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OdpowiedZ immunologiczna na zarazenie grzybami

The immune response to fungal infections
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ABSTRACT. In mycoses congenital — nonspecific innate as well as acquired immunity (involving neutrophiles,
monocytes, macrophages, dendritic cells and lymphocytes) both play important roles in host defence. Th; lymphocytes
release cytokines (IL-2, IL-12, IFNy) and stimulate cytotoxic cells and neutrophiles to destroy fungal cells. Th,
lymphocytes, on the other hand, suppress cellular immunity by releasing the cytokines IL-4, IL-6 and IL-10 which
counter regulate the secretion of IL-2, IL-12, IFNy and depress the activity of macrophages. Cellular mechanisms play
essential roles in host responses to fungal infections. Dysfunction of T lymphocytes and a reduction in their number are
typically observed in patients with mycotic diseases. There occurs a reduction of both T lymphocyte populations and
the T-helper to T-suppressor cell number ratio, and these are of critical importance in explaining the diminished IgA
production and enhanced adhesion of fungal cells to the surface of host cells as well as in facilitating the intrusion of
fungi throughout the skin and mucous membranes. The specific immunological reaction, associated with the synthesis
of antibodies against fungal cell wall or cytoplasmic antigens, is of little significance in protective immunity, but
nevertheless has a rather important role to play in diagnosis as well as in supporting phagocytosis by inhibition of fungal
cell adherence. In patients with mycoses, typically low blood serum level of the immunoglobulin class G and A and low
sIgA in saliva are observed. A detailed understanding the nature and function of the immune system in mycoses is
necessary to enable improvements in pharmacotherapy with antifungal antibiotics and chemotherapeutics, as well as to
treatments based on immunotherapy and vaccination.
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W odpowiedzi na obecnos¢ grzybéw, podobnie
jak i w przypadku innych patogendéw, w organizmie
cztowieka uruchamiane sg, scisle ze sobg powigza-
ne, mechanizmy odpowiedzi immunologicznej wro-
dzonej (nieswoistej) i nabytej (swoistej), ktére z jed-
nej strony prowadzg do eliminacji czynnika wywo-
tujacego (funkcja obronna), z drugiej zas mogg pro-
wadzi¢ do zaburzern funkcjonowania organizmu
(funkcja regulacyjna) i proceséw chorobowych [1].

Elementami odpornosci wrodzonej, ktéra cha-
rakteryzuje si¢ malg swoistoscig, ograniczong zdol-
noscig do rozrézniania patogendéw oraz matym zré-
znicowaniem odpowiedzi (nie zalezy od czynnika
infekcyjnego), sa czynniki: fizyczne (prawidlowa

cigglos¢ skory i blon sluzowych oraz funkcjonowa-
nie nabtonka rzeskowego drég oddechowych, od-
ruch kaszlowy), chemiczne (pH, enzymy — laktofe-
ryna, lizozym, transferyny, laktoperoksydaza; bial-
ka ostrej fazy, cytokiny), biologiczne (m. in. komér-
ki uktadu odpornosciowego, ich produkty oraz
funkcje, np. fagocytoza) [1,2].

