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ROVIDITESEK JEGYZEKE

alcA — Alkohol dehidrogendz szabalyozé prométer
ALS - agglutinin-szeri fehérje szekvenciak

AMB - Amphotericin-B

cAMP — Ciklikus Adenozin Monofoszfat

CP — ciklofoszfamid

Cyrl - adenilat ciklaz

CWI - sejtfali integritas

ECB - echinocandin B

ECM- extracellularis matrix

FadA - Egy G-protein -alegység

flbA — A fadA alegységnek a GTP-az aktivitdsat ndveld fehérje
GAG - Galaktozaminogalaktan

GMS - Gomori-Grocott eziistimpregnacio

GPI - glikozil-foszfatidil-inozitol

HaCaT - immortalizalt human keratinocyta sejtvonal
HC - hidrokortizon

HE - hematoxylin-eosin

HOG - magas-ozmolaritast glicerin

Hsp90 - hdsokk fehérje

IPA - Az invaziv tiid6-aszpergillozis

MAPK- mitogén aktivalt protein kindz ttvonal



MTL- parosodas tipus-szerii

NIH - National Institutes of Health
OCM-1 - choroidea melanoma sejtvonal
PAS - perjodsavas Schiff bazis

PMNL - polimorfonukledris leukocitak
PKA - cAMP-fliggé protein kindz A
PKSP - poliketid szintaz gén

RGS - G-protein jelatviteli fehérje
RodA — Hidroféb fehérje

SCC - laphamsejtes carcinoma sejtvonal
SEM - pasztaz6 elektronmikroszkop
ST- polyketid sterigmatocystin

TLS — Time-lapse Imaging System
t-BOOH - t-butyl hydroperoxide

VRC — vorikonazole
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1. BEVEZETES

Az invaziv gombak micélidlis morfologiai valtozasainak vizsgalata
elengedhetetlen a fonalas gombak patogenitdsanak mélyebb megértésében.
Egyrészt ez hasznos ipari szempontbol, mivel a micélidlis folyamatok
bizonyos tipusai Osszefiiggésben vannak az ipari fermentaciok
termelékenységével, masrészt orvosbioldgiai szempontbol is fontos, mivel az
invaziv gombas megbetegedések egyre gyakoribbak és halalos fertdzéseket is
okoznak immunhianyos betegekben. A morfologiai valtozasok kvalitativ s
kvantitativ dinamikai paramétereinek meghatarozdsa azonban tovabbra is
jelentds kihivast jelent a tudomany jelenlegi eszkozeivel. A sporak letapadasi
dinamikdjanak pontosabb megismerése lehetdséget biztosithat a fermentacios
rendszerek termelékenységének novelésére, illetve az invaziv gombds
megbetegedesek elleni védekezésre.

A dolgozatban bemutatott digitalis képelemzd technikdk ezt a
szakadékot hivatottak athidalni. A statikus ¢és dinamikus képelemz6
technikék felhasznalhatok olyan gombapopulaciok vizsgalatara is, melyekben
az egyedi spordk jelentdsége nd meg a tenyésztési ciklus alatt és ezek
kitapadasi €s/vagy sporazasi dinamikaja kovetheto.

Megfeleld iddbeli felbontas mellett a hosszu tava videdmikroszkdpos
vizsgalatok segitségével definidlt mikrobiologiai paraméterek valds idében és
hossz ideig vizsgalhatok. Ilyen paraméterek a sporandvekedés, letapadas,
osztodas, biofilm képzddés, konfluencia, mobilitds. Optimalis esetben ezek a
paraméterek a megfigyelés teljes idotartama alatt kovethetdek és ez altal
Osszefliggéseikben is vizsgalhatoak lesznek. A videdomikroszkopos rendszer
altal készitett felvételek feldolgozéasa soran nyert adatok specifikusan adaptalt
dinamikus képanalizisét alkalmazva, egy vizsgalt osztodasi vagy szaporodasi
szakasz pontosabban modellezhetévé valhat.

A képanalizis soran kvalitativ és kvantitativ szempontok szerint is
tanulmanyozhatjuk az egyes folyamatokat. A videdmikroszkopia egy olyan,
hosszu ideig (hetekig) folytathatdé monitoring-mddszer, amelyet a célszerlien
kivalasztott digitalis képelemzéssel és adatfeldolgozassal kombindlva olyan
kisérleti elrendezést kapunk melynek {6 eldnye, hogy a valtozasok iddbeli
lefutdsa dinamikusan vizsgalhatova, illetve modellezhetévé valik, igy hiien
tiikkr6zi az id6ben lezajlé folyamatokat.



2. CELKITUZESEK

A jelenleg hasznalatban 1év0 képelemzési technikak, valamint a Time-Lapse
Imaging System (TLS) kombinacidjaval olyan metodika létrehozasat tiiztiik
ki célként, mely segitségével a mikrobioldgiai mintédkat idébeli paraméterek
mentén tanulmanyozhatjuk. E rendszerek egyiittes alkalmazéasa lehetévé
teszi, hogy egyszerlien, sokoldaluan, reprodukalhatéan ¢s iddbeni
dinamikajukat megodrizve, noninvaziv médon figyelhessiik meg a fonalas
gombak életfolyamatait. Modellrendszeriink az aldabbi mikroszkopos
vizsgalatokra épiil:

Statikus, snap-shot elemzések:

A dinamikus morfologia vizsgélatahoz el6szor pillanatfelvétel-szerti ( snap-
shot) adatok alapjan hatdrozzuk meg a patogenitasra jellemzé morfoldgiai
paramétereket és elemzési algoritmusokat.

Pésztazo elektronmikroszkopia

A pasztaz6 elektronmikroszkoppal készitett statikus fotokon képelemzést
végziink genetikailag modositott Aspergillus nidulans torzseken. A
tomlésgombak (Ascomicota) spdraibdl kialakuld haploid micéliumok végén
sarjado konidiosporak segitik a faj vegetativ szaporoddsat. A sporak
morfoldgiai  vizsgalatdval feltérképezzik a vizudlisan detektalhatd
valtozasokat a konidioforon beliil, illetve Osszefliggéseket keresiink az
alaktani valtozéasok ¢€s a genetikai médosulasok kozott.

Fénymikroszkopia

A statikus képelemzés kovetkezd Iépcsdje a fénymikroszkoppal készitett
szOovettani metszetek vizsgalata. A metszetek Aspergillus fumigatussal kezelt
egerekbdl szarmaznak. A hifa méretek és dtmeneti alakok kvantitativ digitalis
képelemzésével leirjuk a gomba terjedési dinamikajara jellemzd
hifamorfologidkat a kiilonbozé szervekben megfigyelhetd aszpergillomak
alapjan.

Dinamikus képelemzés

A statikus szOvettani ¢és morfologiai vizsgalatok alapjan dinamikus
képelemzési protokollok keriilnek tovabbfejlesztésére Mycoplasma fertdzés
korai felismerésének vizsgalatahoz.



Képelemzési modszerek fejlesztése

1.

A képelemzési protokollok fejlesztéséhez egy mar statikus képelemzési
moddszerrel korabban vizsgalt fajt valasztottunk. Ebben a fazisban a
fonalas gomba Aspergillus fumigatus letapadasat és novekedési
mintazatanak valtozasat vizsgaljuk dinamikus képelemzési modszerrel.
Célunk az, hogy az antifungalis szerek hatasat kovessiik az Aspergillus
fumigatus letapadasi és novekedési dinamikaja alapjan.

2. Képelemzési modszereink fejlesztését nemcsak a fonalas gombakon

végezziik, hanem kiterjesztjilk ¢élesztd gomba viszgélatara is. A
statikus sporavizsgalatokrol valo attérést a dinamikus vizsgalatokra
alkalmazzuk klinikai Candida albicans izoldtumok 6sszehasonlitasa
soran is. Vizsgalatainkban mérjiik a Brown mozgas megszlinését, mint
a feliilethez valé adhézi6 indikatorat, valamint az elsd hifa megjelenését
¢s az elsd hifa elagazdsanak kezdetét. Az elemzések kiterjednek a
fonalas gomba (A. fumigatus) spoérainak és az élesztd (C. albicans)
izolatumok  novekedési  dinamikajat  jellemzé  paramétereinek
Osszehasonlitdsara is. Feltételezziik, hogy a C.albicans ¢és az
A.fumigatus spéraletapadasi dinamikai egyarant vizsgalhatok a Brown-
mozgds  megsziinésére  alapuld  dinamikus  adhézidvizsgalati
metodikaval.

A statikus és dinamikus vizsgalataink kozotti kapcsolatokat az 1. abra
foglalja 6ssze.



Aspergillus fumigatus patogenitasi
dinamikajanak vizsgalataval

A dinamikus képelemzési protokoll tokéletesitése

A dinamikus képelemzési protokoll tokéletesitése
Candida albicans izoldtumok
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|5 statikus szovettani és morfologiai vizsgalati
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A képelemzési modszer tokeletesitése
Aspergillus fumigatussal fertdzott egér
czervek szovettani metszetein

Statikus képelemzési modszer
kidolgozasa
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1. 4bra: A statikus és dinamikus vizsgalataink kozotti kapcsolatok folyamatébran
abrazolva. Az abran lathat6, hogy milyen munkamenet szerint épitettiik fel
modellrendszeriink kifejlesztését, és hogyan fiiggenek 6ssze a kiilonb6zd vizsgalatok

képelemzési modszerei




3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Digitalis képanalizis

3.1.1. Megjelenése a mikroszkopiaban

A szamitdgépek ¢€s egyeb informatikai és technologiai berendezések rohamos
fejlodésnek indultak az 1960-as években, foként a NASA-nak és az
trversenynek koszonhetden (1). A folyamat soran a célszamitogépek elértek
a képfeldolgozashoz sziikséges teljesitményt, és 1964-ben mar az {irbol
érkezett fotokat vetették ald digitalis jel/zaj viszony javitdsnak. Ezutan,
ahogy egyre jobb mindségli felvételeket rogzitd digitalis kamerdk jelentek
meg, egyre részletgazdagabb képeket is rogziteni tudtak a kutatok, és
relevanssa valt a mikroszkopikus méretii objektumok megfigyelését igényld
tudomanyagakban a technologia alkalmazasa. Megjelentek az ilyen
feladatokra specializalt programok, plug-inek, és a processzortechnologia
fejlodésének koszonhetden az elemzések sebessége is ugrasszeriien javult.
Napjainkra az egyik leggyorsabban fejlodé tudomanyagga ndtte ki magat,
mert képes nagymértékben kitolni az eddigi biologiai megismerés hatérait.

3.1.2 Felhasznalasa

A digitalis képelemzés végso feladata az alakfelismerés és kvantitativ leiras.
Ehhez javit a rogzitett felvételek mindségén és  kijavitja a
felvevOoberendezések tokéletlenségébdl adodo mitermékeket, emellett sziiri
az ugynevezett digitalis zajokat. Nem csak megkonnyiti a kutatd munkajat,
hanem gyorsitja is, és statisztikailag javitja a kapott eredményeket, mivel
iddegység alatt sokkal tobb, vagy nagyobb teriiletli mintat tud megvizsgalni.
Ezen feliil az emberi hiba lehetdségét is kiiktatja, illetve csdokkenti (2,3).

3.1.3 Lépései

3.1.3.1 Megjelenités, tarolds, tomorités
A megjelenités legkisebb egységei a pixelek, (picture element sz6
roviditésébol). A feladat elsé Iépéseként a rogzitd berendezés minden
pixelhez rendel egy értéket, ami a detektor altal a megfeleld helyen detektalt
fotonok szdmaval ardnyos. Attdl fliggden, hogy milyen értékeket vehet fel,
soroljuk be kategoriakba az egységet. Egy elemzési csatornara vonatkoztatra



ilyenek a binaris (0 és 1 érték), sziirkeskalas (0 és 255 kozotti érték), 12 bites
(0 és 4095), vagy a 16 bites (0 és 65535) rendszer (1,2).

A detekoregységek egymas mellé sorba, majd a sorok egymas ald rendezddve
helyezkednek el. Egy kép felbontdsa a sorok és oszlopok szamat jeldli.
Példaul a HD felbontas egy 1920 oszlopbdl, és 1080 pixel sorbol allo kép,
mely 1920 x 1080 képpontbol all- A pixelek szdma dnmagaban nem irja le a
fénykép mindségét redlisan. Ugyanilyen fontos paraméter a pixelsiiriiség,
aminek a jelolése a Dpi (Dot per inch) vagy a Ppi (pixel per inch). Ennek
jelentése: egy inchre esd pixelmennyiség, ahol az inch a 25,4 mm-nek
megfeleld  hosszusagmérték. A képalkoté  rendszer  dinamikai
érzékenységének szempontjabol meghatarozd paraméter tovabba a pixelek
nagysaga ¢és az alkalmazott detektortechnologiara jellemzd érzékenység és
dinamikatartomany. A teljes leképezd rendszer mindségét azonban az optikai
elemek és a detektor egyiitt hatarozzak meg.

A felvételek alakja valtozo lehet, de 4altaldban téglalap alakd. A
képelemzésnél az elemzett pontoknak van egy szekvenciaja, ami a bal felsd
sarokban kezdddik és halad jobbra, majd soronként lefelé. A feldolgozas
soran ebben a sorrendben vizsgaljak meg 6ket az ezzel foglalkozé alapvetd
programok. Egy konkrét objektum helyzete igen konnyen meghatarozhato
soranak és oszlopanak megadasaval (1,3).

A pixelintenzitds értékek taroldsa a memoridban torténik, majd a mentést
kovetden a hattértaron pixelek sorozataként rogziil, melyhez konverzio
sziikséges. A mindség megdrzésének szempontjabol kétféleképpen térténhet
ez a folyamat.

A) Veszteséges (tomoritett) formaban: prezentacids célokra, €s csupasz szem
szamara elegendd, kisebb memoriat foglalo formatum, ami altalaban JPEG
algoritmussal tomoritett, mely a pixelek hasonlosagan alapulva csokkenti a
kezelendd adatok méretét.

B) Nem veszteséges formaban: publikalashoz, vagy vizsgalathoz alkalmazott
modszer, ami az eredeti készitési mindségben keriil mentésre. A fajlmérete
nagyobb, és a jellemzd formatumok a TIFF és a PNG, de mindenképpen
bittérkép (bitmap) jellegli formatum.

A képek altaldban kétdimenzidsak (2D), ami azt jelenti, hogy az x és y
tengely mentén elhelyezked6  pontokbol allnak, de Ilehetnek
haromdimenzidsak (3D), amikor az x,y mellett a z tengely mentén térbeli (
réteg) paramétert is felvesziink. Ekkor a képpont neve voxel. Specidlis



esetekben vannak 4-és 5 D-s képek is, amiben az extra dimenziokat az id6 és
a hullamhossz reprezentalja (2,3).

3.1.3.2 Hisztogram, Look-Up Table (LUT)

A hisztogram egy olyan diagram, amin az x tengelyen felvett
intenzitasértékek talalhatok meg, az y tengelyen pedig az adott értéket
felvevo pixelek szdma. A LUT az intenzitast (grayscale) helyettesiti egy
szemléletesebb szinkoddolasi miivelettel. Az x tengelyen abrazolt értékek
hatarozzak meg a szineket, igy a fotonszambol eredeztetett szam alapjan egy
szint, vagy a greyscale esetén sziirkeskala értéket rendel az adott tengelyre. A
tarolt informaciét ez a modszer nem befolyasolja, csak egy szinértéket rendel
hozz4, amivel az abrdzolast segiti eld. A kapott értéket a kép rogzitésének
értékkészlete befolyasolja (8-12-16-24 bites, greyscale, vagy binaris), a
szinek skaldja tehat széles hatdrok kozott mozogva hatdrozza meg a fotd
szemléletességét. A LUT megadhat6 a pixel értékek és intenzitdsok kozotti
Osszefliggés grafikus abrazolassal (2).

Ezek a paraméterek egységesen valtoztathatdéak kiilonb6z6 modszerekkel.
Ilyenek a fényerd valtoztatas, ami lényegében minden
intenzitashozzarendelést egy kivalasztott értékkel egyarant ndvel vagy
csokkent. A fokozott intenzitas az, ami kiilon a magasan tarolt szamokat
noveli egyenld mértékben. Illetve a kontrasztfokozas, amely a skala kdzépso
teriiletén levo pixelek megjelenitett intenzitdsanak kiilonbségét noveli meg
(2,3).

3.1.3.3 képet degradalo tényezdk és javitasuk
A képek mindségét az alabbi faktorok ronthatjak:

- Digitalis zaj: A detektor jel-zaj viszonydnak megfeleld modon jelentkezd
statikus eltérése a pixelek kozott mely az elemi érzékeldszegmensek egyedi
érzékenységebol fakad.

- Fényszoras: Vastagabb mintdkndl fényszords tapasztalhatd, a kamera
alacsony kontraszttal adja vissza a valosagos képet.

- Ragyogas: a mikroszkdpban 1étrejovo reflexid okozza, a lencsék egymas
kozott torzitjdk a bemend fényt, és ezért nem kapunk jo jel-zaj viszonyu
képet.

- Szini torzitds (_kromatikus aberracio): A fény hullamtermészetébdl adodod
probléma, ami eltérd fényelhajlast okoz a kiilonbdz6 hullimhosszoknal, és
elkenddott, életlen képet ad nem monokrom megvilagitas esetén.




Ezeket, és hasonld képalkotasi hibdkat a képfeldolgozo algoritmusok képesek
kijavitani: A kép egyértelmiivé és értelmezhetové tételével a kiértékelés is
egzaktabba valik. A képen talalhato apr6 hibdk beazonositasa és
megszamlalasa révéninformaciét nyerlink arrol, hogy a rendszeriink
mennyire hiilen képezi le a vizsgalt objektumot.. A hibajavitas ugy torténik,
hogy a hibasnak talalt pixeleket az algoritmus kicseréli egy, a kornyezetében
talalhato tobbi képpontokbdl szamitott értékre (atlag, median, stb). Ezzel
csokken a zaj relativ mértéke, mivel ndé az informacidhordozé virtualis
fotonok szdma, amibdl az intenzitast kiszdmoljuk, ugyanakkor novekedik a
virtudlis feloldoképesség is, mert a pixel intenzitasat a kdrnyezetében 1€vo
tobbi pixel befolyasolja (1,2,3).

Modositast végzo filterek. A filter a szlirés soran alkalmazott eljaras, amely
a pixeleket modositja vagy helyettesiti a kornyezetébdl vett értékek alapjan.
A kernel-matrix méretei kiilonbozdéek lehetnek, példaul 1éteznek 3x3, 5x5, és
7x7es kornyezetet figyelembe vevd filterek. A leggyorsabb ezek koziil a 3x3-
as valtozat, de figyelembe veendd, hogy a matrixméret ndvekedésével, rendre
nagyobb szamitdgépes kapacitas, és i1d0 sziikséges a feladat elvégzéséhez,
ugyanakkor a kép nagyobb szegmenssén hajthatd végre mivelet. A filerek
hasznalatdnak gyakori céljai kozé tartoznak a simitds, €l detektalas, és
gradiens meghatarozas, az elemzési szempontbdl relevans infromaciok
kiemeléséhez.

A sziir6k 2 fo fajtaja a linearis és nem linearis sziirok. A linearisak koziil a
legjelentdsebb és legtobbet hasznalt két sziird tipus az atlagszlird és a
feliil/alul atereszto szlrd.

Atlagsziiré: minden pixel esetében alkalmazza a valtoztatdsokat, méghozza
minden képpontnak a kivalasztott teriiletii kornyezetében levo értékek atlagat
helyettesiti be, €s ilyen modon, elhomalyositja a hatarvonalakat.

Feliil / alul dtereszto sziird: A feliil ateresztd sziird eltiinteti a képen rogzitett
apro részleteket, vagyis a kis targyakat sziiri ki, mig az alul atteresztd szlir6 a
hatarértéket meghaladd6 méretli targyakat vagy a hatteret tavolitja el az
adathalmazbol.

Ezeknek a szliréknek a haszndlatdval megadhaté az, hogy milyen
mérettartomanyban vizsgaljuk az objektumunkat. Az efolotti, vagy ez alatti
objektumokat az algoritmus zajként azonositja és eltiinteti a képrdl (3).

A nem linearis szGrék koziil emlitésre méltd a medianszirg, aminek a
mitkodése a kovetkezoképpen zajlik: minden pixelt a kornyezd (pl. 3x3-as)
terlilet értékeinek a medidnjaval helyettesiti. Ez a szlird jobban megdrzi a



hatarvonalakat, mint a tobbi filter, ugyanakkor korlatozottabban hasznalhat6
(2,3).

3.1.3.4 Szegmentalas

Hatter eltavolitas. A zajcsokkentésnek, és sziirésnek ebben a lépésben a
képet legtobbszor két kiilonalldo szegmensre bontjuk: eldtérre (foreground) és
hattérre (background). Az eldtér jelenti a kiértékelni kivant tartalmat, és ezt
vetjik ald tovabbi vizsgalatoknak. A hattérrél elészor eldontjiik, hogy
maradt-e rajta érdemleges tartalom. Amennyiben nem, abban az esetben a
kiértékelés szempontjabol a tovabbiakban ez a réteg érdektelennek bizonyul.

