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1. Bevezetés

Az invaziv gombas fertdzések szama ugrasszerien novekedni kezdett az 1980-as
évektél kezdddden, melynek okai kozé tartozik az immunszupressziv betegek, a
transzplantaciok valamint a korhazi apolas soran bekdvetkezdé nozokomialis fert6zések
szamanak novekedése, a széles spektrumu antimikrobidlis szerek hasznalata, az antifungalis
szerek novekvé alkalmazasa miatt bekOvetkezé rezisztencia és a fertézések késoi
diagnosztizalasa is [Sardi, 2013].

A Candida genus kozel 200 fajt tartalmaz, de koziiliik mintegy 20 fajrol bizonyitottak,
hogy megbetegedést képes kivaltani emberekben. Ezen Candida fajok az egészséges normal
human mikrofléra tagjai, de bizonyos koriilmények kozott a bér és a nyalkahartya feliileti
fert6zését okozhatjak. A mukozalis infekciok egyik leggyakoribb tipusa a vuvlvovaginalis
candidiasis, amit a nék ~75 %-nal élete soran legalabb egyszer diagnosztizalnak és mintegy 30
millio fert6zést jelent évente [Sobel, 1988; Perlroth és mtsai., 2007]. Tovabba a Candida fajok
tehetok felelossé a szajliregi infekciok ~80 %—ért is. Kiilondsen veszélyeztetett csoportot
jelentenek a human immunodeficiencia virust (HIV) hozdozok, ugyanis a betegek ~50 %-a,
mig az szerzett immunhianyos tiinetegytittest (AIDS) mar mutatok ~90 %-a szenved szajiiregi
candidiasistol [Klein és mtsai., 1984; Palmer és mtsai., 1996; Akpan & Morgan, 2002]. A
feliileti fert6zések csak néhany esetben veszélyeztethetik a tGlélést, azonban a szisztémas
infekciok a vérdram Utjan torténd terjedés és a szervek kolonizacidja miatt €letveszélyes
megbetegedéseket okozhatnak és mintegy 40 %-os haldlozasi arannyal is tarsulhatnak [Odds,
1988; Perlroth és mtsai., 2007; Pfaller & Diekema, 2007]. A Candida fajok a negyedik
leggyakoribb, 50 % feletti mortalitassal jellemzett, nozokomialis (korhazi kornyezetben
kialakulo) szisztémas fert6zést okozoé mikrobak az Amerikai Egyesiilt Allamokban [Calderone
& Fonzi, 2001; Perlroth és mtsai., 2007].

A C. glabrata, C. tropicalis és a C. parapsilosis fajokat gyakran izolaljak fert6zések
esetén, de az invaziv infekciok tobb, mint 50 %-aért a C. albicans tehet6 feleldssé [Sardi, 2013].
Ez a diploid gomba alkalmazkodott a melegvérii gazdaszervezetekhez, igy a normal flora részét
képezve az egészséges egyének 30-70 %-ban a szajiireg, a gasztrointesztinalis traktus és a
hiively nyalkahartyajat kolonizalja [Mavor és mtsai., 2005]. Ezeken a helyeken a C.
albicansnak fel kell vennie a harcot a mikrobialis kompetitorokkal (normal mikroflora egyéb
tagjai), mechanikai barrierekkel (epitélium, nyalkahartya), a kornyezeti stresszhatasokkal [pH,
reaktiv oxigénformak (ROS) és nitrogén intermedierek (RNI) stb.], tovabba a gazdaszervezet



velesziiletett €s adaptiv immunrendszerével egyarant [Calderone & Fonzi, 2001]. A C. albicans
azonban szamos virulencia faktorral rendelkezik, amelyek segitik a gomba gazdaszervezetben
torténd elterjedését [Calderone & Fonzi, 2001; Mayer és mtsai., 2013]. A virulencia faktorok
kozil az egyik legjelentdsebbnek a C. albicans morfoldgiai atalakulasat tekintik. A C. albicans
¢lesztOrdl fonalas formara torténd atvaltasa a kornyezetében bekovetkezd valtozasokra (pH,
vérszérum, CO2 tenzid, szénforrasok, ROS és RNI, kornyezeti stressz hatasok) adott gyors
valasznak tekinthet6 [Han és mtsai., 2011]. A szakirodalomban gyakran vonnak parhuzamot a
C. albicans morfologiai atalakulésa, a gazdaszervezetben torténd szaporodasa, illetve az altala
okozott invaziv fertézések kozott, hiszen a patogén sikeres tamadasanak, illetve
gazdaszervezetben torténd elterjedésének egy kritikus 1épése a szovetek fertdzését lehetove
tevé morfologiai tranzicio. A C. albicansra jellemz6 éleszt6 és fonalas (pszeudohifa és valodi
hifa) morfologiai formak, illetve ezek egymasba torténd atalakulasanak a lehetésége, jelentds
elényhdz juttatja a gombat a fertdzés kiilonbozo stadiumaiban. Az élesztd forma a véraramban
torténd terjedésben és az epitélium sejtekhez torténd tapadasban jatszik szerepet, mig a fonalas
formak a szovetek attorésében, a fagocia sejtek lizisében, illetve a szervek kolonizacidjaban
vesznek részt [Gow és mtsai., 2002; Saville és mtsai., 2003; Sudbery, 2004; Jacobsen és mtsai.,
2012].

Mindemellett nem szabad elfelejtkezniink arrdl sem, hogy az egészséges emberi
szervezet szigort kontroll alatt tartja az opportunista patogén C. albicans élesztt. Azonban a
mikroflora zavara, a neutropénia és/vagy az immunszupressziv beavatkozasok egyenes utat
jelentenek a C. albicans mélyebb szoveti invazioja, igy a disszeminalt candidiasis felé [van de
Veerdonk ¢és mtsai., 2010]. A véraramba belépett C. albicans eliminalasara, illetve a szoveti
invazio megallitasara ép, jol miikodo velesziiletett és adaptiv immunrendszerre van sziikség.
Azonban a transzplantatum kilokédésének megeldzésére vagy épp az autoimmun, érrendszeri,
dermatologiai és gasztrointesztinalis betegségeknél alkalmazott immunszupressziv terapiak (pl.
glitkokortikoszteroidok), csokkentve az immunvalaszt, jelentdsen megndvelik a C. albicans
fertzések iranti fogékonysagot [Schicke €s mtsai., 2002; Spies és mtsai., 2011].

A C. albicansra jellemzd ¢leszto—hifa morfologiai atalakulas infekcioban betoltott
szerepének a megismeréséhez, a tranziciot kivaltd egyes kornyezeti faktorok/stresszhatdsok
vizsgalata mellett, az immunszupressziv kezelések révén kialakul6 fertézések nyomon kovetése
is hozzajarulhat. Reményeink szerint a C. albicans morfologiai atalakulasanak mélyebb

megismerése Ujabb, hatékony antifungalis stratégia kifejlesztését teheti lehetove.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A Candida fajok klinikai jelentosége

Az 1980-as években az invaziv Candida fert6zések egyediili korokozojaként a C.
albicanst azonositottak, azonban 1990-es évektdl kezd6déen gyors novekedés figyelheté meg
a nem-albicans fajok (NAC) altal okozott infekciok szamaban [Pfaller, 1995; Pfaller &
Diekema, 2007; Perlroth és mtsai., 2007]. Mara megallapitottak, hogy szamos Candida faj
kolonizalja a bort és a nyalkahartyat, és okoz megbetegedést az emberi szervezetben [Rangel-
Frausto és mtsai.,1999; Kullberg & Oude Lashof, 2002; Perlroth és mtsai., 2007]. Napjainkban
a C. albicans tehet6 feleldssé az Europaban és az Amerikai Egyesiilt Allamokban regisztralt
invaziv Candida infekcio tobb, mint feléért. A masodik leggyakrabban izolalhaté faj a C.
glabrata (15-25 %), majd a C. parapsilosis (10-20 %), az esetek ~15 %-ban pedig a C.
tropicalist, mig kevesebb, mint 2 %-ban a C. kruseit azonositjak [Rangel-Frausto és mtsai.,
1999; Wisplinghoff és mtsai., 2003, 2004; Pfaller & Diekema, 2007; Klingspor és mtsai, 2015].
Azonban az el6fordulasi gyakorisagot nagymértékben befolyasolja a foldrajzi elhelyezkedés, a
betegek kora és a fert6zott személyeknél diagnosztizalt alapbetegségek. Ennek megfelelden
egyes Latin-Amerikai orszagokban, Dél-Afrikaban, Indiaban az izolatumok kevesebb, mint fele
bizonyul C. albicansnak, a NAC fajok koziil elsésorban a C. parapsilosist, majd a C. tropicalist
¢és a C. glabratat izolaltak [Nucci és mtsai., 2010; Lim és mtsai., 2012]. A C. tropicalist
elsésorban leukémias ¢€s neutropénids betegekbdl, mig a C. glabratat idésebb koru és
legyengiilt, mar C. albicanssal is fert6z6tt betegekbdl izolaljak. Ezzel szemben a C.
parapsilosis gyakran fordul elé a gyermekek kiilonb6z6 korosztalyaiban, fert6z 18 év alatti
gyerekeket, csecsemoket és Ujsziilotteket. A C. parapsilosis fertézés fobb riziko faktorai kozott
tartjak szamon a vénas katéterek alkalmazasat vagy épp a mesterséges taplalast [Abi-Said és
mtsai., 1997; Hajjeh és mtsai., 2004; Pfaller & Diekema, 2007; Nucci és mtsai., 2010; Garzillo
¢és mtsai., 2017].

A C. albicanst leggyakrabban mukozalis infekciok okozdjaként azonositjak. Az ide
tartozo korképek normal immunrendszerrel rendelkez6 egyénekben is eldfordulhatnak [Sobel,
1988; Perlroth és mtsai., 2007; Moyes & Naglik, 2011]. A nék mintegy 5-10 %-a szenved
visszatéré vagy kronikus vulvuvaginalis candidiasistol. A leggyakoribb kockazati tényezok
kozé tartoznak a cukorbetegség, a kozosiilés, a szteroidok, antibiotikumok ¢és hormonalis

fogamzasgatlok hasznalata, a terhesség kovetkeztében megemelkedd Osztrogén szint €s a



kiilonb6z6 hormonadlis terapidk [Dennerstein & Ellis, 2001; Fidel, 2004; Mayer és mtsai.; 2013,;
Cassone, 2015]. A masik leggyakoribb feliileti gombas megbetegedés a szajiiregi candidiasis.
Az egészséges egyének legalabb 50 %-nak a szajiiregét kolonizalja valamilyen Candida faj, de
ez az érték elérheti a 90 %-ot is. A szajiiregi canidiasis fobb riziko faktorai kzott tartjak szamon
a protézis viselését, az aeroszol formdji szteroidok hasznalatat, az eldrehaladott kort, a
dohanyzast vagy épp a kiillonbozé autoimmun betegségeket [Klein és mtsai., 1984; Palmer és
mtsai., 1996; Ruhnke, 2002; Akpan & Morgan, 2002].

A gombak okozta fertdzések masik csoportjat a kezelés hianyaban akar halallal is
végzO0do invaziv gombafertdézések alkotjadk. A nyalkahartya attorését kovetden, a véraram
segitségével barmely szervbe eljuthatnak, koztik a vesébe, a majba és akar a kozponti
idegrendszerbe, és megtelepedhetnek a gombasejtek. A szisztémas candidiasis igen nagy
halalozési rataval tarsul, melynek egyik oka az antifungalis kezelés késleltetett elkezdése
[Pfaller & Diekema, 2007; Perlroth és mtsai., 2007]. Ugyanis 15 %-rol, 40 %-ra emelkedik a
betegek halalozési aranya, ha 12 6ran til kezdik meg a szisztémds candidiasis kezelését
[Morrell és mtsai., 2005; Garey és mtsai., 2006]. Az esetek ~80 %-ban azonban a disszeminalt
candidiasis nem immunszupresszié (neutropénia, kortikoszteroid kezelés, HIV fert6zés,
diabétesz mellitus) kovetkeztében alakul ki [Hajjeh és mtsai., 2004; Perlroth és mtsai., 2007,
Klingspor és mtsai., 2015]. A legtobb Candida infekcid a gasztrointesztinalis traktus és mas
szervek nyalkahartyajanak a kolonizacidjara vezethetd vissza, emellett azonban szisztémas
infekciot a centralis vénas katéterek alkalmazasa is okozhat. Kimutattak, hogy a disszeminalt
candidiasisban szenved betegek 65-90 %-nak volt centralis vénas katétere, illetve a hosszu
tava 22 napos korhazi tartozkodas szintén invaziv Candida infekcid kialakulasat okozta az
esetek igen nagy szazalékaban [Hajjeh és mtsai., 2004; Wisplinghoff és mtsai., 2003, 2004;
Perlroth és mtsai., 2007; Guery és mtsai., 2009]. Jelentds rizikofaktor még a széles spektrumt
antibiotikumok hosszt tava alkalmazasa, ami a meglévé bakterialis normal flora egyensulyat
felboritva konnyiti meg a gomba elterjedését [ Wright és mtsai., 1997; Saiman és mtsai., 2000].
A bornek, mint a szervezet els6 védelmi vonalanak, illetve a bélrendszer nyalkahartyajanak
sériilése (égési sériilés, vénas katéterek, miitétek) ugyancsak az invaziv Candida infekciok
kialakuldsdnak kedvez [Wright és mtsai., 1997; Saiman és mtsai., 2000; Perlroth és mitsai.,
2007].

Azonban még nem tisztazott, hogy az egészséges emberek gasztrointesztinalis traktusat
kolonizal6 Candida fajok tehetok-e felelssé az invaziv megbetegedésekért [Perlroth és mtsai.,
2007]. Egyes tanulmanyok szerint a Candida izolatumok emberrdl emberre terjednek [Fanello

¢és mtsai., 2001], mig masok szerint a fert6z6 Candida térzsek minden betegre specifikusak,
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melynek a forrdsa az endogén mikroflora [Stephan és mtsai., 2002]. Ezt a tedriat timasztja ala,
hogy a vérbdl izolalt Candida fajok 90 %-a vagy nagyon hasonlo, vagy pedig megegyezik a
betegeket kolonizald torzsekkel [Marco €s mtsai., 1999], illetve azokat a betegeket, akiknél
tobb mint, egy Candida torzset/fajt azonositottak, hosszabb kérhazi tartozkodas és/vagy

Immunszupresszi6 jellemezte [Hofs és mtsai., 2016].

2.2. A C. albicans virulencia faktorai és azok szerepe a fert6zés folyamataban

A C. albicans szamos virulencia faktorral rendelkezik a helyi vagy szisztémas fertdzés
kialakitasahoz, amelyek eldsegitik a patogén mikroorganizmus eltéré anatémiai helyeken
torténd talélését, az adott kornyezethez torténd alkalmazkodasat, tovabba a gazdaszervezet
szoveteiben torténd elterjedését. A C. albicans legfontosabb virulencia faktorai k6zé soroljuk
az éleszt6«>fonalas morfoldgiai atalakulas képességét, az adhezinek €s invazinok sejtfelszinen
azaz a sejtek kozotti hézagokba torténd behatolast, a biofilm képzést és a morfoldgiai
fenotipusok kozotti atvaltast [1. abra; Calderone & Fonzi, 2001; Mayer és mtsai., 2013].

A virulencia faktorokon tul a patogén gomba megvaltozott kornyezeti feltételekhez torténd
gyors alkalmazkodéasa is elGsegiti a gazdaszervezet kolonizacidjat. Legyen sz6 akar a
gazdaszervezet immunsejtjei altal kivaltott oxidativ vagy ozmotikus streszhatasokrol, a pH
értekekben bekdvetkezd valtozasrol, az antifungalis szerek okozta sejtfal stresszrél, vagy akar
bizonyos nyomelemekért, példaul a vasért, vivott harcrol [Calderone & Fonzi, 2001]. Az egyes
virulencia faktorokat, valamint az adott anatomiai helyeken megfigyelhetd6 kornyezeti

stresszhatdsokra kifejlesztett védelmi mechanizmusokat a tovdbbiakban részletesen targyalom.

2.2.1. A C. albicans morfolégiai atalakulasa

Megjelenési formajat tekintve a C. albicans harom 6 morfologiai formaban fordulhat
eld, ezek az élesztd, a pszeudohifa és a valddi hifa [1. dbra; Odds, 1985, 1988]. Az egysejtii
sarjadzo élesztOk megjelenésiiket tekintve ~5 um atmérdjii kerek vagy enyhén ovalis formaja
sejtek. A fonalas formaknal a lefliz6d0 leanysejt nem hagyja el az anyasejtet, hanem erdteljesen
megnyulik, igy pszeudohifat vagy valddi hifat hozva létre. A pszeudohifdnal a megnyult alaka
utodsejtek lancszerlien egymashoz kapcsolodnak, a sejtek metabolikusan onalléak. A valddi
hifa sejtfala egymassal parhuzamos lefutasu, a sejtek kozotti szeptumokon (valaszfal) poérusok

talalhatoak, lehetové téve a sejtek kozotti anyagaramlast [Berman & Sudbery, 2002; Sudbery
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és mtsai., 2004; Sudbery, 2011]. A C. albicans egyedi morfologiai képletének tekintik a
csiratomlOképzést, ami az inkubdcios id6 30. percénél megjelend, a valodi hifa képzés
prekurzoranak tekintheté forma [Gow, 1997]. A C. albicans azonositasat lehetévé teszik a
klamidosporak, melyek a pszeudohifak végén képzddd vastag falu, jelentés ho- és

szarazsagtiiréssel jellemezhetd képletek [Odds, 1985, 1988].

1. abra C. albicans éleszté (A), pszeudohifa (B) és valodi hifa (C) morfolégiaji formai. Mérték=10 um
[Sudbery és mtsai, 2004].

A dimorf C. albicans képes az éleszté és a fonalas formak (valodi hifa, pszeudohifa)
kozotti gyors morfologiai atvaltasra, ezen jelenséget nevezziik dimorfizmusnak [Odds, 1988;
Sudbery ¢és mtsai., 2004; Sudbery, 2011]. Az opportunista patogén C. albicans egyik
legfontosabb virulencia faktoranak tekintik ezen tulajdonsagat. A morfologiai alakok kozotti
atvaltast szamos kornyezeti tényez0 egyarant eldidézi, szabalyozza [Odds, 1985; 1988]. Az
¢lesztdsejtek képzésének a 30 °C alatti hdmérséklet, a savas pH (pH=4) érték, a megndvekedett
gliik6z koncentracio, illetve a 107 sejt/ml-nél nagyobb sejtszam kedvez [Odds, 1988; Sudbery,
2011; Han, 2011]. Az ¢éleszt6—hifa morfologiai atalakulast a 37 °C hémérséklet, az 5 % CO2
és a kis O tenzid, a vérszérum, a prolin, az N-acetil-D- gliikozamin valamint a kiilonb6z6
szénforrasok, példaul D-gliikéz, galaktoz, fruktéz, szahardz, jelenléte, tovabba az egyes
nyomelemek hidnya, az ¢hezés (nitrogén- vagy szénforras hianya) és a semleges pH érték vagy
ezek kombindaciodja is eldidézi [Sudbery, 2011; Han, 2011; Huang, 2012]. A pszeudohifa
novekedést a hifa képzddésének kedvezd kornyezeti tényezok iranyaba térténd eltolodas valtja
ki, mint példaul a 35 °C-os hémérséklet, a tapkdzeg nagy foszfat tartalma (600 mM) vagy a pH
5,5 érték [Sudbery 2011; Han, 2011].
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Ezen morfologiai formak mindegyike jelentds elényhoz juttatja a C. albicans gombat a
fertdzes egyes stadiumaiban. Az éleszt6 forma a véraramban torténd elterjedésben valamint az
epitélium sejtekhez torténd adhézidban jatszik szerepet. A fonalas formak a gazdaszervezet
szoveteinek €s sejtjeinek karositdsaban, a makrofagokbol torténd menekiilésben, igy a fagocita
sejtek lizisében és a szervek, mint példaul a vese kolonizacidjaban vesznek részt [1 és 2. abra,
Gow ¢és mtsai., 2002; Sudbery és mtsai., 2004; Jacobsen ¢és mtsai., 2012]. A morfoldgiai
atalakulast esszencialis virulencia faktorként tartjdk szamon, ugyanis az ¢leszto—hifa
morfoldgiai atalakulasra képtelen C. albicans sejtek csokkent virulencidt mutatnak egér
infekcids modellben [Lo és mtsai., 1997]. A pszeudohifa fertézésben és virulenciaban bet61tott
szerepe azonban még tisztazatlan. Annyi bizonyos, hogy mas Candida fajok (C. albicans és a
C. dubliniensis kivételével) nem képeznek valdodi hifat, csak pszeudohifa formaban képesek
novekedni, azonban évrdl évre nd az ezen fajok altal okozott szisztémds candidiasis esetek
szama [Csank & Haynes, 2000; Gow és mtsai., 2002].