Wigkszos¢ mechanizméw odpornosciowych jest
indukowanych po infekcji i ich aktywacja wymaga,
aby niezmienne molekularne struktury, wspdlne dla
duzej grupy patogenéw (wzorce molekularne zwig-
zane z patogenami — PAMP; ang. pathogen associa-
ted molecular patterns) byly rozpoznawane przez
zestaw receptoréw dla tych ligandéw (receptory
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rozpoznajace wzorce — PRR; ang. pattern recogni-
tion receptors), tacznie z receptorami Toll-podob-
nymi (TLR; ang. Toll-like receptors), ktére sg ele-
mentami aktywujacymi i pobudzajagcymi zaréwno
odpornos¢ wrodzong, jak i nabytg [3]. TLR sktada-
ja sie z zewnatrzkomérkowych domen, ktére odro-
zniajg produkty mikroorganizméw oraz domen cy-
toplazmatycznych, przekazujacych sygnaly przez
wewnatrzkomodrkowe biatka, np. MyD88 do jadra,
co zapoczatkowuje transkrypcje gendéw dla czaste-
czek o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i cyto-
kin [4]. TLR wystepuja na komoérkach uktadu od-
pornosciowego (makrofagi, komérki dendrytyczne,
limfocyty B, komoérki tuczne, eozynofile, neutrofi-
le), komérkach nabtonka, srédbtonka naczyi, adi-
pocytach, kardiomiocytach, fibroblastach oraz kera-
tynocytach, przy czym czes¢ z nich stwierdzana jest
w bionie komérkowej (TLR1-2, TLR4-6, TLR10-
-11), a pozostale — w cytoplazmie. Lokalizacja re-
ceptorow TLR we wrotach zakazenia umozliwia
szybka aktywacje komoérek odpowiedzialnych za-
rowno za mechanizmy nieswoiste, jak i swoiste od-
pornosci [5]. Sposréd 13 opisanych receptoréw
Toll-podobnych, TLR2, TLR4 i TLR6 tacza si¢
z PAMP wielu mikroorganizméw, w tym grzybow.
TLR2 wystepuje na monocytach, neutrofilach i ko-
morkach dendrytycznych, TLR4 — na leukocytach,
a TLR6 — na leukocytach i makrofagach; dla recep-
toréw tych ligandami jest m.in. zymosan i man-
nan — sktadniki sciany komérkowej grzybéw. TLR2
i TLR6 wspdlnie indukujg obrong¢ organizmu
przed grzybami, wzmagajac syntez¢ i uwalnianie
prozapalnych cytokin, takich jak TNFo 1 IL-1f,
a takze IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, defen-
syn oraz oddziatywujac na transkrypcyjny czynnik
jadrowy NF-kB w komoérkach uktadu odpornoscio-
wego. TLR2 rozpoznaje komérki Candida albicans,
konidia i strzgpki kropidlaka, natomiast TLR-
-4 — strzepki C. albicans i kropidlaka. Rozpoznawa-
nie przez TLR tylko okreslonych postaci morfolo-
gicznych grzyba moze im ulatwiaé przezywanie in
vivo [6,7]. Uwalniane czynniki przyciagajg do miej-
sca inwazji komérki uktadu immunologicznego.
Znaczenie neutrofili wynika z faktu ich szybkie-
go reagowania na obce organizmowi substancje,
w tym patogeny. Jest ono mozliwe dzigki obecnosci
odpowiednich receptoréw na powierzchni komérki
(PRR, dla czesci Fc przeciwciatl oraz sktadowych
dopetniacza — CR1 i CR3), mozliwosci wytwarzania
reaktywnych form tlenu (ROI) oraz biatek o wiasci-
wosciach béjczych i statycznych. W ziarnistosciach
wewnatrzkomérkowych neutrofili znajdujg sie

m.in. kwasne hydrolazy lizosomowe, serprocydyny,
defensyny, mieloperoksydaza i laktoferyna, ktére
po pobudzeniu neutrofila (giéwnie przez IL-8
i TNFo) uwalniane sa w procesie degranulacji we-
wnatrzkomdrkowej — do fagolizosomu, dzigki cze-
mu zamknig¢te w nim mikroorganizmy mogg zostac¢
zniszczone oraz zewnatrzkomérkowej — do srodo-
wiska otaczajgcego komoérke. Grzyby jednakze roz-
winely mechanizmy wybiérczego hamowania wy-
buchu tlenowego poprzez produkowanie specyficz-
nych enzymow, takich jak np. katalaza [3,8].

Nalezy podkresli¢, ze aktywowane przez TLR
makrofagi zwigkszaja ekspresje antygendéw zgodno-
sci tkankowej MHC 11 MHC 1I oraz czgsteczek ko-
stymulujacych CD80 i CD86; komérki te efektyw-
niej prezentuja antygen limfocytom T i indukujg
oraz regulujg swoista odpowiedZ immunologiczng
poprzez wydzielanie cytokin: IL-1a (pobudza proli-
feracje limfocytow T pomocniczych), IL-8 (aktywu-
je neutrofile), TNFo, IFNy, czy prostaglandyn
PGE2 (pobudzajg supresorowe limfocyty T). Ma-
krofagi posiadajg receptory wigzace okreslone cu-
kry S$ciany komoérkowej grzybéw, np. B-glukan
C. albicans lub galaktomannan Aspergillus fumiga-
tus oraz receptory dla fragmentu Fc immunoglobu-
lin i sktadowych dopetniacza. Receptory dla cukréw
posredniczg w lektynofagocytozie, a receptory dla
immunoglobulin i komplementu — w immunofago-
cytozie [5,9].