Kiiszobérték meghatarozas. A szegmentalas 1épését kovetden csak kisebb
pixelhalmazok maradnak hatra, melyek méretei a program bedéllitasatol
fiiggnek (pl. a keresett sejtek mérettartomanya hatdrozza meg). Ez a 1épés
lehet automatizalt vagy hisztogram alapt, amikor manuélisan megadhatunk
egy kiiszobértéket, mely megszabja, a megtartani kivant intenzitastartomanyt.
Ez alatt az intenzitasérték alatt levd pixelek eltinnek a folyamat
kovetkeztében, vagyis a hattértartomanyba sorolédnak. Eredménye egy
kiiszobértek feletti tin. ,,Thresholded” kép, tobbnyire a bindris tartomanyra
redukalva (1,2).

Vizvalaszto jellegii a méasik modszer, a régid alapu (watershed) szegmentalas,
ahol a képet egy felszinnek tekintjiik, és a képpontokhoz rendelt értékek
jelentik a felszin magassagat. Az objektumok felismerése végbemehet
automatikusan is, vagy ha pontosabb eredmények elérésére toreksziink, akkor
kijelolhetjiik manualisan a képpontokat. Ha megvan a kozpont, akkor a
tovabbi képpontokat a program Onmaga kijeloli, és eldtérnek veszi. A
watershed szegmentalas kivaléan alkalmazhat6 sejtmembran,
mitokondriumok, ¢s egyéb cellularis képletek vizsgalatara.

3.1.3.5 Mérések kiértékelése

Kvantitativ értékek kinyerése. Miutan az el6tér azonositasra keriilt, vagyis
végrehajtottuk a szegmentalast, a kvantitativ értékek kinyerése a kovetkezd
lépés. Ez azért sziikséges, hogy a nagy mennyiségli feldolgozott minta
alapjan kapott informacié numerikusan Osszevethetd legyen. A program
hidnytalanul azonositja és megszamlalja az altalunk bevitt paraméterek
alapjan keresett alakokat. Az értékek kinyerése lényegesen gyorsabb és
objektivebb, mintha azt a laboratorium személyzete végezné szabad
szemmel.



A szamitogépes kiértékelés kiiktatja a rendszerbdl az emberi hiba (pl.
elszamolés) lehetdségét és a megfigyelésekbdl rovid idon beliil statisztikai
sullyal bir6 mennyiségli adatot szolgaltathat.

3.1.3.6 Szoftverek
A leggyakrabban hasznalt szoftverek a mikroszkdoppal nyert matrixallapotu
szamhalmazok feldolgozésara alkalmas programok koziil az ImagelJ és a Fiji.

A Fiji egy olyan valtozata az ImageJ-nek, amelyet kifejezetten biologiai
képanalizisre hoztak 1étre. Az elmult években, az automata mikroszkopoknak
koszonhetéen, nétt a képi adatok mennyisége és komplexitisa. Igy az
értelmezeésiik mar nem nélkiilozheti a szoftveres tadmogatast: Emellett a
kisméretli, egyediilall6 mikroorganizmusok nagy felbontdsu (2D, 3D)
képfeldolgozasa is lehetové valik (6,7,8,9)

3.1.4 Digitalis képelemzés felhasznalasi teriiletei

A digitalis képelemzést szamos terlileten hasznaljdk a biologiai
kutatdsokban, mivel, egyszerli a kezelése és megkOnnyiti a munkat. A
digitalis képanalizis felgyorsitja az eredmények kinyerését és értékelését
(5,11). A biomarkerek elemzése is sokkal konnyebbé €és pontosabba valik
ezzel a médszerrel, és igy meg tudjak hatarozni a tumorok pontos tipusat is,
ezzel gyorsitva a szovet-alapt biomarker-diagnosztikat (6,11).

A kutatdsom targyat képezd patogén és nem-patogén fonalas gombak
letapadasi ¢és novekedési dinamikdjanak ¢€s digitalis képanalitikai
vizsgalatanak ismertetése elott roviden Osszefoglalom a vizsgalt gombak
jellegzetes tulajdonsagait.

3.2 Aspergillus nidulans

3.2.1 Tulajdonsagai

Az Aspergillus nidulans a tomlés gombak Ascomycota tdrzsébe koz¢ tartozik.
Ez a torzs a gombak legelterjedtebb és legheterogénebb térzse, amennyiben a
konidiumos Deuteromycotdkat nem szamitjuk, melyek tulajdonképpen
mesterséges taxont alkotnak, azon gombak szamara melyek fejlédési ciklusat



még nem ismerjik. A tomlédsgombak kozé tartoznak az élesztdgombak,
penészgombak, lisztharmatgombak vagy éppen  kucsma-, illetve
szarvasgombak a termétestes nagygombak korébol. Az A. nidulans ezen beliil
az Eurtiomycetes osztalyba ¢és az Eurotiales rendbe tartozik. A gomba
sejtfalaban a f0 poliszacharid alkotorészt a glilkanok képviselik, a sejtfal
szaraz tomegének 50-60%-at teszik ki. A gliikdn tartalom 65-90%-at a B-1,3-
gliikan teszi ki, amely mellett mas gliikdnok is eléfordulhatnak (12).

A B-1,3-gliikanazok fontos szerepet jatszanak a sejtfal plaszticitdsanak
fenntartdsaban. Szamos morfologiai folyamathoz sziikségesek ezek az
enzimek, mint példaul csirazas, hifa elagazasok, szeptum képzés, parosodas,
sporulac6d, sarjadzas. A B-1,3-glikandazok fontosak a ndvénypatogenezis
el0segitésében A ndvényi patogén gombak 4altal okozott emberi
megbetegedések ritkdk, viszont anndl sulyosabbak. Haldlos kimenetelii lehet
az A. fumigatus és A. terreus altal okozott human tiid6 aspergillozis.

A tovabbi sejtfal alkotok koziil a kitin - egy 1,4-glikozidos kotésekkel
0sszekapcsolodd N-acetil-B-D-glilkozamin molekulabdl felépiilé polimer - a
gombak sejtfalanak alkotorésze. A kitin harom formaja létezik a-,3- és -
kitin. Az a-kitinben az N-acetil-D-gliikozamin lancok antiparallel lefutasuak,
B-kitinre a parallel lefutasu lancok jellemzdek, mig a y-kitin az el6z6 kettd
keverékébdl épiil fel. Fonalas gombakban 10-20% Kkitint tartalmaz a sejtfal. A
B-1,3-gliikdnnal egyiitt a sejtfal szilardsagat hatarozza meg.

A gombasejtfal felépitésében részt vesznek fehérjék is, melyek szorosan
Osszefonodnak a gliikan és kitin alkotta strukturalis matrixszal. Fonalas
gombdkban hozzavetdleg a sejtfal 20-30%-at teszik ki.

Az autolizissel parhuzamosan p-1,3-gliilkandz termelddik a sejtfalban jelentds
mennyiségl B-1,3-gliikant tartalmazo fajok esetében (12).

3.2.2 Elettani hatas

Aszpergillozist, ami egy Aspergillus faj hatasara kialakuld szisztémas
mikozis, foleg az Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus
nidulans, Aspergillus versicolor, Aspergillus niger és Aspergillus terreus

fajok okozhatjak.

Az Aspergillus fertdzés két tipusa kiilonboztetheté meg: az invaziv és a non-
invaziv tipus, melyek koziil az invaziv sulyos, olykor haldlos kimenetelii.
Opportunista fert6zés, amely tobbnyire immunkdarosult embereket betegit



meg. A fert6zés helyétol fiiggben a helyi gombds elvaltozdsok kevésbé
karosak, mig a mortalitasi (elhaldlozasi) ardny magas tiid0 aspergillozisban,
ahol eléri a 30-80%-ot.

Az Aspergillus nidulans var. roseus ATCC 58397 echinocandin B termelése
miatt jelentds. A keresett antifungélis hatéanyag (az echinocandin B), mivel
széles spektrumu, és alacsony toxicitasu, felhasznalhaté azol-rezisztens
Candida fertdzés esetében is. Mivel 01j antifungélis szer, viszonylag kevés a
vele szemben rezisztens torzsek szama. Az echinocandinok csoportjaba
tartoz6 pneumocandin BO-bodl 1étrehozott caspofungint sikeresen alkalmazzak
a gyogyaszatban aszpergillozis kezelésére (13).

3.2.3 Szaporodas

Az A. nidulans életciklusanak dont6é tobbségében haploid, de stabil diploid
allapotot is ki tud alakitani. Nagy mennyiségben képez vegetativ, egymagvi
konidiosporakat. Ezek eltérd sziniiknek k&szonhetden - a kiilonbozd
genotipusit  torzsek - szabad szemmel is megkiilonbdztethetok és
elvalaszthatok. A termoétest aszkospdrdkat tartalmazd zart goémbolyded
kleisztotécium, mely éréskor megkeményedik és feketésbarna szinli lesz
(13,14). Vegetativ testilk egysejtli vagy valaszfalakkal tagolt haploid
micélium. A sejtfal anyaga kitin. A szeptumok faldn egyszerii porus van,
amelyen keresztiil a plazma ¢€s a sejtszervek migracioja figyelheté meg. Csak
az ¢€lesztészeri tOmlosgombaknal 4ll a telep egy sarjadzéassal keletkezo
pszeudomicéliumbdl vagy sarjsejtekbol. A tobbi tomlésgomba termdtestet
képez.

Az ivaros szaporodas alkalmaval a haploid micéliumon ivarszervek,
anteridiumok ¢és aszkogoniumok alakulnak ki, Az aszkogdéniumok
parzofonalat fejlesztenek az anteridium irdnyaba, melyen keresztiil a him
jellegli sejtmagvak az aszkogoniumba véandorolnak. Az Osszeolvadast nem
koveti azonnal kariogdmia. El8sz6r magparos sejtek, majd azokbdl magparos
hifdk jonnek létre. A magparos hifakbol jon létre a termdtest. A termdtest
kialakulasa a tomlésgombdkra 4ltalanosan jellemzd. A kariogdmia a
dikariotikus hifa végsejtjében horogképzéssel megy végbe. A horogképzddés
mechanizmusa meggatolja két azonos ivarjellegi sejtmag Osszekeriilését. A
folyamat sordn a zigdtat tartalmazo sejt megnyulik, sporangiumma alakul,
majd elészor meidzissal és azt rogton kovetd mitdzissal (4ltaldban nyolc)
spora alakul ki. Ezt a megnyult sporangiumot nevezziik tomldének vagy
aszkusznak, a benne kifejlodott sporakat pedig aszkosporaknak. Az
aszkosporak endogén mdodon keletkeznek, majd a tomlo felszakadasaval vagy
annak szabalyos nyilasan 4t jutnak a szabadba. A tOomlék a termdtestben
elszortan, vagy réteget alkotva helyezkednek el. Ez a termdréteg az



aszkuszok tomott sorabol és a kozottik elhelyezkedd steril hifdkbol all
(13,14). A kicsirazo aszkosporak haploid micéliumot (fonalat) hoznak 1étre,
melyeken ivarszervek alakulnak ki. Egyeseknél ugyanazon a fonalon jon 1étre
mindkét ivarszerv, masok esetében csak kiilonbozé fonalakon 1étrejott
ivarszervek kozott jon létre a megtermékenyités. Az aszkogoniumok
parzofonalat fejlesztenek az antheridiumok felé, amelyen keresztiil annak
sejtmagjai atvandorolnak, létrehozva a magparos gombafonalat (dikariotikus
hifat). Ezekbdl jon létre a termdtest, melynek termorétegében (himénium)
kialakulnak a tomlék (ascusok). Itt torténik a magok Osszeolvadasa
(kariogdmia), melyet azonnal meidzis, majd mitdzis kovet, 1étrehozva a 8
haploid aszkospérat (2). Szilard vagy folyékony tdpkdzegben olyan gyorsan
nd, mint egy fonalas gomba. Genomjanak mérete koriilbeliil 31Mb, 11000-
12000 gént tartalmaz. Ebbol 900 gént azonositottak. Ipari és orvosi
jelentésége nagy. Sejtbiologiai  és  génszabalyozassal kapcsolatos
kutatdsokban hasznos modellként szolgél, példaul a mit6zis megértésében, a
motoros mitotikus kinezinek és citoplazmatikus dineinek funkcidinak
tisztazasaban. Szén €s nitrogén anyagcsere szabalyozésat is tanulméanyoztak.
(12).

3.2.4 Morfologiai valtozast kivalté hatasok

Az Aspergillus nidulans morfologiai tulajdonséagait szdmos tényezd
befolyasolja. A legtjabb kutatasok kimutattak, hogy a cAMP-fliggd protein-
kindz genetikai valtoztatasa példaul egy G-protein szabalyzott jelatviteli
utvonalban morfologiai és kémiai atalakuldst indukdl. A gombaban egy
heterotrimer G-fehérje alfa alegység ¢s RGS domének FadA ¢és flbA fehérje
altal kodoltak (15).

Szénéhezés kovetkeztében is jelentdés morfologiai valtozasok figyelhetdk
meg. Intenziv vakuolizaci6 mellett a glikoz elfogydsit kovetden
megkezdddik a szdrazanyag mennyiségének csokkenése. A stacioner
novekedési szakaszban,illetve a korai autolitikus szakaszban a még Kkis,
kerek, 6sszetapadd pelletes morfologiat mutaté micélium degradéalodik, ami a
pelletek  atmérdjének  folyamatos  csokkenésében, majd  teljes
dezintegralodasaban mutatkozik meg. Magas kitindz €és proteinaz aktivitas
jellemzi a szakaszt. Ekkor a tenyészetek légzése visszaesik, megnd az
anaerob légzés aranya, a reaktiv oxigénformak mennyisége is nd. A tenyészet
vitalitdsara folyamatos csokkenés jellemzd és a sejtek apoptotikus pusztulasat
tobb apoptotikus marker jelenléte jellemzi (membréaninverzio, DNS
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autolizis szabalyozottsdgara utal, hogy szdmos jelatvitelben illetve a



transzkripcid szabalyozdsaban sériilt mutans esetében megfigyelheté az
autolizis folyamatanak megvaltozasa (16).

3.3 Aspergillus fumigatus

Az Aspergillus fumigatus az Ascomycota osztaly Trichocomaceae
csaladjabol szarmazé gomba. Eldszor 1863-ban Fresenius irta le. Ismert,
hogy stabil haploid genomjat 29,4 milli6 bazispar alkotja. Az Aspergillus
fajok mindeniitt jelen vannak a természetben, a levegdben, €s a talajban. Az
emberek belélegzik a gombak sporait. Betegséget azonban rendszerint csak
immunhidnyos betegeknél okoz. Az immunrendszer fontos szerepet jatszik
nemcsak a belélegzett penészgomba felismerésében és a novekedés
szabalyozdsaban, hanem a szervezet allergids ¢és  gyulladasos
valaszreakcidjanak szabalyozédsadban is. Az A. fumigatus fert6zések gyakran
magas haldlozasi rataval jarnak; ezért a korai diagnozis ¢és az
immunszuppresszalt populdcidban torténd kezelés fontos (17).

3.3.1 Eletciklusa

Az ¢hezés soran az A. fumigatus konidiumokat termel (asexudlis sporak) a
specialis hifa struktiran az ugynevezett konidioféorokon, amelyek egymast
kovetden konidiumot képeznek a konidiumtartokon. Az aszexudlis A.
fumigatus konidiumainak terjedése a kornyezetben hatékonyabb, mint mas
Aspergillus spp.-nél, mivel az A. fumigatus konidum hidrofobicitas nagyobb,
mint a mas fajok altal termelt konidiumoké (17,18). Becslések szerint az
emberek naponta 100-1000 konidiumot 1élegeznek be, melyek koziil néhany
(2-3 um-es) kis méretiik miatt eléri az alveolusokat a tiidoben. A légutak
csilloszOrds hengerhamsejtjei €s a rezidens alveolaris makrofagok eltavolitjak
az belélegzett konidiumokat. Azokndl, akik nem tudjdk a belélegzett
konidiumokat eltavolitani, bent maradhatnak a tiidoben, csirazhatnak és
invaziv fertdzést okozhatnak. Az emberi test 37 °© C - os hémérséklete
optimalis az Aspergillus spp-ek szdmara. 4-6 6ran beliil mar kisebb hifak is
megjelenhetnek, amelyeket csira tomlonek neveznek (18).

A kozelmultig azt gondoltdk, hogy az A. fumigatus csak aszexudlisan
szaporodik. A szexudlis szaporodas feltételei nagyon egyediek. Bar az
aszkosporakat soha nem figyelték meg a természetben, a hipotézisek
(17,18,19) szerint kedvezdtlen kornyezeti koriilmények kozott a talélés
elésegitése miatt megjelenhetnek példaul olyan komposztokban, ahol a



homérséklet magas az erjedési folyamatok kovetkeztében. Az aszkosporak
szerepe az A. fumigatus életciklusaban nem teljesen tisztdzott. Ezek csak egy
65 ° C-os hésokk utan képesek csirazni, ilyen allapot nem taldlhaté meg az
emberi szervezetben.

A csirazas utan a hifa vagy micélium névekedése megkezdddik, és a gomba
koloniat képez. Az A. fumigatus koloniat sokmagvu sejtek alkotjak. Egy
telepen az A. fumigatus hifai extracellularis matrixba (ECM) 4gyazva
talalhatok, amikor biofilmet képeznek. Az ilyen biofilmeket statikus
novekedési koriilmények kozott vagy in vivo koriilmények kozott alakitjak ki
az aszpergillomak kialakulasa soran. Az aszpergilloma egy gombadaganat
(mycetoa), mely a testiiregekben foleg az orrmelléki iiregekben és a tiidoben
fordul el6. A hifa sejtfal osszetétele €s szerkezete Iényegesen eltérd lehet az
egyedileg vagy biofilmben novekvd hifaknal. A fonalas gombak vegetativ
formajanak, sejtfalanak szerkezete kiilonbozik a konidiumok ¢és a
konidiospdrak sejtfalszerkezetétdl, amelyek csak a terjedéshez sziikségesek.
Az A. fumigatus az egyik leggyorsabb novekedési rataval rendelkezd faj,
amely szamos mas szaprotrof fajra is jellemzot. Korai tanulmanyok szerint az
A. fumigatus kiilonbdzé izolatumainak novekedési iiteme aranyban all az
egyes izolatumok virulenciajaval (18).

3.3.2. Az Aspergillus fumigatus sejtfal

A sejtfal elengedhetetlen a gomba ndovekedéséhez, valamint a kornyezeti
hatasok ¢s a gazdaszervezet védekezé mechanizmusaival szembeni ellenallo
képességhez. Az Aspergillus fumigatus sejtfala (Deacon, 1997) lagban
oldhatatlan fibrillaris vazbol all, melyet egy eldgaz6 lancu B -1,3-gliikkan/ -
1,4-gliikan ¢épit fel (43 %), ehhez kovalensen kotédik a kitin (19 %), a
galaktomannan (2%), de tartalmaz fehérjét (11%) és lipidet (5 %) is. A
sejtfalban 1évé fehérjék atjuthatnak a sejtfalon keresztiil, majd
szekretdlodhatnak, vagy lehetnek glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) -regulalt
fehérjék, amelyeket egy endogén foszfolipaz C képes leadni (18). A sejtfal
jellemz6i miatt a gombak sejtfalanak bioszintetikus enzimjei fontos
célpontjai lehetnek az antifungdlis gyogyszereknek, mint a B- (1,3) —
gliikanszintézist gatldé echinocandinok. Az echinocadin B szintézisért felelds
gén klasztert az Aspergillus nidulans-ban irtak le (Hiittel et al. 2016).

A felszini mannan réteg radidlis palcikaszerli elemei (rodlet) a konidium
feliiletét boritjak és a hidrofob jelleg kialakitasaért feleldsek. A konidium
sejtfalaban az B-1,3-gliikkdn-20, a melanin és a RodA hidrofobin siir(i réteget



képez a konidium koril. Az Aspergillus fumigatusnak hét hidrofobin génje
van (19,20). A belsd rétegek a sejtfelszinnel parhuzamos kotegekbe
rendezddnek.