A C. albicans éleszté—hifa morfologiai atalakulasa szoros kapcsolatban all a sejtfal
Osszetételében ¢s felépitésében bekovetkezd valtozasokkal, melyeket a gazdaszervezet
immunrendszere érzékel. A C. albicans sejtek fala 90 %-ban poliszaharidokb6l, mig 10 %-ban
antigénként funkcionald fehérjékbol all. Két fo réteget kiilonboztetink meg, a sejtfal
szilardsagéért és alakjaért felelds belsd, illetve a lazabb szerkezetii kiils6 réteget. A belsd vazat
vékony kitin réteg és az arra épiild B-1,6 és a B-1,3 gliikkdn egységek épitik fel, mig a kiils6 rész
fehérjékhez kotott mannozt tartalmaz (mannozproteinek). A kiilsd rétegben talalhato fehérjék
glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) egységekkel kapcsolodnak a belsé vaz elemeihez [Gow és
mtsai., 2011; Gow ¢és Hube, 2012]. A sejtfal ezen komponenseinek aranyat, igy a sejtfal
szervezOdését a C. albicans ¢letciklusai, illetve az 6t ér6 kornyezeti stresszhatiasok
befolyasoljak. A C. albicans immunrendszer altali felismerését nagymértékben eldsegiti a hifa
asszocialt fehérjéken (Als3, Hwpl, SodS, Sap4-6) kiviil a sejtfalat alkotd molekuldk részaranya.
A hifasejtek az ¢lesztOsejtekkel szemben 3-5- szor tobb kitint tartalmaznak, amely az
¢lesztdsejtekben a sarjhegek kornyékén koncentralodik [Nather & Munro, 2008; Cabib &
Bowers, 1971; Gow és mtsai., 2011; 2012]. Ami a B-1,3 gliikkén tartalmat illeti az kozel azonos
a két sejttipusban, azonban a hifasejtek felszinén fedetten talalhatdoak meg ezen poliszaharidok
[Gantner és mtsai., 2005].

A kornyezeti stimulusok altal kivaltott morfoldgiai atalakulds tobb szaz gén
expresszidjaval jellemzett folyamat, amely soran sejtfal fehérjéket (HWP1, YWP1), adhezineket
(ALS1), extracellularis aszpartatot proteazokat (SAP4, SAP5, SAP6) és hifa asszocialt fehérjéket
(ECE1 és HYRI) kodold gének indukalodnak, amelyek nemcsak a hifa felépitésében vesznek
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részt, de a C. albicans fert6zoképességét is befolyasoljak [Liu és mtsai., 2001; Brown, 2002;
Huang, 2012]. A morfologiai atalakulast egyrészt a cAMP-PKA (ciklikus adenozin
monofoszfat-protein  kindaz A) szignalizaciés utvonal szabalyozza, ami az Efgl-Flo8
transzkripcios faktorok aktivalasaval hifa specifikus gének (HWP1, HYR1, és az ALS1)
expresszidjat eredményezi. Ezen tutvonal kulcsfontossdgi eleme az adenilat cikldz, ami
kozvetlenil indukalédik COz-ra, N-acetil-D-glizozaminra és bakterialis peptidoglikanra,
illetve a Ras1 fehérjén keresztiil vérszérum jelenlétére [Liu és mtsai., 2001; Huang, 2012; Gow
és mtsai., 2011]. A hifa morfologia kialakitasat masrészrél a Cst20-Cst11-Hst7-Cek1/2 MAPK
(mitogén aktivalta protein kinaz) szignalizaciés Gitvonal szabalyozza, ami a Cphl transzkripcios
faktor atirodasat valtja ki nitrogén vagy szénforras hianyakor és vérszérum hatasara [Liu és
mtsai., 1994, 2001; Gow és mtsai., 2011; Huang, 2012].

A morfologiai atalakulast a Rim101 transzkripcios faktoron keresztiil a neutralis és
alkalikus pH, illetve a ROS altal indukalt genotoxikus stressz is aktivalja. A szervezet sikeres
semleges (~pH 7,0 vér) és az enyhén lagos (pH 8,0 vékonybél) kémhatast kornyezethez torténd
alkalmazkodasa a mikrobaknak. A C. albicans kornyezeti pH-hoz torténd alkalmazkodasaban
kiemelt jelentéséggel birnak a sejtfelszini glikozidazokat kodold PHR1 és PHR2 gének. A
PHR1 pH 5,5 vagy a felett, elsdsorban szisztémas fert6zések esetén expresszalodik a hifa
sejtekben, mig a PHR2 savas kozegben (pH 5,5 alatt) indukalodik és a lokalis fert6zés
kialakitasaban vesz részt [Davis és mtsai., 2000; Gow és mtsai., 2011; Huang, 2012].

A morfologiai atalakulast azonban szdmos negativ regulator is szabalyozza. Ezek kozé
sorolhatjuk a Tup1, Ssn6, Rfgl, Nrgl és a Rbfl faktorokat, amelyek egylittmiikddve gatoljak
meg a fonalas novekedésben szerepet jatszo gének atirddasat. A quorum érzékeldkeént leirt
farnezol molekula is a cAMP/PKA szignalizacios utvonal gatlasaval és a Tup1 hifa represszor
aktivalasaval vesz részt C. albicans morfologiai atalakulasanak a gatlasaban 107 sejt/ml-nél

nagyobb sejt koncentracié esetén [Liu és mtsai., 2001; Huang, 2012].

2.2.2. Az adhézios képesség, adhezinek

A C. albicans igen fontos virulencia fakora az adhézids képessége, amely elOsegiti a
gombasejtek egymashoz, mas mikroorganizmusokhoz, epitélium sejtekhez vagy épp abiotikus
felszinekhez (katéter, protézis) torténd tapadasat. Ezen folyamatok esszencialisak a gomba
gazdaszervezetben torténd talélésében és a kolonizacid folyamataban [2 és 3. abra; Moyes és

mtsai., 2015; Hofs és mtsai., 2016]. Az adhézioét a sejtfelszin hidrofob tulajdonsagan tal, a
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Candida adhezinek ¢és a gazdasejt felszinén 1évé receptorok (kadherin, integrin) kozott

kialakul6 kapcsolatok is eldsegitik [Moyes és mtsai., 2015].

Gombafertozés stadiumai: Virulencia faktorok

1. Kolonizdcio -adhezinek N
-adhézi6 az epitélium sejtekhez -szekretalt hidrolitikus enzimek

-tapanyaghasznositas Lo Lo Lo Lo Lo o) -hifaképzés

-fenotipus valtas
2. Lokalis felszini fertozés

-behatolés az epitélium sejtekbe ) y s D -szekretalt hidrolitikus enzimek
-gazdasejtek fehérjéinek degradéacioja Co oMo o o [B) sauakepaes
- ,,candidalizin”

3. Mélyre hato fertézés
-szOveti penetracio
-vaszkularis invazio
-immunrendszer kikeriilése

-szekretalt hidrolitikus enzimek
-hifaképzés

4. Disszeminalt fert6zés
-adhézio6 az érfal endotéliumhoz
-szovetek kolonizacidja
-véralvadasi kaszkad aktivalasa

-adhezinek
-szekretalt hidrolitikus enzimek
-hifaképzés

2. abra A virulencia faktorok szerepe a C. albicans altal okozott fertézésekben [Naglik és mtsai., 2003; Moyes
és mtsai., 2016].

A C. albicans adhézios képessége kapcsan legalaposabban tanulmanyozott csoport az
ugynevezett ALS (aglutininszer( sorozat) géncsalad. Az eddig leirt 8 ALS gén (ALS1-7; ALS9)
kiilonbozo sejtfelszini glikoproteineket, masnéven az adhezineket kodol [Mayer és mitsai.,
2013; Modrzewska & Kurnatowski, 2015]. A sejtfelszini fehérjék koziil az Alsl-4 a
csiratomlok és a hifak felszinén expresszalodik, mig az AlsS-7 és 9 adhezinek kifejezetten az
¢lesztosejtek felszinén jelennek meg. Az Als2, Als3 és Als4 glikoproteinek kiemelkedd
fontossaggal birnak a C. albicans human endotél és epitél sejtekhez torténé megtapadasaban
[Naglik és mtsai., 2011; Mayer és mtsai., 2013]. Az Als fehérjéken kiviil a hifa-asszocialt Hwpl
(hifa sejtfal fehérje 1) szerepét is leirtdk a gazdasejtekhez torténd adhézid eldsegitésében.
Els6sorban a szajiireg kolonizaciokor és a Kitapadt sejtek biofilm képzésekor jatszik aktiv
szerepet a gomba virulencidjaban [Staab és mtsai., 1999, 2013]. A C. albicans morfologiai
formai koziil igy a hifa képletet tekintik az adherensebbnek, ugyanis az altala expresszalt
adhezinek jelentds szerepet toltenek be a fertézés kialakitasaban és elegedhetetlenek a sejtek
adhézios képességében. Ennek ellenére az élesztd forma és az epitélium sejtek kozott kialakulo

kolcsonhatas inditja el az adhézidé folyamatat, ami kozvetleniil elidézi az éleszté—hifa

crer
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tovabbi fehérjéket is azonositottak, amelyek elsdsorban epitélium sejtekhez torténd tapadasban
(Eapl, Iff), a sejtfal integritas fenntartasaban, tovabba a biofilm képzésben (Mp65) jatszanak
szerepet [Li & Palecek, 2003; 2008; Bates és mtsai., 2007; Sandini és mtsai., 2011].

2.2.3. Az invazio folyamata, szekretalt hidrolitikus enzimek

A sejt-, illetve szovetkarosodast elsésorban az igen invaziv hifaknak tulajdonitjak,
azonban mar néhany tanulmany beszamolt arrél, hogy bizonyos esetekben az élesztésejtek is
behatolhatnak az epitélium sejtekbe [Ray & Payne, 1988]. A hifa altali invazio két kiilon
utvonalon, indukalt endocitozissal és aktiv penetracidval is bekdvetkezhet [3. abra; Phan és
mtsai., 2000; Wachtler és mtsai.,, 2012; Hofs és mtsai., 2016]. A gomba altal kivaltott
endocitdzis egy teljesen passziv, gazdasejt altal irdnyitott gyors folyamat, amely fiiggetlen a
Candida sejtek ¢letképességétol. Ezzel ellentétben az aktiv penetracié a C. albicans altal
szabalyozott, az ¢I6 és holt gazdasejteken keresztiil zajlo athatolasi folyamat. A hatterében az
ECE1 gén terméke a ,,candidalizin” nevii porusképzd toxin allhat, amely képes a humén epitél
sejtek kozvetlen roncsolasara [2. és 3. abra; Phan és mtsai., 2000; Wéchtler és mtsai., 2012;
Hofs és mtsai.,, 2016; Moyes és mtsai.,, 2016]. Mindkét mechanizmust szdmos tényezd
befolyasolja, koztiik a gombasejtek morfologiaja, illetve a fertézott epitélium sejtek tipusa.
Amig a szajiiregi €s hiivelyi epitélium sejtek karositasanal mind a két folyamatot megfigyelték,
addig a gasztrointesztinalis traktus epitélium sejtjeinek invazidja csak aktiv penetracid révén
valdosulhat meg [Dalle és mtsai., 2010; Wachtler és mtsai., 2011a; 2012].

A hidrolitikus enzimekhez tartozo proteazok, lipazok és foszfolipazok nagymértékben
immunrendszerrel szembeni védekezéshez, igy a C. albicans fertézoképességéhez (2. abra).
A szekretalt aszpartat proteaz (Sap) csaldd gombasejtek védelmében betoltott szerepét mar
szamos tanulmanyban leirtak [Naglik és mtsai., 2003, 2004]. A C. albicansban ezidaig 10
kiilonboz6 SAP (SAP1-10) gént azonositottak. A SAP gének altal kodolt fehérjék széles
szubsztratspecificitasuk révén protedz inhibitorokat, kiilonb6zé extracelluldris matrix
fehérjéket (keratin, kollagén, laminin, fibronektin) és antimikrobialis fehérjéket
(immunglobulinok, laktoferrin, mucin) is képesek degradalni (3. abra). A Sapl-3 proteazok a
nyalkahartya fertdzéseivel, mig a SAP4-5 gének altal kodolt fehérjék a gomba szisztémas
elterjedésével hozhatok 6sszefliggésbe [Naglik és mtsai., 2003, 2004; Schaller és mtsai., 2005].
A C. albicans altal szekretalt hidrolazok kovetkez6 sokak altal tanulmanyozott csoportjat a
foszfolipazok alkotjak. A C. albicansban a foszfolipazok 4 osztalyat (foszfolipaz A, B, C, D)
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sikertilt azonositani. A foszfolipazok részt vesznek a gazdasejt membranjanak a karositasaban,
igy segitve a gazdaszervezet gomba altali invazidjat [Ghannoum, 2000; Schaller és mtsai.,
2005]. A C. albicans hidrolitikus enzimeinek 3. csoportjat a lipazok alkotjak. A C. albicansban
10 lipaz enzimet kodold gént azonositottak. A gomba altal termelt kiilonb6z6 lipaz enzimek
szerepet jatszanak a mono-, di- és triacil gliceridek hidrolizésében, igy biztositva a megfeleld
szénforrast a gombasejtek szamara. Ezen tﬁlmenc’ileg ezek a hidrolazok ek’isegitik a
lizisében és az immunrendszer sejtjeivel szembeni védekezésben is [Stehr és mtsai., 2003;
Schaller és mtsai., 2005].

(3
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sejt C. albicans Hidrolitikus . . )
. éleszté enzimek (Sap) fFe Tépanyagok
Neurtrofi C. albicans o sejifal fehérjék,
hifa adhezinek, invazinek

3. abra A C. albicans patogenezisének folyamata: (1) epitélium sejtekhez torténé adhézio; (2, 3) morfoldgiai
atalakulas; (4) sejtfal adhezinek és invazinek kifejeztetése a hifa felszinén; (5) indukalt endocitézissal vagy (6)
aktiv penetracioval torténd invazid; (7) hidrolitikus enzimek termelése (Sap protedzok); (8) a gazdasejtbdl
felszabaduld tapanyagok és mikrotdpanyagok felvétele (cink, vas); (9) a kedvezotlen kdrnyezeti feltételek (ROS,
RNI, alacsony pH, éhezés) stressz valasz utvonalakat indukalnak; (10) fagoszomabol torténd menekiilés

¢éleszté—hifa morfologiai atalakulassal [Polke és mtsai., 2015].
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2.2.4. A kornyezeti stresszvalasz szabalyozasa C. albicansban

A kornyezetben €16 mikroszkopikus méretii gombaknak szembe kell néznitik az altaluk
elfoglalt 6kologiai flilkében fennalld kornyezeti stresszhatasokkal. Ezek koziil kiemelend6 a
tapanyag limitacio, a valtozo hémérséklet €s ozmolaritas, tovabba a nehézfémek, pH valtozasok
¢s a toxinok okozta stressz, illetve mas mikroorganizmusokkal torténd kompeticio. A patogén
fajoknak, mint amilyen a C. albicans, meg kell kiizdeniiik a fagocitézist kovetéen a
fagolizoszomaban termel6dd ROS és RNI keltette oxidativ stresszel, tovabba a fellépé K*
bearamlassal, a vesében jelenlévé ozmotikus stresszhatasokkal (600 mmol/L. NaCl
koncentracio), valamint az antifungalis szerek (példaul kaszpofungin) okozta sejtfal stresszel is
[Calderone & Fonzi, 2001]. Azonban a kiilsé kornyezetben bekdvetkezé hirtelen valtozasok
veszélyeztetik a sejtek talélését, felboritjak azok homeosztazisat. Igy a mikroorganizmusoknak
ki kellett fejleszteniiik egy sokrétli és egyben egyediilalld védelmi mechanizmust, melyet a
fellépd kiilonféle kornyezeti stresszhatasok esetén azonnal aktivalhatnak. A legkiilonfélébb
stresszhelyzetekben egyarant aktivalodo elemek alkotjak a kozponti kdrnyezeti stresszvalaszt
(,core environmental stress response”, CESR), igy biztositva a sejtek védelmét, amig
adaptalodnak a megvaltozott kdrnyezeti viszonyokhoz [Gasch, 2007]. Nem meglepé modon,
az enyhe stresszhatashoz alkalmazkodott gombasejtek védetté valnak ugyanazon stresszhatas
nagyobb vagy akar letalis dozisaval szemben. Tovabba elmondhatjuk, hogy az altalanos
stresszvalasz megléte keresztvédelmet idézhet elé a latszolag mas tipusu stressz hatasokkal
szemben is [Enjalbert €¢s mtsai., 2003].

A fejlédési utjukat tekintve 500 millio éve kiilonvalt Saccharomyces cerevisiae és
Schizosaccharomyces pombe fajoknal mar bebizonyosodott a konzervalt CESR és a
keresztvédelem jelenléte, azonban a S. cerevisiaetl > 200 millio éve elvalt C. albicansnal még
bizonytalan a meglétiik [Berbee & Taylor, 1993; Gasch, 2007]. A S. cerevisiae és S. pombe
¢élesztOknél a CESR soran aktivalodo gének a legkiilonbozObb stresszhelyzetekben (hdsokk,
oxidativ stressz, ozmotikus stressz, ¢hezés okozta stressz, extrém pH és DNS kdrosodasat
kivaltd stresszhatdsok) hasonldan viselkedtek. A transzkriptom véltozasok elemzésekor a
szénhidratanyagcsere, zsirsav lebontas, oxidativ stressz elleni védekezésben fontos elemek,
fehérje metabolizmus, transzkripcios faktorok €s a jelatvitelben fontos fehérjék indukalodasat,
mig a fehérjeszintézisben résztvevd gének represszalodasat figyelték meg. A S. cerevisiaeben
a Hogl (nagy ozmolaritas elleni glicerin valasz fehérje) szignaltranszdukcios utvonal az

Msn2/4 transzkripcios faktorokon keresztiil indukalja a CESR géneket, mig a S. pombeban
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ugyanezt a feladatot a Hogl-el homolég Styl utvonal révén aktivalodo Atfl transzkripcios
faktor latja el [Gasch és mtsai., 2000; Causton €s mtsai., 2001; Chen és mtsai., 2003].
Azonban a S. cerevisiae és S. pombe élesztoknél megfigyelt CESR elemek egyrészét C.
albicansnal is leirtak. A transzkriptomikai vizsgalatok kimutattak, hogy a kdzponti kornyezeti
stresszvalasz részeként expresszalodo C. albicans gének nincsenek altalanosan Hogl MAPK
kontroll alatt. Ugyanis a Hogl csak ozmotikus és nehézfém stressz alatt vesz részt C. albicans
CESR gének szabalyozasdban, mig oxidativ stressznél a Capl transzkripcios faktor
kulcsszerepe feltételezhetd [Enjalbert és mtsai., 2006; Brown ¢és mtsai., 2014]. Mindemellett
Nicholls és mtsai (2004) a C. albicans élesztoben az Msn2/4 transzkripcios faktorokhoz hasonld
szerkezetli fehérjéket, a CaMsn4 és a CaMnl1-t, hataroztak meg, azonban ezeknek a funkcidjuk
teljesen eltér a S. cerevisiaeben tapasztaltaktol. Hiszen az Sc_ MSN2/MSN4 gén delécidja a
transzkripcids szinten megmutatkozd valasz elmaradasat eredményezi tobb stressztipus esetén
is, mig a Ca_Mnl1 mutans sejtek csak a gyenge sav okozta stresszre voltak érzékenyek [Gasch,
2007]. Elmondhaté tehat, hogy ezeknek a fehérjéknek a CESR szabalyozasaban betoltott
szerepe nem olyan jelent6s, mint ahogyan azt a S. cerevisiaeben tapasztaltak valamint
funkciojuk is feltehet6leg megvaltozott az eltelt évmilliok alatt [Nicholls és mtsai., 2004].

Az irodalmi adatok a stressz keresztvédelem 1étezését tilnyomorészt ugyancsak a S.
cerevisiae ¢lesztében irtak le. Megallapitottak, hogy az enyhe héstressz, az ozmotikus- és
oxidativ stresszel szemben, mig az oxidativ, ozmotikus vagy hdstressz, a fagyasztas-kiolvasztas
stressz ellen védi a sejteket [ Wieser és mtsai., 1991; Lewis és mtsai., 1995; Park és mtsai., 1997,
Brown és mtsai., 2014]. A C. albicansban ugyancsak leirtak a kereszttolerancia jelenségét. A
vizsgalatokban a ROS-t ¢l6idéz6 agensek (menadion, plumbagin) védelmet jelentettek a
késébbi H202 kezeléssel szemben. Ugyanezt tapasztaltdk, amikor az élesztd sejteket eldészor
H20:> keltette oxidativ stressznek, majd ozmotikus stressznek tették ki, illetve amikor nem
letalis héstressz, majd oxidativ stressz kezelést alkalmaztak [Jamieson és mitsai., 1996;
Enjalbert és mtsai., 2003; Smith és mtsai., 2004]. Azonban a héstressz nem jelentett védelmet
a késObbi ozmotikus vagy sejtfal stressz ellen, ahogy az oxidativ stressz sem védte meg a C.
albicans sejteket a kés6bbi héstresszel szemben [Enjalbert és mtsai., 2003; Leach és mtsai.,
2012]. Altaldnossagban elmondhaté, hogy az oxidativ stresszvalasz gének indukalédnak a
hdésokkra adott valaszban, azonban a hdsokk gének nem expresszalodnak oxidativ stressz
esetén. Ezen megallapitas feltételezi azt a lehetdséget, hogy a gyulladdsos folyamattal egyiitt
jaro laz felkésziti a patogén C. albicanst a fagocita sejtek oxidativ timadasara [Brown és mtsai.,
2014]. Ugyanakkor a fiziologias vércukor szint mellett (0,05-0,1 % gliikdz koncentracid) is

megfigyelték az oxidativ stressz gének aktivalodasat, ami ugyancsak hozzajarulhat a
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megndvekedett oxidativ stressz rezisztenciaval rendelkezé C. albicans sejtek tuléléséhez a
fagolizoszomaban 6ket éré6 ROS-el szemben [Rodaki és mtsai., 2009]. Ez a jelenség azonban
nem a Hogl vagy Cap]1 szignalizacios utvonalakkal, hanem egy evolucidsan konzervalt gliikkoz
szignalizacios utvonallal szabalyozott folyamat eredménye [Rodaki és mtsai., 2009].