Komérki dendrytyczne (DC) rozpoznaja antyge-
ny i modulujg odpowiedZ przeciwgrzybiczg gospo-
darza; migruja do Sledziony, wnikaja do weztow
chlonnych i indukujg reaktywnos¢ miejscowych
i obwodowych komérek Th przeciwko grzybom.
Stwierdzono réznice w ekspresji receptoréw Toll-
-podobnych w zaleznosci od subpopulacji komérek
dendrytycznych (mieloidalne/plazmocytoidalne)
i ich dojrzatosci; niedojrzate DC (gtéwnie mielo-
idalne) majg receptory TLR1-3, TLR5-6 i TLRS
oraz charakteryzujq si¢ silnymi wiasciwosciami pi-
nocytarnymi i endocytarnymi, natomiast plazmocy-
toidalne DC - receptory TLR1, TLR6-7 i TLR9-10,
a takze receptory chemokin i czasteczek kostymulu-
jacych (CD40, CD80, CD86, OX40L). Komérki
dendrytyczne wytwarzajg duze ilosci cytokin proza-
palnych (GM-CSF, IFNy, TNFa, IL-1, IL-6, IL-12,
IL-18), a takze chemokin (MIP-1a, MIP-13, MCP-
-11 MCAF) [5,10].

TLR i PRR determinujg funkcjonalng plastycz-
nos¢ komoérek dendrytycznych w odpowiedzi
na grzyby i wspoétdziatajg w réznicowym rozpozna-
niu ich morfotypéw. Komoérki dendrytyczne moga
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rozpoznaé np. A. fumigatus, C. albicans, Cryptococ-
cus neoformans, Histoplasma capsulatum, Malasse-
zia furfur; otaczaja drozdze Candida, konidia
Aspergillus 1 strzgpki obydwu rodzajow [11,12].
Rozpoznanie oraz pochionigcie drozdzy i konidiéw
wystepuje gtéwnie drogg fagocytozy przez ,,owinie-
cie” (ang. coiling phagocytosis) (owinigcie mikroor-
ganizmu przez pseudopodia fagocyta), bezposred-
nio przez wigzanie receptoréw mannozowych (MR)
przez rézne specyficzne cukry, receptorow DC-
-SIGN (ang. dendritic cell specific, CD209) i czg-
Sciowo receptor komplementu (CR3) [8,13]. W od-
réznieniu od tego, niszczenie strzgpek zachodzi bar-
dziej typowo poprzez fagocytoze typu ,,zamka bly-
skawicznego” (ang. zipper mechanism) (kolejne po-
taczenia pomiedzy receptorami i ligandami na po-
wierzchni fagocyta i patogena; konsekwentnie pseu-
dopodia pochtaniajg czasteczki). Proces ten zacho-
dzi z udzialem receptoréw dla czgsci Fc immuno-
globulin — FcyR i CR3 [8,14,15].

Komérki tuczne (mastocyty) sa aktywowane
przez ligandy wigzace si¢ z TLR1-2, TLR4, TLR6
i TLRY; uwalniaja czynniki prozapalne, takie jak
TNFa, GM-CSF, prostaglandyny, leukotrieny, hi-
staming, ktére nasilajg stan zapalny i eliminuja
czynnik patogenny [5,16].

Eozynofile ograniczajgq migracj¢ grzybow. Licz-
ba granulocytéw kwasochtonnych i ich zwigkszo-
na aktywnos¢ cytotoksyczna jest wynikiem produk-
cji cytokin (IL-3, IL-5, G-CSF, GM-CSF, TNFa)
przez komorki tuczne, limfocyty i makrofagi. Ak-
tywnos¢ cytotoksyczng wykazujg rowniez plytki
krwi [1,5,16].