A hifa sejtfala 1ényegesen kiilonbozik a konidium sejtfalatol a szénhidratok
eloszlasanak tekintetében. A sejtfal Osszetétele és szerkezeti felépitése
folyamatosan atrendezédik. A csirdzast kovetéen a gomba kiilsé
melaninréteget és rodlet réteget képez, és ezutan a hifa novekedés
folytatoédik. Ez a novekedés azonban nem eredményezi a melanin vagy a
hidrofobin teljes elvesztését a hifa sejtfalabol. Az A. fumigatust aerob
koriilmények kozott agaros téptalajon tenyé€sztik, ekkor gyorsan nd, az
extracellularis matrixban melanint és hidrofobinokat tartalmazé biofilm
alakul ki. Az A. fumigatus és mas gombak vegetativ novekedésének egyik
jellemzdje a multicellularis és tobbrétegli hifakkal jellemzett kolonidk
kialakulasa, amelyek 0ssze vannak "ragasztva". Ezért ezt a strukturat gyakran
biofilmnek nevezik, mivel a baktériumok vagy ¢lesztok altal 1étrehozott
biofilmek tipikus jellemzdivel rendelkezik. Az Osszes A. fumigatus
fertdzésben, valamint a szilard szubsztratumu kornyezetben a hifdk ezen
tobbrétegli gomba-strukturakba extracellularis matrixba vannak agyazva,
amely galaktomannanbol, GAG-bol, B-1,3-gliikdnokbol, melaninbol ¢és
fehérjékbdl all, amelyek eldsegitik a fertézést. Az A. fumigatus szamos kiilsd
antifungalis hatasnak van kitéve, ami ellen a sejtfalszerkezete modositasaval
védekezhet. Példdul olyan vegyliletek, amelyek megzavarjak a sejtfal
felépitését vagy szintézisét. Antifungdlis szerek hatdanyagai aktivaljak a
sejtfal integritast (CWI), amely fligg a mitogén aktivalt protein kindz
(MAPK) utvonaltol. A CWI utvonal jelentds szerepet jatszik a sejtfal
karbantartasaban, ¢és  meghatdrozza a  stresszvalaszokat ¢és az
energiafogyasztast a sejtes folyamatokban, amelyek a ndvekedéshez és
fejlodéshez sziikségesek. Egy masik fontos ut az antifungalis kornyezeti
stressz ellen magas-ozmolaritasti glicerin (HOG) ut, amely alacsony pH-
értéket, reaktiv oxigénformdkat (ROS), hipoxidt és a gomba elleni
hatdéanyagokat érzékeli. A kalciummal kozvetitett jelatvitelt a sejtfal enzimek
aktivitdsanak szabalyozadsdban, kiilonosen a sejtfalat célz6 fungicid
gyogyszerekre adott valaszként is leirtdk. A kalcium jelatvitel magdban
foglalja a kalciumkotd fehérje kalmodulint és a szerin / treonin protein
foszfataz kalcineurint. Ezek az adaptiv folyamatok és az Aspergillus spp.-ek
morfologia megvéltozasa fontos a gazdaszervezet és a gombak kozotti
komplex kolcsonhatasok megértésében (20).

A biofilmek a mikroorganizmusok multicellularis kozdsségei amelyeket,
extracellularis matrix vesz koriil. A kozosségekben valo novekedés elonyoket
biztosit a mikroorganizmusok, koztilk a gombdk szamara, a szubsztratum



kolonizacidjanak egyszeriiségét, a kornyezeti hatisok elleni védelmet, az
ellendllast a fizikai €és kémiai stresszel szemben, az anyagcserében
tapasztalhato-egyiittmitkodésben és a génexpresszid szabalyozasdban (20).
Statikus koriilmények kozott az A. fumigatus micélum agglutinalt és hidrofob
hifak halézataként n6, igy a kronikus aszpergillozisban is. Az A. fumigatus
biofilmet képez, mely extracellularis matrixba agyazott micélium szdvedéket,
kronikus  hamszovet alatti  fertézést, mycetoma-t hoz Iétre. A
biofilmképzéssel szemben a hifak agglutinaciéja kevésbé fontos az invaziv
aszpergillozisban. A hifa halozat feliiletén kimutattak a poliszacharidokban
gazdag extracellularis matrix (ECM) jelenlétét. Mind a krdonikus, mind az
invaziv aszpergillozisban kimutattadk, hogy a hifak ECM-et allitanak el6. Az
ECM olyan poliszacharidokat tartalmaz, mint a GM, GAG ¢és egy (1,3) -
glukdn. Ugyanazok a poliszacharidok vannak jelen in vivo kronikus és
invaziv aszpergillozisnadl. A GAG ¢és a B- (1,3) -glukdnok fontos szerepet
jatszanak a hifak egymashoz valo tapadasaban. A poliszacharidok mellett in
vitro az ECM hidrofobinokat és melanint is tartalmaz (19).

3.3.4 Patogenitas

Aspergillus spp.-ek mindeniitt jelen vannak a kornyezetben. Az Aspergillus
fumigatus a leggyakoribb kérokozo az Aspergillus spp.-ek kozott és fertdzést
okozhat a szervezet toObb pontjan a tiidében, az orrmelléki iiregekeben, a
kozponti idegrendszerben, a fiilon és a boron. A fels¢ légutakban a
konidiumok kellemetlen érzést okozhatnak irritacid ¢€s allergids reakcio
kovetkeztében. Az invaziv tiidé-aszpergillozis (invasive pulmonary
aspergillosis, IPA) egyre gyakoribb gombafertdzés, amelynek magas a
mortalitasi aranya immunhianyos betegekben. Az IPA korai felismerése
tovabbra is kihivast jelent, nem specifikus klinikai tiinetei és radiologiai
kimutathatdésaganak korlatai miatt (21). Az Aspergillus-fertézés elsddleges
utvonala 1éguti, konidium belégzése Utjan torténik. Az A. fumigatus konidium
atlagos mérete 2,0-3,0 um. Kis mérete miatt a konidia kdonnyedén terjed a
levegbben. Az A. fumigatus konidium termelése rendkiviil gyors és
folyamatos, ezért a fert6zés veszélye is folyamatosan fenn 4ll (22).

A makrofagok 4ltali fagocitozis fontos tényezd az A. fumigatus fertdzés és
igy a patogenitas elleni védekezésben. E folyamat sordn a fagocita kiilsd
sejtmembranjan szortan elhelyezkedd receptorok el6szor felismerik az
ellenanyagot, majd az idegen testtel vald6 kotddés soran fészekszerlien
Osszetomoriilnek. Ezt koveti a pszeudopddium membrankiemelkedések
kiterjesztése, hogy koriilfogjak és a célpontot a sejten belill egy zipzarszerii
mechanizmussal lezarjak. Ezutan kovetkezik a lizoszomakkal torténd fuzio, a



fagolizoszéma, a szuperoxid és a hidroxilgyok generdldsa és a célpont
degradalasa (23).

A kozelmultban kutatdsok igazoltdk (24) hogy a polimorfonuklearis
leukocitak (PMNL-¢ek) a belélegzett konidiumok ellen is felveszik a harcot.
Ellentétben az alveolaris makrofagokkal, a PMNL-ek a Iégutakban a
konidiumok koriil aggregalédnak, és megakadalyozzak a csirdzast NADPH-
oxidaz-tol fliggetlen moédon, mely az elsddleges granuldkbol lactoferrin
felszabaditasaval jar.

A vérlemezkék az A. fumigatus konidiumok ¢€s a hifak karosodasat okozzak,
a beldliik felszabaduld szerotonin segitségével. A légzdszervben jelen 1évo
antimikrobialis peptidek kozé tartoznak a feliiletaktiv fehérjék, a laktoferrin,
a lizozim és a defenzinek. Az elsé védelmi vonalon atjutd konidiumok
kicsirdzhatnak mikdzben konidialis duzzanatot (izotrop ndovekedést) okoznak,
amelyet a konididlis sejtbél (polaris ndvekedés) a hosszikas tomld
kialakuldsa kovet. A konididlis duzzaddsok jelzik ezeknek a sejteknek
nyugvo allapotba térését. A csirdzas meleg, nedves és tapanyagban gazdag
kornyezetben torténik, melynek jellemz6it a tiidé alveolusok ¢és az
Aspergillus fajok sajatos 0kologiai tulajdonsagai hatdroznak meg. A polaris
novekedés mitdzissal torténik, amely a csirdzéasi tomld aljan 1€vé szeptum
kialakulasat idézi el6. Az alveolaris makrofagok altal ténylegesen fagocitalt
konidiumokkal ellentétben az A. fumigatus hifak talsdgosan nagyok ahhoz,
hogy a makrofdgok bekebelezzék Oket, ezért a hifakat elsésorban a PMNL-k
c¢lozzak meg oket. Ezek a PMNL-ek a hifak koré csoportosulnak, és
antimikrobialis peptid granulatumok extracellularis felszabaditasaval
karositjak oket (23,24).

3.4 Candida albicans

3.4.1 Tulajdonsagai

A Candida fajok az Ascomycota torzsbe tartoznak, és altalaban az egészségre
artalmatlan élesztdgombak. A C. albicans a sarjadz6 gombak kozé tartozod
dimorf gomba, amely képes fonalas szervezddéssel valaszolni egyes
stresszhatdsokra, ezaltal erdsitve fert6zoképességét (25,26).

A C. albicans blasztosporakat termel, melyek aszexualis sporak, melyek a
sarjadzas kozben képzddnek. A blasztospdraknak szerepe van a feliileten vald
megtapadésban, és a késdbbi kolonidlis fejlddésben (27).



Sokéig nem talaltak szexudlis ciklusra utald jelet a C. albicans-nal, majd
kimutattdk a Saccharomyces cerevisiae parosodasi-tipus génjeihez (MAT)
nagyon hasonld, parosodasi-tipus-szeri (MTL) géneket (28). A MAT
lokuszon elhelyezkedd gének a transzkripcid szabdlyozasaban, a feromonok
létrehozasaban és a feromon érzékeléséért felelds receptorok felépitésében
jatszanak szerepet. Az MTL l6kusz hasonlatossagot mutat az S. cerevisiae-
ben 1évé MAT-hoz, mert egyrészt hasonlo transzkripcidszabalyozé fehérjéket
koédol, masrészt heterozigdta (28,29).

A C. albicans szaporodasa talnyomorészt kolonialis, azonban van
paraszexualis ciklusa is, amely soran a diploid sziilok parosodnak, ami
tetraploid utddokat eredményez. A tetraploid utédok késébb szintén
diploidok lesznek kromoszomavesztéssel. Ez a ciklus a természetben csak
ritkan figyelhetd meg, valosziniileg a stresszfaktorok valtjak ki (28,30). A
paraszexualis ciklusban a gomba him- és néspecifikus feromonokat szekretal,
melyek az ellenkezd nemi sejtekbdl parosodasi valaszt indukéalnak, ami sejt-
sejt konjugacidohoz €s sejtmagok dsszeolvadasaval kariogdmidhoz vezet (31).

3.4.2 Morfogenezise

A virulencia szempontjabol nagyon fontos a C. albicans azon képessége,
hogy valtani tud az ¢élesztd, a pszeudohifa és hifa novekedési formak kozt.
Egyes mutans C. albicans fajok, melyek képtelenek a hifa létrehozasara,
altalaban fertdzni sem képesek (32,33). A polimorf gomba képes ovalis alakt
sarjadzoé ¢élesztOként is noni, illetve hosszukas ellipszoid sejtként is, ahol vagy
a szeptumnal kapcsolodik (pszeudohifa), vagy parhuzamos falakkal
rendelkezik, mint a hagyomanyos hifa. A tovabbi morfologiai valtozatok
kozé tartoznak a fehér és az attetszd, opalos sejtek, amelyek polimorf
atalakulas kozben jonnek Iétre, illetve a klamidosporak, melyek vastag falu,
spora-szert struktarak (32,34).

Morfologiai valtozasok hatasa a virulenciara:

Csokkent virulencia figyelhetd meg azoknal a fajokndl, melyek nem képesek
¢lesztd formaban ndni (35). Ha a gomba atesik a morfogenezisen, akkor
pszeudohifalis vagy hifalis formaban fonalakat allithat el6 (33). A C.albicans
a gazdaszervezetben megtalalhaté fonalas- és élesztdgombaként is, mig mas
dimorf patogén gombak altalaban fonalasként ndvekednek az emberi testen
kiviil, de az emberi szovetbe bekeriilve atvaltanak az ¢leszto formara (36). A
hifa forma a fert6zésben jatszik kulcsszerepet, képes behatolni a szovetbe és
megmenekiilni az immunsejtektél. Ez a morfologiai valtas kapcsolodik a



virulencidhoz, mivel az ezeket iranyitd gének egyiitt fejezodnek ki azokkal a
génekkel, amelyek a virulencia faktorokat kodoljak (37). Az élesztébdl a
hifaba val6 atmenetet tobb anyagcserefolyamat és kornyezeti jelenség
okozhatja, példaul a szérum, neutralis pH, magas homérséklet, ¢hezés és a
tapadas is (38,39,40,41).

A hifa fejlédése soran az adenilat ciklaz Cyrl érzékeli és integralja a hifa
valtozast serkentd jelzést, mely nélkiilozhetetlen a hifa fejlddéséhez. A Cyrl
célpontja a cAMP-fliggd protein kindz A (PKA). A cAMP-PKA utvonal és
tovabbi jelatviteli utak, illetve transzkripcidos faktorok fontosak a hifa
novekedés megkezdéséhez és fenntartdsahoz (37). Ebben a folyamatban a
sziikséges gyors alkalmazkodéas a gyakori fenotipusos valtozashoz kd&thetd
(33). A sejt fehérrél attetszOvé valasa kritikus I€pés a morfogenezisben
(32,43).

3.4.3 Patogenitasa

C.albicans sokféle szovet fertdézésére képes, mely a virulencia faktorok
széles skalajanak ¢és fitnesznekalkalmazkodo képességének (fitnesz)
koszonhetd. Virulencia faktornak tekinthetd a morfoldgiai atmenet az €lesztd
¢és a fonalas forma kozott is (32,44).

A fitneszhez tartozik a gyors alkalmazkodas a kdrnyezet ingadozé pH-jahoz,
a gomba anyagcsere folyamatainak rugalmassaga, hatékony tapanyagfelvevo
rendszere és az erOs stresszvalasz mechanizmusa (45,46). A hifa forma
invazivabb, mint az élesztd forma (47). Viszont ez utdbbi nélkiilozhetetlen a
terjesztésben és fontos szerepet jatszik a betegség korai szakaszaban (32,48).

A C. albicans virulencia faktorai koziil az adhezinek egy specidlis csoportja a
proteineknek, melyek a tapadast biztositjdk mas mikroorganizmusokhoz,
abiotikus feliiletekhez és a gazdasejtekhez (49). Ezek egyik csoportja az
agglutinin-szerli fehérjék (ALS), amelyek egy nyolc tagbdl allo csaladot
alkotnak. Az adhéziohoz a legfontosabb az Als3, melynél a legnagyobb
fenotipusos valtozast figyelték meg (50). Az ALS termel6dése megnd a szij
¢s a hiively epitelidlis sejtek fertézése soran (51,52). Masik fontos virulencia
faktor adhezin a Hwpl, egy hifa-specifikus felszini fehérje. Ez stabil kotddést
biztosit a csiratdomld és az emlds sejtek kozt (53). Mindkét adhezin hozzajarul
biofilm képzéséhez is (32,54).

Szubsztraitummal valod érintkezéskor az élesztdsejtek hifazni kezdenek.
Bizonyos feliileteken - pl. agar, nyalkahartya - ezek a hifdk képesek bejutni.
Szilard feliilettel valod érintkezés szintén biofilm képzést indukal (55). A
sajatos topologiak megfeleld feliileteivel érintkezve iranyitott hifalis



novekedés (tigmotropizmus) kovetkezhet be (32). A gazdasejthez vald
tapadéas és a hifazast kdvetéen a gomba hidrolazokat szekretalhat, melyek
elésegitik a behatolast (56). A gomba hidrolazok harom f6 fajtaja: protedzok,
foszfolipazok és lipazok (32,33).

3.4.4 Biofilmképzése

Biofilm leggyakrabban katétereken, miifogsorokon (abiotikus) és a
nyalkahartyan (biotikus) képzddik (57).

Fogsoron a korai szakaszban a C. albicans blasztosporaként, azaz
¢lesztosejtként nd, igy hozza tud tapadni a felszinhez, de kiilonalld
koloniakként ndnek a sporak. A kozépsd szakaszban a gombasejtek vastag
savokka allnak Gssze, mivel szabalytalan felillet mentén ndnek, és igy egy
nem-sejtes, poliszacharidban gazdag filmet hoznak Iétre, ami a kolonidkat
lefedi.

A biofilmképzés kialakuldsa tobb, egymast kovetd folyamatbol all:
1) az ¢élesztdsejtek kitapadasa,

2) a sejtek osztodasa,

3) a hifa képzés a biofilm tetején,

4) az extracellularis matrix anyag felhalmozdodasa

5) az élesztosejtek diszpergalasa a biofilm komplexrol.

Az ¢rett biofilmek, az apro sejtekhez képest, sokkal ellenallobbak az
antimikrobialis szerekkel €s a gazdaszervezet immunrendszerével szemben.
A megndvekedett rezisztencidért a biofilm komplex felépitése a felelds. Az
¢lesztdsejtek biofilm képzése a hozzédjarul a virulencidhoz, mivel ezeknek a
sejteknek a fertézOképessége erdsebb (58). A Hsp90 hdsokk fehérje felelds a
szEétszorodasért, illetve a biofilmek gombaellenes szerekkel szembeni
rezisztenciaért is felelos (32,59).

Az érett biofilmek siirli halozatot alkotnak, amely élesztdsejtekbdl,
csiratdomlokbdl, pszeudohifakbol és hifakbol 4all, és ezek feliiletén
extracellularis polimer anyagok lehetnek. In vitro a gombasejtek magas
poliszacharid tartalmt extracellularis matrixba 4gyazva talalhatok. Az in vivo
termelt, vagy pdaciensekbdl szarmazé mintdkban a biofilmek olyan



molekulakat is tartalmaznak, melyek a gazdaszervezetb6l szarmaznak,
példaul fibrinogén és elhalt sejtek (27).

3.5 Mycoplasma

3.5.1 Tulajdonsagai

A mycoplasmak targyalasara azért keriil sor, mert a biofilm képzés jo
modelljei. A mycoplasmak Gram-pozitiv eredetli baktériumok, de nincs
szilard sejtfaluk, igy ellendlnak a Gram-festésnek. A sejtfal hidnya miatt
kiilonb6zoé formaik lehetnek (gdomb, ovalis alakt, szalas, gylr(, stb.), de
hidnyoznak a csillok és a spordk. A mikrobat boritd membran érzékeny a
kornyezeti valtozasokra fiziologias oldatokban vagy Bouillon médiumban
(60).

A Mycoplasma fajok azonositasa késObb tortént, mint a baktériumoké és a
virusoké. A mycoplasmdak emberre vonatkozo patogenitasat elészor az 1950-
es években irtdk le. Széles korben elterjedt baktériumok: az emberek, az
allatok ¢és a novények szoveteiben ¢és sejtjeiben is élhetnek (49). Vélhetdleg
egy olyan organizmusbol szdrmaznak, amely hasonlé a nagy Adenin-Timin
tartalmi Gram-pozitiv baktériumokhoz, mint példaul a Clostridium ¢és a
Bacillus fajok. A Mycoplasma fajok parazitdk, életciklusuk ezen életmod
széles skaldjahoz igazodott (61). A legtobb Mycoplasma genom mérete
koriilbeliil 1 Megabazis (Mb) (62). Bar a Mycoplasmdk viszonylag kevés
metabolikus Utvonallal rendelkeznekigen fejlettek a gazdasejtekben torténd
internalizalasi, membranszallitasi, gazdasejt-tapadasi rendszerek, valamint
rendelkeznek az ostorok nélkiili kigy6zo6 képességgel (sliding motility) (60).

Ezek az ¢l6lények a legkisebb (0,3-0,8 um) és a legegyszerlibb onreplikalo
mikroorganizmusok, amelyek szelektiv szubsztratumokon novekedhetnek. A
Mycobacteriumok sulyos betegségeket, példéaul tuberkulozist
(Mycobacterium tuberculosis) vagy leprat (Mycobacterium leprae) (63)
okozhatnak.

3.5.2 Patogenitas

A Mycoplasma fert6zés leggyakrabban léguti rendellenességeket okoz, mely
tobbszor is kialakulhat. Emellett a mycoplasmak az urogenitalis traktus
bizonyos betegségeit is okozhatjak, amelyek szexudlis Giton terjednek (65,66).



A laboratoriumi koriilmények kézott a Mycoplasma fertdzések jelentds karok
okozdi lehetnek. A sejtekben nehéz a detektdlasuk, kontrollalasuk,
elpusztitasuk. A mycoplasmak 4ltal okozott fertézések a sejtkultirakban
kiilonféle valtozast okozhatnak. A ndvekedés sebességbeli, morfologiai és
metabolizmusbeli valtozasait indukalhatjak, kromoszémalis
rendellenességeket okozhatnak, €s végsd soron a sejtvonalak pusztuldsat
eredményezhetik a fert6zések.

A Mycoplasma éltalaban az eukariota sejt felszinéhez k6tddik, amely
0sszeolvadhat a fogado sejttel, vagy kozvetleniil megtamadhatja azt (64,65)
Mycoplasmak kiilonbozé bioldgiai folyamatok megzavarasa révén (66)
okoznak fert6zést laboratoriumi allatokban (67) és sejtkultirdkban (68). A
sejtek tamadasat kovetden, a Mycoplasmdk lebontjdk a médium anyagait,
megzavarva a gazdasejt ¢életfolyamatait (64,69). Az eukaridta sejtek
fert6z6dése megszakitja az anyagcsere-folyamatokat, (65) megvaltoztatja a
sejt ~ morfologiat, gatolja a  gazdasejtek  replikacidjat,  sejtes
transzformaciokhoz vezet (71,72) és emellett a szervezetben serkenti az
immunrendszer reakcidkat (70,71). Az els6 Mycoplasma sejtkultarat
viszonylag késOn, 1956-ban irtak le (73).