Mindezen eredmények felvetik azt a kérdést, hogy a C. albicansban miért nem alakul ki
CESR olyan koriilmények kozott, mikor mas fajokban aktivalodik ezen védelmi rendszer?
Feltételezések szerint ez a C. albicans specifikus él6helyével, illetve a S. cerevisiaetdl eltérd
morfologiai plaszticitasaval (€éleszto—hifa morfoldgiai atalakulas lehetdsége) all kapcsolatban
[Enjalbert és mtsai., 2003; Gasch, 2007]. Ugyanis a C. albicans a bdr és a nyalkahartya
felszinén, a normal bélflora részeként éleszté formaban talalhatdé meg. Azonban a mikrobialis
flora egyensulyanak a felborulasara vagy épp az immunrendszer legyengiilésére morfologiai
atvaltassal valaszolhat [Mitchell, 1998; Mavor és mtsai., 2005]. Tovabba szamos kornyezeti
tényezo is eldidézheti az éleszté—hifa atalakuldsat példaul: éhezés (nitrogén és szénforras
hianya), magas homérséklet (37 °C) és CO2 szint, szérum jelenléte, illetve a hipoxia allapota
[Ernst, 2000; Huang 2012]. Ezen morfoldgiai atalakulds a Hogl és a Cekl MAPK faktorokat
is magaba foglald szignalizacios Utvonalak Osszetett halozata altal szabalyozott folyamat.
Szamos tanulmany a Hogl MAPK-t a C. albicans éleszto—hifa morfologiai atalakulasat
szabalyoz6 fehérjeként irja le, ami a keresztvédelem és a dimorf atalakulas kapcsolatara utalhat
a kornyezeti stressznek kitett C. albicans sejtekben [Eisman és mtsai., 2006; Enjalbert és mtsai.,
2006; Huang, 2012].

Ezen adatok tiikrében megallapithatdo, hogy az opportunista patogén C. albicans
kifejleszthetett egy igen specifikus stresszvalasz mechanizmust annak érdekében, hogy
alkalmazkodni tudjon az emberi szervezetben meglévd szdmos és gyakran valtozé kornyezeti
feltételekhez [Enjalbert és mtsai., 2006]. Feltételezhetd, hogy a C. albicansban a kornyezeti
stressz valthatja ki a morfologiai valtozast, mig a S. cerevisiae és a S. pombe a homeosztazisa
fenntartasa érdekében inicialja a CESR-t. Mindezen eredmények felvetik annak a lehetdségét,
hogy a C. albicans az éleszt6—hifa morfologiai atalakulassal helyettesitheti a CESR-t [Gasch,
2007].

2.2.5. A vasfelvétel, mint lehetséges virulencia faktor

A kornyezeti tényez6k mellett a gazdaszervezet vasforrasanak a megszerzése is kozponti

szerepet jatszik a gombdk metabolizmusaban és kiemelten fontos jelentdséggel bir a

crer
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sejtlégzésben, sejt anyagcserében és a DNS szintézisben kulcsszerepet jatszo fehérje megfeleld
mikodéséhez sziikséges eszencidlis nyomelem. Az emberi szervezetben a vas kizarolag
fehérjékhez kotott formaban van jelen, ezaltal korlatozva a mikroorganizmusok szamara a
hozzaférés lehetdségét. Ilyen fehérje az oxigén megkdtésében és szallitasdban résztvevo
hemoglobin, valamint a vérben keringé vasat megkdtd transzferrin és ferritin proteinek. A
human szervezetben a legtobb vasion az eritrocitakban talalhatdo hemoglobinban koncentralddik
[Bullen, 1981; Santos és mtsai., 2003; Knight és mtsai., 2005]. A vérkeringésben, normal
fiziologiai kondiciok mellett 108 M mennyiségli szabad vas talalhatd, ami nem elegendd a
mikrobialis novekedéshez [Bullen, 1981]. A Kkiilonb6zo fertdzések, miitétek, fogorvosi
kezelések, szoveti sériilések kovetkeztében szabadda valod vasionokat az alapallapotban 30 %-
ban telitett transzferrin fehérje koti meg, igy korlatozva a mikroorganizmusokat abban, hogy
hozzajussanak ehhez a novekedésiikh6z eszencialisan sziikséges nyomelemhez [Ramanan &
Wang, 2000; Pendrak és mtsai., 2004; Pendrak & Roberts, 2007]. Azonban egyes hipotézisek
szdmara, eldidézve a virulencia faktorok kifejezddését és igy az élesztd— hifa morfologia
atalakulast [Santos és mtsai., 2003].

A C. albicans szamos stratégiat fejlesztett ki a gazdaszervezettdl torténd fémion
megszerzésére €s felvételére [Almeida €s mtsai., 2009]. A C. albicans egyrészrél reduktiv
asszimilacios rendszere segitségével juthat hozza a vasionokhoz. Ennek soran a szervezet
ferritinjébdl, illetve transzferrinjébdl veszi fel a nyomelemet. A gombasejtek vas reduktaz
enzimjeik segitségével elsdsorban a transzferrinbdl felszabaditott vas ionokat nagy affinitasu
vas transzporter rendszereken keresztiil juttatjak be az intracellularis térbe [Ramanan & Wang,
2000; Knight és mtsai., 2005; Almeida és mtsai., 2009]. Masrészr6l szamos mikroorganizmus
szideroforokat (vaskelatolo fehérje) termel annak érdekében, hogy a vérben szabadon 1évo Fe**-
ionokat megkdthessék [Howard, 1999; Heymann és mtsai., 2002; Almeida és mtsai., 2009].
Eddigi ismereteink alapjan a C. albicans sejtek szideroforok termelésére nem képesek, azonban
Heymann és mtsai (2002) kimutattak, hogy egy sziderofor transzportfehérje (Sitl) lehetévé
teszi szamara a mas mikroorganizmusok altal termelt szideroforok felvételét. A C. albicans vas
asszimilacigjanak harmadik lehetdsége a hemoglobinbol és heminbdl torténd vas ionok
felszabaditdsa. A hemoglobin megkdtését a gomba felszinén 1évé hemreceptorok (pl. RbtS5,
Csal, Csa2, Pga7) végzik. A hemoglobin kotddése egyrészrdl a hem oxigenaz enzimet kodolo
gén (HMX1), masrészrél a hifa specifikus gének (HWP1, ECE1, EGF1) és a gombasejtek
szaporodasaban szerepet jatszo gének expressziojat valtja ki. Igy a C. albicans hem oxigenaz

e3*

enzime segitségével képes a F -ionok felszabaditasara a hemoglobin degradacios
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termékeibdl [Santos és mtsai., 2003; Weissman & Kornitzer, 2004; Mayer és mtsai., 2013]. A
vas tehat nem csak a gazdaszervezet mikroorganizmusok elleni védekezésében, hanem a gomba

metabolizmusaban, szaporodasaban is nélkiilozhetetlen szerepet jatszik.

2.3. A velesziiletett és az adaptiv immunvalasz szerepe a C. albicanssal szembeni

védelemben

A velesziiletett immunvalasz elsé 1épése a patogén C. albicans felismerése. Altalaban a
nyalkahartya epitélium sejtjei keriilnek legel6szor kapcsolatba a C. albicans élesztdvel. A gazda
sejtek mintazat felismerd receptoraik (PRR) segitségével ismerik fel a C. albicans patogén
asszocialt molekularis mintazatait (PAMP). A C. albicans legfontosabb PAMP elemei k6zé
tartoznak a sejtfalalkotd O- és N-kotott mannanok valamint a B-gliikkan [Weindl és mtsai., 2011;
Williams és mtsai., 2013]. A PRR-ek nemcsak az epitélium sejteken, de a polimorfonuklearis
sejtek (neutrofil granulocitak), a makrofagok valamint a T- és B-limfocitak felszinén is
expresszalodnak. A PRR-ek koziil az epitélium sejtek felszinén is megtalalhatd Toll-szeri
receptorok (TLR2, 4 és 9), C-tipusu lektinek (dectin 1, 2 és a manno6z receptor) tovabba a
citoplazmaban lokalizalodd NOD-szerii receptorok szerepét azonositottak a C. albicans
felismerésében [Moyes & Naglik, 2011; Netea és mtsai., 2015]. Az invaziv C. albicans sejtek
felismerése kis méretii, 10-50 aminosavbol felépiil, oldhato antimikrobialis peptidek (LL-
mikrobat vagy pedig gatoljak annak szaporodasat [Swidergall & Ernst, 2014]. Az LL-37 a C.
albicans sejtfalahoz kapcsolédva meggatolja a gomba epitélium sejtekhez torténd tapadasat
[den Hertog és mtsai., 2005; Chang és mtsai., 2012]. A hisztatin-5 a gomba transzportereken
keresztiil belép a C. albicans sejtekbe, ahol ROS-et generalva programozott sejthalalt valt ki
[Helmerhorst és mtsai., 2001; den Hertog és mtsai., 2005], mig a human B-defenzin a gomba
membran permeabilizacidjaval pusztitja el a behatolo mikrobat [Vylkova és mtsai., 2007]. Az
antimikrobialis peptideken til a C. albicans felismerése kiilonb6zo citokinek és kemokinek
szekrécigjat valtjak ki az epitélium sejtekbdl, mint példaul a G-CSF, GM-CSF, IL-1a, IL-18,
IL-6, IL-8 és a RANTES. A citokinek, kiilondsen az IL-8, a polimorfonuklearis leukocitak
(PMNL) vérarambol a fert6zés helyére torténd toborzasaban vesznek részt [Naglik és mtsai.,
2011; Gow és mtsai.,, 2011]. A PMNL sejtek esszencialisak a mukozalis és szisztémas
candidiasis elleni harcban, hiszen a gombasejtek fagocitozisat kdvetéen a fagolizoszomaban
termel6dd ROS és RNI révén kozvetleniil elolik a C. albicans sejteket [Urban és mtsai., 2006;

Fidel, 2007; Conti & Gaffen, 2010]. A mononuklearis fagocita sejtek (monocitak, makrofagok,
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dendritikus sejtek) velesziiletett immunvalaszban betoltott szerepe is ismert a Candida
infekciok folyaman. A monocitak altal a vérben, mig a makrofagok révén a szovetek kozott
termelt proinflammatorikus citokinek szerepet jatszanak a PMNL sejtek aktivaciojaban és
toborzasaban [van de Veerdonk és mtsai., 2010]. Emellett a monocitak és a makrofagok altal
termelt citokinek (TNF-a, IL-1a, IL-1p és az IL-6) a szisztémas candidiasis elleni védekezésben
jatszanak kulcsszerepet [van de Veerdonk és mtsai., 2010]. A bérben és a nyalkahartyaban
megtalalhatd dendritikus sejtek manndz receptoraik segitségével ismerik fel a C. albicans
sejtek PAMP mintazatait, majd a Candida specifikus antigéneket T-limfocita sejteknek
prezentaljak. A dendritikus sejtek 1-es (Thl) és 2-es (Th2) tipust T-helper valaszt valtanak ki
[Naglik és mtsai., 2011]. A dendritikus sejtek a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer
kozott teremtenek kapesolatot, ugyanis kozvetlentil fagocitaljak az invaziv C. albicans sejteket,
masrészrdl a naiv limfocitak aktivalasaban is részt vesznek, ezaltal az adaptiv immunvalasz
indukalasaban és az immunologiai memoria létrehozasaban is szerepet jatszanak [Hofs és
mtsai., 2016].

A velesziiletett immunrendszer gyors reakciojat, egy specifikusabb, de jollehet lassabb
T-limfocitak (cellularis immunitas) és B-limfocitdk (humoralis immunitas) altal kozvetitett
immunvalasz koveti. A T- és a B-limfocitak a Candida specifikus antigének felismerését
kovetden aktivalodnak [van de Veerdonk és mtsai., 2010]. A T-sejtek Candida infekcioban
betdltott szerepét jelzi a HIV/AIDS betegeknél igen gyakran kialakuld szdjiiregi candidiasis,
ami az abnormalisan alacsony CD4" T-sejt szintnek tulajdonithatd [Klein és mtsai., 1984]. A
specifikus Candida antigének dendritikus sejtek altali prezentacidja, a T-sejtek eltérd
citokineket Kkifejez6 effektor T-limfocitakka (Thl, Th2 vagy Thl7 sejtek) torténd
differencialodasat idézi eld. [Conti & Gaffen, 2010]. A szisztémas infekcio soran aktivalodo
Thl-es valasz a leghatékonyabb mechanizmus az Candida elleni védekezésben [Weindl és
mtsai., 2010]. A Thl-sejtek differencialédasat az 1L-12 citokin, valamint a dendritikus sejtek
¢s a természetes 0losejtek altal termelt IFN-ok valtjak ki. A Thl sejtek maguk is képessé valnak
IFNy termelésére, igy a neutrofilek aktivalasaval kozvetve valtjak ki a patogének fagocitdzisat
és elolését. Az IFNy a neutrofilek mellett az antigénprezentaldé makrofagokat is aktivalja,
melyek a TNF-a és IL-1 termelésiikkel ugyancsak a neutrofilek aktivalasaban vesznek részt
[van de Veerdonk és mtsai., 2010; Netea és mtsai., 2015; Hofs és mtsai., 2016]. A Th2-es
valaszt a sejtfalban talalhat6 kitin stimulélja, azonban ez a valasz a szisztémas infekci6 ellen
hatastalan. A Th2 sejtek altal szekretalt citokinek eldsegitik az antitest termelést, az
extracellularis patogének eltavolitasat, valamint fontos szerepiik van a nematodak elleni
immunologiai védelemben [Conti & Gaffen, 2010; Hofs és mtsai., 2016]. A Thl7 sejtek a
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nyalkahartya immunologiai védelmében, elsésorban a Candida szaporodasanak gatlasaban, igy
a szoveti invazié megeldzésében jatszanak szerepet. Legnagyobb szdmban a bélcsatorna
kotszovetes rétegében vannak jelen. A Thl7-valaszt a makrofagok altal bemutatott antigének,
illetve az 1L-6, 1L-23, TGF- B, IL-1p citokinek valtjak ki [Conti & Gaffen, 2010; Netea és
mtsai., 2015]. A Th17 sejtek, az IL-17 citokin csalad tagjai mellett, nagy mennyiségti IL-6 és
TNF-o citokineket is szekretalnak, amelyek a neutrofil granulocitdk toborzasaban,

crer

[Khader és mtsai., 2009; Conti & Gaffen, 2010; Netea és mtsai., 2015].

2.4. A gliikokortikoidok

A mellékvesekéreg legfontosabb gliikokortikoidjanak, a hidrokortizonnak iziileti
gyulladas kezelésében elért elsd sikereit kovetden szamos gliikokortikoid aktivitassal
rendelkez6 vegyiilet gyartasa valosult meg. Mara mar a klinikum széleskorben alkalmazza a
gliikokortikoidokat gyulladasgatld, immunszupressziv ¢és allergiaellenes hatdsaik miatt.
Els6ésorban a transzplantatumok kilokédésének megeldzésére, az asztma, szepszis, autoimmun
megbetegedések, iziileti  gyulladasok, kollagén, érrendszeri, dermatologiai  és
gasztrointesztinalis betegségek kezelésére hasznalatosak [Schiacke és mitsai., 2002; Spies és
mtsai., 2011; Zelena & Makara, 2015].

A 21 szénatombol allo glikkokortikoid hormonokat (4. abra) szisztémasan vagy
lokalisan alkalmazzak. A Klinikai hatékonysagukat nagymértékben befolyasolja a felszivodas
aranya, a célszovetben kialakuld koncentracioja valamint a megfelel6 szteroid receptorhoz valo
affinitasa is. A plazmaban a gliikokortikoidok fél életideje 80-tol (kortizol) - 270 (dexametazon)
percig terjed. A gliikokortikoidok mintegy 75 %-a egy majban termel6d6 plazmafehérjéhez, a
transzkortinhoz (kortizol kot globulin) kotédve szallitodik a vérben, mig a szintetikus
szteroidok tlnyomo tobbsége (a prednizolon kivételével) albuminhoz kotédik. fgy a szabadon
keringd mintegy 4-5 % gliikokortikoidnak tulajdonitjdk a tapasztalt €lettani hatast. A
gliikkokortikoidok lebontasa a majban torténik, majd a metabolitok a vesével valasztodnak ki.
Azonban a lokalisan (boron keresztiil, iziiletbe, belélegezve vagy epiduralisan) bejuttatott
glitkokortikoidok elkeriilik a méjat, igy biologiai fél életidejiilk meghaladja a 24 o6rat [Schicke
és mtsai., 2002; Moisan ¢€s mtsai., 2014; Zelene & Makara, 2015].

A gliikokortikoidok lipidtermészetiiknél fogva egyarant képesek a sejtek membranjan
szabadon atdiffundalni, f6 biologiai hatasukat az intracellularis gliikokortikoid receptorokon

(GKR) keresztiil fejtik ki. Az alapszerkezetét tekintve 3 f6 doménnel rendelkezik a receptor: a
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hormonspecificitasért felelds C terminalis szakasz a ligandkotd hely, mig az N terminélis rész
a transzkripcid stimuldlasdban vesz részt. A kettd kozott a hormonhatasért felelés DNS-koto
domén helyezkedik el. Alapallapotban a GKR-ok chaperonokkal (Hsp70, Hsp90) komplexet
képezve inaktivalt allapotban taldlhatoak meg a citoplazmaban. A hormon kapcsolddasa esetén
a hésokkfehérjék levalnak és a kialakult szteroid-receptor komplex bejut a sejtmagba.
Foszforilalodast  kovetéen két  szteroid-receptor komplex homodimer formaban
Osszekapcsolodik és a DNS egy meghatarozott, gliikokortikoid specifikus eleméhez kotédve
transzkripcids faktorként szabalyozza tobb ezer gén atirddasat [Rhen & Cidlowski, 2005;
Nicolaides és mtsai., 2010; Zelene & Makara, 2015; Ramamoorthy & Cidlowski, 2016]. A
gliikkokortikoidok emellett a génexpressziotol fiiggetlen gyors, nem-genomi hatasokat is
képesek kivaltani, azonban ezen mechanizmus kevésbé ismert. Elképzelheté, hogy a gének
atirasat szabalyoz6 GKR- hoz kothetd ez a tulajdonsag is. Ugyanis a legtijabb kutatasok alapjan
a nem-genomi hatasok a membran kotott vagy citoszolikus GKR szabalyozasan, illetve a
glitkokortikoidok (pl. dexametazon) sejtmembranra gyakorolt hatasan keresztiil érvényesiilnek
[Song & Buttgereit, 2006; Haller és mtsai., 2008; Ramamoorthy & Cidlowski, 2016].

A gliikokortikoidok immunrendszert és a gyulladdsos folyamatokat géatlé hatasukat
szamos mechanizmuson keresztiil fejtik ki. Példaul gatoljak szamos proinflammatorikus citokin
(IL-1, IL-2, IL-6; IL-8; IL-12, INF-y, TNF-a) szintézisét, felszabadulasat, tovabba egyéb
gyulladasos mediatorok (hisztamin, bradikinin, nitrogén-monoxid) képzédését és fokozzak
azok lebontasat, eliminaciojat is. Az erek atjarhatosagat csokkenté hatasuk mellett a sejtes
elemek szintjén is hatnak: szabalyozzdk a T-sejt proliferaciot és a keringd limfocitak
mennyiségét, tovabba gatoljak a neutrofilek ér endotéliumhoz torténd tapadasat, a neutrofilek

¢s a makrofagok fagocitdzisat, az oxidativ 6lés és az apoptozis folyamatat, illetve a monocita-

rrrrrr

2011].

A gliikokortikoid terapia azonban egyike azon tényezdknek, amely invaziv gombas
fert6zésekhez, koztiik candidiasishoz vezethetnek [Lionakis és Kontoyiannis, 2003]. Részben
a szteroidok hasznalata miatt napjainkra tobbszorosére novekedett az invaziv gombas
fertézések szama, melynek oka az igen elterjedt, nagy dozisu, hosszan tartd alkalmazéasban
keresend6. A napi 10 mg-nal nagyobb dézisban alkalmazott szisztémas metilprednizolon (MP)
terapia nagymértékben megnoveli a gombas fertdzés kialakulasanak kockazatat [Stuck és mtsai,
1989]. A gliikokortikoid terapia bizonyitottan nagy valoszintiséggel okoz candidiasist olyan
betegeknél akiknél akut veseelégtelenséget, daganatos megbetegedést, szisztémas lupus

erythematosust diagnosztizaltak vagy transzplantaciés mitéten estek at [Pryor és mtsai., 1996;
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Patterson, 1999; Hovi és mtsai., 2000; Sung és mtsai., 2001; Bodey, 2002; Rovin és mtsai.,
2005]. Botas és munkatarsai kimutattak, hogy a hidrokortizon kezelések fokozzak a szisztémas
Candida fert6zés kialakulasanak kockazatat korasziilott csecsemoéknél [Botas és mtsai., 1995].
Ezen talmenden példaul a maj, csontveld, tiidé vagy sziv transzplantalt betegek szintén
fogékonyabbak a invaziv Candida fert6zésekre az exogén gliikokortikoid terapiat kdvetden
[Patterson, 1999; Hovi és mtsai., 2000; Bodey, 2002].