W przypadku grzybéw z rodzaju Candida neu-
trofile i monocyty uszkadzaja blastospory, strzepki
i pseudostrzepki. Duze rozmiary strzepek i pseudo-
strzgpek Candida uniemozliwiajg ich fagocytoze;
w takim przypadku kilka fagocytéw niszczy je ze-
wngtrzkomérkowo. Neutrofile i monocyty rozpo-
znaja, a nastgpnie pochianiajg zopsonizowane oraz
niezopsonizowane komoérki drozdzy przy udziale
receptoréw Toll-podobnych, oraz receptoréw dla
mannanu i P-glukanu na powierzchni komorki.
Niszczenie odbywa si¢ przy udziale mechanizméw
tlenowych, z uwalnianiem reaktywnych form azotu
(RNS) i tlenu (ROI), ktérych natura i skutecznosé
r6znig si¢ w zaleznosci od patogenu, a takze typu
komérek fagocytujacych. ROI uszkadzajg grzyby
poprzez modyfikowanie bialek, uszkadzanie kwa-
sow nukleinowych oraz peroksydacje lipidow. Wy-
twarzanie ROI jest inicjowane przez produkty mi-
kroorganizmdéw i wzmagane, podobnie jak fagocy-

toza, przez opsoniny i cytokiny [2—4,17].

Przejscie grzybéw do naczyn krwionosnych po-
woduje pobudzenie komdrek srédbtonka hamujg-
cych inwazje poprzez wydzielanie prozapalnych
czynnikéw posredniczacych i ekspresje czasteczek
przylegania leukocytow, ktére przyciagaja i laczg
zaktywowane leukocyty. Mediatory zapalenia
w miejscu uszkodzenia powierzchni srédbtonka po-
wodujg uwalnianie przeciwdrobnoustrojowych bia-
fek z ptytek krwi. In vitro, ptytkowy czynnik-4 (PF-
-4), RANTES i indukowane trombing bdjcze biatka
(tPMP) sg aktywne wobec komérek Candida [3,4].

W przypadku kropidlakéw makrofagi pochtania-
ja i niszczg konidia, zapobiegajac w ten sposéb ich
przeksztatceniu w strzgpki. Powigkszanie si¢ koni-
diéw wewnatrz makrofagéw wydaje si¢ niezbedne
do ich zniszczenia; proces ten przebiega z zakwa-
szeniem fagolizosoméw. Produkcja reaktywnych
produktéw o wtasciwosciach utleniajagcych w obre-
bie makrofagéw (patrz wyzej) jest wazna dla znisz-
czenia konidiéw, niemniej mechanizmy niszczace
niezwigzane z utlenianiem (uwalnianie mieloperok-
sydazy, lizozymu i kationowych biatek neutrofi-
li — defensyn) sg réwnie istotne. Podobnie jak
w przypadku Candida, duze rozmiary strzepek
i pseudostrzepek uniemozliwiaja ich fagocytoze
i konieczne jest ich niszczenie zewnatrzkomérkowe.
Konidia, kietkujgce konidia oraz strzepki sg silnie
dzialajacymi aktywatorami kaskady komplementu,
powodujac odkladanie si¢ jego sktadnikéw na po-
wierzchni grzybéw. Konidia spontanicznie pobu-
dzajg alternatywng droge aktywacji komplementu,
bez udziatu przeciwciat i indukuja chemotaksj¢ neu-
trofili, natomiast kietkujace konidia i przeksztatca-
jace sie w strzepki aktywujg droge klasyczng
przy udziale naturalnych przeciwciat przeciw gluka-
nowi czy mannanowi. Mozliwa jest tez lektynowa
droga aktywacji dopetniacza niezalezna od przeciw-
cial, polegajgca na wigzaniu si¢, w obecnosci jonow
Ca*, biatka wigzagcego mannoz¢ (MBL; ang. man-
nose binding lectin) z cukrami obecnymi na po-
wierzchni grzybow. Obecne w ptucach w ptynie pe-
cherzykowym biatka A (SP-A) i D (SP-D) surfak-
tantu nasilajg chemotaksj¢, wigzanie, fagocytoze
i niszczenie za pomocg mechanizméw utleniajg-
cych. Fagocytoza Aspergillus jest nasilona przez
opsonizacj¢ i czasteczki prozapalne. TNFa wzmac-
nia zdolnos¢ neutrofili do uszkodzenia strzepek,
prawdopodobnie przez nasilenie mechanizméw boj-
czych tlenozaleznych i wzrost aktywnosci antykoni-
dialnej makrofagéw. G-CSF, GM-CSF i IFNy
wzmagajg aktywnos¢ monocytéw i neutrofili prze-
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ciwko strzepkom; IL-15 — niszczenie strzgpek, a IL-
-8 — przyciaganie neutrofili do miejsc zapalenia
i uwalnianie biatek o aktywnosci przeciwdrobno-
ustrojowej. Przeciwnie, produkcja IL-4 przez CD4+
limfocyty T ostabia przeciwgrzybiczg aktywnosé
neutrofili. IL-10 ostabia intensywnos¢ wybuchu tle-
nowego 1 przeciwgrzybiczg aktywnos¢ komorek
jednojadrzastych wobec strzgpek, ale wzmaga ich
fagocytarng dziatalnos¢ [3,4,17].