A legtobb Mycoplasma fertdzés fert6zott allati szérumbol szarmazik,
de a fert6zott laboratoriumi aeroszolok hasznalata; is hozzajarul a fertdzések
terjedéséhez. A Mycoplasma detektalhatdsag a sejttenyészetekben attol fligg,
hogy mekkora periddus telt el a fertézés és a mintavétel kozott (66).

3.5.3 A Mycoplasma kimutatasa

Szamos Mycoplasma teszt elonyeivel €s hatranyaival egylitt azt is jelzi, hogy
nincs altalanosan elfogadott modszer, amely felhasznalhaté a fertdzés korai
stadiumaban vald azonositasara. Sajnos a Mycoplasma fertdézés kovetésének
modszerei se nem egyszerliek, se nem gyorsak és specialis eszkdzparkra van
hozzajuk sziikség. A Mycoplasmék orcinnal, fluoreszcens mikroszkoppal
torténd azonositasa a fluoreszcencia jeldlés utdn iddigényes modszerek,
melyek nem alkalmasak a Mycoplasma fertézés dinamikéjanak
megfigyelésére.

3.6 Vizsgalati modszerek

3.6.1 Pasztazo elektronmikroszkop



A pasztazd elektronmikroszkop (scanning electronmicroscope, SEM)
elektronoptikai eszkdz, a vizsgalt targy felszinének meghatarozott tertiletét
iranyitott, vékony elektronnyalabbal végigpasztdzza. Az elektronsugar és a
targy kolcsonhatasabol szdrmazod jeleket és visszavert elektronokat erre
alkalmas detektorokkal érzékeli, és ezeket megfelelden feldolgozva, az
elektronsugar mozgasaval szinkronizalva képileg kijelzi. Lehetéség van a
minta felszinén taladlhaté anyag alapjan a vizsgalt objektum fizikokémiai
tulajdonsagainak meghatarozasara (74,75).

A pasztazo elektronmikroszkép legéltalanosabban hasznalt sajatossaga az,
hogy a vizsgalt anyagok felszinének alaki tulajdonsagairdl nagy felbontasu és
nagyitasa, ugyanakkor nagy mélységélességii képet tud alkotni.

A vizsgélathoz elektromosan vezetd mintara van sziikség, a minta felszinén
az elektron toltés halmozddas elkeriilése érdekében. Ez a toltés torzitja a
képet, kiilondsen a szekunder elektronokkal létrehozott kép esetében. Ha a
minta eleve vezetd, akkor vezetd ragasztoval rogzitjilk a foldelt mintatartod
asztalhoz. A rogzités céljara kaphatd szén- vagy eziistpasztdk, amelyek
elektromosan vezetnek, rogzitik a mintat, ugyanakkor viszonylag egyszeriien
megoldhat6 az eltavolitasuk is. Rogzités céljara kaphato kétoldalasan
ragasztos vezeto szalag is (76).

A bioldgiai mintak rossz vezetOk, feliiletiiket ezért vékony vezetOréteggel
szokas bevonni. Ez a réteg altalaban arany vagy szén, amelyet parologtatassal
vagy plazméval lehet a feliiletre felvinni. Fontos, hogy a vezetdéréteg
egyenletes vastagsagu ¢és a lehetd legvékonyabb legyen. A felvitt réteg
megnoveli a feliiletrdl visszavert masodlagos elektronok szamat, ezzel noveli
a kép fényességét, sot a felbontast is. A g6zolés elott a feliilet tisztitasa is
sziikséges lehet (74,75,76).

3.6.2 Mintak altalanos elokészitése

A vizsgélni kivant mintdkat el6szor fixalni kell. Erre a legaltalanosabban az
elektronmikroszkdpos technikdkban jol bevalt, a finomszerkezet megdérzésére
alkalmas aldehid-ozmium kettds rdgzités hasznalatos. Bizonyos fokig eltérést
jelent az, hogy a felszin vizsgélatokndl nem a belsd szerkezet megdrzése,
hanem a zavard szennyezésektdl mentes felszin nyerése a cél. Alapvetd
fontossag ezért a vizsgalni kivant felszin gondos letisztitasa a fixaloba
merités elétt. Ugyancsak hasonldéan fontos, hogy a fixalas, illetve a tovabbi
elokészités sordn a felszin szennyezddés- ¢és sériilésmentes maradjon.
Altalaban elényosebb SEM vizsgalatokhoz az altalanos szovettani eljarasnal
hosszabb, a szovet keménységét jobban fokozd fixdlast alkalmazni, és



esetenként még jobb eredmény érhetd el specialis, az anyagot merevitd
hatasu impregnalasi eljarasokkal (74,77).

3.6.3 Szaritas

A vakuumtérben torténd vizsgalathoz az anyagokat szaritani kell. Az
altalaban folyékony nitrogénnel lehiitott targyasztalokra helyezett fagyasztott,
de kémiailag nem modositott mintdk vizsgalata analitikai célokra
hasznélhat6. A morfologiai felbontoképesség az ilyen mintadkon igen szerény,
¢s csak az analizalando tertilet kivalasztasara szolgal (78).

A szaritds a lagy szovetek esetében igen kritikus eljards a szerkezet
megtartdsa szempontjabol. A sejtek, szovetek finomszerkezetének
fenntartdsaban a hidrofob €s hidrofil csoportok kdlcsonhatasainak igen nagy
szerepe van, €és ez az érzékeny egyensulyi allapot a viz eltdvolitasaval
megbomlik.

A lagy szovetek szaritasa kozben azonban a folyadék és a gbzfazis
felszinhatara az anyag szerkezeti elemein athalad, ami az igen erds feliileti
fesziiltségi effektusok kovetkeztében molekularis atrendezOdéseket okoz
(76,78).

A végeredmény a szovet zsugorodasa ¢€s torzuldsa. Ezek a nem kivanatos
hatasok gyakorlatilag elhanyagolhatora csokkenthetok a megfeleld fixalo
szerekkel végzett erbteljes (,,merevitd”) kezeléssel esetleg valamilyen
impregnacios modszerrel, valamint olyan szaritasi modszerekkel, amelyek a
feliileti fesziiltség hatasat csokkentik, vagy kikiiszobolik.

Fagyasztva szaritas: Ez azzal kiiszoboli ki a szerkezetvaltozasokat, hogy a
jég vakuum-szublimaltatasaval a felszinhataron jelentkezo feliileti fesziiltségi
hatasokat kiiktatja. Itt azonban egy masik probléma jelent hatranyt;
nevezetesen az, hogy a fagyasztas kdzben képz6do jégkristalyok karositjak az
anyag szerkezetét. Ez a jelenség csOkkenthetd, ha a fagyasztva szaritas
valamilyen apolaros oldoszerrel (alkohol, amilacetat, butanol) torténik. Ez
azonban bonyolitja, eszkdz- és munkaigényessé teszi az eljarast (74,78).

Kritikus ponton szaritas: a kritikus pont a folyadékoknak és telitett
gbzeiknek azt a hdmérsékleti és nyomasértékét jelenti, amelyen a folyadék és
telitett gézeinek stirlisége azonos, igy a két fazis kozotti hatarfelszin eltlinik.
A kritikus ponthoz tartozé hdmérséklet a kritikus hdémérseklet, e folott az
anyag csak gazhalmazallapotban létezik, semmilyen nagy nyomason sem
cseppfolydsithatd. Ha egy folyadékot zart térben kritikus homérséklete folé
melegitiink, a kritikus ponton atlépve a folyadék halmazallapottal azonos



stiriségli gazhalmazallapot jon létre. Ekozben a folyadék ugy alakul gazza,
hogy fazishatar nem jelentkezik: a folyadékban 1évo folyadékkal atitatott
anyag, gazzal atitatotta valik, azaz megszarad anélkiil, hogy a folyadék-gbz
fazishatar athaladasaval jaro feliileti fesziiltségi hatasok jelentkeznének. Az
eljaras gyakorlati kivitelezése szempontjabol fontos az, hogy olyan
anyagokbol torténjen a szaritas, amelyeknek kritikus pontjdhoz nem tul
magas homérséklet és nyomas tartozik. Tovabba az is fontos, hogy az anyag
ne kéarosodjon, és a miivelet laboratériumi koriilmények kozott viszonylag
konnyen kivitelezhetd legyen. Erre a vizes kdzeg az igen magas kritikus
hémérséklete és nyomasa (+344 °C; 217,7 atm) miatt nem alkalmas. A
gyakorlatban a széndioxidos eljaras valt be. (Hasznaltak ugyan Freon-13-at
1s, ma azonban ez kornyezetvédelmi okokbdl nem johet szoba) (78,79).

3.6.4 Long term scanning rendszer, time-lapse imaging
videomikroszkopia

A time-lapse felvételek fogalma leginkdbb makroszkopikus események
megorokitésébdl ismert. Nagy idobeli felbontasban késziilt felvételek
sorozatat jelenti, mely képkockak filmként lejatszva betekintést engednek
olyan folyamatokba, melyek lefolydsa az emberi léptékhez képest lassan
zajlanak. Az 1990-es évek elején viszont megsziiletett a mikroszkopikus
vilag megfigyelésére hasznalt eszkdz, a time-lapse videdémikroszkopia,
amelynek célja a mikrokulturak in-vitro hosszu tava megfigyelése, idealisan,
szamukra optimalis koriilmények kozott.

A time-lapse felvételek elkészitésére képes mikroszkopok megalkotasat olyan
igények indokoltak, amelyeket csak az idobeli korlatok feloldasaval lehetett
vizsgalni, sziikségessé valt a tenyészetek megfigyelése kisebb iddbeli
felbontasban, példaul in vitro toxikologiai vizsgéalatokban. A folyamatos
megfigyeléssel szolgaltatott adatok  attorést eredményezhetnek a
biotechnologiai kutatasokban, a gyogyszer-technologiai kutatdsok in vitro
fazisaiban, jelentdsen csokkentve ezzel az ezt kdvetd in vivo fazis koltségeit.

Ahhoz, hogy a sziikséges adatok eldallitdsara képesek legylink, sziikség volt
egy olyan eszkozre, amely képes megfigyelni a sejttenyészeteket, illetve egy
szamitogéppel Osszekotott kamerara, mely automatikusan rogziti a
felvételeket a beallitott idépontokban.

Az eTox munkacsoport long term scan rendszerének multja és jelene



A long-term scan mikroszkopok fejlesztése, épitése tobb mint 15 éves multra
tekint vissza munkacsoportunkban. A scan-rendszerek Iétrejottének célja,
hogy a sejtkulturdk folyamatos megfigyelésén keresztiil, digitalis
képanalizissel, értelmezhetd kvantitativ adatokat szolgaltassanak kutatasaink
soran, mely adatok mas megfigyelési modszerekkel nem nyerhetdek ki.

A koradbban hasznalt mikroszkopjaink fejlesztésében {0 szempontjaink a
mikroszkép hosszii tdva  hasznalhatosdga ¢€s alacsony  koltségi
lecserélhetdsége, valamint a vizsgalatok idobeli limitdcidinak csokkentése.
Ahhoz, hogy ezeket a tulajdonsdgokat érvényesiteni  tudjuk
mikroszkopjainkban, el kellett térniink a hagyomanyos upright- felsd
megvilagitasu-, és inverz fénymikroszkopok felépitésétdl és eszkdztaratol.
Ennek eredményeként jottek Iétre a long-term scan generacidk, melyek
hatékonyabban kozelitik meg a hosszii tava megfigyelés problémait.
Mikroszkdpjainkat 4 generacion keresztiil a kovetkezOképpen fejlesztettiik:

1. Generacio
- Egyedileg készitett fém allvanyzat
- Hagyomanyos halogén mikroszkopizzo
- Analog kamera
- Upright, szabvany objektiv
2. Generacio
- Célszertien modositott hagyomamyos mikoszkop stativ
- Lathat6 fény, monokrom LED
- Nagy érzékenységti CCD holdfény kamera
- Inverz, szabvany objektiv

3.Generacio

- Polikarbonat rack polcok fém vazon

- Kozeli infravorés LED, 940 nm hullamhossz

- Nagy pixelméretli CCD érzékeld, mikroszkopkamera
- Inverz, szabvany objektiv fix fokuszos leképezéssel

4. Generacio

- Konnyitett mikroszkop stativ

- kozeli infravords LED, 940 nm fény emisszio

- CCD érzékeld, HD felbontast digitalis mikroszkdpkamera
- Inverz, szabvany objektiv

4. ANYAGOK ES MODSZEREK



4.1 Statikus képelemzési modszer kidolgozasa Aspergillus
nidulanson

4.1.1 Aspergillus nidulans altalanos minta elokészitése SEM-hez

Mintaink elékészitésénel a nemzetkozi irodalomban leirt, altalanos
mintael6készitési modszereket hasznaltuk ( 74,75,76,77).

a mintakat 4%-os glutaraldehid oldatba tettiik egy éjszakéara PBS-ben,
majd polilizin fed6lemezre 4tvittiik dket,

etanolban dehidrataltuk,

veégiil arany-palladiummal fixaltuk dket a vizsgalathoz

4.1.2 Aspergillus nidulans torzsek genotipusai
tNJ11: biAl, argB2, metGl, veAl, argB+
tNJ36: pyrG89, AfupyrG™; pyroA4; veA+
tNJ12: biAl, argB2, chiB.'argB+, met G1, veAl
tNJ 34.8: pyrG89, pyroAd, AengA:AfupyrG*, AchiB:AnpyroA™, veA+
tNJ76.7:  pyrG89; ApepJ:AfupyrG™ pyroA4 veA™
tNJ 77.16:  pyrG89; AprtA:AfupyrG™ pyroA4 veA™

tNJ 78.4: pyrG89, pyroA4, ApepJ:AfupyrG™, Aprtd:AnpyroA™, veA+

4.1.3 Torzsek rovid jellemzése:

- tNJ 11 kontroll: a TNJ 12 (delta-chiB) kontroll térzse
- tNJ 36 kontroll:  egy altalanosan hasznalt kontroll torzs

-tNJ12: A szénéhezés hatisara indukdlodo sejtfalbontd
kitindz (chiB) delécidja. A fehérje jelenléte lehetdévé teszi a sejtfal
tapanyagként valo hasznositasat.



- tNJ 34.8: A chiB és az engA génben is sériilt mutans.
Hasonlo fenotipus, mint az eldz6eknek.

- tNJ 76.7: A pepl] extracellularis proteaz gén delécidja.
Jelenléte az autolizis alatt a tapkozegbe keriilt fehérjék hasznositasat
teszi lehetove.

-tNJ 77.16: A prtA extracellularis protedz gén delécidja.
Jelenléte az autolizis alatt a tdpkozegbe keriilt fehérjék hasznositasat
teszi lehetove.

-tNJ 78.4: A prtA és a pepl extracellularis protedz gének
delécioja. Jelenlétiik az autolizis alatt a tapkozegbe keriilt fehérjek
hasznositasat teszi lehetové.

4.1.4 Statikus képanalizis

A pésztazd elektronmikroszkép (SEM) altal készitett képek informaciokat
szolgaltatnak a gomba sporakrdl, azok szemmel lathato morfoldgiai
jellegzetességeir6l. Ahhoz azonban, hogy szdmszerti adatokhoz jussunk,
szamitogépes szoftverek alkalmazédsa elengedhetetlen, melyek lehetdséget
nyujtanak kvalitativ és kvantitativ mérések elvégzéséhez az adott képeken. A
digitalis képfeldolgozo technikdk altal a sporak Gsszehasonlitd vizsgalatdhoz
sziikséges informacidokhoz is jutunk.

Digitalis képanalizis soran a SEM 4altal készitett képeket az Imagel
szamitogépes programmal elemeztiik ki.

Az Imagel egy nyilvanos, Java alapu képfeldolgozé program, melyet a NIH
(National Institute of Health) fejlesztett ki. Online, de letdltve, asztali
alkalmazasként egyarant haszndlhat6. Felhasznalobarat, hiszen plugin-okkal,
makrokkal egyardnt bdvithetd, igy szdmos képfeldolgozod és elemzési
lehetdséget biztosit. Elonye, hogy igen széles szamu képformatumot tdmogat,
mint a GIF, BMP, TIFF, JPEG, valamint 3D és 4D képek elemzésére
egyarant alkalmazhatd, mikozben beallithatjuk a képméretet és javithatunk a
mindségén a beépitett funkciok segitségével.



Képelemzés folvamata:

1. Program futtatdsa soran betoltottik az elemezni kivant képet:
File>Open—>kép kivalasztasa ->Megnyitas (1. abra)

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

QO|c|ofF 4]+ Al ||| eys 4]&] ] | |»

1. dbra: ImageJ program fejléce

Ezutdn meghataroztunk az ép spérak elemzési sorat konidioforon beliil (2a.
abra).

2.a dbra: Konidiofér SEM képe

2. Meniisoron 1év6 ,,Straight’=egyenes ikonra kattintunk = a megjelend (+)
kurzorral a kép jobb also sarkan 1évé pontozott vonal elejére kattintunk, majd
annak mentén végighaladva egyenest hiizunk az utolsé pontig. Ez a vonal
mutatja, hogy egy adott mértékegységhez hany pixel tartozik (2b. dbra).
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2b. abra: egyenes felvétele

3. Beillitjuk a képrdl leolvashatd nagyitas értékét és a hozza megfeleld
mértékegységet, melyet atkonvertaltunk pixelrél um-re (3. abra)

File Edit Image Process Plugins Window Help
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3. ébra: A nagyitds mértékének bedllitasa

Majd az Analyze > Set scale parancssorral (4. abra) a Known distance
értékhez beirtuk a kép jobb als6 sarkdban 1évo értéket + Unit of Lenght-nél
[wm]~unit egységet allitottunk be.

s Image) =
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Oojc|ofZ 4]+ Ala|o|0]) ofse

Set Scale. !

3
640x480 pixels; RGB; 1.2MB Distance in pixels:
—

Known distance: |2.50
Pixel aspect ratio:

0
10
Unit of length: |1
Click to Remove Scale

™ Global

Scale: <no scale>

oK | cancel | Help
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4.abra: konvertalt érték beirasa

4. Lemértiik a fokuszban 1év0, ép, a konidioférban elhelyezkedd sporak
atmérdjét (5. abra) és vastagsagat (6. abra), mely adatokat tablazatba
rendeztiik és diagramon &brazoltuk.
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5. &bra: spdra atmérdjének mérése

4 Image) & =)

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
lojc|of £ |8 Al |o|O] ofss/ 48|~

x=5.18, y=3.98, angle=-39.20, length=2.62

SE 21-May-15

6. abra: spora vastagsaganak mérése



4.2 képelemzési modszer tokéletesitése Aspergillus fumigatussal fert6zott
egerek szovettani metszetein

4.2.1 Aspergillus fumigatus izolatum tenyésztési és novekedés
feltételei

Mivel az A. fumigatus elsdsorban a tiiddben okoz aszpergillozist, ezért az
Af293- (FGSCA1100, IHEM18963) klinikai izolatumot vélasztottuk, mely
emberi tlidoszovetbdl szarmazik, és ezt tenyésztettiik 37 °© C-on nitrat
minimal taptalajon (NMM) (80). A konidiumok fert6zéseihez az A.
Sfumigatust 6 napig NMM-en tenyésztettiilk. Ezt kovetden a konidiumokat 1
ml-es 0,01 térfogat% Tween80-ot tartalmazd soéoldattal mostuk (81).
Centrifugalas (1500 g, 4 perc) utan szuszpendaltuk, majd s6oldatban Biirker-
kamraban szamoltuk a konidiumokat.

4.2.2 Kisérleti allatok tenyésztési feltételei

Mindegyik egércsoportot (10 db) PI miianyag ketrecbe (425/135/120 mm)
helyeztiink, a 2010/63 / EU iranyelvek szerint. Az allatokat pelletalt egér-
tappal (Purina, LabDiet, St. Louis, MO, USA), és vizzel ad libitum téplaltuk.
Automatizalt megvilagitdst (12 oOras sotét-vilagos ciklusokkal) ¢és
szobahdmérsékletet (22-25 © C) tartottunk fenn.

4.2.3 Kisérleti allatok fertozése, human fertozés elleni védelem

Az A. fumigatus torzs patogenitasat harom kiilonalld kisérletben vizsgaltuk.
A kisérlethez 8-10 hetes ndstény és him BALB/c egereket hasznaltunk. Az
egércsoportokat i.p. (intraperitonealisan) adott ciklofoszfamiddal (CP)
(250mg/kg) tettiik neutrofil sejtszdm hidnyossa (neutropeniassd) illetve
s.c.(szubkutan) adott hidrokortizonnal (HC) (125 mg/kg) tettiik mind
aneutrophilok, mind a lymphocytdk szamanak csdkkentésével leukopénidssa.
Pozitiv kontrollnak egészséges egereket, negativ kontrollnak pedig
immunszuppresszalt, fertdzott egereket hasznaltunk.