A gliikokortikoidok azonban nemcsak az emberi szervezetre, hanem a normal flora
gyogyaszatban alkalmazott egyes kortikoszteroidok (MP, hidrokortizon) fokozzak a C.
albicans szaporodasat, csirazasat, hifazasat, extracellularis aszpartat proteaz és foszfolipaz
gasztrointesztinalis régio kolonizalasi ratajat [Bykov, 1989; Lionakis & Kontoyiannis, 2003;
Gyetvai és mtsai., 2007].

A betametazon egy kozepes erdsségii szintetikus gliikokortikoid, amelynek jol ismert a
gyulladdscsokkentd ¢és immunszupressziv hatdsa. Kendcsokben, krémekben és gélekben
hasznaljak bor- (viszketés és ekcéma) és szemfert6zések kezelésére, tobbnyire 0,05-0,13 % (~1-
2 mM) koncentracioban. Emelett injekcié formajaban [2,63 mg betametazon-natrium-foszfat
(2 mg betamezonnal egyenértékii) és 6,43 mg betametazon-dipropionat (5 mg betametazonnal
egyenértékli) ampulldnként] reumatologiai, boérgydgyadszati megbetegedések, allergias
bantalmak kezelésére. A betametazont szem- és fiilcseppekben, illetve gélekben gyakran
antibiotikumokkal egyiitt alkalmazzak kiilsé fiilgyulladas valamint sziirke halyog eltavolitasat
kovetd fertozések elkeriilésére, illetve injekcios terapiaban mitétek utani belsé szemgyulladas
és makula 6déma megel6zésére [Corbett és mtsai., 1993; Suharwardy és mtsai., 1994,

Rigopoulos és mtsai., 2004; Abelardo és mtsai., 2009; Sticherling és mtsai., 2013].
21

18

4. abra A gliikokortikoidok 21 szénatomos alapvaza.
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2.5. Antifungalis terapia

A gombaellenes szerek kore sokkal sziikebb, mint példaul a baktériumok ellen
alkalmazhat6 készitményeké. Ennek elsddleges oka az, hogy az eukariotak kozé tartozo
gombdk ellen hatdsos antimikotikumok jelentOs része az emberi szervezetet is karositja, ami
korlatozza a humén terapidban valo alkalmazhatésagukat. igy a jelenleg alkalmazott
antifungalis hatdbanyagokat néhany molekulabol fejlesztették ki [Grillot & Lebeau, 2005; Lewis
& Fothergill, 2015].

A tamadéaspontjuk alapjan megkiilonboztetiink — sejtfal  bioszintézist  gatld
antimikotikumokat (echinokandinok), sejtmembrant karositdé szereket (poliének, azolok),
ergoszterin (azolok, allilaminok) és nukleinsav szintézist (5-fluorocitozin) gatld szereket,
illetve mitozist gatld (griseofulvin) antimikotikumokat [5. abra; Lewis, 2011; Lewis &
Fothergill, 2015]. A Candida fert6zések kezelésében leggyakrabban hasznalatos antimikotikus
szerek a poliének, az azolok és az echinokandinok [Chen és mtsai., 2010; Lewis, 2011; Lewis
& Fothergill, 2015].

Gombasejt Sejtmembran és sejtfal

/. 83 IR 8 gg g } Mannoproteinek
} B-(1,6)-gliikan
B-(1,3)-gliikan

} xitin

} Sejtmembran

B-(1,3)- gliikan szintaz

Ergoszterin O
- @ | Echinokandinok
Poliének
Ergoszterin
Azolok | ,.°27" ", o
bioszintézis 5-Fluorocitozin
% Szkvalén DNS/RNS bioszintézis
Allilaminok

5. abra A legismertebb antifungalis szerek csoportositisa tamadaspontjuk alapjan [Lewis & Fothergill,
2015].

Napjainkban legelterjedtebben alkalmazott membrankarosito polién antimikotikumok a
nisztatin (Nit) és az amfotericin B (AmB). A nagyméretli hidrofob és hidrofil lancrésszel is
rendelkez6 molekulak a sejtmembran ergoszterin tartalmaval kapcsolatba 1épve hidrofil
csatornakat alakitanak ki, ami elsdsorban a K™ homeosztazis felboruldsaval vezet a gombasejtek

pusztulasahoz [5. abra; Brajtburg és mtsai., 1990; Odds és mtsai., 2003; Grillot & Lebeau,
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2005; Lewis & Fothergill, 2015]. Az AmB széles spektrumu antifungalis szer, igy sarjadzo,
fonalas és dimorf gombék ellen egyarant hatdsos, mig a nisztatin erds toxicitdsa miatt csak
lokalisan alkalmazhat6 elsddlegesen sarjadzogombdk ellen. Az AmB hatranya, hogy csak
intravéndsan adagolhat6 ¢és ugyan kisebb affinitdssal, de az emberi sejtek koleszterinjéhez is
képes kotddni, igy a terapias dozistol fiiggden nefrotoxikus hatasa ismert [Grillot & Lebeau,
2005; Lewis & Fothergill, 2015]. Az AmB lipid-asszocialt készitményei mellékhatasaikat és
hatékonysagukat tekintve is sokkal elénydsebbek a hagyomanyosan alkalmazott AmB- hez
képest [Odds és mtsai., 2003; Grillot & Lebeau, 2005; Lewis & Fothergill, 2015]. A polién
antifungélis szerek elleni rezisztencia kialakuldsahoz elsdsorban a csokkent ergoszterin
tartalom, a megvaltozott szterin tartalom és zsirsav 0sszetétel, illetve az ergoszterint kiviilrol
lefed6 fehérjék megjelenése vezethet. A primer rezisztencia kialakulasa e szerrel szemben igen
ritka a Candida fajoknal, kivételt jelentenck a C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. lipolytica
fajok esete. Az AmB kezelést kovetd masodlagos rezisztenciat a C. tropicalis, C. glabrata, C.
krusei fajok esetén figyelték meg [Klepser, 2001; Kontoyiannis & Lewis, 2002; Lewis &
Fothergill, 2015].

Az azolok a gomba ergoszterin szintézisében szerepet jatszo6 citokrom P450 enzimet, a
14-o-demetildz mikodését gatoljak (5. abra). Kétféle alapszerkezetiik ismert, a régebbiek
imidazol, az Gijabbak triazol alapvazat tartalmaznak. Az imidazolok (ketokonazol, mikonazol,
Klotrimazol) ma mar szinte csak a lokalis kezelésben hasznalatosak. Ugyanakkor a triazolok
(flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol, ravukonazol) mind a felszini, mind az
invaziv gombas fertdzések kezelésében szerepet jatszanak. Kevésbé toxikusak, mint a poliének
és a hepatotoxikus ketokonazol [Odds és mitsai.,, 2003; Lewis & Fothergill, 2015]. A
leggyakrabban alkalmazott triazol a fungisztatikus hatasti flukonazol, amelynek oralis és
intravénas alkalmazasa is lehetséges. A legtobb Candida faj ellen hatésos, kivételt ez alol a C.
krusei, C. glabrata fajok jelentik, amelyek genetikailag rezisztensek a szerrel szemben.
Hosszan tartd kezelés esetén szekunder rezisztencia alakulhat ki a C. albicans, C. dubliniensis,
C. glabrata fajokban [Kontoyiannis & Lewis, 2002; Grillot & Lebeau, 2005; Enoch és mtsai.,
2006; Lewis & Fothergill, 2015]. Az azol tipusu antifungalis szerek elleni rezisztencia
kialakulasdhoz a demetilaz enzim mutacidja, a target enzim tultermelése, a targethez valo
csokkent hozzaférhet6ség, az efflux pumpak taltermelése vagy ezen mechanizmusok
kombinacioja vezethet [Grillot & Lebeau, 2005]. A vorikonazol szélesebb antifungalis
spektrummal rendelkezik, igy hatasos az itrakonazol €s a flukonazol rezisztens torzsekkel

szemben [Pfaller és mtsai., 2003; Enoch és mtsai., 2006].
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A sejtfalszintézist gatld antimikotikumok koz¢é tartoznak az echinokandinok. Ismertebb
képvisel6i az echinokandin B (Aspergillus rugulosus), aculeacin A (Aspergillus aculeatus),
katekol-szulfat echinokandinok (pl. Coleophoma empedri) valamint a pneumokandin (Glarea
lozoyensis). A természetes echinokandinok toxikusnak bizonyultak, ezért a gyogyaszatban
félszintetikus valtozataikat intravéndsan hasznaljak, mint a pneumokandinbdl létrehozott
kaszpofungint és a mikafungint [Carver, 2004; Murdoch & Plosker, 2004]. Az echinokandinok
a B-1,3-gliikan szintaz inhibitoraként a gombak sejtfalszintézisét gatoljak [5. abra; Denning,
2003; Chen és mtsai., 2011a]. A Candida fajok ellen fungicid hatast mutatnak [Chen és mtsai.,
2011a]. Az echinokandinokkal szembeni rezisztencia kialakulasa ritka. A B-1,3-gliikan szintaz
tultermelése, a B-1,3-gliikkén szintaz echinokandin érzékenységét csokkentd mutaciok, illetve a
sejtfal kitin tartamdnak ndvekedése akaddlyozhatja meg az echinokandin célenzimhez térténd

eljutasat [Denning, 2003; Eschenauer és mtsai., 2007; Chen és mtsai., 2011a].
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3. Célkituzések

Munkank célja az egyre nagyobb egészségiigyi problémat okozd opportunista patogén
C. albicans morfologiai atalakulasanak a jellemzése volt. Mivel az invaziv gombafert6zések és
az ¢leszt0—hifa atalakulasra vald képesség szorosan Osszefliggnek, igy a kdvetkezo kérdésekre
kerestiik a valaszt: (1) Az emberi szervezeten beliil a C. albicans él6helyeire jellemz6
kornyezeti tényez6kben bekovetkez6 valtozasok tehetdk-e felelossé a candidiasis
kialakulasaért? (2) A gomba talélését biztosito éleszté—hifa morfologiai atalakulas a komplex
kornyezeti stresszhatasokra adott altalanos stresszvalasz részének tekinthet6-e? (3) Mivel a
Candida fertézések szempontjabol egyre veszélyeztetettebb csoportot jelentenek a
glitkokortikoid terapiaban részesiilé betegek, igy azt is megvizsgaltuk, hogy az immunrendszer
legyengiilése vajon az egyetlen predesztinald tényezdje-e a candidiasis kialakulasanak, vagy a

crey

az infekcio kialakulasat.

Annak érdekében, hogy a fontosabb felmeriilt kérdésekre valaszt adjunk, az alabbi kutatasokat

végeztik el:

1. Az emberi szervezet kiilonb6z6 anatomiai helyeit jellemz6 kdrnyezeti paraméterek hatasanak

vizsgalata a C. albicans fonalas formainak elagazasi frekvencidjara.

2. Megnovekedett oxidativ stressz toleranciaval jellemzett C. albicans mutans torzsek
kornyezeti stresszhatdsokra adott valaszanak vizsgalata.

2.1 Stressz keresztvédelem vizsgalata a t-butil-hidroperoxid (tBOOH) tolerans C. albicans
mutans torzseken.

2.2 A C. albicans morfologiai atalakulasa és az altalanos stressz tolerancia koz6tti kapcsolat

vizsgélata.

3. Egy, a klinikumban széleskortien alkalmazott szintetikus gliikokortikoszteroid, a
betametazon gombaélettani hatasanak feltérképezése.
3.1. A szteroid kezelés hatasa a C. albicans in vitro virulencia faktoraira (csirazasi képesség,

extracellularis foszfolipaz aktivitas, pszeudohifa, hifa és klamidospora képzés).
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3.2. Az epitélium, a C. albicans és a gliikkokortikoidok harmas kolcsonhatasanak mélyebb
megértése.

3.3. A Dbetametazon és a candidiasis kezelésére alkalmazott antifungalis szerek kozotti
interakcid vizsgalata.

3.4. A szteroid kezelés hatasa a C. albicans sejtek oxidativ stressz érzékenységére.

30



4. Anyagok és modszerek

4.1. A vizsgalt torzsek és tenyésztésiik

4.1.1. A SC5314 C. albicans torzs fenntartasa és tenyésztése

Kisérleteinkben az C. albicans SC5314 (ATCC-MY A 2876) genomszekvenalt torzzsel
dolgoztunk. Az torzset élesztd kivonatot tartalmazé taptalajon (YPDA; 1 % (w/v)
¢lesztOkivonat (Alfa Aesar, Németorszag), 2 % (w/v) mikologiai pepton (Oxoid, Anglia), 2 %
(w/v) gliikoz, 2 % (w/v) agar, pH= 5,6) 4 °C-on taroltuk.

A kisérletekhez hasznalt SC5314 torzs eldtenyésztése élesztd kivonatot tartalmazé
tapoldatban [YPD; 1 % éleszt6 kivonat, 2 % gliikoz, 2 % mikoldgiai pepton, pH= 5,6] tortént.
A torzseket 18 6ran 4t 5 ml tapoldatban 37 °C-on eldinkubaltuk.

A Dbetametazon (a tovabbiakban BM; dinatrium-betametazon-21-foszfat; Sigma-
Aldrich, Magyarorszag) hatasanak tanulmanyozasakor, a 18 o6ran at elétenyésztett kultarabol
~0,1 ODe4o értékii 5 ml térfogata tenyészetet allitottunk el6. A sejteket 1-4 mM BM-t tartalmazo
YPD tépoldatban 37 °C-on réazatdssal (2,3 Hz) inkubaltuk. Az exponencidlis ndvekedési

fazisban 1év6 (ODes0=~0,8-0,9) sejteket hasznaltuk fel a BM el6kezelés hatasanak vizsgalatara.

4.1.2. Tovabbi C. albicans torzsek és tenyésztésiik

A vizsgalatainkban tovabba a C. albicans ATCC 14053 sziil6i torzset, C. albicans
klinikai izolatumokat (1. tablazat), illetve Fekete és munkatarsai (2007, 2008) altal beldliik
1étrehozott tBOOH tolerans mutans térzseket (AF06, 4774T, 8387T, 10934T, 19890T, 20072T)
hasznaltuk fel. A tBOOH egy oxidativ stresszt kivaltd vegyiilet és gyorsitja a lipidek
peroxidacidjat a biologiai membranban. Az oxidativ stressz tolerans C. albicans mutans
folyamatos tenyésztésével hoztak létre. A mutansok tBOOH toleranciaja stabilnak bizonyult az
atoltasokat kovetden is. Az izolatumok a Debreceni Egyetem AOK Orvosi Mikrobiologia
Intézetének gylijteményébdl szarmaztak [Fekete és mtsai., 2007, 2008]. A torzseket Sabouraud
(SDA, 2 % (w/v) gliikéz, 1 % (w/v) mikologiai pepton, 2 % (w/v) agar) taptalajon, 4 °C-on
taroltuk.

A torzsek eldtenyésztése Sabouraud tdpoldatban (SDB; 2 % gliikkéz, 1 % mikologiai
pepton, pH=5,6) tortént. A torzseket 18 6rdn at 5 ml SDB tépoldatban 28 °C-on eldinkubaltuk,
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majd az igy elOkészitett kulturdkat haszndltuk fel a kornyezeti stresszvalasz

tanulmanyozasahoz.

1. tablazat A vizsgalt C. albicans klinikai izolatumok

Izolatumok Betegek kora és

Diagnozis Mintavételi hely
sorszama neme
Keringési ]
4774 42 éves nd Vizelet
elégtelenség
8387 10 éves lany Langerhans sejtek Széjiireg
hisztocitozisa
10934 45 éves nd Végbélrak Kaniil
19890 59 &ves né Trombocitopénias Sebvéladék
trombotikus purpura
20072 34 éves férfi Pancreatitis Hasiiregi drain

4.2. A sejtek szaporodasanak vizsgalata siillyesztett kultiiraban

4.2.1. A kornyezeti stresszvalasz vizsgalata

A C. albicans sziil6i és mutans sejteket a 4.1.2 pontnak megfeleléen tenyésztettiik elé. Az
eldtenyésztett €lesztdsejteket a vizsgalt stresszt generdld vegyiilettel kiegészitett tapoldatba
oltottuk be. Az optikai denzitas értéket 640 nm-en 0,1-re allitottuk be (ODs4o, kezds). A
tenyészeteket 11 oran keresztiil 28 °C-on, 2,3 Hz fordulaton razattuk. A torzsek szaporodasat a
11 6ras inkubacios id6 alatt elért abszorbancia novekedéssel (AODea4o) jellemeztiik (AODegso =
ODe40, 116ra - ODe40, kezds). A kisérlet soran vizsgéltuk a kornyezeti stresszt generald agensek
sejtek szaporoddsara és a morfoldgia atalakulasra kifejtett hatasat. A vizsgalt paramétereket,

Minden alkalmazott stressz generald agens esetében 3 parhuzamos kisérletet végeztiink,
azon a homérséklet, pH és koncentracio értéken, ahol az oxidativ stressz tolerans C. albicans
mutans torzsek stressztlirése szignifikans (p<0,01) mértékben meghaladta a sziildi torzsét.
Emellett a4gensenként 3 kontroll tenyészet szaporodasat is nyomon kovettik

spektrofotometridsan. Az igy kapott adatok statisztikai feldolgozasra keriiltek. Az egyes stressz
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tipusok szaporodast gatldo hatasat (AAODe40) a kovetkezdképpen hataroztuk meg: a kontroll
tenyészetek atlagos szaporodasi értékeibdl (atlag AODeao, kontron) Kivontuk a stressznek kitett
tenyészetek szaporodasi értékeit (AODs4o, kezelt). A AAODegao= atlag AODea4o, kontroll - AODg4o, kezelt
értékeket a sziil6i és mutans torzsek, illetve minden stressz tipus esetén meghataroztuk. A
szignifikanciat a tBOOH mutans (AAODe40, mutins) €s a megfeleld sziil6i torzseknél (AAODegao,
szisi) feljegyzett szaporodast gatlo értékek atlagai kozott hataroztuk meg. Az élesztd,
pszeudohifa és valddi hifa morfologiai formakat fénymikroszkoppal és kalkofluor fehér (CFW)

festést kovetden fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk.

2. tablazat A vizsgalt stressz tipusok és koriilmények

Oxidativ stressz + 1,0 mmol/I tBOOH
+ 2,0 mmol/l H202
+ 1,2 mmol/l menadion-natrium-biszulfit (MSB)
+ 2,0 mmol/I NaOCI

Hiperozmotikus stressz ~ + 1 mol/l KCI

+ 0,75 mol/l NaCl

+ 1 mol/l szorbit

+ 4 umol/l Fludioxonil
Nehézfém stressz + 0,3 mmol/l AgNOs

Sejtfal és + 80 umol/l kongovoros (sejtfal stressz)

sejt membran stressz
) + 0,01 umol/l ketokonazol (sejt membran stressz)

nem-feltekeredett + 5 mmol/l 1,4-ditiotreitol (DTT)
fehérje valasz (UPR)
pH stressz 4,0 (savas stressz)

10,0 (alkalikus stressz)

Hostressz 42 °C

4.2.2. Antifungalis hatas vizsgalata

A SC5314 ¢lesztosejteket az 4.1.1 pontnak megfeleléen YPD tapkdzegben
tenyésztettiik eld. Az igy kapott 18 6réas standard kultarat YPD tapoldatba oltottuk, hogy a
kiindulasi optikai denzitas A=640 nm-en 0,1 legyen. A tenyészeteket az adott kisérletnek
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megfeleléen 2 mM vagy 4 mM BM-nal, 0,3-0,5 mM MSB-tal (Sigma-Aldrich, Magyarorszag),
6,5 uM flukonazollal (Flu; Molecula Limited, Egyesiilt Kiralysag), 0,13 uM amfotericin B-vel
(AmB; Duchefa Biochemie, Hollandia) vagy 1,3 uM nisztatinnal (Nit; Duchefa Biochemie,
Hollandia) egészitettiik ki. A sejtszuszpenzidkat 12 oran at, 37 °C-on, 2,3 Hz fordulaton
razattuk. A szaporodast 12 6ran at spektrofotometridsan (A=640 nm) kovettiikk nyomon. Az
antifungalis hatast a kontroll és a kezelt kultrak ODe4o értéke, illetve a felndvekvé telepek
(CFU) szama alapjan 0, 6 és 12 ora tenyésztést kovetden allapitottuk meg. A CFU érték
meghatarozasakor, az adott idokézonként vett mintakkal 1:10-es Iéptékli sorozathigitast
végeztiink el. Ezt kdvetden 4x30 pl mintdt YPDA lemezek felszinére pipettaztunk, majd 48
orara 37 °C-os termosztatba helyeztiik, végiil megszamoltuk a kiné6tt telepeket. A CFU értéket
a higitasi adatok ismeretében hataroztuk meg [Kovacs és mtsai., 2013].