Grzyby wyksztalcily szereg mechanizméw, aby
unikng¢ fagocytozy, destrukcji i przezy¢ wewnatrz
makrofagéw. Makrofagi stanowig srodowisko,
w ktérym grzyby dimorficzne (np. Histoplasma
capsulatum) namnazaja si¢ 1 rozprzestrzeniajg
z pluc do innych narzadéw.

Zdolnos¢ C. albicans do utrzymywania si¢
w tkankach gospodarza wiaze si¢ z wtasciwosciami
immunosupresyjnymi glikoprotein sciany komérko-
wej; mannan i jego mannooligosacharydy mogg by¢
potencjalnymi inhibitorami odpornosci komdrko-
wej.

Elementami odpornosci nabytej, ktéra charakte-
ryzuje si¢ wysokg swoistoscia, zdolnoscig do rozré-
zniania poszczegdlnych czynnikéw infekcyjnych
oraz duzym zréznicowaniem odpowiedzi na nie,
zwlaszcza w przypadku kolejnego z nimi kontaktu,
sg przeciwciala i cytokiny, a takze limfocyty T i B.
W odpornosci nabytej wyrdznia si¢ 2 typy odpowie-
dzi: humoralng, realizowang za pomocg przeciwcial
syntetyzowanych przez limfocyty B i komdrkowa
z udziatem limfocytéw T [1-4,17].

OdpowiedZ humoralna polega na produkcji swo-
istych immunoglobulin przeciwko antygenom Scia-
ny komérkowej lub antygenom cytoplazmatycznym
grzyba, co ma znaczenie gidwnie diagnostyczne,
wspomagajace immunofagocytoze oraz hamujgce
adherencje komérek grzyba do komérek zywiciela.

Przeciwciata klasy A, zwlaszcza sekrecyjne, od-
grywajg istotng role w obronie bton sluzowych
(uktadu oddechowego, pokarmowego, moczopicio-
wego) przed grzybami; biorg udziat w ich aglutyna-
cji, zapobiegajg adherencji i inwazji do nablonka
oraz wydzielaniu przez grzyby enzyméw bedacych
determinantami patogennosci. Uczestniczg takze
w aktywacji dopelniacza i w mechanizmie cytotok-
sycznosci komodrkowej zaleznej od przeciwcial
(ADCC; ang. antibody dependent cell-mediated cy-
totoxicity) [1-4,17].

Przeciwciala klasy G pelnig one zasadniczg role
w odpowiedzi przeciwwirusowej, przeciwbakteryj-
nej i przeciwgrzybiczej. Posiadaja zdolnos¢
do opsonizacji komérek (co nasila proces fagocyto-

zy 1 eliminacj¢ obcych antygendéw), neutralizacji
toksyn, a takze wigzania dopetniacza i jego aktywa-
cji drogg klasyczng. IgG wspdlnie z IgA i IgE, bio-
rg udzial w mechanizmie ADCC [1-4,17].

Przeciwciata klasy E uwalniajg mediatory z ko-
morek tucznych, co ulatwia powstanie miejscowego
odczynu zapalnego; przyciggaja granulocyty kwa-
sochtonne wzmagajac ich aktywno$¢, a ponadto
uczestniczg w reakcji ADCC [1-4,17].