Az elsé immunszupresszans kezelés a fertézést megel6z6 3. napon, mig a
masodik ugyanilyen koncentracidoban 1 nappal a fertdzést kdvetden tortént
meg. Az elsé immunszupresszdns kezelés utdn az egerek Gentamicin
profilaxist kaptak (5 mg/kg ivovizbe), hogy megelézziik a bakterialis
fertdzéseket. A fertdzést roviden gy végeztikk, hogy a Nembutal-lal
(100mg/kg) elaltatott egerek 3,5x10° db konidiumot kaptak 50 pl-enként a



fertdzéskor egyszer, intranazalisan. Ilyen koriilmények kozott az inokulum
normal 1égzéssel érte el a tiidot.

Az A. fumigatus inhalacidéval szembeni human védelem esetében minimalisra
csokkentettiik a penészgombakkal valdo expoziciot az eldirds szerinti
légzésvédelmi  védofelszerelés alkalmazédsaval, az Egészségvédelmi
Ugynokség arcvédd iranyelveinek betartasaval és az N95 HEPA sziirdvel
egyenértéki  FFP2 szabvany alkalmazasaval. A kisérleti allatokat 3
alcsoportra osztottuk:

a) nem fert6zott, immunszupresszanst nem kapott
b) immunszupresszalt, nem fertdzott
¢) immunszupresszanst nem kapott megfert6zott egerek.

A kisérletekben CP immunszupresszanst alkalmaztuk. Az allatokat nyaki
diszlokacioval 6ltiik meg 6, 12, 14, 24, 30, 48, 72 és 96 oraval a fertdzés
utan. Minden alcsoporthoz 10 egeret hasznaltunk. Az allatokat napi kétszer
ellendriztiik a fertdzés utan, a talélok szamat feljegyeztiik. A tiidot, veséket,
majat és agyat eltavolitottuk a szovettani vizsgalathoz.

4.2.4 Szovetmintak elokészitése

A szovetmintdk eldkészitésénél és festésénél a nemzetk6zi irodalom altal
elfogadott, altaldnos festési eljarasokat hasznaltuk (89,90,91). A
szovetmintakat 4% pufferelt formaldehidben fixaltuk 24 6réan at és paraftinba
agyaztuk. A 4pum vastaghh metszeteket, melyeket minden kezelési csoport
szerveibdl elkészitettiink, hematoxylin-eosinnal (HE) vagy perjoddsavas
Schiff bazissal (PAS) festettiik meg vagy Gomori-Grocott eziistimpregnaciot
(GMS) végeztiink. Az alveolaris elvaltozasokat/ 6démakat és bevérzéseket
egy 0-3-ig terjedd skalan értékeltiik 6t véletlenszerlien kivalasztott latotéren
minden mintdnal. A mintakrol felvételeket készitettiink.

4.2.5 A statikus képelemzés

A kalibraciohoz méretezett képeket (10um/div) és a NIH ImageJ nyilt forrasa
programjat hasznaltuk. Gyors Fourier transzformaciot és savszilirést
alkalmaztunk, hogy elkeriiljiik az egyenetlen megvilagitast. A kontrasztokat
felerdsitettiik.



A viélogatast ezutan kiterjesztettiik minden képpontra addig, amig a pixel
értékek kozotti kiilonbségek elérhetdek voltak. Ezt ugy értiik el, hogy egy
pontra kattintottunk egy olyan képen, ami nem érte el azt az értékhatart, ami a
relativ sziirke ¢és telitett szindrnyalatokon alapult. Részecske analizist
végeztiink, hogy megszdmoljuk és megmérjiik az alakokat a binaris képen. A
2 um? -nél kisebb targyakat figyelmen kiviil hagytuk. A targyakon felfedezni
vélt lyukakat a targy részének tekintettiik, ugyanis ezek Iétrejohettek a nem
egyenletes festés kovetkeztében is.

Minden targy feliiletét kiszdmoltuk. A hifak hosszdnak tagoltsagat belso
grafikon szerkesztovel vizsgaltuk, nyomon kovetve a ndvekedési
paramétereket.

A kiilonbségnormat az adateloszlas mértékének  szamitasahoz a
kozépértékbol és t tesztbdl kalkulaltuk ki. Az adatok atlagosan 5D értéket

mutattak. p << 0,05 -t statisztikailag jelentdsnek, mig p << 0,01 -t igen
jelentdsnek itéltiik.

4.3 Mycoplasma in vitro fert6zés dinamikai képelemzése

A Mycoplasma fertdz€s nyomonkovetéséhez 3 kiilonbozdé sejtkulturat
fertoztink meg, hogy a Mycoplasma biofilmképzésének dinamikéjat
kiilonb6zo kdzegben vizsgaljuk.

4.3.1 Sejtkulturak

- HaCaT sejtek. Emberi bor hdmsejtekbdl szarmazik, melyek spontan in vitro
atalakultak a hosszt inkubacié soran (82,83).

- OCM-1 sejtek. Rosszindulatt OCM-1 (emberi choroidea melanoma-1)
sejtvonal a helyi klinikai Szemészet Osztalyrél szarmazik (84). Az OCM1
sejtvonal érhartya melanoma biopsziaval nyert mintajabol szarmazik (85). Az
OCM-1-bdl szdrmazo6 xenograftrol azt talaltuk, hogy elsésorban ors6 B-
tipust melanoma sejtekbdl all (85).

- Laphamrék (SCC) sejteket (86)

4.3.2 Sejtnovekedés

Az egészséges sejtek RPMI-1640-es médiuma (Sigma Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) 100 IU penicillint/ml, 50 pg strptomycin-szulfatot/ml, 2 mM
L-glutamint és hd &ltal inaktivalt (56°C, 30 perc) 5%-os szarvasmarha borju
szérumot  (Hyclone, Logan, UT) tartalmazott. A kontaminaciot



mycoplasmaval fertdzott 5%-os szarvasmarha borju szérummal indukaltuk,
mely a helyi vagohidrol szarmazott. A szarvasmarha borji szérumot sziiréssel
sterilizaltuk. A mycoplasma eltavolitdsdhoz 0,1um sterilizdld mindségl
szlir6t hasznaltunk. A gyakorlatban hasznalt 0,2 pm-es baktériumsziirok az
ennél kisebb atmérdjii mycoplasmakat atengedik. Az €16 gazdasejtek szamat
tripAnkék festéssel Biirker kamraban hatdroztuk meg. A kis méret miatt a
Mycoplasma sejtek lathatatlanok maradtak a fénymikroszkop alatt.

4.3.3 Time-lapse scanning mikroszkopia (TLS)

Vizsgalatunkat egy olyan mikroszkopos rendszeren végeztiik, amelyet
munkacsoportunk hozott létre a kordbban leirt modon, és amely lehetdve
teszi citotoxikus anyagok hatasanak valos idejti, cellularis szintii vizsgalatat a
teljes sejtciklus alatt. A standard tenyésztési koriilmények kozott tartott
tenyészetek mikroszkopos megfigyelése akar 168 orads intervallumban, 6
masodperces idObeli felbontdsban is torténhet. Az igy nyert kép szekvencia
videdfelvételle alakithatd, mely a citotoxicitds kozvetlen, cellularis és
populacios szintli tanulmanyozasara alkalmas. A vizsgalatok id6tartamaban
rogzitett képadatbazis statisztikai képelemzé modszerekkel torténd
feldolgozasa nagy idObeli felbontdsu adatokat biztosit a toxikus folyamatok
dinamikai vizsgalatdhoz (87). Harom f0 paraméter alapjan kivizsgaltuk a
Mycoplasma fertdzést time-lapse mikroszkopiaval szén-dioxid inkubatorban
37°C-on, 95% - os paratartalom és 5%-o0s CO»-tartalom mellett:

- mycoplasmak valos idejii megjelenése
- fert6zés idotartama,
- megtamadott emlds sejtek bomlasa.

Berendezések rovid leirasa:

a) Inkubator. A szén-dioxid inkubatorba (Sanyomcol8-AC Wood Dale, IL,
USA) telepitett négy, egyedi épitésii inverz mikroszkop.

b) Mikroszkop: Olympus (Tokyo) mikroszkopok inverz mdédon ( tehat fejjel
lefelé¢) haszndlva és forgd tornyok mddositva, helyettesitve az eredeti
megyvilagitast, csokkentve a fototoxicitast alacsony szintli infravoros
megvilagitast hasznalva. Toltés-csatolt eszkozt (charge-coupled device, CCD
camera) szereltiink az egyes tornyok monokularis adapterének aljahoz. A



targyasztalok irdnyitd szerkezetét eltavolitottuk, mint feleslegek a kisérleti
szempontbdl. Uj fényforrasok keriiltek beépitésre a mikroszkopokba.

¢) Megvilagitas: A led dioddk 940 nm kozeli infravords fényt emittalnak (5
mm atmérdji, 1,2 V, 20 mA, stabilizalt 5 V-on soros kapcsolasu 220 Ohm-os
ellendllassal, kapcsoldiizemii tapegységgel meghajtva) megvilagitva a
sejteket, minimalizdlva a hd-, és fototoxicitast. A hosszabb hullamhossz
lehetové teszi a mélyebb behatolast a sejtrétegekbe (maximum 3 mm).
Ahhoz, hogy elérjik a lehetd legalacsonyabb szinti hd -, illetve
fototoxicitast, egy Oniranyit6é rendszer keriilt beépitésre a fényforrasba, ami a
fényt csak a felvétel és a fokuszalas alatt kapcsolja be. A felbontas elméleti
hatara az Abbé — egyenleten alapszik, ami 1.88 pm, 940 nm hulldimhossz,
0.25 numerikus apertura mellett. Iteracios optimalizalas biztositotta a széles
latomez6t, hosszi munkatdvolsagot, alacsony fototoxicitast. A koherens
mevilagitast egy 5 mm-es fényt kibocsatdé didda (LED) gomb alaka feje
szolgalta, mint egy hosszii munkatavolsagti kondenzor. A optikai tengely és a
fényforras kozpontositasa proba-hiba meghatarozéassal tortént ¢€loképen,
létrehozva egy homogén, egyenletes megvilagitast a latomezdében, hogy
elkeriiljiik az 'izz6-hatast' ( a kép kdzepének intenzivebb megvilagitasat).

d) Mikroszkopok objektivei. Carl Zeiss (Jena, Németorszag), szaraz
objektiveket (x10:0.25 NA) hasznaltunk, biztositva egy széles latoteret és
hosszii munkatavolsagot, a sejttenyésztd flaskak 2 mm vastag alja miatt.

e) Kamerdk. Célszerlien modositott 2 megapixeles (1600x1200 pixel) UVC
USB 2.0 kamerakat (Asus Nemzetk6zi Szamitogép, Fremont, CA, USA)
hasznaltunk infravords sziirdik eltavolitasa mellett.

4.3.4 A Dinamikus elemzés

A képelemzéshez a Fiji képelemz6 szoftvert haszndltuk. A tresholdingot
(képfeldolgozas), a kép szegmentélds legegyszeriibb modszerét alkalmaztuk
ott, ahol a targyak pixelei lathatok voltak a fotokon elvalasztva a sziirke
skalan valo intenzitasi értékeik alapjan. Igy a feliilet (pl. a sejt monolayer)
megkiilonboztethetd és elvalaszthatd a kép tobbi részétdl. A kivalasztott
terliletek mennyiségi paramétereit ezutan jellemeztiik, majd &brazoltuk
diagramokként.

A sejtpazsit méretének meghatarozasdhoz a monolayert elvéalasztottuk a
megfigyelt feliiletek hatterétdl. Ezutdn a szegmentalt teriiletet -azaz a sejtek



kotodését a tenyésztd felszinhez — a 1atotér szazalékaban kifejeztiik. Hasonld
modszert alkalmaztunk, amikor a Mycoplasma fertdzés Dbiofilmjének
kiterjedését hataroztuk meg. Csak a Mycoplasma fertdzés biofilmje volt
lathatd, az egyedi Mycoplasma sejteket nem lehetett latni a time-lapse
képelemzés soran a megvilagitasra hasznalt hullamhossz fizikai behatarold
hatéasa miatt.

Ahhoz, hogy az emlds sejtek mozgékonysagat elemezni tudjuk, eldszor a
hatteret tavolitottuk el a képekbdl. igy csak az elemezni kivant struktrak
maradtak. Az egymast kovetd képek kiilonbsége biztositott informaciot a
mozgd sejtekrdl. Ezeket az informacidkat pixelekben fejeztiik ki. Az igy
szerzett motilitasi értékeket felhasznéaltuk az osztodasi id6 meghatarozasara
is, amikor a sejtek levaltak a tenyésztési feliiletrol.

Ily modon az egyes sejtek levalasdnak ideje meghatarozhato. Digitalis
képelemzést alkalmaztunk 6t, véletlenszerlien kivalasztott, reprezentativ
régidra az egyes sejttenyészetekben.

4.4 Dinamikus képelemzési modszer fejlesztése Aspergillus
Jumigatus patogenitasi dinamikajanak vizsgalatahoz

Az Aspergillus fumigatus AF293 torzsét hasznaltuk, melyet a fent leirt
moédon tenyésztettiink. Nagy felbontasu videomikroszkopos technikankat
digitalis képelemzéssel kombindlva mar korabbi kisérleteinkben teszteltiik,
melyekben  antimikotikumokkal, = valamint  genetikai = mutacidokkal
befolyasoltuk a csirdzast, hifandvekedést valamint a letapadast (87). Az
opportunista kérokozo A. fumigatuson vizsgaltuk a szisztémas gombaellenes
gyogyszerek hatdsat a spordk letapadésdnak sebességére, az elsé hifa
megjelenésének iddpontjara, valamint az elsé hifa elagazas kialakuldsdnak
sebességére. A vizsgélatokhoz olyan gomba elleni szereket vélasztottunk,
mint az Amphotericin-B, illetve vorikonazol, melyek hatdsmechanizmusa
mar ismert. Az antimikotikumokat  0.25 pg/ml-es koncentracidban
hasznaltuk.

4.4.1 Digitalis képfeldolgozas

Az LTS rendszerek a szamozott képsorozatokat egy specializalt (barebone)
Windows 7 operéacids rendszert futtatd egyéni szamitégépre (Biological



Image Processing Station, BIPS) tovabbitjak. A képfeldolgozast az USA
Orszagos Egészségiigyi Intézet ImageJ szoftvercsomagja
(http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/install/windows.html) segitségével végeztiik el,
egyedi fejlesztéslti bovitmények és makrok hasznélataval. Az egyes, gomba
morfologiat abrazolé képekre hasznalt algoritmust az aldbbiakban
ismertetjiik.

4.4.1.1 Képjavito szekvenciak

A képek betoltése (7. a abra) utan az elemzés a a képszliréssel/ a kép
filtracidjaval kezddédik (7. b abra), hogy kompenzaljuk a fourier-térben
jelentkezd, zavard alacsony frekvenciat, egyenletlen megvilagitast, ami
arny€kolast és nem egységes hatteret eredményezhet. Ez bonyolitja a
szegmentalasi folyamatot, mivel a képen beliil sziirke szintek lehetnek,
amelyek mind az objektum, mind a hattér vonatkozasaban kozosek, ezért egy
olyan kiiszobérték (7.c abra) kivalasztdsa, amely a kettdt elvalasztja, nehéz
lenne.. Ha egy ilyen sziirke szinii képre kiiszobértékeket alkalmazunk, az sok
miiterméket eredményez a vizsgalni kivant szekvencidn.

A hattér sziirke szintjének valtozasait ugy javithatjuk, hogy a képet, mint 2D
jelet kezeljiik és high-pass filter/féligateresztd sziirésnek tessziik ki, amely az
ImageJ] beépitett "Bandpass Filter" funkciojaval valosul meg. Ezaltal
eltavolitjuk a képzajt Gauss szlréssel Fourier-térben. A sziird sugara 40 pm-
es pixel-ekvivalensre van bedllitva (40 képpont a hifak képéhez, 200 képpont
a sporakhoz), ami nagy relativ paraméter a tipikus hifak szélességéhez képest
(kortlbeliil 2-4 pm). Minden magas frekvenciaji speckle (foltos) zajt ezt
kovetden eltavolitunk a mediansziiréssel.

A képet ezutan sulyozottan harom, 8 bit-es sziirkedrnyalatos képre osztjuk,
amelyek a harom els6dleges szinkomponenst (piros, z0ld ¢és kék)
reprezentaljak. A sziirke szinti kiiszob, amelyet az Imagel az izoadat-
algoritmussal szamit - binaris képet eredményez (7. c abra).

A képanalizis kovetkezd szakasza attol fligg, hogy a spordk vagy a hifdk a
vizsgéalat elsddleges targyai (7. d abra). Az életképes sporak és hifak
ugyanazon a képen ritkan lesznek jelen, ugyanis a ki nem hifazott sporakat
vagy elfedik a hifak, vagy a hifaclemzésnél miitermékként érzékeli dket a
rendszer, és eltavolitja.
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4.4.1.2 Sporak elemzése



Sporak esetében (7.e abra) a " Watershed " funkciot (7. f abra) hasznaltuk, az
egymashoz ér6 objektumok elvéalasztasara (7. g abra). A parancs eldszor
elvégzi az ecuklideszi tavolsag méréseket (Euclidean distance. mapping,
EDM), és megtalalja a végs6 erodalt pontokat (ultimate erosion point, UEP).
Ezutan a leheté legnagyobb mértékben meghosszabbitja az egyes UEP-eket
(az EDM csucsai vagy helyi maximum pontok) - akar a részecske széléig is,
vagy akar egy masik (novekvd) UEP régidjaig. Az ismertetett eljaras
illeszkedik a legjobban a sima, domboru targyakhoz, amelyek tulsdgosan
nem fedik 4t egymast.

Az Imagel "Particle Analyzer" -t a kvantitativ képelemzésére (7. h abra)
hasznalja. Az Analyze Particles-t haromféle képpen hasznalhatjuk

* Kiiszobolt képen komponens detektalas
* Méret ¢és morfologia alapjan torténd valogatés
» Szegmentalt kép kvantitativ analizise

a teriilet (A) és korkorosség (B) adatainak alapjan, az utobbit a
kovetkezoképpen definidljak: B = 4.n. APP2

ahol, Ap a sz6ban forgd targy kivetitett teriilete, €s P a mért kertilet.

Kor esetén Ap = nr2 és P = 2nr, tehat B = 1.

Minél nagyobb a P az Ap-hez képest, annal kevésbé kor alakt az objektum,
¢s igy a B értéke csokken. Szamos iparilag relevans gomba sporaja, mint
példaul az Aspergillus sporai viszonylag gombolyliek. Az ettdl eltérd
alakokat ellipszoidnak vagy geoidnek nevezziik. A meghatdrozott minimalis
értéket (Ap, min) meghalado vetitett teriiletekkel rendelkezd targyak melyek
tovabba a kiiszobértéknél (Cs, min) nagyobb korkordsséggel rendelkeznek
sporaknak tekinthetéek; a fennmarado targyak miiterméknek/artifaktumoknak
mindsiilnek, és kizarandok az elemzésbol. Miutan azonositottuk a sporak
vetitett teriiletét és korkorosségét feljegyeztiik, az algoritmus tovabb halad a
mappaban 1évo kovetkezo képre.

4.4.1.3 Hifak elemzése

Ha hifdk a vizsgalat targyai (7. j abra), akkor egy bindris zaras (binary
closing) miiveletet hajtunk végre az analizis sordn, hogy eltavolitsuk az
objektumok apré hibait. Ezt kdvetden a "Particle Analyzer "kivalogatja
azokat az objektumokat, amely Ap, min folotti vetitett teriiletre esik, és a
kerekség kisebb, mint egy masodik kiiszobérték (7.h,i abra). Azokat a
targyakat, amelyek nem felelnek meg ezeknek a kritériumoknak, kizarja az
elemzésbdl. A hifa elemek bindris képét ezutan vazstruktirakig erodaljuk



(,,skeletonisation™) (7. j abra). Ez egy gyors parhuzamos algoritmus a
digitalis minta elvékonyitdsahoz, amelyben egy keres6funkcié jelzi a 256
lehetséges 3 x 3 szomszédos konfiguraciot minden elétér pixelnél. Az
algoritmus kiszdmitja az indexek szdmat minden objektumra, és a keresési
tablazatot hasznalja annak eldontésére, hogy a képpont kikiiszobolheté-e. A
"skeletonisation" a képelemzés soran idonként artifakt pontokat vagy agakat
eredményezhet. A miitermék pontok (olyan helyek, ahol a pixel nagyobb,
mint egy képpont szélesség) az agpontok helytelen osztalyozasahoz
vezethetnek, amik az artifakt agak a hifak hosszanak é€s a hifa csticsok
szamanak tulbecsléséhez vezethetnek (7. k &bra). Ezek eltavolithatok
,metszés" (7. b abra) tjan, ez az eljaras tovabba eltavolitja a megmaradt apro
hibédkat is a képrol.