Az BM és a MSB kozotti interakciot (IR) az Abbott-formula segitségével jellemeztiik:
IR=lo/le. Az le=X+Y-[XY/100], ahol az le a két szer egyiittes jelenlétében varhatod szazalékos
szaporodasi gatlas, az X és Y a kiilon-kiilon mért szaporodasi gatlasok a BM, illetve a MSB
jelenlétében, mig az lo a két szer egyiittes jelenlétében mért szazalékos szaporodasi gatlas. Ha

IR>1,5 a két szer egymads hatdsat erdsiti (szinergizmus) [Moreno és mtsai., 2003; Toth és mtsai.,

2013].

4.2.3. A hemin, CO; ¢és a pH hatasanak vizsgalata a C. albicans fonalas formainak elagazasi

idejére videomikroszkop rendszerrel

Az SC5314 sejteket a 4.1.1 pontnak megfeleléen, az ATCC 14053, 4774, AF06 és
A4774T C. albicans torzseket a 4.1.2 pontban leirtak alapjan tenyésztettiik el6. A 18 oran at
eléinkubalt sejteket foszfat pufferrel (PBS) haromszor mostuk (4000xg, 4 °C, 5 perc) [Fekete
és mtsai., 2007; 2008]. A sejtstirtiséget 5x10° sejt/ml értékre allitottuk be 5 ml térfogata
bikarbonat mentes RPMI-1640 tapkozegben (Roswell Park Memorial Institute tapkozeg, PAA,
Németorszag) [Kovacs és mtsai., 2013], melyet 10 % fo6talis marha szérummal (FBS) [13,42
mg/l hemoglobin tartalommal (0,208 pM) ¢és 0,83 uM hem tartalommal (EUROCLONE,
Olaszorszag)] egészitettiink ki. Az RPMI-FBS tapkozeg eldsegiti a C. albicans fonalas
novekedését [Nagy és mtsai., 2014]. Kisérlettdl fiiggden a tapoldat pH értékét 4,2, 5,3, 7,0 vagy
8,0-ra allitottuk be, illetve egyes kisérletsorozatban az RPMI-FBS tapkozeghez 50 pg/ml
hemint [76,7 uM koncentracio (Sigma-Aldrich, Magyarorszag), Casanova és mtsai., 1997] is
adtunk. A kultarakat 37 °C-on 1égkori, 5 vagy 10 % CO2 tenzié mellett inkubaltuk és

videomikroszkop rendszerrel nyomon kovettiik a hemin, a CO> és a pH hatasat a C. albicans

34



sejtek csirazasi idejére, fonal morfologiai formainak (valodi hifa, pszeudohifa) elagazasi idejére
¢s a hifahosszra.

A felvételeket egy Carl Zeiss GFL Mikroszkop (Jena, Németorszag) segitségével
készitettiik el, amely invert hasznalatra lett atalakitva. A mikroszkop 10x0,25 objektivvel, a
megfigyelést szolgald okular kameraval (UCMOSO01300KPA), vezérlo szofverrel [ToupView
3.2 softwer SXGA (1280x1024) felbontassal, ToupTek Photonics, Kina] és a megvilagitast
szolgald fehér fényt ,light-emitting diode” (LED) izzdval volt felszerelve. A megvilagitas
1dozitéséhez a Periodic Beper™ szofvert hasznaltuk. A videomikroszkop rendszer minden 40.
masodpercben, tobb mint 4 6ran keresztiil felvételeket készitett a kultarakrol. Az igy kapott
képszekvenciak alapjan a valddi hifa és pszeudohifa morfologiai formak jellemezhetévé valtak
a csirazasig, illetve a csirazastol az els6 hifa elagazasig eltelt id6 alapjan. A valodi hifa hosszak
mérése Image] programmal (National Health Institute) valosult meg. Mindegyik kisérleti

beallitaskor 8-23 sejtet valasztottunk ki a statisztikai elemzéshez.

4.2.4. Talésési képesség vizsgalata

A BM, illetve a MSB élesztOsejtek talélésére gyakorolt hatasat Klepser és munkatarsai
(1998) altal leirt id6-61és gorbék segitségével, telepszamlalassal hataroztuk meg. A kisérletben
a 4.1.1 pontnak megfeleléen el6tenyésztett SC5314 sejteket, 0,9 % NaCl oldattal mostuk, majd
denzitométerrel 0,5 McFarland stirtiségti  (1x108-5x10® CFU/ml) gombaszuszpenziot
készitettiink. Az igy kapott kiindulasi inokulumot, 10x-es higitasban bikarbonat mentes RPMI-
1640 tapkozegbe oltottuk. A sejteket 37 °C-on 48 oOraig razatassal (2,3 Hz) inkubaltuk.
Meghatérozott id6kozonként mintat vettiink és 1:10-es 1éptékii sorozathigitast kovetden, 4x30
ul mintat YPDA lemezek felszinére pipettaztunk. A lemezeket 37 °C-on 48 o6raig inkubaltuk és
megszamoltuk a kindtt telepeket. A CFU értéket a higitasi adatok ismeretében hataroztuk meg

[Klepser és mtsai; 1998; Kovacs és mtsai., 2013].

4.3. A sejtek szaporodasanak vizsgalata szilard taptalajon

A 4.1.1 pontnak megfeleléen elétenyésztett, szteroiddal elékezelt és kontroll SC5314
sejteket steril PBS pufferrel hiromszor mostuk (4000xg, 4 °C, 5 perc) és a sejtsiiriséget 2x10°
sejt/ml értékre allitottuk be. A sejtszuszpenzidobol 50 ul-t (1x10% sejt) YPDA taptalaj feliiletére
szélesztettiink. Az YPDA lemezeket 30 °C-on 5 napig inkubaltuk, kozben a 3. és 5. napon

dokumentaéltuk a telepméretben bekdvetkezd valtozasokat.
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4.4. Virulencia faktorok vizsgalata

4.4.1. Csirazas vizsgalata birkaszérumban

A 18 oran at eldtenyésztett sejteket, az 4.1.1 pontban leirtak alapjan szteroiddal
eléinkubaltuk, majd az SC5314 kontroll és a BM-nal elékezelt sejteket haromszor mostuk steril
PBS pufferrel (4000xg, 5 perc, 4 °C) és a sejtszamot 5x107 sejt/ml-re allitottuk. A
sejtszuszpenziobol 0,25 ml-t (1,25x107 sejt), 2,5 ml sterilre sziirt birka szérumhoz adtuk és 37
°C-on 120 percig inkubaltuk. A tenyészetekbdl 30, 60 és 120 perc elteltével mintat vettiink és
fénymikroszkop segitségével meghataroztuk a csirazo sejtek aranyat [Ghannoum, 1992;
Gyetvai és mtsai, 2007].

4.4.2. Pszeudohifa ¢s klamidospora képzés vizsgalata kukoricaliszt taptalajon

A 4.1.1 pont alapjan a szteroiddal el6kezelt, illetve kezeletlen SC5314 sejteket PBS
pufferrel mostuk, majd a sejtszdmot 1x107 sejt/ml-re 4llitottuk be. A sejtszuszpenziobol 5 pl-t
(5x10* sejt) kukoricaliszt tartalmi lemezre [KLA-Tween, 0,19 % (w/v) kukoricaliszt, 1 %
Tween-80, 2 % (w/v) agar] cseppentettiink, steril fedélemezzel lefedtiikk, majd 30 °C-on
inkubaltuk. A morfologiat 0, 3, 6, 9, 12, 48 és 62 ora elteltével fénymikroszkop alatt vizsgaltuk

¢és a TopView szamitdgépes programmal rogzitettiik [Koehler és mtsai., 1999].

4.4.3. Hifazo képesség vizsgalata Spider taptalajon

A BM-nal eléinkubalt és kontroll SC5314 sejteket a 4.1.1 pont alapjan elokészitettiik és
steril PBS pufferben 1x107 sejt/ml-re éllitottuk a sejtszdmot. A sejtszuszpenziobol 20 pl-t
(2x10° sejt) Spider taptalaj [1 % (w/v) tapleves (,,Nutrient broth”, Merck, Németorszag), 1 %
(w/v) gliikéz, 0,2 % (w/v) KoHPO4 és 1,35 % (w/v) agar] felszinére cseppentettiink és 30 °C-
on 10 napig inkubaltuk. A telepekrdl az inkubacios id6 5., 7. és 10. napjan felvételeket
készitettiink [Fekete és mtsai., 2007].

4.4.4. Extracellularis foszfolipaz (EP) aktivitds meghatarozasa tojassargaja taptalajon

A 4.1.1 pontban leirtak szerint BM-nal el6kezelt és kontroll SC5314 sejteket a PBS
pufferrel haromszor mostuk és a sejtstirtiséget 1x107 sejt/ml-re allitottuk. A sejtszuszpenziobol
5 pl-t (5x10* sejt) tojassargajat tartalmazo lemez [5,85 % (w/v) NaCl, 0,05 % (w/v) CaCl; és
10 % (w/v) steril tojassargaja (Sigma-Aldrich, Magyarorszag) SDA] feliiletére oltottunk. A
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lemezeket 3 napon keresztiil, 30 °C-on inkubaltuk. Az EP aktivitast 1/Pz-1 értékkel jellemeztiik,
ahol a Pz érték a telep atmérdjének és a telepek kortil kialakult feltisztuldsi zona atmérdjének

hanyadosa volt [Gyetvai és mtsai., 2007].

4.5. Antioxidans enzimaktivitasok vizsgalata

A 4.1.1 pontban leirtak alapjan a BM-nal kiegészitett YPD tapoldatban el6inkubalt
SC5314 sejtekhez a tenyésztés 4. 6rajaban 1,5 mM MSB-ot adtunk, majd tovabbi 2 oran at 37
°C-on inkubaltuk (2,3 Hz). A sejteket kétszer mostuk PBS pufferrel (4000xg, 10 perc, 4 °C),
majd az igy kapott centrifugalt sejttomeget -70 °C-on taroltuk. A felolvasztott mintakat Kis
mennyiségii PBS pufferben vettiik fel, majd tiveggyonggyel (atmérd: 425-600 pum, Sigma-
Aldrich, Magyarorszag) feltartuk. Ezt kovet6en a sejttomeget centrifugaltuk (13000xg, 10 perc,
4 °C) és az igy nyert sejtmentes extraktumot hasznaltuk tovabb a katalaz, glutation reduktaz,
glutation peroxidaz, gliikkoz 6-foszfat dehidrogenaz és a szuperoxid dizmutaz enzimaktivitasok
meghatarozasahoz. Az egyes enzimeknél a reakcidelegyek végtérfogata 1 ml volt és 10 v/v %

minta mellett tartalmazta az egyes komponenseket.

4.5.1. A katalaz aktivitas meghatarozasa

A kataldz enzim aktivitdsdra a hidrogén-peroxid fogydsabdl kovetkeztettiink. A
reakcioelegy 0,1 mmol/l H2O, tartalmazott 20 mmol/l HEPES pufferben (pH=7,6) oldva. A
hidrogén-peroxid fogyasat A=240 nm -en 1 percig kovettiik nyomon [Roggenkamp €s mtsai.,
1974].

4.5.2. A glutation reduktaz (GR) aktivitds meghatarozasa

crer

GR aktivitas meghatarozasakor a reakcioelegy 0,1 mmol/l NADPH-t, 1,5 mmol/l oxidalt
glutationt (GSSG) tartalmazott 0,1 mol/l K-foszfat pufferben (pH=7,6) oldva. A mérés A=340

nm -en 1 percen keresztiil tortént [Pinto és mtsai., 1984].

4.5.3. A glutation peroxidaz (GPx) aktivitas meghatarozasa

A GPx aktivitds meghatarozasakor a reakcioelegy 1 mmol/l NADPH-t, 1 mmol/l
redukalt glutationt (GSH) , 440 U/l GR-t (1U az az enzim mennyiség, amely 1 perc alatt 1 umol
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GSSG-t redukal) és 0,1 mmol/l kumén-hirdoperoxidot tartalmazott TRIS/HCI-EDTA (50 mM
TRIS/HCI; 0,091 mM EDTA,; pH=7,6) pufferben. A reakcio szinvaltozassal jart, amit 1 percig
kovettiik nyomon A=340 nm-en [Chiu és mtsai., 1976].

4.5.4. A gliikoz 6-foszfat dehidrogenaz (G6PD) aktivitas meghatarozasa

A G6PD enzim meghatarozasakor a reakcioelegy 1 mmol/l gliikkdz-6-foszfatot, I mmol/l
NADP-t és 200 mmol/l MgCl; tartalmazott 20 mmol/l HEPES pufferben (pH=7,6) oldva. A
reakcioelegy abszorbancia valtozasat A=340 nm-en 1 percig kdvettiik nyomon [Emri és mtsai.,

1994].

4.5.5. Szuperoxid dizmutdz (SOD) aktivitds meghatdrozéasa

A teljes SOD aktivitas [SOD(CuZn)+ SOD(Mn)] meghatarozasakor 1,4 mmol/I nitro-
kék tetrazolium kloridot (,,nitro-blue tetrazolium chloride”, NBT) és 0,2 mmol/l Xantint
tartalmaz6 reakcidelegyet 50 mmol/l K-foszfat pufferben (pH= 7,8) oldottuk fel. A reakciot K-
foszfat pufferben oldott 10 U/l xantin oxidaz (1U az az enzim mennyiség, amely 1 perc alatt 1
umol xantint alakit at karbamidda) hozzaadasaval inditottuk el és 1 percig A=560 nm-en
detektaltuk a reakcioelegy abszorbancia valtozasat [Oberley & Spitz, 1984].

4.5.6. Fehérjetartalom mérése

Az antioxidans enzimaktivitasokat a feliiluszo fehérjetartalmara vonatkoztattuk. A
feltart mintdk 20 pl feliiliszojdhoz 1 ml Bradford reagenst adtunk és 10 perc
szobahOmérsékleten torténd inkubéciot kovetden A=595 nm-en mértik a mintak
fehérjetartalmat [Bradford, 1976]. A GR, GPx és G6PD enzimek aktivitasat mkat/kg protein, a
protein)* egységekben tiintettiik fel, ahol 1U az az enzimmennyiség volt, amely az NBT

redukcidjaban 50 %-os gatlast okozott.

4.6. A sejtek oxidalt és redukalt glutation tartalmanak mérése

Az SC5314 ¢lesztdsejteket a 4.5. pontban leirtak alapjan tenyésztettiik. Az oxidalt és
redukalt glutation méréséhez 20 ml tenyészetet centrifugaltunk, melyet 1 ml 4 °C-ra hitott 5
wIV % 5°-szulfoszalicilsav oldatban inkubaltuk (20 perc, 4 °C). Ujabb centrifugalast kovetSen

a feliiluszot trietanolamin segitségével kozombositettiik. A mérésekhez hasznalt reakcioelegy
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115 mmol/l Na-foszfat pufferben (pH=7,5), 50 mmol/l EDTA-t, 0,6 mmol/l 5,5’-ditio-bisz-(2-
nitrobenzoesav)-at (DTNB), 0,2 mmol/l NADPH-t, 1,5 kU/I GR-t tartalmazott, melyhez a GSH
mérése esetén 25 ul, a GSSG-nél pedig 100 ul mintat adtunk. A DTNB redukalodéasanak
sebességét A=412 nm-en detektaltuk. A mintak GSSG tartalmanak a meghatarozasakor a GSH
tartalmat el6zetesen 2-vinilpiridines (185 mmol/l, 4 °C, 1 6ra, pH= 6-7) kezeléssel reagaltattuk
el. A GSSG mennyiségét kalibralo sor segitségével hataroztuk meg [Anderson, 1985].

A GSH tartalom meghatarozasakor a minta teljes glutation tartalmat (GSH+GSSG)
mértiik meg. A GSH mennyiségét a 2-vinilpiridines kezelés elhagyasaval és a GSSG tartalom
ismeretében szamoltuk ki. A mért mennyiségeket a sejtek fehérje tartalmara vonatkoztattuk és

mmol/kg protein mértékegységben adtuk meg [Anderson, 1985].

4.7. A reaktiv részecske (RS) tartalom meghatarozasa

A RS tartalom vizsgalatanal a 4.5. pont alapjan tenyésztett SC5314 élesztésejtekhez 10
umol/l 2°,7’-diklorfluoreszcin diacetatot (Molecular Probes Europe BV, Hollandia) adtunk és
1 6ran at, 37 °C-on 2,3 Hz fordulaton razattuk [Halliwell & Gutteridge, 2007]. A mintakat PBS
pufferrel torténd mosast kovetden (10 perc 4 °C, 13000xg) 5 wiv % 5’-szulfoszalicilsav
oldatban tartuk fel (20 perc, 4 °C). Ujabb centrifugalast kovetéen a feliilaszot 0,5 mol/l NaOH
oldattal tortén6 kozombdositést kovetden hasznaltuk fel a méréshez. A 2°,7’-diklorfluoreszcin-
diacetatbol 1 ora inkubalas alatt képz6d6 fluoreszeens termék, a 2°,7°-diklorfluoreszcin (DCF)
Xempcr=523 nm). A képz6dott DCF mennyiségét 1000 F/ODgso NM mértékegységben adtuk
meg, ahol F megfelel, a sejtmentes kivonat altal képz6dott DCF fluoreszcenciajaval [Royall &

Ischiropoulos, 1993; Emri és mtsai., 1997].

4.8. Patogenitas vizsgalatok

4.8.1. A kisérletekben hasznalt sejtvonalak és fenntartasuk

A TR146 emberi szajiiregi pikkelysejtes karcinoma eredetii epitélium sejtvonal (Cancer
Research Technology, London) sejtjeit 1 mM Na-piruvatot, 2 mM L-glutamint és 10 % FBS-t
tartalmaz6 DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) tapkdzegben tenyésztettiik. A C2BBel
(Caco-2 klon) egy emberi kolorektalis adenokarcindmabdl 1étrehozott sejtvonal (ATCC). A
sejteket 0,01 mg/ml holotranszferinnel (Merck, Németorszag), aminosavakkal és 10 % FBS-el
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kiegészitett DMEM tapkozegben novesztettilk. Az A-431 hiivelyi epitélium sejtvonal, amely
emberi epidermalis karcindmabol szarmazik (ACC 91; Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Németorszag). A sejteket 1 mM Na-piruvatot, 2
mM L-glutamint és 10 % FBS-t tartalmaz6 RPMI-1640 tapkozegben tartottuk fenn. A
sejtvonalak tenyésztése minden esetben 37°C-on, 5 % CO: tenzid mellett, parasitott
inkubéatorban tortént. A tdpkozeget 2-3 naponta cseréltilk, a sejteket kétszer egy héten
passzaltuk.

A C. albicans adhéziés és invaziv képességének meghatarozasahoz 1x10° (/ml)
epitélium sejtet tiveg fedélemezekre osztottunk szét, melyeket eléz6leg 24 mintahelyes ELISA
mikrolemez tiregeibe helyeztiik el. A C2BBel sejtek esetében a szétosztasukat megeléz6 napon
az liveg fedélemezeket 10 pg/ml patkanyfarok kollagénnel (Invitrogen, USA) vontuk be. Az
ELISA lemezeket 2 (TR146 és A-431 sejtek) vagy 3 napig (C2BBel sejtek) inkubaltuk (37 °C,
5 % CO,). A citotoxicitas és citokin szintek meghatarozasahoz 2x10* (/ml) epitélium sejtet
osztottunk szét a 96 mintahelyes ELISA mikrolemez iiregeibe. A lemezeket 1 (TR146 és A-
431 sejtek) vagy 3 napig (C2BBel sejtek) inkubaltuk 37 °C-on, 5 %-0s CO. tartalom mellett
[Giard és mtsai., 1973; Dalle és mtsai., 2010; Wachtler és mtsai., 2011 a,b].

4.8.2. Epitélium sejtek in vitro fert6zése

A C. albicans SC5314 torzset a 4.1.1 pontban leirtak alapjan 30 °C-on eltenyésztettiik,
majd a 1 vagy 2 mM BM-nal kezelt és kezeletlen mintakat 30 °C-on, 3 Hz razatas mellett 6
oran keresztiil inkubaltuk. A sejteket haromszor mostuk PBS pufferrel és a sejtszamot 2x10°
sejt/ml-re allitottuk be az epitélium sejtvonal tenyésztésétdl fiiggéen DMEM vagy RPMI-1640
tapkozegben.

