9 mRNS relativ szintjének valtozasa kiilonb6z6 Candida fajok hatasara

D]

2 200

A Tl [ C. albicans(HK)
=

S [ C. glabrata

E 150- B C guilliermondii
Ny

=

,%‘ [ C. krusei(HK)

H | cum—

n 100 B C. metapsilosis
=

= B C orthopsilosis
o) 50-

. B C parapsilosis
ﬁ I

= O C. tropicalis(HK)

6h 12h 24h

, C. parapsilosis sensu lato”



Human vérsejtek és C. parapsilosis interakciodja:
CD137 és citokinek

Human teljes vér transzkripciods profilja C. parapsilosis-szal
torténo 4 oras inkubaciot kovetoen
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Human primer PBMC-k/makrofagok és C.
parapsilosis interakciéja: CD137 és citokinek

IL1B mRNS szintjének valtozasa

PBMC

IL1B mRNS relativ mennyisége

TNFo mRNS relativ mennyisége

" 3h  6h  12h  24h 3h

IL1B mRNS szintjének valtozasa
15-

TNFo mRNS relativ mennyisége

IL1pB mRNS relativ mennyisége
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C. parapsilosis GA1 C. parapsilosis LIP-
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TNFa mRNS szintjének valtozasa
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TNFa mRNS szintjének valtozasa

24h
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Gazda-patogén in vitro modell: THP-1 és nyolc
kilonb6z6 Candida torzs interakcidja

(Kollaboracio: Toni Gabaldon PhD, Leszek Peter Pryszcz)

e Gazda: THP-1 human monocita szer( sejtvonal

e Gomba: Candida parapsilosis CBS1948, CBS6318, CDC317,
GA1/LIP-/OLE2;, C. metapsilosis, C. orthopsilosis.

e RNSizolalas 1, 3, 6, 12 oraval a fert6zés utan
e A gazdabdl és a gombabdlis!!!
e RNASeq -> RNS-ek mennyiségi és min6ségi meghatarozasa

e Az interakcio soran lezajlo transzkripcios valtozasok széles kord
jellemzése, osszehasonlitasa + kinetika

e Patogenitas evolucioja



Gazda-patogén in vitro modell: THP-1 és nyolc
kilonb6z6 Candida torzs interakcidja: THP-1

Citokinek, enzimek
e CCL2 — kemotaktikus hatas -> monocitak és basofilek

e (TNF,IL-1->) CXCL12 (csak cDC317 upreguldlja) -> kemotaktikus
hatas -> limfocitak

o Matrix Metalloproteinaz 9 (csak CDC317 NEM upregulalja) -> IV és V
tipusu kollaganeket bontja

o Adenilat ciklazok: minden torzs 1 féle ADCY enzimet
upregulal (ADCY8), CDC317 négyet (ADCY1/3/6/8)



Osszefoglalds

C. parapsilosis altal kivaltott gazda valasz
feltarasa, mikroszkopos megfigyelések,
transzkripcios valtozasok

TH1-es valasz
TNFRSF9/CD137

Egér sejtvonal, egér primer sejtek, human teljes
vér, human primer PBMC-k/PBMC-DM-k
Részletes transzkripcios analizis, THP-1 human
monocita szer( sejtvonal
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