4.4.1.4 Digitdlis Analizis

Brown mozgas megsziinése, nem letapadt sporak mozgasa,

A sporak mozgekonysaganak értékeléséhez a nem relevans informacidokat a
fent emlitett modon tavolitottuk el a videdrol, és a kiilonbségeket az egymast
kovetd mozgd képek teriileteinek kivonasdval pixelben fejeztiik ki. Ezek a
numerikus értékek biztositjadk az informaciot a sporak helyzetvaltozasarodl, a
mozgas korabbi allapotdhoz viszonyitva. A mozgékonysagi értékeket szintén
felhasznaltuk az 1d6 meghatarozasara, amikor a spordk letapadtak a
tenyésztoedény aljahoz.

A Brown mozgas megszinésének ideje igy meghatarozhat6. A digitalis
képelemzést  ot, véletlenszerien kivalasztott, reprezentativ région
alkalmaztuk minden egyes sporanal, 3 fliggetlen kisérlet soran, mind a
kontroll, mind pedig a kezelt tenyészetek esetében. Az értékeket diagrammon
abrazoltuk.

Hifa novekedés elemzése

A hifdk novekedésének vizsgalatdhoz hasonldé modszert valasztottunk. A
digitalisan javitott bindris képsorozat vizsgalatandl a spordk teriileteit
vizsgaltuk. Egy spora teriiletének vizsgalatanal a teriilet drasztikus
emelkedése jelentette a hifandvekedés elinduldsat. Az Osszemosodo hifak
elkeriilése érdekében egy a felhasznalo altal iranyitott tér- és iddbeli
elkiilonitd modszert hasznaltunk. A mddszer lényege, hogy a sporat egy 10 x
10 pixeles négyzetben vizsgaltuk, igy a hifak kiterjedésének teriiletét
egységnyi idoben ¢€s térben hatdroztuk meg. Ezaltal kisziirtiik a feliilethez



rosszul kitapadt hifdkat, lebeg6 részecskéket és hifa részleteket az elemzendd
terlileten, melyek eltorzitjak a vizsgalat eredményét. Igy csak azokat az
egyedi sporakat vizsgaltuk, amelyek azonos fokuszsikon végeztek mozgast.

4.5 Dinamikus képelemz6é modszer tokéletesitése Candida albicans
izolatumokon

A fent leirt rendszereket ¢&s képelemzési moddszereket haszndlva
megvizsgaltuk, hogyan detektalhat6 a Candida albicans klinikai izolatumok
novekedési és letapadasi dinamikéja. Itt is azt a 3 fontos szempontot
vizsgaltunk, amely a novekedési és letapadasi dinamika alapjat képezi: a
Brown mozgés megsziinését, az elsd hifa elindulasanak idejét és az elsd hifa
elagazas kezdetét.

A kisérletre felhasznalt klinikai izolatumok és kodolasuk a kovetkezo:

1VAD- ATCC 14053- kontroll torzs. Ebbol a torzsbol allitottak elé mas
torzseket ( American Type Culture Collection)

IMUT- AF06- tBOOH tulajdonsagokkal rendelkez6 mutans torzs. 6 mmol L
' tBOOH- val kezelt mutéans

2VAD - 8387- 10 éves lany szajiiregébdl vett klinikai izolatum

2MUT - 8387T- 10 éves lany szajliregebdl vett klinikai izolatumbol
létrehozott tBOOH tolerans mutans

3VAD - 10934- 45 éves nd kaniiljébdl vett klinikai izolatum

3MUT - 10934T- 45 éves nd kaniiljébol vett klinikai izolatumbol 1étrehozott
tBOOH tolerans mutans

4VAD -19890- 59 éves nd sebvaladékbol vett klinikai izolatum

4MUT - 19890T- 59 éves nd sebvaladékbol vett klinikai izolatumbdl
létrehozott tBOOH tolerans mutans

SVAD - 20072- 34 éves férfi hasiiri drain-jébdl vett klinikai izolatum

SMUT - 20072T- 34 éves férfi hasiiri drain-jébdl vett klinikai izolatumbol
létrehozott tBOOH tolerans mutans



6VAD - 4774- 42 éves nd vizeletébdl vett klinikai izolatum

OMUT - 4774T- 42 éves noO vizeletébol vett klinikai izolatumbol 1étrehozott
tBOOH tolerans mutans

Az irodalmi adatok alatdmasztjak azt a hipotézist, hogy: a) fonalas gombak
letapadasi ideje, b) dinamikaja és c) novekedési iliteme kozott szoros
kapcsolat van, amely Osszefligghet virulencia faktorukkal. Ezt a harom
vizsgalati tényezot elemeztiik az egyedi sporakra nézve.

A mutéans és klinikai torzsek tapadasi €s fertdzési stratégidja kozotti eltérés
vizsgalatahoz-  rendszeriinket CO: inkubatorban kozel fiziologias
kortilmények kozott allitottuk be és ezekkel hasonlitottuk Ossze.

A képelemzési metodikank alapja egy olyan algoritmus, amivel a digitélis
képelemzés soran meg tudjuk hatdrozni azt a valds idOpillanatot, amikor a
letapadas és a hifazas torténik. Ezzel ki tudjuk zarni azokat a valtozokat,
amelyek befolyasoljak a digitalis képelemzésbdl szarmazd kovetkeztetések
hibait. Képelemzési modszeriinkket az aldbbi folyamatdbra szerint
alkalmaztuk
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Kiilon vizsgaltuk az egyéni és csoportos sporakat torzsenként. A fent emlitett
kritériumok alapjan tudjuk legjobban detektalni egy spora vagy sporacsoport
letapadasi és hifazasi dinamikéjat, amelyek a virulenciafaktor befolyasold
tényez6i. Ezutan egymas fliggvényében vizsgaltuk ezen értékeket, hogy
megtudjuk, mennyire korreldlnak egymassal eredményeink. Erre azért volt
sziikség, hogy meghatarozzuk a vizsgalt tényezdk kozotti kdlesonhatasokat.

4.5.1 Korrelacioszamitas és szignifikancia analizis

A megfeleld algoritmus megtaldsdhoz korrelacioszamitast €s szignifikancia
analizist végeztiink. A statisztikdban a korrelacid jelzi két tetszdleges érték
kozotti linearis kapcesolat nagysagat €s iranyat (avagy ezek egymashoz valo
viszonyat). Az altalanos statisztika hasznalat sordn a korrelacio jelzi azt, hogy
két tetszoleges értek nem fliggetlen egymastol. Az ilyen széles korti hasznélat
soran szamos egyiitthato, érték jellemzi a korrelaciot, alkalmazkodva az
adatok fajtajahoz.

A korrelacid6 csak a linearis kapcsolatot jelzi. A normalis eloszlasa
valoszintiségi valtozokra jellemzOé, hogy ha nem korreldlnak, akkor
figgetlenek is. Igy a korrelacio jol alkalmazhaté normalis eloszlastinak
tekintheté mérheté mennyiségek kozotti kapcesolat erdsségének mérésére.

A korrelacio a kovetkezd képlettel szamithato:

R(X,Y) = CO;S;Y) _ Bk S:i(:’ — py)]

ahol, E a varhato érték, {\displaystyle \sigma } \sigma a szoras, uX az X, uY
az Y val6szinliségi valtozé varhat6 értéke.

A képletben x és y a 2 valtozonk, amiknek az Gsszefliggésére kivancsiak
vagyunk. A felsévonal az atlagot jelenti. Szummaval a mogotte allo adatok
Osszegét jeloljik, pl. D (X1, X2, X3) azt jelenti, hogy az x-ek koziil az els6
harmat adjuk 6ssze.

A ') melletti 1 jeloli azt a jelenleg x-et vagy y-t, ahonnan elkezdjiik az adatok
Osszegzését, a szumma felett lathato jelenleg n pedig azt az x-et vagy y-t, ami
az utols6 az Osszeadési sorban. Itt i=1, tehat az 1. adattol szamolunk, egészen
n-ig, tehat az utolsé darabszamig.



Szignifikancia szdmitas

A statisztikdban a sokasag azon objektumok, egyedi értékek, megfigyelések
vagy mas elemek teljes adathalmazat jelenti, amelyekbdl mintakat vettiik.

A szignifikancia kiszdmitasdhoz t eloszlasu statisztikat hasznalunk. Ennek
képlete:

I n—2
t=r%, | ——
\/1—?‘2

Az egyenlet eredményének €s a t eloszlasu valtozo eloszlasanak statisztikai
tablaja segitségével hatarozhatjuk meg, hogy eredményiink szignifikans-e, s
ha igen, akkor milyen mértékben. Ha [t| > table, elvetjiik HO-t és azt mondjuk,
hogy a populacié korrelacids egyiitthatoja kiilonbozik 0-t6l. Tehat, ha a
kapott eredménylink abszolit értéke nagyobb, mint a tablazatban az adott
szabadsagfokhoz és szignifikanciaszinthez (ez altalaban 0,95) tartozé szam,
akkor 95%-os bizonyossaggal elutasithatjuk a nullhipotézist.

5. EREDMENYEK

5.1 Genetikailag médositott Aspergillus nidulans gombatorzsek
sporamorfolégidjanak osszehasonlito vizsgalata

5.1.1 Torzsek 6sszehasonlito elemzésének eredménye

Az Aspergillus nidulans torzsek elektronmikroszkopos képét és eredményeit
egy Osszefoglald tablazatban abrazoltuk a konnyebb atlathatosag érdekében.
A téblazatban a sporak méretét legjobban szemléltetd képeket hasznaltuk fel.
A fotdzasi méretkiilonbségeket mar a digitalis képanalizis legelsd fazisaban,
a kordbban leirt modon kiiszoboltiik ki.



Genetikailag
modositott torzs
neve

Torzsrol készitett

pasztazoelektronmikroszkopos
felvétel

Osszefoglalé tablazat

Tablazati eredmények

NJ 11 kontroll

tNJ 12 chiB

tNJ 36 kontroll

Mért adatok Spérak dltalénos mérete [pm]:
sejt dtmérdlum] vastagsag/um] 2.56
1 2,54 245
2 2.56 2,53 Spoérak meretkilénbeger [pm]:
3 2,56 2,51
4 2.58 2.56 0,04
G il Spdrak altalanos mérete [pm]
sejt dimérdlum| vastagsda/um] 281
1 2,74 2.72
2 2.80 2,73 .
3 2,82 272 Spéral méretlilénbegei [pm]:
4 2,82 2,72
5 2,82 2,72 0.10
6 2,84 2.76
Mért adatok Spérak altalénos mérete [pm]:
2,55
.\'EU é“ﬂﬂél E"l! A & m,
1 2,54 240 . . -
2 2.55 241 Spérak méretkilonbégei [pm]:
3 2,58 245 0,04

tNJ 34,8 chiB
eng A

tNJ 76,7 pep J

tNJ 77,16 prtA

tNJ 78,4 prtA
pepJ

Mert adatok Spérak altalines meérete [pm]
sejt atmérd[um] vastagsdg[um] 311
1 3.09 2,71
2 3.09 2.76 £ ‘ g .
3 310 370 Spérak méretkilsnbéget [pm]
4 3.12 272 0,02
5 3.12 2,76
6 3,13 2,71
7 3,13 2,74
Dt e Spérak dltalanos mérete [pm]:
sejt dimérd[um] | vastagséglum] 273
1 2.73 239
2 273 239
3 2.73 237 Spérak méretkilénbege: [pm]
4 2,73 239
5 2,73 237 0.00
6 2.73 237
Meért adatok Spérak dltalanos mérete [pm]
. e ' . 2,94
seft dtmérdlum] | vastagsdglum]
1 292 231 .
2 293 230 Spérak méretkilénbéger [pm]:
3 295 232 006
4 298 232 '
il et Spdrak altalanos mérete [pm]
sejit dmérglum] | vastagsdglum] 2,54
1 2,53 2.00
2 2,54 2,01 £ . s q .
3 356 305 Spérak méretkilénbégei [pm]:

0,03




5.1.2 Torzsek osszesitett sporavizsgalata

A 7 torzs sporainak atmérdire vonatkozo adatokat Osszesitve egy kozos
diagramon jol lathatd, hogy az egyes torzsekhez tartozd sporak atméroi
linedrisan novekvo egyeneseket alkotnak (9. abra).

Genetikailag modositott Aspergillus
nidulans gombatorzsek atméroinek [um]
osszefoglalo diagramja torzsenként

R
3,2
=| —#—tNJ 11 kontroll
=
N3 ——tNJ 12 chiB
'S
S| 28 - —@— tNJ 36 kontroll
§ 2,6 - = o tNJ 34,8 chiB engA
"E} 2,4 ; . : : , , . ==—1tNJ 76,7 pep)
n
1 2 3 4 5 6 7 tNJ 77,16 prtA
sejt sorszama tNJ 78,4 prtA pep)

9. 4bra: Atmérok osszefoglald diagramja

5.1.3 Méretkiilonbségek vizsgalatanak eredménye

A genetikai modositdsok befolyasolhatjdk a képz6dé spora sejtek
morfologidjanak kialakuldsanak  bizonyos szakaszait, ezzel egyedi
jellegzetességeket képesek kialakitani. Az altalanos méretkiilonbségekkel,
melyeket a legnagyobb és legkisebb spora atmérdjének kiilonbsége ad, ez a

kiilonbség szamokkal is igazolhat6 (10. abra).



tNJ tNJ tNJ tNJT 36 NJ 12 tNJ 11
76,7 78,4 77,16 ,

/ kontroll chiB kontroll
pep J prtA prtA

N\ | pepJo, 0,08 pm 0,10 0,24 pm
0,00 04 pm 0,06 um pLm
um

10. dbra: gombatorzsek sporainak altalanos méretkliilonbségeinek
novekevése

A legnagyobb méretndvekedést a tNJ kontroll térzs sporainal tapasztaltuk
(0,24um), a tobbi torzs esetén is adddtak spora méretbeli valtozasok.
Azonban a tNJ 76,7 pep J torzs esetében 0,00 um az egyes atmérdk kozotti
kiilonbség, vagyis a pep J gén delécibja nem okoz valtozasokat
spéramorfologia terén.

A genetikailag modositott Aspergillus nidulans gombatorzsekrdl pasztazéd
elektronmikroszkoppal készitett képeken csak a mikroszkép fokuszaba eséd
sporak atmérojét ¢és vastagsagat mértiik le Imagel programmal, igy kizarolag
az azonos fokuszsikban 1év0, pontos méret adatokhoz jutottunk. Az
eredményeket tartalmazd tabldzatok és vonaldiagramjaik jol szemléltetik,
hogy a spordk atméréje linedrisan novekszik. A legkisebb és legnagyobb
atmérdji spora kozotti méretkiilonbség elérheti akar a 0,24pum-t is.

Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az egyes genetikai valtoztatasok olyan
folyamatokat inditanak el a tdrzsek ¢letfolyamataiban, melyek akar
nagymértékben befolydsolhatjadk a kés6bbi morfologiai heterogenitést,
beleértve a sporak méretét is.

5.2 Aspergillus fumigatus patogenitasi dinamikajanak vizsgalata egér
modellben



A patogenitasi dinamika 4llatkisérletes meghatdrozasahoz elsdként két
kiilonb6zé tamadaspontu immunszupressziv kezelés fertdzési dinamikéra
gyakorolt hatdsat vizsgaltuk egereken. A kontroll csoporthoz viszonyitva a
hidrocortizonnal (HC) kezelt egerek 40%-a elpusztult 3 nappal, és 70%-a 6
nappal a fertdzés utan. Magasabb volt a halalozési rata a ciklofoszfamiddal
(CP) kezelt egereknél: 50%-uk 3 nappal, 80%-uk 6 nappal a fert6zés utan
puszult el. Tovabba, a CP immunoszupresszanssal kezelt egyedek sulyuk 20-
25%-at veszitették el 3-4 nappal a fertdzést kovetden. A fertézés onmagaban,
CP beadasa nélkiil nem jart sulyvesztéssel.

5.2.1 Szovettani vizsgalat és karosodas a tiidében

A tiidében 1év6 hifak fejlodését Gomori-Grocott eziistimpregnacidval
(GMS) is lathatova tettiik. Az immunkompetens egerek tiidejébdl nyert
szoveti metszetekben nem lathatdo konidium vagy hifa (11. a &bra). A CP
immunszupresszalt egerek szoveti metszetében GMS konjugatum mar 6 6ra
elteltével megfigyelhetd volt (11 b. &bra), a hifak 14 6ra utan jelentek meg
(11 c. abra), a hifak mérete fokozatosan nd 30 ora elteltével (11 d abra), 48
ora (11 e. abra) és 96 ora fertdzés utan (11 f. abra).

11. é&bra: A tiidészovet metszetei GOmori-Grocott eziistimpregnacioval
(GMS).



a; kontroll tiid6 metszet; b: fert6zott tiido metszete 6 h; ¢: 14 h; d: 30 h; e: 48
h; f: 96 h; a fertdzés utan

A HC (12 a. abra) és az CP (12 b. dbra) immunszupresszid utan 96
ordval az immunszupresszans altal indukdlt hifdk ndvekedésének
Osszehasonlitdsa egyértelmiien kimutatta, hogy a CP tiidében wvalo
immunszupressziv hatdsa sokkal erésebb volt, mint a HC.

12. édbra: HC (a) ¢és CP (b) immunszupressziv hatdsanak
Osszehasonlitasa az A. fumigatus hifalis kiterjedésével a tiidészévetben.

5.2.2 Hifa novekedés vizsgalata az agyban

Néhany egérnél hifa fejlodést figyeltiink meg az agyban a GMS utan. Az
immunkompetens, megfert6zott egerekben nem lathaté sem konidium, sem
hifa (13 a. 4bra). A CP-vel kezelt egerek mintdiban a fertézés utan 96 oraval
konidiumok, és hosszu hifak lathatok, azonban a konidiumok 50%-a nem
mutatott hifandvekedést (13 b. abra) .



a: Kontroll agy szdvet

b: Agytorzs festése 96 h fert6zés utan.

A fehér nyilak azt mutatjak, hogy a konidiumok nem hifalis novekedést
mutatnak. A fekete vonalak hifa novekedést jeleznek.

5.2.3 Pulmonalis hifak hossza

Sem a hifandvekedést, sem a plakk képzddést nem vizsgaltuk a
megfert6zott, immunkompetens egereknél, mivel nem alakult ki plakk. A
hifafonalak  novekedésének  Osszehasonlitdsa  immunszupresszansok
jelenlétében megmutatta, hogy 4 nappal a HC kezelés utan kb. a hifdk 40%-a
Sum-nél rovidebb volt. A hifa hosszabb volt a CP-vel kezelt egereknél a HC-
vel kezeltekhez képest, ezért a tovabbi kisérletekhez CP-t hasznaltunk, HC
helyett. A maximalis hifahossz nagyobb, mint 40pm volt CP-vel kezelteknél,
¢s csak 26 pm volt HC-vel kezeltek esetében (14.a) A hossz eloszlasa a CP
kezelés utan fokozatos novekedést mutatott (14. b 4bra).
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14. 4bra: A hifa ndvekedés valtozasa pulmonaris aszpergillozis
egérmodellben.

a: Hifa eloszlast 4 nappal 125 mg / kg HC utan és 4 nappal a 250 mg / kg CP
kezelés utan.

b Hifahossz eloszlas egerekben, CP immunszupresszalva kiilonb5zd
idépontokban: 12, 24,30,48, 72 €s 96 ora

A fert6z€s utan 12 d6raval a nyugvo konidiumok elkezdtek csirazni, de
a hifak 40%-a 5 pm-nél rovidebb volt (4tlagosan 7um, de maximum 15pm
hossztiak voltak). Enyhe ndvekedést figyeltiink meg a fertdzés utani 24.
oraban atlag 9,6um-es hifahosszal. Az eloszlas jobbra tolodott el, és a
konidiumok nagy része kicsirazott. 30 6ra utan az atlaghossz 10,8 um volt,
egyenetlen, jobbra tolddott eloszlassal. 48 oraval késobb az atlag hossz 11,2
um volt, és morfologiai kiilonbségeket is felfedeztiink. 72 oraval a fertézés
utén a hifdk 10%-a elérte az atlag 15-30 um-es hosszt, és kevesebb, mint 2%-
a akar 145 um-esre is megnétt. A maximalis hossz 165 um volt a 96 6ra
elteltével.

5.2.4 Pulmonalis aszpergillozis

A hifdk hossza mellett a plakkok atmérdjét és a hifa stirliséget is
Osszehasonlitottuk az immunszupresszalt allatokban (15 a-c abra). A plakkok
altal fertdzott teriiletek tobb mint kétszer nagyobbak voltak a CP kezelésnél,
mint a HC-nél (15. a abra). Az atlagos pulmonalis plakkatmérék a HC-nél
szignifikdnsan kisebbek voltak, mint a CP-kezelt egereknél (15b. abra). A
hifa slirliség a tiiddben tobbnyire nagyobb volt, mint a CP kezelt egereknél



(15 c. 4bra). Hosszabb fertdzés esetén immunszupresszansok jelenlétében a
pulmonadlis aszpergillozis jelentésen sulyosbodott. A hifalis siiriség a
tiidoben kozel haromszor magasabb volt CP kezelés utan, mint HC kezelést
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15. 4bra: Plakk tertilete, plakkatmérdje és a hifak strtisége pulmonalis
aszpergillozis egérmodellben. Hat nappal 125 mg / kg HC (fekete négyzet) és
6 nappal 250 mg / kg CP-kezelés (sziirke négyzet) utan.

a: Fert0zott plakk teriilete

b: Plakk atmérdje

c: Hifa denzitds HC és CP kezelés utan.