Az ELISA mikrolemez iiregeibe szétosztott epitélium sejteket kozvetleniil a fertézést
megeldzden steril PBS pufferrel mostuk, majd FBS-mentes 0, 1 vagy 2 mM BM-nal kiegészitett
DMEM vagy RPMI-1640 tapkozeget adtunk a sejtekhez. A megfeleld sejtstirtiségti BM-nal
kezelt vagy kezeletlen C. albicans sejtszuszpenzidval fertdzott epitélium sejteket 1 oran
(adhézid vizsgélata), 3 oOran (hifahossz és invaziv képesség meghatdrozasa) vagy 24 oOran
(citotoxicitas és citokin szint meghatarozasa) keresztiil inkubaltuk (37 °C, 5 % CO2). A
citotoxicitas és a citokin szintek meghatarozasanal C. albicans kultiraval nem fertézott kontroll

mintakat is készitettlink [Dalle és mtsai., 2010; Wéchtler és mtsai., 2011 a,b].
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4.8.3. A C. albicans adhézios képességének vizsgalata

A 24 mintahelyes ELISA mikrotiter lemez iiregeibe helyezett korong alaku
fed6lemezeken tenyésztett epitélium sejteket a 4.8.2 pontban leirtak alapjan C. albicans
SC5314 torzzsel fertdztiik. Az 1 ora inkubacids id6t és haromszori PBS mosast kdvetden a
mintakat 4 % paraformaldehiddel fixaltuk egy éjszakan at. A fixalast kovetden a letapadt C.
albicans sejteket CFW fluoreszcens festékkel jeloltiik. Végiil a fedélemezeket a fluoreszcens
jel gyengiilését lassito ProLong Mounting oldattal targylemezre rogzitettiik. A mintak
vizsgalata és elemzése fluoreszcens mikroszkoppal (Leica DM5500B, Leica DFC360 FX)
tortént. A letapad sejtek szamat 100 jelolt élesztosejt megszamolasaval, véletlenszerlien
kivélasztott 200 pm x 200 pm méretli mezdkben hataroztuk meg [Dalle és mtsai., 2010;
Wichtler és mtsai., 2011 a,b]. Az egyes mez6kben meghatarozott adherens gombasejteket ezt
kovetden atlagoltuk. A letapad sejtek %-os meghatarozasa a kovetkez6 képlettel tortént, ahol
az ELISA mikrolemez iirege (mintahely) 1,9x10® um? méreti, a 1atotér mérete 4x10% pm?, a

fertdzéskor hasznélt Candida sejtek szama 10° (sejt/iireg) volt:

a letapadt sejtek atlaga x mintahely mérete um?- ben
adhézi6 (%) = x 100
a latotér mérete pm?- ben x a fertdzéskor hasznalt Candida sejtek szdma

4.8.4. A C. albicans invaziv képességének vizsgalata

Az epitélium sejtek tenyésztése és C. albicans torzzsel torténd fertézése a 4.8.1 és 4.8.2
pontokban leirtak alapjan tortént. A 3 6ra inkubacios idot kovetéen a mintakat 4.8.3.-as pontban
ismertett modon el6készitettiik a fluoreszcens jeloléshez. Az extracellularis C. albicans hifakat
Alexa Fluor 488 fluoreszcens festékkel konjugalt szukcinalt concanavalin A-val (Alexa -ConA)
jeloltiik. 1 ora inkubalasi id6 utan az epitélium sejteket 0,5 % Triton X-100-al permeabilizaltuk,
majd a C. albicans hifakat CFW fluoreszcens festékkel jeloltiik lehetévé téve az invaziv (csak
CFW jelolt) és nem invaziv (CFW és Alexa-ConA jelolt) hifak vizsgalatat. A fedélemezeket
,ProLong Mounting” oldattal targylemezre rogzitettiik. A hifak hosszat és az invaziv C.
albicans hifak szamat fluoreszcens mikroszképpal (Leica DM5500B, Leica DFC360 FX)
hataroztuk meg. A mintak vizsgalatanal legalabb 50 invaziv gombasejtet szamoltunk meg
fed6lemezenként [Dalle és mtsai., 2010; Wachtler és mtsai., 2011 a,b]. Az invaziv hifak %-0s

meghatarozasa a kovetkezd képlettel tortént:

csak CFW festékkel jeldlt invaziv hifak szdma
invaziv hifak (%) = x 100
a megfest6dott 6ssz hifa szam
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4.8.5. Citotoxicitas vizsgalat a laktat- dehidrogendz felszabadulas mérésével

Sejtsériilés vagy sejthaldl alkalméval a feliiliszoba keriilé laktat dehidrogenaz enzim
mennyiségét (LDH) citotoxicitast detektalo kit (Roche, Németorszag) segitségével hataroztuk
meg. Az LDH enzimaktivitas mérésének elsé 1épésében a LDH enzim a tejsavat piruvatta
oxidalja, mikozben a NAD® NADH/H"-4 redukalodik. A reakcié masodik 1épésében a
keletkezett redukalt koenzim a sarga indonitrotetrazolium s6 voOrds formazanna torténd
redukaldsakor regeneralddik. A 1étrejott szinvaltozast A=490 nm-en detektaljuk.

A 96 lyuka ELISA mikrotiter lemez liregeiben tenyésztett epitélium sejteket a 4.8.2
pontban leirtak alapjan C. albicans SC5314 torzzsel fertoztik. A 24 dras inkubacios idot
kovetéen a mintak 10x-re higitott felilluszojat citotoxicitast detektald oldattal 25 percig,
sOtétben inkubaltuk. Az inkubécios 1d6 lejarta utan a reakciot 50 pl 1M HCI oldattal allitottuk
le. Az abszorbancia valtozast 490 nm-en detektaltuk. A C. albicans élesztével nem fert6zott és
BM-nal nem kezelt epitélium sejteknél (Kis citotoxicitasi kontroll) kapott abszorbancia
értekéket a kiértékeléskor kivontuk a tobbi mintdnal detektalt OD értékbdl. A pozitiv lizis
kontrollokat (C. albicans sejtekkel nem fert6zott és BM-nal nem kezelt epitélium sejtek) a 24
oras inkubacios id6t kovetden 0,1 % Triton X-100 reagenssel roncsoltuk szét, és az igy mért
LDH értékeket tekintettiik 100 %-0s sejt karosodasnak (nagy citotoxicitasi kontroll) [Dalle és
mtsai., 2010; Wichtler és mtsai., 2011 a,b].

4.8.6. Citokin koncentracié meghatarozasa

A 96 lyuka ELISA mikrotiter lemez iiregeibe tenyésztett epitélium sejteket a 4.8.2
pontban leirtak alapjan szteroiddal kezelt, illetve kezeletlen C. albicans SC5314 sejtekkel
fertdztiik. 24 ora inkubacios 1d6t kovetden a mintdk feliiliszdjabol eBioscience ELISA kit
segitségével hataroztuk meg az interleukin-6 (IL-6) és interleukin-8 (IL-8) koncentraciokat.
Elészor az interleukinra specifikus ellenanyagot vittink fel az ELISA mikrotiter lemez
iiregeibe, ¢és egy €jszakas 4 °C-on torténd inkubaciot kovetden az iiregeket 0,05 % Tween-20-
PBS moso pufferrel mostuk. A higitdo puffer bemérését, majd egy oras inkubaciot és mosast
kovetden a higitott standard sort, illetve a mintakat vittiik fel a lemezre. Ujbéli mosast kovetéen
az immobilizalt ellenanyaghoz Kitapadt interleukinok kimutatasara specifikus detektalo
ellenanyagot vittiink be a rendszerbe. Az egy 6ras inkubdacids id6 utan az liregekbe torma-
peroxidaz oldatot mértiink be, majd fél ora elteltével, illetve az iiregek mosasat kovetden
hidrogén-peroxid szubsztrat oldatot adtunk. A rendszerben maradt torma-peroxidaz bontotta a

kromogént tartalmazo6 hidrogén-peroxid szubsztratot, amit sarga szinvaltozas jelzett. A reakciot
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1M H3PO4 oldattal allitottunk le. Az abszorbancia értékeket 450 nm hulldmhosszon hataroztuk
meg, ami aranyos volt a mintdk pg/ml-ben kifejezett interleukin tartalmaval. Referencia

hulldmhosszként 570 nm-t hasznaltunk a méréshez [Wilson és mtsai., 2013].

4.9. Statisztika

A statisztikai elemzésekhez az atlagokat és szorasokat (S.D.) harom filiggetlen kisérlet
adataibol hataroztuk meg. A szignifikancia vizsgalatokhoz Student-féle t tesztet, Welch-féle t
probat vagy Tukey-féle tesztet (GraphPad Prism 7) hasznaltunk. Minden esetben a p<0,05
értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

A C. albicans fonalas formainak vizsgalatakor kapott elagazasi idok statisztikai kiértékelésénél
a Welch-féle t probaval [Welch, 1947] elvégzett paronkénti 6sszehasonlitast kovetéen kapott p
értékek korrigalasa Holm-modszerrel [Holm, 1979] tortént. Az oxidativ stressz tolerans C.
albicans mutans torzsek altalanos stresszvalaszanak vizsgalatakor a p értékek egyoldala t
teszteket kovetd Holm (1979) korrekcidval lettek meghatarozva. Mind a két kisérletsor
esetében a statisztikai elemzés 3.1.2 verzidszamu R interaktiv statisztikai szamitasi kdrnyezet
(R Core Team, 2014) segitségével tortént.

A C. albicans epitélium sejtekkel torténd interakcidjanak a vizsgalatakor kapott adatok
statisztikai  kiértékelésekor 2-utas ANOVA varianciaanalizist és Tukey-féle tesztet

alkalmaztunk.

4.10. Felhasznalt vegyszerek

A kisérleteinkben felhasznalt vegyszerek, ha masképpen nem jeloltiik az eredetet, akkor
a Sigma-Aldrich Kft. (Magyarorszag) és a VWR International Kft. termékei voltak.
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5. Eredmények

5.1. Kornyezeti faktorok hatasa a C. albicans morfologiai atalakulasara

5.1.1. A hemin, szén-dioxid és pH hatéasa a C. albicans fonalas formainak elagazasi idejére

A Kkisérletekben a CO és a hemin C. albicans morfologiai atalakulasara gyakorolt
hatasat vizsgaltuk a C. albicans altal elfoglalt anatomiai helyekre, azaz a szajiiregre (pH 4,5-
8,0), a gasztrointesztinalis traktusra (pH 2,0-8,0), illetve a hiively lumenére (pH 4,1-5,5, a
menstruacios ciklus 2. napjan pH 6,7) jellemz6 pH értékeken. A CO2 tenzi6 kivalasztasanal a
szajiiregre (1égkori CO2 tenzid), a gasztrointesztinalis traktusra [5,1-29 (v/v) %] és a hiively
lumenére [6,1-8,3 (V/v) %] jellemz6 értékeket vettiik figyelembe. A hemint a morfologiai
atalakulast kivalto legkisebb 50 pg/ml koncentracioban alkalmaztuk. A C. albicans fonalas
novekedését elosegité RPMI-FBS tapkozeghez adott heminnel a szervezetben kialakulo vérzést
szerettiik volna modellezni kisérleteinkben.

A videomikroszkop rendszeriinkkel gytijtott adatok alapjan elmondhato, hogy a C.
albicans torzsek pH 7,0 és pH 8,0 értékeken valodi hifa morfologiat képeztek, fliggetlentil a
hemin jelenlététdl vagy az alkalmazott COz2 tenzidtol. Ezzel ellentétben a savas pH értékek (pH
4,2, pH 5,3) teljesen gatoltak a valodi hifa morfologia kialakulasat, elésegitve a pszeudohifa
morfologia megjelentését. Az oxidativ stressz tolerans C. albicans mutans torzsek a sziil6i
torzsekhez hasonléan vagy valodi hifa (pH 7,0 és 8,0), vagy pszeudohifa (pH 4,2 és 5,3)

morfoldgiai format mutattak (6. abra).
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A\

4774; pH 4,2 SC5314; pH 8,0 + hemin + 5 % CO,

6. abra A C. albicans jellegzetes morfolégia formai. A C. albicans torzsekre jellemz6 pszeudohifa (A) és valodi
hifa (B) morfoldgiai formakat videomikroszkop rendszerrel (skala=100 um) készitett felvételeken mutatjuk be. A
fonalas morfologia megjelenését savas (pH 5,3 és 4,2- pszeudohifa forma), semleges (pH 7,0- hifa forma) vagy
alkalikus (pH 8,0- hifa forma) pH értékii 50 pg/ml heminnel kiegészitett RPMI-FBS tapkozegben vizsgaltuk. A
kultarakat 1égkori, 5 vagy 10 % CO; tenzié mellett inkubaltuk.

A Kkisérleteinkkel megprobaltunk bevezetni egy konnyen adaptalhato, szdmszerlsithetd
paramétert a fonalas morfologiai formak jellemzésére és a C. albicans sejtek fiziologiai
allapotanak, virulenciajanak a leirdsara. A csirazasi id6 (csirazas megkezdéséig eltelt idd), az
elagazasi id6 (a csirdsatol az elso hifa elagazasig eltelt id6) és a hifahossz (a hifa csticstol az
els6 hifa elagazasig) mérését végeztiik el a C. albicans kultarakban.

A pH, COz és a hemin szamos esetben szignifikdnsan befolyasolta a sejtek csirdzasi idejét,
de ezen valtozasok torzsspecifikusnak bizonyultak, igy a vizsgalt koriilmények kozott altalanos
tendenciat nem tudtunk megallapitani.

A csirazasi idovel szemben az elagazasi idokben tapasztalt valtozasokat az alkalmazott
tenyésztési koriilmények befolyédsoltdk. Az 5 % CO:2 jelenléte megndvelte az elsé hifa
elagazasig eltelt id6t a hemint tartalmazo pH 7,0 semleges kémhatast kultirakban (7.A abra).
Tovabba, a heminnel kiegészitett kultirak pH értékének semlegesrdl (pH 7,0) alkalikusra (pH
8,0) torténd valtoztatasa 5-bol 4 torzs esetében az elagazasi idok szignifikans novekedést (1,37-
1,9-szeres) eredményezte (7.B dabra). A vizsgalt koriilmények eldgazasi idokre gyakorolt
hatasarol megallapithatd, hogy a heminnel kiegészitett pH 7,0 értékli kultirdkat jellemezte a
legrovidebb elagazasi id6, azonban a pH alkalikus felé torténd eltolodasa és/vagy 5 % CO»
tenzi6 alkalmazasa az elagazasi id6 novekedését eredményezte.

A 8. abran lathato, hogy az elagazasi idok erds korrelaciot mutattak az elsé elagazas

megjelenésekor mért hifahosszakkal. Az elagazasi idével ellentétben, a C. albicans hifak
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novekedési sebességét nem befolyasolta a pH (pH 7,0 vagy 8,0), tovabba a CO» (1égkori vagy
5 %) és a hemin jelenléte sem, ugyanis a hosszabb elagazasi id6 hosszabb hifa hosszal, és igy

hasonl6 novekedési sebeséggel tarsult.
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7. abra A szén-dioxid (5 % COz; A rész) és a pH (pH 7,0 és 8,0; B rész) hatasa az egyes C. albicans torzsek

elagazasi idejére. * Szignifikansak a kiilonbségek (p<0,05) egyazon torzs kiilonb6z6 kultarai kozott.
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8. abra A hifa novekedését jellemzé morfolégiai paraméterek Gsszehasonlitasa semleges és alkalikus pH
értékeken vizsgalt C. albicans kultirakban. Az elagazasi id6k atlaga (perc) és az elsé elagazas megjelenésekor
meghatarozott hifahossz (um) atlaga kozotti korrelaciot Pearson féle korrelacios koefficienssel (r) jellemeztiik,

ami r=0,71-nek adodott, azaz igen szoros kapcsolatot talaltunk a két paraméter kzott.

5.1.2. Stressz keresztvédelem vizsgalata az oxidativ stressz tolerans C. albicans mutans

torzseken

A C. albicansnak sajat védelme és homeosztazisa fenntartasa érdekében alkalmazkodnia
kell az élohelyén kialakuld és egyben gyorsan valtozd kdrnyezeti stresszhatdsokhoz. A S.
cerevisiae ¢és a S. pombe élesztdknél mar bebizonyosodott a keresztvédelem jelenléte, de C.
albicansnal még bizonytalan a megléte. Igy kisérleteinkben a C. albicans sziil6i és az oxidativ
stresszhez alkalmazkodott mutans sejteket mindazon stresszhatasnak Kkitettiik, amivel a
gazdaszervezetben talalkozhat.

Az egyes stressz tipusok sejtszaporodast gatlo hatasat leiro adatok R statisztikai
kornyezettel [R Core Team, 2013] torténd elemzését kovetden lathatova valt, hogy az tBOOH
tolerans C. albicans torzseknél kapott értékek (AAODe40, mutans) mindegyik stressz generald
agens esetén, fiiggetleniil annak hatasatol, szignifikansan kisebbnek adddtak, a megfeleld sziiloi
torzseknél feljegyzett adatoknal (AAODeao, sisi) (9. abra). Az egyoldalu t teszteket kovetd
Holm (1979) korrekcioval meghatarozott p értékek nem haladtdk meg 0,037 érteket.
Megallapithatjuk tehat, hogy az tBOOH tolerans torzsek megnovekedett oxidativ stressz
tolerancidja megerdsitette a gomba oxidativ, ozmotikus, nehézfém, sejtfal, sejtmembran, UPR-

t kivalto, pH (savas és alkalikus) és hdstresszt toleralo képességét is.
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9.4bra A tBOOH tolerans C. albicans mutans (sziirke karika) és a megfelelé sziil6i (fekete pontok) torzsek
vizsgalatanal alkalmazott stressz generald agensek okozta sejtszaporodas gatlasai. A tenyészetek
szaporodasat 11 6ran at spektrofotometridsan (A=640 nm) kovettiik nyomon. Az egyes stressz tipusok szaporodast
gatld hatasat (AAODeso) a kovetkezOképpen hataroztuk meg: a kontroll tenyészetek szaporodasi értékeinek
atlagabol (atlag AODeuao, kontron) Kivontuk a stressznek Kitett tenyészetek szaporodasi értékeit (AODeao, kezelt). A

AAQODgs0= atlagAODeag, kontroll - AAsag, kezelt €rtékeket minden torzs és minden stressz tipus esetén meghataroztuk.

Mindezek utan megvizsgaltuk, hogy a megndvekedett oxidativ stressz tolerancia altal
eredményezett altalanos stressz tolerancia kapcsolatban all-e a C. albicans morfologiai
atalakulasaval. A 3. tablazatban Osszefoglalt morfologiai valtozasok csak igen lassan, az
inkubacio 1d6 masodik felében, 6-12 ora elteltével valtak megfigyelhetové. Kivételt jelentenek
ez alol a 42 °C-os hosokknak kitett tenyészetek, ahol az éleszto—hifa morfologiai atalakulas
mar az inkubdcios id6 3. 6rdjaban megfigyelhetd volt.

A 3. tablazatban lathatjuk, hogy a vizsgalt C. albicans sziil6i és mutans torzsek

kizarolag éleszt6 formaban szaporodtak stresszmentes korilmények kozott, az
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¢leszté—(pszeudo)hifa morfologiai atalakulast kiilonbozd tipustt kornyezeti stresszhatdsok
valtottak ki. A hdstressz (42 °C) minden tesztelt torzs esetén élesztG—hifa morfologiai
atalakulast indukalt, fliggetleniil azok tBOOH toleranciatol. Emellett az oxidativ stresszt kivalto
H20, eredményezett a legtobb esetben élesztd—pszeudohifa transzformaciot a tanulméanyozott
torzseknél (3. tablazat, 10. abra).

Az vizsgalt stresszkoriilmények kozott a C. albicans mutans torzsek tBOOH
toleranciagja a 8387T torzs esetén gatolta, a 19890T torzsnél indukalta az
éleszté—(pszeudo)hifa morfologiai atalakulast a sziil6i torzsekhez viszonyitva, azonban a
legtobb torzs és stresszhatas esetén az egyetlen megfigyelheté morfologiai forma az éleszto volt
(3. tablazat).

A fonalas morfologiai formak (hifa, pszeudohifa) el6fordulasanak gyakorisiga nem
kiilonbozott szignifikansan a tBOOH tolerans mutans (éleszt6: hifa: pszeudohifa - 100: 7,29:
7,29) és vad tipusu (éleszté: hifa: pszeudohifa - 100: 6,25: 8,33) torzseknél. A morfologiai
atalakulds szazalékos eloszldsa, a pszeudohifa és a hifa formakat tekintve, megegyezett a
mutans (14,58 %) és a sziil6i (14,58 %) sejteknél (3. tablazat). Fontos megjegyezni, hogy a
fonalas sejt morfologiat csak élesztésejtekkel kevert formaban figyeltilk meg a tanulmanyozott

tenyészetekben (3. tablazat).
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3. tablazat A Candida albicans sziil6i és tBOOH tolerans torzsek morfologiaja az alkalmazott stresszt kivalto agensek jelenlétében.

Stressz- ATCC 14053 AF06 4774 4774T 8387 8387T 10934 10934T 19890 19890T 20072 20072T
korilmények

Kontroll E E E E E E E E E E E E
tBOOH E E E E E E E E E E E E
H20- PH+E PH+E PH+E E PH+E E PH+E E E E E E
MSB E E E E E E E E E E E E
NaOClI E E E E E E E E PH+tE E PH+E E
KClI E E E E E E E E PH+E E E E
NaCl E E E E E E E E E H+E E E
Szorbit E E E E E E E PH+E E E E E
Fludioxonil E E E E E E E E E E E E
AgNO; E E E E E E E E E E E E
Kongdvoros E E E E E E E E E PH+E E E
Ketokonazol E E E PH+E E E E E E E  PH+E PH+E
DTT E E E E E E E E E E E E
pH 4,0 E E E E E E E PH+E E E E E
pH 10,0 E E E E E E E E E PH+E E E
42 °C H+E H+E H+E H+E H+E H+E H+E H+E H+E H+E H+E H+E

A tenyészetekben megfigyelt morfolégiai formék az élesztd (E), hifa (H) és a pszeudohifa (PH) voltak. A hifa és pszeudohifa morfologia élesztdsejtekkel kevert formaban valo
megjelenését a H+E, PH+E jeldli. A morfologiai formak eléfordulasa (E: H: PH-100: 6,77: 8,33 osszes vizsgalt torzsnél) kis mértékben kiilonbozott a vad-tipusa (E: H: PH-
100: 6,25: 8,33), valamint tBOOH-tolerans (E: H: PH-100: 7,29: 7,29) torzseknél. A morfolégiai atalakulas szazalékos eloszlasa (15,1 % az dsszes vizsgalt torzsnél) a PH és a
H formakat tekintve megegyezett a mutans (14,58 %) és a vad tipusu (14,58 %) sejteknél.