IL-10 produkowana przez granulocyty obojetno-
chlonne, makrofagi, komérki dendrytyczne ma duze
znaczenie w odpornosci przeciwgrzybiczej. Dziala
ona hamujgco na fagocyty, zmniejsza wydzielania
prozapalnych cytokin (TNFa, IL-1f, IL-6 i IL-12),
przesuwajac réwnowage odpowiedzi immunolo-
gicznej w kierunku odpowiedzi typu humoralnego.
IL-10 moze by¢ réwniez wytwarzane przez komor-
ki regulacyjne T — Treg (=komorki supresyjne — Ts)
— jest gléwnie odpowiedzialna za inwazje bezobja-
wowe oraz przewlekajace sie.

Wszystkie grzyby, ktére zarazaja ludzi, pobu-
dzajgq komorki dendrytyczne i fagocyty do produk-
cji IL-12, ktéra podobnie jak IL-10, wytwarzana jest
z udzialem r6znych receptoréw, w tym TLR. Jedno-
czesnie jej tworzenie jest hamowane przez zwigza-
nie CR3 na makrofagach przez H. capsulatum lub
na komoérkach dendrytycznych przez C. albicans.

IL-12 wspo6lnie z IL-18 pobudza IFNy — kluczo-
wa cytokine w kontrolowaniu odpornosci w zaraze-
niach grzybami. IFNy, produkowany przez komorki
T i NK, stymuluje migracje, przyleganie, fagocyto-
z¢ 1 tlenowe mechanizmy niszczenia grzybow
w neutrofilach i makrofagach, promuje i podtrzy-
muje reaktywnos¢ komorek Thy. Niedob6r recepto-
réow dla IFNy wystepujacy u niemowlat predysponu-
je do grzybic.

U pacjentéw z grzybicami wykrywa si¢ zaburze-
nia liczby i funkcji limfocytéw T, uwalniajgcych
liczne cytokiny (IL-2, IL-4, IL-5, IFNy, GM-CSF).
Nastepuje obnizenie liczby limfocytéw T oraz pro-
porcji komoérek T-pomocniczych do T-supresoro-
wych (indeks Ty/T,), co ma istotne znaczenie
w zmniejszaniu produkcji IgA, utatwianiu przylega-
nia komoérek grzyba do komorek zywiciela oraz
w pokonywaniu przez grzyby bariery blony Sluzo-
wej lub skéry. Miejscowa reakcja na antygeny grzy-
béw w jamie ustnej lub pochwie moze prowadzic¢
do wzrostu prostaglandyn produkowanych przez
makrofagi; powoduje to zmniejszone wytwarzanie
IL-2, ktéra blokuje proliferacj¢ limfocytéw, zwilasz-
cza T [1-4,16].

Podstawowg determinantg wrazliwosci lub od-
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pornosci na zarazenie grzybami jest zréznicowanie
limfocytéw T na komoérki Thy i Th,. Limfocyty Th
rozpoznajg swoiste antygeny grzybéw przygotowa-
ne przez komorki prezentujgce antygen (m. in. ma-
krofagi, komérki dendrytyczne). Rozwdéj odpowie-
dzi Thy (aktywacja odpowiedzi komérkowej — ma-
krofagéw, komoérek NK, granulocytéw obojetno-
chlonnych; nieznaczna aktywacja limfocytow B
i produkcji przeciwcial) zalezy od dziatania takich
cytokin, jak np. IFNy, TNFa, IL-2, IL-3, IL-12,
przy wzglednym braku cytokin produkowanych
przez Th,, czyli np. IL-4, IL-5, I1-10, IL-25.
Pod wptywem Th, nastepuje silna aktywacja limfo-
cytéw B i odpowiedZ humoralna zwigzana z wytwa-
rzaniem IgA, IgE, IgG. Rozwojowi infekcji grzyba-
mi sprzyja przewaga liczebnosci limfocytéw Th,
nad Th,, a takze zmniejszone wytwarzanie niekt6-
rych cytokin o aktywnosci ochronnej [1-4,16].

Doktadne zrozumienie natury i funkcjonowania
uktadu immunologicznego w grzybicach moze
zmieni¢ podejscie do leczenia grzybic, z farmakote-
rapii 1 stosowanych antybiotykéw oraz chemiotera-
peutykéw przeciwgrzybiczych do immunoterapii
i szczepionek.
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