A méréseket 6t véletlenszeriien kivalasztott teriileten végeztiik. Statisztikai
analizis * p <0,05, ** p <0,01

A fertdzés korai stddiumaban nem talaltunk hifakat, csak duzzadt
konidiumokat. Az elsd hifak 12 6ra mulva jelentek meg, atlagos hosszuk 4,6
+ um volt. A késdbbi szakaszokban a fertdz¢és utan (48 h) a tiidé szovetének
lizise lathatd volt. 96 ora elteltével a fertézések utan a leghosszabb hifak 15
um hossztak voltak. Elhatarolhaté aszpergillomat nem lehetett
megkiilonboztetni. A hifdk maximalis hosszdnak megallapitdsa a hifak
szétdarabolodésa miatt lehetetlen volt.
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16. abra: Hifalis novekedés CP immunszuppresszalt, pulmonalis

aszpergillézisban szenvedd egerekben.

a: fertézott plakk teriiletének novekedése a fertdzés utdni 1do
fliggvényében

b: a fertdzott plakkatmérd vastagodasa

c: a CP-immunszupresszalt egerekben 12, 24, 30, 48, 72 és 96 6raval

a fertdzést kovetden a hifa slirliséget mértiik.

5.3 Mycoplasma fert6zés korai detektalasa dinamikus képelemzési
modszerrel

5.3.1 A Mycoplasma fert6zés validalasa



A Mycoplasma fert6zés kimutatasat megfeleld koriilmények kozott harom
sejttenyészetben vizsgaltuk (HaCaT, OCM-1, SCC) time-lapse mikroszkopia
segitségével. A fertézés ellenérzéséhez Mycoplasma PCR-tesztet
alkalmaztunk, majd agar6éz gélelektroforézissel értékeltiik ki a kapott
eredményeket. A nem fert6zott sejtek negativ eredményt adtak. A time-lapse
mikroszkopia (TLS) alkalmazhatdsagat Mycoplasma fertdézés kimutatdsara
Mycoplasma teszt Kit segitségével validaltuk. Belsd pozitiv kontroll
szolgéltatta az eredmények igazolasat.

5.3.2 A Mycoplasmaval fert6zott sejttenyészetek morfologiaja és
dinamikaja

A fertézést koveto els6 15-20 draban a baktérium jelenlétére a tenyészetben a
megvaltozott sejtmorfologia, illetve a csokkent motilitas €és osztodasi
képesség alapjan kovetkeztethettiink. Egészséges (17. A és 17.C abra ) és
Mycoplasmaval fertézott (17.B és 17.D abra) HaCaT és OCM sejtek
Osszehasonlitdsa soran lathatd, hogy a kontroll tenyészettel ellentétben a
fertdzott sejtek nem Iétesitenek adhézids kapcsolatokat egymassal, igy nem
alkotnak telepeket, ezen kiviil nem képesek felvenni a rajuk jellemz6 ellapult,
illetve megnyult morfologiat sem. A fertézott HaCaT kultiraban tobb helyen
a citoplazmabol kitiiremkedd sejtmagot lathatunk.




17. ébra: HaCaT (A, B) és OCM (C, D) sejtek fagyasztasbol torténd
felvétel utan 6 oraval.
A, C: egészséges tenyészet B, D: mycoplasmaval fert6zott tenyészet

Mycoplasmaval fertdzott és kontroll emlds sejttenyészetekrdl késziilt TLS
felvételek digitalis képelemzésével diagramon &brazoltuk a tenyészetek
motilitasat és a konfluencia idObeli valtozasat a fertdzés kezdeti szakaszaban.
Az abrakon a kontroll tenyészetek konfluencidjaban fokozatos novekedést,
mig a fert6zott sejtek esetében lasst csokkenést lathatunk, ez utobbi a sejtek
csokkent vagy teljesen megsziint osztodasi képességének €s a kismértékii
sejtpusztulasnak koszonheto.
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18. abra: HaCaT sejt konfluencidjanak iddbeli valtozasa

A fertdzott sejttenyészet mozgésa is jellegzetesen eltéréd dinamikat mutat a
tiszta tenyészetétol. A sejtek csokkent adhézios képességének kdszonhetden a
tenyészet inditasakor 1-2 6raig azok nem képesek letapadni a tenyésztéedény
felilletére. Ez 1d6 alatt a sejtek sodrodasabol adoddéan erds mozgast
figyelhetiink meg a kontroll sejtkultiirdhoz képest. A letapadast kovetden a
fert6zott sejtek migracioja jelentésen alulmarad az egészséges tenyészetéhez
viszonyitva. A diagramon a 17-18. 6randl lathaté novekedés mar a fertdzott




sejtek adhézios kapcsolatainak megsziinését, igy a tenyésztd feliiletrdl torténd
felvalasat jelzi.

HaCaT motilitas
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19. abra: HaCat sejtek motilitasa

5.3.3 A sejtek felvalasa, aggregatumok megjelenése, biofilm
képzodés

A fert6z€s tovabbi, mar a sejtek pusztulasaval jaré jelei sejttipustol fliggden a
fertdzés bekovetkezte utan 15-25 o6réval jelentek meg. Ennek elsd jele, hogy a
sejtek felvaltak a tenyésztdéedény aljarol, mikdzben elkezdddott a
Mycoplasma fertézésre jellemzd biofilm képzddése. Kb. 10 6raval a sejtek
felvalasat kovetéen nagy mennyiségli Mycoplasma sejtaggregatum jelent
meg a tenyésztdedényben. A sejtek felvalasa ¢és az aggregatumok
megjelenése kis szorassal mindig egy idépontban tortént az egész latotéren, a
tenyészet kiillonboz6 részei a fertdz¢s fazisait tekintve szinkronban voltak. Az
emlitett események idépontjat altalunk vélasztott reprezentativ régiok (n=5)
megfigyelésével hataroztuk meg minden sejttipusnal, ezt a 20. &bran
abrazoltuk.

Az egyes sejttipusok vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy a Mycoplasma
fert6zés fazisainak megjelenése eltér az egyes sejtvonalaknal. Human Limbus
sejtvonal esetén a sejtek felvalasa a tenyésztoflaska aljardl elmarad, ez
valosziniileg a limbus sejtek erds adhézios tulajdonsagaibol adodik.




A sejtek felvalasa és a sejtaggregatumok megjelenése kozotti id6 a kiilonbozo
sejttipusoknal kdzel megegyezik, az adatok alapjan ez 20-23 drat jelent.
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20. abra: A sejtek felvalasa és a sejtaggregatumok megjelenése a kiilonb6zo
sejttipusoknal.

A sejtaggregatumok megjelenése utdn (azaz a fert6zés kezdete utan 35-40
oraval) a létrejott biofilm fokozatosan felszakadozik és sajatos, halozatos
szerkezetet alakit ki. Ez a latoteret boritd Osszefliggd biofilm réteg
teriiletének csokkenésében is megjelenik, melyet a 21. dbra szemléltet. Az igy
kialakult morfolégia a Mycoplasma fertézés egyedi elkiilonitd jellege lehet
mas tipusu fertézésektdl.
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21. abra: Biofilm felszakadasanak dinamikaja

22. abra: A biofilm kialakulasa (A) és felszakadasa (B)

5.4 Aspergillus fumigatus patogenitasi dinamikajanak vizsgalata
hossziatava videomikroszkopos rendszerrel



Miutan az Aspergillus fumigatus spoérdkat Amphotericin-B-vel (AMB) és
vorikonazole-lal (VRC) kezeltiik, megfigyeltiik a sporamozgést time-lapse
mikroszképpal. Az elsé tényezd, amit figyeltink a Brown mozgas
megsziinése volt, ami a letapadas kezdetét jelezte. Ezt kovette a hifazas
megkezdése, és az elsd hifaclagazas megjelenésének ideje. Ezek a paramétek
a gomba letapaddsi és patogenitdsi dinamikajanak mutattadk gatloszerek
jelenlétében.

5.4.1 Brown mozgas megsziinése

Brown mozgas leallasdnak idépontja a letapadas kezdete. A Brown mozgas
atlagos befejezési ideje kevesebb volt az AMB-vel kezelt (12 perc) vagy a
VRC-vel kezelt (11 perc) spordk esetében, mint a kontroll tenyészetnél (28
perc) (26. abra), de az eltérés maximalis értéke hasonl6 volt a kontrollhoz. Az
AMB ¢s a VRC kezelésnek koszonhetden a Brown mozgas hamarabb 4llt
meg, igy a sporak feliilethez valod tapadasa hamarabb bekovetkezett.
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23. abra: Brown mozgas megsziinésének atlagos ideje. Az oszlopok tetején
feltiintetett értékek a szorast jelentik

A kontroll sporék letapadasi ideje koriilbeliil 27 perc volt, az AMB-vel kezelt
sporak atlagos tapadasi ideje koriilbelill 12 perc volt, és a VRC-vel kezelt
konidiumok atlagos tapadasi ideje koriilbeliil 11 perc volt. Az eredmények
arra utalnak, hogy a vizsgalt antimikotikumok, serkentik a letapadasi
folyamatokat. A szérasok kiilonbségei elhanyagolhatéak voltak a vizsgalt
anyagoknal.

A kiilonb6z6 kezelések utan az adhézid idépontjat a kontroll szazalékaban
vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy az AMB vagy VRC kezelés utdn mért értékek
hasonldak voltak (24. abra).
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24. 4dbra: Brown mozgas megsziinésének szazalékos aranya a kontrollhoz
viszonyitva. Az oszlopok tetején feltlintetett értékek a szorast jelentik. Az
AMB és VRC értékei hasonloak voltak.



IDO (PERC)

5.4.2 Hifazas kezdetének vizsgalata

A Brown mozgas megsziinése utan a csirazas elinduldsat vizsgaltuk. Az
AMB gétolta a konidiumok csirazasat, ezért a hifak novekedését a kontroll és
a VRC-vel kezelt sporak esetében tanulmanyoztuk (25. abra). Az els6 hifak
megjelenésének atlagos iddtartama 181 perc volt a kontrollban és 374 perc a
VRC kezelés utan. A VRC tehat késlelteti a csirazast, de a gomba képes
kialakitani az els6 hifait. Az els6 hifak megjelenése a patogén gombak fontos
virulencia faktora. Ezek a kisérletek arra utalnak, hogy a vizsgéalt gomba
elleni szerek (AMB, VRC) a konidiumok letapaddsat serkentik, a hifak
megjelenését késleltetik, a hifdk ndvekedését pedig akadalyozzak.
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25. abra: Az elsé hifa megjelenésének atlagos idGtartama. Az oszlopok
tetején feltlintetett értékek a szorast jelentik.

s

Amikor a konididt 0.25 pg/ml-es koncentraciojo AMB-vel kezeltiik, a
konidium nem csirazott. Amikor a konidiumokat VCR-vel kezeltiik, 0.25
pg/ml-es koncentracidban nem gatolta, csak késleltette a csirdzast.
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26. abra: Az els6 hifa megjelenési ideje a kontroll szazalékaban. Az els6 hifa
megjelenésének idOtartama kettds kontroll volt. Az oszlopok tetején
feltlintetett értékek a szorast jelentik.



5.5 Candida albicans izolatumok tapadasi és fert6zési dinamikajanak
osszehasonlitasa dinamikus képelemz6 technikak segitségével

5.5.1 Csoportos sporavizsgalatok

Az Aspergillus fumigatus fonalas gomba sporak letapadasanak, kindvésének
¢s hifazasanak vizsgalatat kiterjesztettiik C. albicans éleszté gombak klinikai
izolatumaira is.

5.5.1.1 Brown mozgds megsziinésének vizsgalata
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27. Abra: A Brown mozgas megsziinésének atlagos ideje. Az izolatumok
neveinek roviditését az X tengelyen, a Brown féle mozgas megsziinésének
idejét az Y tengelyen tiintettiik fel.

A Brown mozgis megszlinésének atlagos ideje alapjan meghatdrozhat6 a
letapadasi faktor a vizsgalt torzseknél.

Brown mozgas megsziinése alapjan a letapadasi faktor lathato csokkend
sorrendben:

4VAD 3MUT 4MUT 1VAD 2VAD 5VAD 5MUT 3VAD 1MUT 6VAD 2MUT
11,3 14,3 14,5 16,6 18,1 20 20,2 23,8 27,7 321 37,2

—

A Brown mozgis megsziinésének atlagos ideje megmutatja, hogy milyen
gyorsan tapadtak le az egyes izolatumok spordi. A vizsgalatnal forditott
aranyossag all fenn a Brown mozgis megsziinésének ideje és a letapadasi



faktor kozott. Minél kisebb a Brown mozgas megsziinésének atlagos ideje,
annal nagyobb lesz a letapadasi faktor. A vizsgdlat esetében a 6MUT
kodolast torzs nem mutat konzekvens eredményt, mivel a spordk egyaltalan
nem tapadtak le. A letapadasi faktor dinamikéjat vizsgalva megallapithato,
hogy a legjobb letapadast elérd izolatumok az 59 éves nd sebvaladékbol vett
klinikai izolatum (4VAD), illetve a 45 éves nd kaniiljébol vett klinikai
izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans mutans (3MUT) voltak. Ezzel
szemben a legkevésbé virulens izolatumok a 10 éves lany szajiiregébdl vett
klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans mutans (2MUT), illetve a 42
éves no vizeletébdl vett klinikai izolatum (6VAD) voltak.
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28. Abra: A Brown mozgés megsziinési idejének szorasa.

A Brown mozgasok megsziinésének kiilonbségei alapjan a letapadasi faktor
heterogenitasanak leirasa csokkend sorrendben:

1VAD 1MUT 3VAD 5MUT 2VAD 5VAD AMUT 3MUT  4VAD 2MUT

0

—

0 0 1,414214 3,535534 4,242641 7,071068 10,6066 13,43503 14,84924 31,1127

Az elemzés értelmezésében tehat tehat minél kevésbé térnek el az izolatumok
az atlagtdl, anndl egységesebb a letapadasuk. A letapadasi heterogenitas
szempontjabol legegységesebb izolatumok: a kontroll térzs (1VAD), a
tBOOH tulajdonsagokkal rendelkezd mutéans térzs (1MUT), illetve a 45 éves
né (3VAD) kaniiljébdl vett klinikai izolatum. Ezzel szemben a legtdgabb
iddintervallumban a kovetkezd izolatumok tapadtak le: 10 éves lany

6VAD



IdéG (perc)

szajliregébol vett klinikai izolatumbodl 1étrehozott tBOOH tolerans mutans
(2MUT) illetve 42 ¢éves no vizeletébol vett klinikai izolatum (6VAD.) A
sporavizsgéalatokbdl levonhatdo a kovetkeztetés, mely szerint a vizsgalt
klinikai izolatumok ¢€s kontroll torzs esetén a letapadasi képesség nem mutat
Osszefliggést a spordk letapadasi hajlamdnak populacion  beliili
heterogenitasaval.

5.5.1.2 Hifazas elindulasanak vizsgalata
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29. ébra: A hifazas elinduldsdnak ideje. A 30. dbrdban megadott klinikai
izolatumok C. albicans gomba hitazas kezdete kdzotti szorasokat tiinteti fel.

A hifazas elindulasanak ideje a virulencia egyik alapvetd faktora (88). A
6MUT kodjelit mutans nem vizsgalhato, mivel a letapadds mellett a hifazas
sem indult meg ennél a torzsnél. Ennél a vizsgélatnal is forditott ardnyossag
all fent, tehat minél kisebb a vizsgalt torzs atlagos hifazasi ideje, annal
nagyobb lesz a virulenciafaktora. A hifazas elemzésének atlagos idejénél a
kovetkezd virulenciasort tudjuk megéllapitani:

Hifazas kezdetének atlagos ideje alapjan a virulenciafaktor leirdsa csokkend
sorrendben:



IMUT 5VAD 4VAD 1VAD 4MUT 3VAD S5MUT 2VAD 3MUT 6VAD 2MUT
28,9 31 32,2 32,3 36,3 36,3 38,5 41,2 41,3 49,3 108,1

—

A vizsgalt izolatumok koziil tehat a hifazasi képességet tekintve a
legavirulensebb torzsek a tBOOH tulajdonsagokkal rendelkezé mutéans torzs
(IMUT), illetve a 34 ¢éves férfi hasiiri kaniiljébol vett klinikai izolatum
(5VAD). Ezzel szemben a legfert6zObb izolatumok a 10 éves lany
szajliregébdl vett klinikai izolatumbdl 1étrehozott tBOOH tolerans mutdns
(2MUT), illetve a 42 éves no vizeletébol vett klinikai izolatum (6VAD).
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30. abra: A hifazés elindulési idejének szorasa az egyes torzseken beliil

A hifazas kezdetének szordsa megallapithatd a vizsgalt torzsek heterogenitasi
vizsgalatabol. Minél kisebb az adott izolatum szoérdsanak értéke, annal
egységesebben kezdett hifazni



A fert6zési faktor heterogenitasanak leirasa csokkend sorrendben:

1IMUT  5VAD 2VAD 3MUT 4MUT 1VAD 3VAD 4VAD 6VAD SMUT ZMUT
2,12132 2,828427 3,535534 5,6568534 7,071068 9,192388 17,67767 25,45584 35,35534 40,30509 41,7193

—

Ez alapjan leirhat6, hogy a legegységesebben a kovetkezd izolatumok
hifaztak: a tBOOH tulajdonsdgokkal rendelkezé6 mutans torzs (1MUT),
illetve a 34 éves férfi hasiiri drain-jébol vett klinikai izolatum (5VAD). Ezzel
szemben megallapithato, hogy a legnagyobb iddintervallumban a kovetkezo
izolatumok spérai hifaztak a 10 éves lany szajiiregébdl vett klinikai
izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans mutans (2MUT), illetve a 34 éves
férfi hasiiri drain-jébdl vett klinikai izolatumbdl 1étrehozott tBOOH tolerans
mutans (SMUT).

5.5.1.3 Elso elagazas megjelenésének vizsgalata
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31. abra: Elso hifa elagazas megjelenésének ideje.

A hifa elsd elagazasanak atlagos ideje a virulencia masik alapvetd tényezdje.
A 6MUT kodjelli mutans nem elemezhetd. Ennél a vizsgalatnal is forditott
aranyossag all fenn, tehat minél kisebb az hifa elsd elagazasanak ideje, annal
nagyobb a fertdzési potencialja.

Az hifa elsé elagazasanak atlagos ideje alapjan a virulenciafaktor leirdsa
csokkend sorrendben:



4MUT 3VAD 1VAD 1MUT 2VAD 4VAD 3MUT 5VAD 6VAD 2MUT S5MUT
116,3 122,8 128,6 131,4 135,1 152,7 163,2 178,8 197,9 198,9 203,8

—

A vizsgalatbol kideriil, hogy a hifa els6 elagazasanak ideje alapjan a
legvirulensebb izolatumok a kovetkezdk: az 59 éves nd sebvaladékbol vett
klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans mutans (4MUT), illetve 45
éves nd kaniiljébdl vett klinikai izoladtum (3VAD). Ezzel szemben a
legkevésbé virulens izolatumok a 10 éves lany szajiiregébol vett klinikai
izolatumbol létrehozott tBOOH tolerans mutans (2MUT) illetve a 34 éves
férfi hasiiri drain-jébol vett klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans
mutans (SMUT).

ELSO ELAGAZAS MEGJELENESENEK SZORASA
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32. abra: Az elso elagazas megjelenési idejének szorasa

A hifa elsd elagazasanak atlagos szorasabol kideriil, hogy a vizsgélt
izolatumok hifai hogyan tudjak érvényesiteni a hifazasi képességiiket. Minél
kisebb a vizsgalt izolatum szoérdsdnak ideje, annal egységesebb, ezaltal
hat4sosabb a hifazasi dinamika.



Az els6 hifa elagazasanak atlagos szorasanal a kovetkezd hifazasi dinamikai
sort tudjuk megéllapitani:

Az hifa elsé elagazasanak atlagos szordsa alapjan hifazasi dinamikai sor
leirasa csokkend sorrendben

3MUT  3vAD  SMUT 1IMUT  2MUT 5VAD  IVAD AMUT  eVAD  AVAD  2VAD
2,8284 49497 7,7781 9,1923 10,60 12,020 46,669 47,376 48,790 50,8911 53,033
27 47 75 88 <1<} 82 05 15 37 69 01

—

A vizsgalatbol kideriil, hogy a hifa elsé elagazasanak szoérasa alapjan a
legegységesebb hifdzasi dinamikéaval rendelkez6 izolatumok a kovetkezok: a
45 ¢éves nd kaniiljébol vett klinikai izolatumbol 1étrehozott tBOOH tolerans
mutans (3MUT), illetve a 45 éves nd kaniiljébdl vett klinikai izolatum
(B3VAD). Ezzel szemben a legheterogénebb hifazasi képességgel a kovetkezd
izolatumok rendelkeznek: 59 éves nd sebvaladékbol vett klinikai izolatum
(4VAD), illetve 10 éves lany szajiiregébdl vett klinikai izolatum (2VAD).