50



o

" 8 @ 88@ 8
2 5 A
¥ o )
@%’; oP & & 3
<SPy, -3 N
S Q g;;{;i’é’) &
8 2 AR 8 €3
: ”l‘v‘y 2.
NN %
® LN % &P N
& ¢
o~ 2 8%
w22 \rg’ —
Cae N
'S % f‘\':ﬁ')"
B g §
o [Seerron c?:g% (Pie
,3;,(‘5 : e T . \3
i:(_ \’r'-“‘:«l{ ‘(&_."."_x) ‘(}‘ n »
%)'6’ qté%(fc:::/p 0&;/ CY > ¢
%)’- ‘\’52&; v{;" < ¢ [
o_-i(‘:?r‘ ‘:}
)a" ‘bv 5’0 o > "b?? ° & 6:5 gg& —
0o © & o o o 9 &5 -
- [
808 g5 p & e -
o ‘
> 8 ? ¢ ® 1) ©o "6o8 29 cs i‘% S o
<5 3 /
% 5 e & 28 | PSR & o)
e° ° o 2 & &5 g
§° f " ,’Q ? X
3% 8 = o © 8:’ 8 &9 ..% 5 ?é{&
7

10. abra A koérnyezeti stressznek kitett C. albicans torzsekre jellemzé morfolégiai formak. Az élesztd (E),
pszeudohifa (PH), hifa (H) formakat fénymikroszkoppal (A-F; skala= 20 pum) és fluoreszcens mikroszkoppal (G
és H; skala=10 pum) készitett felvételeken mutatjuk be.

5.2. A betametazon hatasa a C. albicans szaporodasara és virulenciajara

5.2.1. Betametazon hatasa a C. albicans szaporodasara

A BM C. albicans SC5314 szaporodasara gyakorolt hatast 1-4 mM koncentracioban,
stillyesztett kulturdban (YPD) és szilard (YPDA) tapkozegen egyarant megvizsgaltuk. A 4 mM
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BM-nal kezelt mintdk szaporodasaban nem figyelheté meg kiilonbség a kontroll tenyészethez
képest, sem folyadék kultaraban (11. abra), sem pedig a YPD agar tapkozegen.

A tovabbi fiziologiai vizsgalatokban preferaltan 4 mM Koncentracioban alkalmaztuk a
BM-t. Ha szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk ezen a koncentracion, a 2 mM BM hatésat is

teszteltik.

= o
= Ul (N Ul

Szaporodas (ODg,)

o
ul

O T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12
Tenyésztési id6 (6ra)

11. abra A kontroll (A ) és BM-al kezelt (m) C. albicans SC5314 szaporodasa YPD siillyesztett kulturaban.

5.2.2. Csirazas vizsgalata birka szérum jelenlétében

A kontroll és a 4 mM BM-nal eldkezelt sejtek csirazoképesseégét birka szérum
jelenlétében, a csirazo sejtek szamaval hataroztuk meg. A vizsgalati koriilmények kozott a BM

nem befolyasolta szignifikansan a sejtek csirazasat 60 perc elteltével (4. tablazat).

5.2.3. Pszeudohifa és klamidospora képzés kukoricaliszt taptalajon

A 4 mM BM-nal el6kezelt és kezeletlen sejtek pszeudohifa és klamidospora képzését
KLA-Tween taptalajon 62 6ran keresztiil mikroszkopikusan vizsgaltuk. Az inkubacios 1d6
harmadik 6rajaban mind a kontroll, mind a gliikokortikoszteroiddal el6kezelt sejtek esetében
megfigyeltiik a pszeudohifa képzést. A kisérlet kilencedik orajara Gjabb sarjsejtek jelentek meg
a mintakban. A vizsgélat 24. or4jara mar szerteagazo hifdkat figyeltiink meg (12. abra, 4.
tablazat). Az inkubacios id6 végére megjelent a C. albicansra jellemzd képlet, a klamidospora.
Nem tapasztaltunk kiilonbséget a BM-nal eldkezelt és a kontroll minték éleszté—pszeudohifa

morfoldgiai valtozasanak sebességében ¢és klamidospora képzésében (4. tablazat).
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A ) /\/)l\ i”
12. abra A C. albicans SC5314 pszeudohifa (A-E) és klamidospora (F) képzése KLA-Tween taptalajon. A

felvételek az inkubacios id6 3., 6., 9., 12., 24 és 62. 6rajaban fénymikroszkoppal késziiltek.

4. tablazat A betametazon eldkezelés hatasa a C. albicans SC5314 virulencia faktoraira.

BM-nal (2 mM) BM-nal (4 mM)

Virulencia faktorok  Kontroll kultrdk 0 11 iarcdle elékezelt kultarak

Csiratomlo képzés (%)

30 perc 51,8+7 n.h. 53+4
60 perc 94 +2 n.h. 95+2
Foszfolipaz aktivitas® 0,4+ 0,1 0,4+0,1 0,7+ 0,17
Hifazoképesség + + ++
Pszeudohifa képzés + n.h. +
Klamidospora képzés + n.h. +

A téblazatban harom fiiggetlen mérés adataibol szamitott kozépértékek és azok szorasai (S.D.) szerepelnek. Az
»N.h.” megjelolés arra utal, hogy nem lett meghatarozva a vizsgalt paraméter.

** Szignifikans volt a kiilonbség (p<0,01) a kontroll és a 4 mM BM-nal elékezelt mintak k6zott. A szignifikancia
vizsgalatokhoz Student-féle t-tesztet hasznaltunk.

2 Az extracellularis foszfolipaz aktivitast [(1/Pz)-1] értékkel jellemeztiik, ahol a Pz a telepatméro és a feltisztulasi

z6na atméréjének hanyadosa [Gyetvai és mtsai., 2007].
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5.2.4. Hifazoképesség jellemzése Spider taptalajon

A C. albicans kontroll és 2-4 mM BM-nal el6kezelt mintak hifazoképességét Spider
taptalaj felszinén kovettiik nyomon, amely lehetévé tette az éleszté—hifa morfologiai
atalakulas vizsgalatat.

A 4 mM szteroiddal el6kezelt sejtek esetében gyorsabb hifaképzést tapasztaltunk mar
az inkubacids 1d6 6todik napjan (13. abra, 4. tablazat). A 2 mM BM elékezelés esetén nem

tapasztaltunk kiilonbséget a hifaképzésben a kontrollhoz viszonyitva (4. tablazat).

Candida albicans SC5314 (kezeletlen minta)

5. nap 7.nap 10.nap

Candida albicans SC5314 (4 mM BM-nal elokezelt minta)
5. nap 7.nap 10.nap

13. abra A BM-nal elékezelt és kezeletlen C. albicans sejtek hifazo képessége 30 °C-on Spider taptalajon.

A felvételek az inkubacids id6 5., 7. és 10. napjan késziiltek. Skala=10 mm.

5.2.5. Extracelluléris foszfolipaz aktivitds meghatarozasa tojassargaja taptalajon

A 4 mM szteroiddal el6kezelt és kezeletlen mintak EP aktivitasa kozott szignifikans

kiilonbséget talaltunk. A kezelt sejtek EP aktivitdsa a 3. napon kozel kétszer nagyobbnak
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bizonyult a kontroll mintahoz képest. A 2 mM BM eldkezelésnél nem tapasztaltunk

kiilonbséget az EP aktivitasokban a kontrollhoz viszonyitva (4. tablazat).

5.3. A betametazon hatiasa a C. albicans infekcié dinamikajara emberi epitélium sejt

modelleken

5.3.1. Betametazon koncentraciok kivalasztasa a patogenitas vizsgalatokhoz

A citotoxicitasi vizsgalatok alapjan megéllapitottuk, hogy a vizsgalt szajiiregi, vastagbél
és hiivelyi epitélium sejtvonalak érzékenyeknek bizonyultak a4 mM BM kezelésre. A szajiiregi
epitélium sejteket >45 %-ban, a vastagbél és hiivelyi epitélium sejteket >20 %-ban karositotta
a BM kezelés 24 6ras inkubécios id6 alatt. Igy a kisérletekben 1 és 2 mM koncentracioban
alkalmaztuk a BM-t. A sejtkarosodas mértéke mind a két koncentracion elhanyagolhatd
mértéki volt (< 4 %), kivételt ez alol a 2 mM BM nyomasnak kitett TR146 sejtek jelentettek,
ahol nem szignifikans mértékii 15,5+12,6 % citotoxicitast jegyeztiink fel (14. abra).

TR146 C2BBel A-431

0)

10 A

Nagy citotoxicitasi kontroll (%
” 7
1 1

SN

-5 7 0mM 1mM 2mM O0mM ImM 2mM O0mM 1mM 2mM BM kezelés

(=)
1

14. abra A BM Kkezelések hatasa a C. albicans SC5314-el nem fert6zott szajiiregi (TR146), vastagbél
(C2BBel), illetve hiivelyi (A-431) epitélium sejtek karosodasara. A citotoxicitas vizsgalatokat 1 vagy 2 mM
BM hozzaadaséaval vagy anélkiil (0 mM BM), 24 6ras inkubacids id6t kovetden végeztiik el (BM kezelés). A BM
citototoxicitasat a laktat dehidrogenaz aktivitas mérésével hataroztuk meg. A pozitiv lizis kontrollokat (C. albicans
sejtekkel nem fert6zott és BM-nal nem kezelt epitélium sejtek), az inkubacios id6 lejartat kovetden 0,1 % Triton

X-100 reagenssel szétroncsoltuk és az igy mért LDH aktivitas értékeket tekintettiik 100 %-os sejt karosodasnak.
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5.3.2. A C. albicans adhézios képességének vizsgalata

A C. albicans epitélium sejtekhez torténd tapadasat 1 oras fertézést kovetden vizsgaltuk
meg. A C. albicans sejtek 4-7 %-a (4x103- 7x10%) tapadt a szjiiregi és a bél epitélium
sejtekhez, mig a hiivelyi epitélium sejtvonal esetén ez az érték 10-16 % kozott alakult. A gomba
kezelés minden BM—nal el6kezelt (0, 1 és 2 mM) C. albicans minta esetében. Azonban a TR146

szajiiregi és C2BBel vastagbél sejtvonalaknal nem tapasztaltuk a BM kezelés és elokezelés

crer

5.3.3. A C. albicans kezdeti sejtkarosito képességének vizsgalata

A BM kezelések C. albicans invaziv képességére gyakorolt hatasat 3 6ras inkubacios
1d6t kovetden vizsgaltuk meg. A CFW és Alexa-ConA fluoreszcens festékekkel torténd jeldlés
lehetdvé tette a hifahossz, az invaziv (csak CFW jeldlt) €és nem invaziv (CFW és Alexa-ConA
jelolt) hifak vizsgalatat (16. abra).

A 1-2 mM BM-nal torténd eld-, illetve utdkezelés nem befolydsolja szignifikansan a C.
albicans hifak hosszat egyik sejtvonal esetében sem. A hifahosszak 45,9 + 9um és 61,0 = 11um
kozott alakultak (15. B abra).
6,8x10%) bizonyult invazivnak a szajiiregi és a hiivelyi epitélium sejtek esetében, mig a C2BBel
vastagbél epitélium sejtvonalnal ez az érték 12-23 %-nak (1,2x10%- 2,3x10%) adédott (15. C
abra). Az 1 és 2 mM BM kezelések jelentésen stimulaltak a C. albicans hifak szajiiregi és
vastagbél epitélium sejtvonalakba torténé behatolasat (15. C abra), mig a BM el6kezelések
mind a harom epitélium sejtvonal esetében szignifikansan megndvelték az invaziv C. albicans

hifsk szamat (15. C 4bra).
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15. abra: A BM eldkezelés és kezelés hatasa a C. albicans SC5314 szajiiregi (TR146), vastagbél (C2BBel),

invaziv hifak aranyara (C). A C. albicans kultarakat 1 vagy 2 mM BM jelenlétében vagy hidnyaban (0 mM BM)
tenyésztettiik el6 (BM eldkezelés). A fertdzést 1 vagy 2 mM BM hozzaadasaval vagy anélkiil (0 mM BM) végeztiik
el (BM kezelés). Az invaziv hifdk szazalékos értékét a CFW festékkel jelolt invaziv hifak szama alapjan hataroztuk
meg. A 2 utas ANOVA varianciaanalizissel kapott szignifikans eredményeket (BM elékezelés és kezelés hatasa)

feliratok jelzik az abran. A-431 epitél sejteken az adhézids vizsgalatot Marina Pekmezovic (HKI, Jena) végezte el.
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16. abra A C. albicans hifak epitélium sejtekbe torténé behatolasat bemutaté felvételek. (A) A C. albicans
hifak extracellularis részét Alexa-ConA fluoreszcens festékkel jeloltiik (pirosan jelslt), (B) a C. albicans hifak
extracellularis és intracellularis részét CFW reagenssel festettiik (kéken jelolt), (C) A és B képek atfedése (atfedd
rész rozsaszin), (D) differencial interferencia kontraszt (DIC) felvétel. A nyilak mutatjak a csak CFW-tal fest6dott

invaziv hifakat.

5.3.4. A C. albicans fert6zés és a betametazon kezelés citotoxikus hatasanak vizsgalata

A C. albicans fertézés, illetve a BM kezelések egylittes hatasat az epitélium sejtek
karosodasra a LDH aktivitds mérésével hataroztuk meg.

A kezeletlen invaziv C. albicans sejtekkel fert6zott szajiiregi TR146 sejtek
megkozelitdleg 20 %-a, mig a vastagbél C2BBel és hiivelyi A-431 epitélium sejtek 36-37 %-a
karosodott a 24 6ras inkubacios id6 alatt (17. abra). A 2 mM koncentracioban alkalmazott BM
jelentdsen megnovelte a szajiiregi és vastagbél epitélium sejtek C. albicans altali karosodasat
(17. abra). A C. albicans sejtek BM elékezelésének nem volt szignifikans hatasa az epitélium
sejtek karosodasara, habar megndvelte a citotoxicitds mértékét a TR146 szdjiiregi epitélium

sejtek esetében (17. abra).
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17. abra: A BM elékezelés és kezelés, illetve a C. albicans SC5314 fert6zés egyiittes hatasa a szajiiregi
(TR146), vastagbél (C2BBel), illetve hiivelyi (A-431) epitélium sejtvonalak karosodasara. A Triton X-100
reagenssel szétroncsolt pozitiv lizis kontrollok (C. albicans sejtekkel nem fert6zott és BM-nal nem kezelt epitélium
sejtek) LDH értékekeit tekintettiik 100 %-os sejt karosodasnak (hagy citotoxicitasi kontroll). A BM elékezeléskor
a C. albicans kulturakat 1 vagy 2 mM BM jelenlétében vagy hianyaban (0 mM) tenyésztettiik el6. A BM kezelés
alkalmaval a fertdzést 1 vagy 2 mM BM hozzdadasaval vagy anélkiil (0 mM) végeztiik el. A 2 utas ANOVA

varianciaanalizissel kapott szignifikans eredményeket (BM el6kezelés és kezelés hatasa) feliratok jelzik az abran.

5.3.5. A betametazon kezelés és a C. albicans fert6zés hatasa az epitélium sejtek interleukin

termelésére

A 24 6ras 1 és 2 mM BM-nal kezelt C. albicans SC5314 sejtekkel torténd infekciot
kovetden az epitélium sejtek altal termelt IL-6 és IL-8 koncentraciokat hataroztuk meg (18.
abra), melyek a dendritikus sejtek, a polimorfonuklearis leukocitak és a Th sejtek toborzasaban
vesznek részt.

A BM kezelés IL-6 és IL-8 felszabadulast gatlé hatasa megfigyelhetd volt a C.
albicanssal nem fert6zott epitélium sejtvonalaknal (18. A,B abrak). A C. albicanssal fert6zott
epitélium sejtek BM kezelése szignifikansan csokkentette a patogén altal kivaltott IL-6 és IL-8
termelést, kivételt ezalol a C2BBel IL-8 koncentracioja mutatott (18. C,D abrak). Azonban a
C2BBel vastagbél és A-431 hiivelyi epitélium sejtek higitatlan mintaibol mért IL-6 szintek
igen alacsonynak adodtak (18. C abra), igy a BM kezelés és a C. albicans sejtek egyiittes

hatéasat leiré eredményeket fenntartassal kell kezelni.
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18. abra A szijiiregi (TR146), vastagbél (C2BBel), illetve hiivelyi (A-431) epitélium sejtek interleukin

termelésének a vizsgalata. Az IL-6 és IL-8 koncentraciokat a BM-nal kezelt, de C. albicans SC5314-el nem

fertdzott epitélium sejtek (A, B) feliiluszdjabdl, illetve BM elokezelt C. albicans sejtekkel fert6zott mintakbol (C,

D) hataroztuk meg. A 2 utas ANOVA varianciaanalizissel kapott szignifikans eredményeket (BM el6kezelés €s

kezelés hatasa) feliratok jelzik az abran. [ | Szignifikansak a kiilonbségek (Tukey-féle teszt; *p<0,05;
**p<0,001; ****p<0,0001) a BM kezelés hatasara.

60



Elmondhatjuk azonban, hogy a C. albicans kultirak BM el6kezelése jelentsen gatolta
a szajiregi epitélium sejtek IL-6 és a hiivelyi sejtek IL-8 termelését (18. C,D abrak).
Megallapithatjuk, hogy IL-6 és IL-8 felszabadulas mértéke tiikrozi a citotoxitas vizsgalatnal
kapott eredményeket (17., 18. C,D abrak).

Erdekes médon, a C. albicans fertézéskor mért IL-8 szintek kevésbé valtoztak a BM-
nal kezelt C2BBel sejteknél, mindemellett a BM kezelés jelentdsen gatolta a bélhamsejtek IL-

6 termelését a vizsgalt koriilmény mindegyikénél (18. A,C abrak).

5.4. A betametazon kezelés hatasa a C. albicans antifungalis anyagokkal szembeni

érzékenységére

A gyulladascsokkentd szteroidokkal egyiitt gyakran alkalmaznak antifungalis szereket
a kialakulo mikézisok kezelésére. Igy, két polién antifungalis szer az AmB és a NIT, illetve az

A 0,12 pg/ml AmB és a 1,25 pg/ml NIT kozel 60 %-0s szaporodasgatlast okozott az
inkubacios id6 6. Orajara, mig 12 ora elteltével 32 és 36 %-al vetették vissza a C. albicans
SC5314 sejtek szaporodasat a kezeletlen kontrollhoz (100 %) képest (5. tablazat). A 4 mM
BM hatasara mind az AmB, mind pedig a NIT esetében a polién antifungalis szer altal kivaltott
gatlohatas csokkenését figyeltiik meg. A 4 mM BM az AmB gétlo hatasat 23 %-ra, mig a NIT-
ét 28 %-ra csokkentette az inkubacios id6 végére az antifungalis szerrel kezelt (AmB, NIT)
kultarakkal torténd 6sszehasonlitaskor. A 2 mM BM alkalmazéasa nem befolyasolta az AmB és
a NIT antifungalis hatasat (5. tablazat).

A FLU (2,0 pg/ml) 31 és 21 %-0s szaporodasgatlast okozott az inkubacios id6 6. és 12.
orajara. A 4 mM BM a FLU hatasat azonban nem befolyasolta (5. tablazat).

5.5. A betametazon kezelés hatasa a C. albicans oxidativ stressz érzékenységére

5.5.1. C. albicans szaporodasa menadion jelenlétében

Megvizsgaltuk, hogy az altalunk alkalmazott gliikokortikoid befolyasolja-e a C.
albicans oxidativ stressz érzékenységét. Az oxidativ stresszt szuperoxidot generald6 MSB-tal
idéztiik eld.

Az inkubacids id6 végére a 0,5 mM MSB 56 %-0s, a 0,4 mM MSB 44 %-os, mig a 0,3
mM MSB 12 %-os szaporodasgatlast okozott a kezeletlen kontrollhoz (100 %) képest (6.
tablazat). Azonban a 0,5 mM MSB és a 2-4 mM BM, illetve a 0,4 mM MSB ¢és a 4 mM BM
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koncentraciofiiggd modon erdsitették egymas hatasat (szinergizmus), teljesen géatolva a C.

albicans gombasejtek szaporodasat (6. tablazat).

5. tablazat Antifungalis hatiasok vizsgalata, a betametazon antifungalis szerekkel

(amfotericin B, nisztatin, flukonazol) torténé interakcidja.