5.5.2 Egyéni sporavizsgalatok

Az egyéni sporavizsgalatoknal a sporak dinamikajat hasonlitottuk Gssze 1
izolatumon beliil a megadott paraméterek mentén. Elvégeztik a
korrelacioszamitast és a szignifikancia analizist is, hogy lassuk, van-e a 3
vizsgalt paraméter kozott valamilyen Osszefliggés. Az eredményeket az 1.
tablazat foglalja 6ssze.



1VAD Brown mozgds mqHifazas kezdete Hifdzas kezdet hifaelagazas kezdete Brown mo| hifaelagazas kezdete
korrel 0,634649 korrel -0,16803 korrel -0,21824
tproba 0,000234 tproba 3,92E-05 tproba 8,03E-06

1IMUT Brown mozgas mqHifazds kezdete Hifazas kezdet hifaeldgazas kezdete Brown mo| hifaeldgazds kezdete
korrel 0,299716 korrel 0,18017 korrel -0,20937
tproba 0,273098 tproba 5,84E-07 tproba 8,24E-07

2VAD Brown mozgas mqHifazdas kezdete Hifazas kezdet hifaeldgazas kezdete Brown mo| hifaelagazas kezdete
korrel 0,299716 korrel 0,18017 korrel -0,355
tproba 0,273098 tproba 5,84E-07 tproba 0,000137

2MUT Brown mozgas mqHifazdas kezdete Hifazas kezdet hifaeldgazas kezdete Brown mo| hifaelagazds kezdete
korrel -0,01323 korrel 0,039411 korrel 0,137883
tproba 0,000146 tproba 5,18E-05 tproba 4,16E-09

3VAD Brown mozgds mqHifazas kezdete Hifdzas kezdet hifaeldgazas kezdete Brown mo|hifaeldagazas kezdete
korrel 0,528534 korrel 0,341904 korrel 0,307762
tproba 0,001952 tproba 3,86E-07 tproba 1,26E-07

3MUT Brown mozgds mqHifazas kezdete Hifdzas kezdetf hifaeladgazas kezdete Brown mo|hifaeldgazas kezdete
korrel -0,36579 korrel 0,281577 korrel -0,47716
tproba 0,000252 tproba 1,57E-05 tproba 9,97E-06

4VAD Brown mozgds mqHifazas kezdete Hifazas kezdet hifaelagazas kezdete Brown mo| hifaeldgazas kezdete
korrel 0,457781 korrel 0,341904 korrel 0,055393
tproba 0,001283 tproba 3,86E-07 tproba 3,83E-11

AMUT Brown mozgds mqHifazas kezdete Hifazas kezdet hifaelagazas kezdete Brown mo|hifaeldgazas kezdete
korrel 0,397522 korrel 0,189492 korrel 0,158477
tproba 0,001155 tproba 6,78E-05 tproba 8,22E-06

S5VAD Brown mozgds mqHifazas kezdete Hifdzas kezdet hifaelagazas kezdete Brown mo|hifaeldgazas kezdete
korrel 0,712661 korrel 0,390494 korrel 0,231593
tproba 0,003847 tproba 2,64E-05 tproba 2,05E-05

S5MUT Brown mozgds mqHifazas kezdete Hifdzas kezdet hifaelagazas kezdete Brown mo| hifaelagazas kezdete
korrel 0,404206 korrel 0,163443 korrel 0,275635
tproba 0,028937 tproba 2,95E-07 tproba 3,83E-08

6VAD Brown mozgds mqHifazas kezdete Hifdzas kezdet hifaelagazas kezdete Brown mo|hifaelagazas kezdete
korrel 0,82873 korrel 0,421725 korrel 0,083713
tproba 0,001487 tproba 3,9E-06 tproba 4,13E-06

6MUT

1. Tablazat: Klinikai C. albicans izolatumok Kkorrelacidja a vizsgalt

paraméterek fliggvényében
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33. abra: A vizsgalt izolatumok korreldcidanalizise izolatumonként. A
diagrammokon a vizsgalt izolatumok sporédinak atlagos idejét vetettiik 0ssze.

Az eredmények azt mutatjak, - a vizsgalt izolatumok tobbségénél - hogy a
Brown mozgas megsziinésének ideje €s a hifazas kezdete pozitiv korrelaciot
mutat. Ezek szerint a vizsgéalat kezdetébdl szdrmazo artifaktok és a
mintaeljarasbeli kiilonbségek kizarhatdk, ha a Brown mozgas megsziinésének
iddpontjat, tehat a letapadast vessziik TO idépillanatnak. Ez a metodika arra is
hasznalhat6, hogy raviladgitson olyan esetleges elvaltozasokra, amelyek
befolyasolhatjak a letapadast, és a hifazas szinkronizacidjat. Ilyen esetekben a
fent emlitett 2 vizsgalt paraméter nem korrelal egymassal ( 4MUT).
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Ugyanezzel a modszerrel elvégeztik a korrelacioszamitdst, az egyes
izolatumok kozott is. Az eredményeket a 2. tablazatban dbrazoltuk.

izolatum neve brown mozgas megallasa els6 elagazas | hifazas kezdete
kezdete

1 vad 17,22222222 134,777778 33,66666667

1 mut 31,77777778 73,6666667 3577777778

2 vad 18,85714286 133,142857 37,57142857

2 mut 37,2 187,5 94,57142857

3 vad 23,63636364 128,181818 35,90909091

3 mut 13,375 165 41,125

4 vad 11,18181818 152,142857 34,45454545

4 mut 11,75 120 28,41666667

5 vad 20,875 171,25 31,875

5 mut 39,09090909 198,636364 37,88888889

6 vad 25,2 197,9 49,3

6mut

2. Tablazat: A Candida albicans 1zolatumok vizsgalt paramétereinek atlagos
ideje



Hifazas kezdetének atlagos

ideje

Az eredményeket diagrammon abrézoltuk. A 2 MUT izolatum a magas
hifazasi 1d6 miatt szort adatot mutatott, ezért. nem keriilt bele a
korrelacidoszamitasba.
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34. Abra: A vizsgalt izolatumok csoportos korrelacidanalizise. A
diagrammokon a vizsgalt izolatumok atlagos idejét vetettiik 6ssze a megadott
paraméterek alapjan

A vizsgélatbol kideriil, hogy mind a 3 vizsgalt paraméter pozitiv korrelaciot
mutat az izolatumok kozott.

5.6 Eredmények megbeszélése

60



5.6.1 Pulmonalis aszpergillozis

Az Aspergillus fertézés leggyakrabban kronikus tiidé, bronchopulmonaris
aszpergillozis formajaban jelentkezik (92,93,94). Vizsgalatainkbol kideriilt,
hogy a pulmonalis aszpergillozis kimutatasara az altalunk hasznalt digitalis
képelemzési stratégia gyors és megbizhat6 eszkoznek bizonyult.

A leggyakrabban hasznalt diagnosztikai paraméterek Osszehasonlitasara
torekedtiink (95,96,97). A hifalis novekedés hasznos paraméternek bizonyult
a pulmonalis aszpergilldzis dinamikdjanak digitalis elemzésében.

Kimutattuk, hogy HC jelenlétében rovidebb hifdk és alacsonyabb hifalis
strtiségek keletkeztek, mint a CP jelenlétében. A CP-vel kezelt allatok
tiidejében a fertdzott plakkok és az atlagos pulmonalis plakkok atmérdje
nagyobb volt, mint a HC kezelés utan. A HC-vel kezelt egerekben a
neutrofilek korlatozzak a gombafejlodést a tiidd0 parenchymaban, ezaltal
csokken a konidia csirdzasa és a hifdk novekedése. A keringd neutrofilok
szama parhuzamosan nétt a plazma kortizol szintjével.

A tiid6 szovettani metszeteiben a tiid6 parenchimaban megfigyelhetd a hifalis
invazid és a hifadk betorése az érbe. Az elsé hifdk a tiidoben 12 o6raval a
fertézés utan lathatok. A hifdk parhuzamosan néttek az endotélium faldval.
96 oOra utdn a tid0 parenhimaban aszpergillomak lathatok, amik az
alveolusokat Osszepréselték ¢és folyadékkal toltotték ki. Az aszpergillozis
soran az A. fumigatusszal szemben a legérzékenyebbnek a tiidé bizonyult,
mindamellett ritkdbban, de agyi aszpergillozis is megfigyelhetd volt.

A proximalis tubulusokban degradacio lathatd, és a proximalis tubulusokban
PAS-festéssel (nem abrazolt) fehérjék felhalmozdodasat észleltiik. Ezen feliil a
proximalis tubulusokban citoplazma degradacid ¢és protein akkumulacio
figyelhetd meg PAS festést kovetden. Azonban ez a relative enyhe
toxikussag a CP hatasa alatt alakul ki, nem az A. fumingatus indukalta az
irodalmi adatok alapjan ( 98,99,100).

A konidia csirdzdsa donté fontossdghh az invaziv aszpergillozis
progresszidjaban (101,102,103,104). Bar a belsé kapillaris endotélsejtek
nagyobb permeabilitast biztosithatnak, de csak kisebb molekulak esetén, nem
a konididk vagy a hifak esetében.

Tid6 aszpergillozis sordn szovettani valtozasokat figyeltiink meg a méajban,
de ezek a koros elvaltozasok a CP hepatotoxicitasanak tulajdonithatok.

5.6.2 Mycoplasma fertdzés time-lapse mikroszkopos kimutatisa



Kutatasaink igazoltak, hogy time-lapse képelemzési stratégidnk egy
kényelmes, megbizhaté eszkdéz a Mycoplasma fertézések vizsgalatdhoz és
azonositasdhoz. Az egyik f6 elénye a time-lapse mikroszkopianak az, hogy a
fertdzott sejtkulturak jellegzetes régidi megfigyelhetok hosszabb ideig,
lehetové téve az in vitro evolicids megfigyeléseket tobb generacios
fert6zodésére nézve.

A Time-lapse mikroszkopia digitalis képelemzéssel kombinalva, nem csak a
Mycoplasma fertdzés felismerésére szolgdl. Lehetové tette azt is, hogy
megkiilonboztethetdk  legyenek a  morfologiai atmenetek,  valamint
ismertethetOk legyenek a Mycoplasma fertdzés parazitikus terjedésének fobb
Iépései, fiiggetleniil a sejt tipusatdl. A képelemzd technikédnk egyértelmiien
bebizonyitotta, hogy a Mycoplasma fertézés kiilon fazisokra oszthato,
amelyek kapcsolodnak a sejtkulturak morfologiai valtozasaihoz:

1) A Mpycoplasma fertézés utani elsd par ora fokozza a valtozasokat a

crer

fertdzott sejtek mozgékonysagaval hozhatok kapcsolatba.

2) A sejtek felvalasa jelezte a masodik fazis kezdetét. Ez figyelhetd meg az
adhézios kapcsolat elvesztésénél. Annak ellenére, hogy jelentds kiilonbségek
vannak a levalas idébeli megjelenései kozott a kiilonbdzo sejttipusokban, egy
explicit késedelemmel a tumor sejt vonalakban idébeli eltolodas van a levalas
€s a Mycoplasma aggregatum képzdodés kozott (10 - 12 h), ami viszonylag
allando és fliggetlen a sejttipustol.

3) A sejpusztulas jelezte a Mycoplasma fertézés harmadik fazisanak kezdetét.
Tomeges sejthalal és nekrdzis valt lathatova fénymikroszkopidval. Mivel az
els6 két fazisban a fertdzés felhasznalhatta a fogado sejt biologiai energidjat,
a harmadik fazist a t0léld elemek megjelenésével lehetett jellemezni, mint
példaul a sejt aggregatumokkal, hogy megvédjék a mikroorganizmusokat.

4) Az utols6 fazisban a biofilm szétesett -ez lathatd volt mikroszkop alatt-
Osszezsugorodott ¢és megrepedezett, ez a Mycoplasma fertézés masik
jellegzetes vonasa.

Az eredmények arra utalnak, hogy a fertdzott sejtkultirakbol szdrmazo
informaciok megszerezhet6k, mieldtt a Mycoplasma fertdzés a sejteknél
lathatova valik. Ez magaban foglalja az elsd két fazist, hagyva egy 12 6rés
idé-ablakot a kritikus informaciok megszerzésére a Mycoplasma
fert6zott elsddleges sejtkultarakbol.

5.6.3 Hifa elagazas megjelenése és gatlasa antimikotikumokkal



Az elsé elagazas megjelenését csak a kontroll tenyészet esetében tudtuk
detektalni. Ezért az eldgazdsok Osszehasonlitdsa a virulenciafaktor tekintetében
ebben a kisérletben nem relevans. VRC-kezelés nem gatolta a csirdzast és a hifak
novekedését, de gatolta az elagazast. Az AMB kezelés mar blokkolta a csirazast
¢s a hifakindvést is. Ezen faktorok elemzése dinamikus képelemzési szempontbdl
a hatoanyag kutatasok egyik alapvetd faktora lehet, ami a patogén fonalas gomba
izolatumok izoldtumok letapadasi és fertdzési dinamikajanak vizsgalata soran
fontos lehet.

A Brown mozgis megsziinése a felillethez vald letapadds indikatora
(105,106,107). Amikor a gombaellenes szerek hatasat vizsgaltuk, azt tapasztaltuk,
hogy az altalunk hasznalt anyagok csokkentik a Brown mozgas megsziinésének
idejét a kontroll tenyészetekhez képest, ezaltal novelik a letapadasi dinamikat. Az
altalunk hasznalt gombaellenes szerek (AMB, VRC) koncentracidi nem gatoltak
az adhéziét. Az AMB blokkolja a csirazast €s a hifa novekedést, a vorikonazol a
csirazast nem gatolta, de a hifazast igen. Ennek a jelenségnek a magyarizata az
lehet, hogy a kontrollhoz képest korabbi letapadas a gombak védekezd
mechanizmusa lehet a szdmukra toxikus anyaggal szemben. Bom és munkatarsai
azt talaltak, hogy a AsitA mutdns csOkkent adhézidos és biofilm képzési
potenciallal rendelkezik (108).

Amikor kovettiik a hifdk novekedését, azt tapasztaltuk, hogy a vorikonazol
kezelés késleltette a hifazast. Ennek oka lehet a vorikonazol ergoszterol szintézis
gatl6 hatésa.

A hifa elagazast csak kontroll konididknal vizsgalhattuk, mivel a vorikonazol
blokkolja az eldgazéast. Lamerre és munkatarsai 2009-ben kimutattdk, hogy az
udm fehérjék hatassal vannak az Aspergillus fumigatus hifa elagazasara (109).

Az AMB-vel kezelt konididk korabban tapadtak a felszinre, de a csirazas, a hifak
megnyulasa és az elagazas gatlodott. Tehat az AMB alkalmas a mar kialakult
mikozis kezelésére, de profilaxisban kevésbé haszndlhat6.

5.6.4 Klinikai C. albicans izolatumok

Az Osszesitett sporavizsgalatoknal elmondhatd, hogy a kifejlesztett
metodikaval le tudjuk irni és 0ssze tudjuk hasonlitani a vizsgalt izolatumok
kovetkezd paramétereit:

- letapadasi faktor

- letapadasi dinamika



- fertdzési faktor
- fert0zési dinamika
- hifaelagazasi faktor

- hifaelagazasi dinamika

Az egyes sporavizsgalatokndl elmondhat6, hogy a kifejlesztett metodikaval le
tudjuk irni és Ossze tudjuk hasonlitani a vizsgalt izoldtumok dinamikus
paramétereinek korreldciojat €s szignifikancidjat, ezaltal 1étrehoztunk egy
olyan metodikai analizist, ahol nemcsak az egyes izolatumok kozotti
kiilonbségek Osszehasonlitdsara van lehetdség, de az izolatumon beliili
populaci6 szintl valtozasokat is vizsgalhatjuk.

Az izolatumok csoportos korrelacidanalizise kimutatta a pozitiv korrelaciot a
vizsgalt paraméterek kozott. Mivel az irodalom a hifdzast, mint a patogenités
egyik alapvetd faktorat irja le ( 95,96,97), vizsgalatunk bizonyiték arra, hogy
a Brown mozgis megsziinésének ¢€s a hifaelagazas kezdetének ideje is
megfeleld dinamikus paraméter a patogenitds jellemzéséhez. Szamos
alkalommal vizsgaltdk mar a Brown-mozgds megsziinését és mégtobb
alkalommal a hifazasi dinamikat kiilonb6zé paraméterek mentén.
Vizsgalatunk azonban kimutatja, hogy a Brown-mozgéds megsziinése ¢€s a
hifaelagazas kezdetének ideje,mint a patogenitas vizsgalhaté paraméterei, uj
eredménynek szamitanak a digitalis képelemzési technologia terén.

6. OSSZEFOGLALAS

A morfologiai adatokon alapul6 rutinszerii detektalési stratégidkra tovabbra is
szilkség van az alap és alkalmazott kutatdsi mikrobiologiai vizsgalatokban
(105,106,107,108). A szamitogépes képelemzés potens eszkdz a cél
elérésében. A kis mennyiségli hifa elemek részletes elemzése mind a
stillyesztett, mind pedig a szilard fazisi tenyésztési rendszerek estében
hozzéjarulhat az apikalis novekedési folyamatok megértéséhez.



Ebben a tanulmanyban egy 0j rendszert mutattunk be a spora és a hifa
morfologiai, mennyiségi elemzésére. Az eljards feleslegessé teszi, hogy
viszonylag draga kereskedelmi képelemzd szoftvereket kelljen megvasarolni,
helyette a nyilvanosan elérhetd ImageJ platform hasznositasat javasoljuk,
amelynek hasznalhatosdgat bizonyitja az értekezés. A Iétrehozott modell
pontositdsa, finomitdsa folyamatban van, de a bemutatott, eddig kapott
vizsgalati adatok alapjan a modszer hasznalhatdsaga bizonyitast nyert.

A kiilonboz6 tulajdonsaggal rendelkezd kisérleti fajok/torzsek felhasznalasa
bizonyitja, hogy ezen képelemzési modszer alkalmas mindenfajta statikus és
dinamikus mikroszkopos vizsgalatra, a gomba korai stadiumt fejlédésének
tanulmanyozéasahoz. Az 6sszes képelemzd rendszerhez hasonldan az itt leirt
analitikai algoritmusok eredményei is a j0 mindségli bemeneti képektdl
figgenek, ¢s érz¢kenyek a magasabb szintli artifaktumokra, amely akkor
kovetkezhet be, ha nagy mennyiségii iiledék van jelen a tenyésztés soran
alkalmazott oldatokban. A képelemzd rendszer szamara némi nehézséget
okoz a "fiatal" hifdk (a kozelmultban csirdztatott sporak) és a spora csomok
megkiilonboztetése a morfologiai hasonlosaguk miatt, a vetitett teriilet és a
korkorosség tekintetében (kozelitdleg 0,4-0,8 cirkuralitdsi tartomanyban).
Emiatt a fiatal hifadk és spora csomok altalaban el vannak kiilonitve az
elemzésben.

Annak érdekében, hogy a sporabol hifaba vald atmenet teljesen leirhato
legyen, tovabbfejlesztettiik rendszeriinket, amellyel mar képesek vagyunk
kiilonbséget tenni ezen objektumok kozott.

Képelemz6 rendszeriink feldolgozasi ideje kb. 1 s képenként (1640 x 1480
képpont/pixel) ami lehetévé teszi a gomba morfologiajanak gyors
szamszerlsitését. A nagy mennyiségli kép elemzése és a késobbi
kvantifikacidja, mint példaul a spéraduzzadasi sebesség, a hifalis novekedési
sebesség €s a hifa elagazasi arany néhany perc alatt vizsgalhato6.

7. KONKLUZIO

Tekintettel arra, hogy az antibiotikum fejlesztésben és az ipari gomba
fermentacios folyamatokban nagy jelentésége van a morfologia és a
patogenitas/produktivitds kozott fellelhetd kapcsolatnak, sziikség van
automata képanalitikus technikdk kifejlesztésére, hogy pontos és gyors
meghatarozas legyen elérhetd ezen alapvetden bioprocess jellegek mérésére.
Bér az utobbi években oOriasi elrelépés tortént ezen a terlileten, a legtdbb
technika specifikus az adott kultarakra nézve.



Ezen vizsgéalatok régota folynak a vilagban, de tobbnyire koltséges, sokszor
konfokalis mikroszkopiat igényld modszerek. A disszertdcioban bemutatott
képelemzési modszerek ¢és technikdknoninvaziv moédon, minimalizalt
fototoxicitas mellett konnyen kivitelezhetdek és viszonylag kis koltségvetést
igényelnek, pontosan ebben rejlik az 0jszertiségiik.

Az itt bemutatott modszerek lehetové teszik a korai gombafejlodés nagy
felbontasu vizsgalatat a leoltas idépontjatol kezdve. Remélhetdleg ennek a
technikdnak a hasznalata a gomba novekedési kinetikdjanak €s a makro-
morfologiai formakhoz vald viszonyanak, valamint az ipari fermentéacios
folyamatokban valo produktivitasanak jobb megértését fogja eredményezni.
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