Szaporodas (ODga4o)?
Kezelések® Inkubacios id§
6 oOra 12 o6ra

Kezeletlen kontroll 1,31 +0,03 2,28 + 0,05
+2mM BM 1,27 + 0,09 2,18 + 0,04
+4 mM BM 1,25 + 0,04 2,19+ 0,08
+ AmB 0,54 +0,03 "¢ 1,55+0,03 7"
+ AmB + 2 mM BM 0,56 + 0,03 "™ & d 1,59 +0,03 7" & d
+ AmB + 4 mM BM 0,69 +0,03 "o d e 1 754,03 G A e
+NIT 0,43 +0,03 "¢ 1,45+0,07 7"
+NIT + 2 mM BM 0,41 +0,03 ™ e ™ d 1,47 0,05 7" & d
+NIT + 4 mM BM 0,39 +0,03 & d 1,64 + 0,04 G d e
+FLU 0,90 + 0,02 "¢ 1,80 £ 0,02 7
+FLU + 4 mM BM 0,87 + 0,02 "¢ d 1,76 + 0,03 " & d

2_ A C. albicans SC5314 torzs szaporodasat az optikai denzitas értékekben (ODeao) bekOvetkez6 valtozasokkal

kovettiilk nyomon. A tablazatban 3 fiiggetlen mérés adataibdl szamolt kdzépértéket és azok szorasat tiintettiik fel.
b _ A BM-t (2 vagy 4 mM), AmB-t (0,12 pg/ml; 0,13 uM), NIT-t (1,25 pg/ml; 1,3 pM) és a FLU-t (2,0 ug/ml; 6,5

uM) a zardjelben feltiintetett koncentraciokban alkalmaztuk.

¢.d.e - Szignifikdns kiilonbség volt a kezeletlen kontroll, BM-nal és az antifungalis szerrel kezelt (AmB, NIT, FLU)

kultarakkal torténd Osszehasonlitasakor.

- A szignifikans kiilonbséget (p < 0,001) Student- féle t-teszttel allapitottuk meg.
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6. tablazat A C. albicans sejtek szaporodasanak vizsgalata betametazon és menadion

jelenlétében.
Sejtszaporodas?
Kezelések” Inkubacios idé
6 Ora 12 6ra
Kezeletlen kontroll 1,31 +0,03 2,28 +0,05
+2mM BM 1,27 +0,09 2,18+0,04
+4 mM BM 1,25+0,04 2,19+0,08
+ 0,5 mM MSB 0,35+0,03 ¢ 1,0+0,1°¢

+0,5mM MSB + 2 mM BM
+0,5mM MSB + 4 mM BM
+ 0,4 mM MSB

+0,4 mM MSB + 2 mM BM
+0,4 mM MSB + 4 mM BM
+ 0,3 mM MSB

+0,3mM MSB + 2 mM BM
+0,3mM MSB + 4 mM BM

0,198 + 0,001 &de
0,12+0,01 e
0,41+0,02°¢

0,27 +0,01¢%e¢
0,19+0,01¢d%¢
0,41 40,03 °
0,38+ 0,04 ¢4
0,34 £ 0,02 cde

0,17+0,03¢def
0,15+0,02 ¢ %ef
1,28 +0,03 ¢
0,93 +0,01¢d¢
0,23 +0,02 G def
1,75 +0,05¢
1,4+0,1¢ de
1,24 +0,07 ¢def

@ _ A C. albicans SC5314 torzs szaporodasat az optikai denzitas értékekben (ODsao) bekdvetkezé valtozasokkal
kovettiik nyomon. A tablazatban 3 fiiggetlen mérés adataibdl szamolt kdzépértéket és azok szorasat (S.D.)
tiintettiik fel.

b _ A BM-t (2 vagy 4 mM) és a MSB-ot (0,3-0,5 mM) a zaréjelben feltiintetett koncentraciokban alkalmaztuk.

¢ 4. & . Szignifikans kiilonbség (p<0,001) volt a kezeletlen kontroll, BM-nal és az antifungalis hatasa MSB-tal
kezelt kultirakkal torténd 6sszehasonlitasakor. Kivételt jelentett a 0,3 mM MSB és a 0,3 mM MSB + 4 mM BM
6 oras kulturak szaporodasa, ahol p<0,05 volt a szignifikancia érték. A szignifikancia vizsgalatokhoz Student- féle
t-tesztet hasznaltunk.

f_ A BM és MSB kozotti szinergista interakciot, az interakciods érték (IR) jellemzi, melyet az Abbott formulat

felhasznalva hataroztunk meg. Az IR >1,5 szinergista hatasra utal [Moreno és mtsai., 2003; Toth és mtsai., 2013].

5.5.2. Tulélési képesség vizsgalata

A talélési képesség mérésekor megvizsgaltuk, hogy a BM befolyasolja-e C. albicans
sejtek tulélési képességét MSB jelenlétében.

Az 0,5 mM MSB ¢és 2-4 mM BM egyiittes alkalmazasa RPMI-1640 tapkozegben
fungicid (19. abra, 7. A tablazat), mig YPD tapfolyadékban fungisztatikus hatast valtott ki (7.
B tablazat).
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A kezeletlen mintak CFU értéke szazszor nagyobb volt YPD tapkozegben (7. B
tablazat), mint RPMI-1640 tapfolyadékban a 12 oras inkubacids idé utan (19. abra, 7. A
tablazat). A MSB az inkubacios id6 6. orajat kovetden szignifikansan csokkentette a taléld
sejtek szamat RPMI-1640 tapkdzegben, azonban a 2-4 mM BM hozzédadasa jelentdsen fokozta
a tapasztalt fungicid hatést és a kisérlet 12. orajara valamennyi sejt elpusztult (19. abra, 7. A
tablazat). Masrészrél a 0,5 mM MSB és a 2-4 mM BM kombinacidja fungisztatikus hatast
valtott ki YPD tapkozegben, azaz gatolta a C. albicans sejtek szaporodasat a 12 éras inkubacios

id6 alatt, de nem pusztitotta el azokat (7. B tablazat).

108_

10},

106_

Szaporodas (CFU/ml)
2

Inkubacios ido (ora)
19. abra A C. albicans SC5314 sejtek tiilélése betametazon és menadion jelenlétében és hianyaban RPMI-

1640 tapkozegben. A felnovo telepek szamat (CFU) kontroll kultiraban (¢), valamint 2 mM BM (o), 4 mM BM
(m), 0,5 MM MSB (o), 2 mM BM + 0,5 mM MSB (0) és 4 mM BM + 0,5 mM MSB (A) jelenlétében vizsgaltuk.
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7. tablazat A C. albicans sejtek tilélési képességét osszefoglalo tablazat betametazon és
menadion jelenlétében RPMI-1640 (A) és YPD (B) tapkozegben.

A

Szaporodas RPMI-1640 tapkozegben (CFU/ml)?

KezelésP Inkubacids ido (ora)

0 6 12
Kezeletlen kontroll (4,4+0,2)x10° (6+2)x10° (1,1£0,2)x10’
+2,0 mM BM (4,6+0,6)x10° (4,6+0,6)x10° (9,8+0,6)x10°
+4,0 mM BM (4,3+0,3)x10° (5+2)x10° (9,7+0,6)x10°
+0,5mM MSB (5,5+0,5)x10° (9+1)x10%°¢ 0°¢
+05mMMMSB+2mMBM  (4,8+0,3)x10° (30+9) & &:¢ 0¢d
+05mM MSB +4mMBM  (5,5+0,4)x10° (10£2)cde 0cd

Szaporodas YPD tapkozegben (CFU/ml)?

Kezelés® Inkubacios id6 (6ra)
0 6 12

Kezeletlen kontroll (7,5+0,2)x10° (6,6+0,7)x10’ (1,7+0,2)x10°
+2,0 MM BM (7,1£0,6)x10° (6,2+0,5)x10’ (1,5+0,2)x10°
+4,0 MM BM (7,3£0,5)x10° (5,8+0,6)x10’ (1,4+0,2)x10°
+0,5mM MSB (6,8+0,4)x10° (8+3)x10°°¢ (3,9+0,4)x10°°¢
+05mMMMSB+2mMBM  (6,8+0,4)x10° (7£1)x105¢d (7£1)x105¢ d:e
+05mMMMSB+4mMBM  (6,7+0,2)x10°  (7,2£0,4)x10°%9 (7,5+0,6)x10°¢ ¢

a_ A C. albicans SC5314 torzs szaporodasat a CFU értékekben bekovetkezd valtozasokkal kovettiik nyomon. A

tablazatban 3 fiiggetlen mérés adataibol szamolt kozépértéket és azok szdrasat (S.D.) tiintettiik fel.

b_ A BM-t (2 vagy 4 mM) és a MSB-ot (0,5 mM) a zardjelben feltiintetett koncentraciokban alkalmaztuk.

¢ 4. & . Szignifikans kiilonbség (p<0,001) volt a kezeletlen kontroll, BM-nal és az antifungalis hatasa MSB-tal

kezelt kulturakkal torténd dsszehasonlitdsakor. A szignifikancia vizsgalatokhoz Student-féle t-tesztet hasznaltunk.
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5.5.3. Antioxidans enzimaktivitasok meghatarozasa

Az élesztosejtek védelmiik érdekében szamos antioxiddns enzimet termelnek a RS
eliminalasara. Megvizsgaltuk a 2-4 mM BM és 1,5 mM MSB hatasat ezen enzimek specifikus
aktivitasara. A szuperoxidot generald6 MSB kezelés szignifikdnsan megnovelte a katalaz, a GR,
a GPx ¢és a SOD aktivitasokat (8. tablazat).

A 4 mM BM kezelés hatasara szignifikansan csokkent a katalaz, de novekedett a GPx
aktivitds. A 2 mM BM nem volt szignifikans hatdssal a kataldz és a GPx enzimek aktivitasara.
A katalaz és a SOD esetében a 4 mM BM csokkentette a MSB kezelés altal kivaltott

enzimaktivitas novekedést (8. tablazat).

8. tablazat Specifikus antioxidans enzimaktivitasok Osszehasonlitasa betametazon és

menadion kezelés hatasara.

kezeletlen  BM-nal (4 mM) MSB-tal kezelt  BM-nal (4 mM) és
kultarak kezelt kultarak kultarak MSB-tal kezelt kulttrak

Katalaz 0,41 + 0,08 0,26 +0,05"% 0,71 +0,06™"2 0,37 £0,04™ "¢
[kat/(mg protein)]
GR 065+0,06  06+0,1 0.0£01™2 0954017 &b
[mkat/(kg protein)]
GPx 0,063 +0,007 0,11+0,01""2 0,21 40,032 0,25+0,04™" &b
[mkat/(kg protein)]
G6PD 34+04 34+04 36+04 39+04
[mkat/(kg protein)]
SOD 51+0,8 4,6+0,7 71+£07™2  45+05""¢
[unit/(mg protein)]
kezeletlen  BM-nal (2 mM) MSB-tal kezelt BM-nal (2 mM) és
kultarak kezelt kultarak kultarak MSB-tal kezelt kultarak
Katalaz 041+0,08 045+0,02 0,71 £ 0,067 2 0,83 + (0,09 &b
[kat/(mg protein)]
GPx 0,063 + 0,007 0,049 +0,004 0,21+0,03""2 0,18+ 0,03 &b

[mkat /(kg protein)]

A tablazatban négy fiiggetlen mérés adataibol szamolt kdzépértéket €s azok szorasat (S.D.) tiintettiik fel.
a b6 - Szignifikdns volt a kiilonbség a kezeletlen kontroll, BM-nal és az antifungalis hatasi MSB-tal kezelt
kultarakkal torténd 6sszehasonlitasakor.

K kk kK

- Szignifikans kiilonbségek (p<0,05, 0,01 és 0,001) meghatarozasahoz Student- féle t-tesztet hasznaltunk.
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5.5.4. Az oxidalt és redukalt glutation tartalom, tovabba a reaktiv részecskék mennyiségi

meghatdrozasa

Az MSB kezelés hatasara jelentdsen megnétt az SC5314 C. albicans sejtek RS tartalma,
ami a glutation metabolizmus, vagyis a GSH és a GSSG koncentracio szignifikans novekedését
és a GSH/GSSG redox egyensuly negativ iranyu valtozasat eredményezte (9. tablazat).

A 4 mM BM kezelés hatasara szignifikansan novekedett a sejtek RS tartalma és a
GSH/GSSG egyensuly eltolodott a GSSG koncentraci6é iranyaba. A 2 mM BM kezelés nem
volt hatassal a sejtek RS mennyiségére.

A 4 mM BM jelentésen megnovelte a MSB kezelés altal kivaltott RS szintet és a GSSG

koncentraciot (9. tablazat).

9. tablazat Az oxidalt, redukalt glutation tartalom és a reaktiv részecskék mennyiségi

osszehasonlitasa betametazon és menadion kezelés hatasara.

kezeletlen BM-nal (4 mM) MSB-tal kezelt ~ BM-nal (4 mM) és
kultarak  kezelt kultarak kultarak MSB-tal kezelt kulturak

DCF? 20+ 3 32 £ 570 45+ 67 b 76+ 107 B 6 d
[nmol/DCF (ODeao)]

GSH 231+25 24025 285+£30%°  280+30"°
[nmol/(mg protein)]

GSSG 0.8+0.1 12+02™P  26+£03™P" 32+£047"0""c
[nmol/(mg protein)]

GSH/GSSG 289 +£48 200 +33"P 110+ 17750 g8 4 14 bi*c

kezeletlen BM-nal (2 mM) MSB-tal kezelt ~ BM-nal (2 mM) és
kulturak  kezelt kultarak kultarak MSB-tal kezelt kulttrak

***v b ***, b’ ***’ c

DCF? 20+ 3 15+3 45+ 6
[nmol/DCF (ODég40)]

5115

A tablazatban négy fiiggetlen mérés adataibdl szamolt kdzépértéket és azok szorasat (S.D.) tiintettiik fel.
diklorfluoreszein (DCF) mérésével jellemeztiik.

b ¢ d - Szignifikins kiilonbség volt a kezeletlen kontroll, BM-nal és az antifungalis hatasi MSB-tal kezelt
kultarakkal tortén6 Gsszehasonlitasakor.

K kk kK

- Szignifikans kiilonbségek (p<0,05; 0,01 és 0,001) meghatarozasahoz Student- féle t-tesztet hasznaltunk.

67



6. Eredmények kiértékelése

A C. albicansra jellemz6 éleszt6 és (pszeudo)hifa morfoldgiai formak, illetve ezen képletek
egymasba torténd atalakulasanak a lehetdsége jelentds elonyhdz juttatja a gombat a fert6zés
kiilonboz6 stadiumaiban, igy a kolonizacio, a feliileti fert6zés, a mély szoveti fertdzés és végiil
a disszeminalt fert6zés esetén. A morfologiai képletek kozotti atvaltast szdmos kornyezeti
tényez0 egyarant eldidézi és szabalyozza, legyen sz6 akar az eldhelyén uralkodo kornyezeti
feltételek megvaltozasarol, a kiilonboz6é nyomelemekért vivott harcrél, a gazdaszervezet
kolonizéacidjakor Ot ¢ér6é legkiilonfélébb kornyezeti streszhatdsokrél vagy éppen az
immunszupressziv beavatkozasokrol. A doktori disszertaciomban igy a kovetkezé kérdéseket
szerettilk volna megvalaszolni: (i) A C. albicans ¢él6helyét jellemz6 kornyezeti tényezdkben
bekovetkezo valtozasok felelések-e a candidiasisok kialakulasaért? (ii) A fertdzéskor egy adott
stresszhez torténd adaptacid védelmet eredményez-e a Candida sejtek szamara mas
stresszhatasokkal szemben? (iii) Az immunszupressziv terapiak nyoman fennallé6 immunvalasz

hiany vajon az egyediili oka a gombas fertézések kialakuldsanak?

6.1. Kornyezeti tényezok hatasa a C. albicans fonalas formainak elagazasi idejére

Kisérleteinkben videomikroszkop rendszerrel vizsgaltuk a CO2 (1égkori, 5 és 10 %) és a
hemin (50 pg/ml) C. albicans morfologiai atalakulasara gyakorolt hatdsat az altala elfoglalt
anatomiai helyekre, azaz szajiiregre, a gasztrointesztinalis traktusra, illetve a hiively lumenére
jellemzo6 pH értékeken. A Candida térzsek 37 °C-on, fonalas ndvekedést kivalto RPMI-FBS
tapkozegben torténd tenyésztése [Nagy €s mtsai., 2015] valodi hifa (pH 7,0 és 8,0) vagy
pszeudohifa (pH 4,2 és 5,3) morfologianak kedvezett.

A széles korben elterjedt human kommenzalista C. albicansrdl ismert, hogy képes az
2014]. A C. albicans morfologiai atalakulasaban és igy az infekcié kialakulasaban kozponti
szerepet jatszanak a kiilonbozé kornyezeti faktorok és a gazdaszervezet vas készleteinek a
megszerzése [Bullen, 1981; Santos és mtsai., 2003]. Ezen tényezok kozé tartoznak a
hémérséklet (35-42 °C), a vérszérum [Han és mtsai., 2011], a CO2 tenzi6 (hipoxia, magas CO-
szint), az alkalikus pH érték [Persi és mtsai., 1985], a hemoglobin (1mg/ml koncentracidban,
Pendrak & Roberts, 2007) és a hemin (5-100 pg/ml, Casanova és mtsai., 1997, Santos és mtsai.,

crer

elengedhetetlen az éleszt6—hifa és hifa—¢éleszté morfoldgiai atalakulasok megfeleld id6zitése
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¢s sebessége [Lo €s mtsai., 1997; Mavor és mtsai., 2005]. Viszont a hifa kialakulasdnak barmely
zavara az invazio sikertelenségét, illetve csokkent virulenciat eredményezhet [Hausauer és
mtsai., 2005; Palmer és mtsai., 2005]. Erdemes megjegyezni, hogy a C. albicans fertézéskor,
igy a szajlreg, vagy ¢épp a vese, maj ¢és a lép invaziv candidiasisa esetén, egyarant
megfigyelhetok az élesztésejt és a fonalas formak [Pope & Cole, 1982; Webb és mtsai., 1998;
Lionakis és mtsai., 2011; Mayer és mtsai., 2013]. Mig a valddi hifa bizonyitottan kdzponti
szerepet jatszik az invazi6 folyamataban, addig a pszeudohifa kevésbé virulens a hematogén
modon szétterjedd fertézéskor (disszeminalt candidiasis), de a valddi hifahoz hasonldan
egyarant képes athatolni a gazdaszervezet szovetein [Sudbery és mtsai., 2004; Shen és mtsai.,
2008; Sudbery, 2011].

Szamos tanulmany leirta mar a CO», a vasforrds szerepét betoltd hemin és a pH C.
albicans morfologiai atalakulasat indukalé hatasat, azonban ezen hatasok szamszertsitésére
ezidaig még nem dolgoztak ki médszert. igy kutatasainkban a fonalas formak jellemzésére,
tovabba a C. albicans sejtek fiziologiai allapotanak a leirasara harom paraméter vizsgalatat is
elvégeztiik: a csirazasig és a hifa els6 elagazasig eltelt idok meghatarozasat, tovabba a hifahossz
mérését. Az alkalmazott paraméterek koziil a sejtek csirdzasi idejében bekdvetkezd valtozasok
torzsspecifikusnak bizonyultak, a hifa elagazasi idejével ellentétben az egyes paraméterekhez
kothetd altalanos tendenciat nem tudtunk megallapitani. Az eldgazéasi id6 mérése emellett
lehetové tette a tenyésztési edénnyel nem paralell novekedd hifahosszak mérésébdl adodo
pontatlansagok elkeriilését. Ezen tulmendleg az elagazasi idok korrelaciot mutattak az elsd
elagazas megjelenésekor mért hifahosszakkal, vagyis a hifak novekedési iitemét nem
befolydsolja szignifikdnsan a tenyésztési koriilmények valtozasa. Az eredményeink
kiértékelésénél figyelembe vettiik Barelle és munkatarsai [2003; 2006] altal tett
megallapitasokat is, vagyis a hifa eldgazas mértékét befolydsolja a gomba fiziologiai allapota,
elagazasok megjelenésének idépontja jelzésértékti lehet arra nézve, hogy mennyire idealis a
kornyezet a gomba ndvekedéséhez [Prosser, 1990]. Ugyanis a nélkiilozhetetlen tapanyagok
kimeriilése a hifa eldgazas frekvencidjanak csokkenését eredményezi és igy a szdveti invazid
kivalto okaként jegyezhetjiik fel [Barelle és mtsai., 2003; 2006].

A hifékat jellemz0 els6 elagazasi idok elemzését kovetden a kdvetkezd kovetkeztetéseket
vontuk le a tényezok kombinalt hatasat illetden: heminnel kiegészitett semleges pH értékii C.
albicans tenyészeteket jellemezte a legrovidebb elagazasi id, mig a pH értékének semlegesrél
(pH 7,0) alkalikusra (pH 8,0) torténd eltolodasa, illetve a semleges pH 7,0-es kultara 5 % CO»-

al torténd kiegészitése az elagazasi idok novekedést eredményezte (20. abra). Figyelemre
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mélto, hogy savas pH értékeken (pH 4,2 és 5,3) €s 5 és 10 % CO2jelenlétében csak pszeudohifa
morfologia kialakuldsat figyelhettiink meg.

Ezen szakirodalmi és kisérleti eredmények alapjan feltételezziik, hogy a videomikroszkop
technika révén konnyli,, gyors €s pontos meghatdrozast lehetdvé tevd elagazési id6 egy
megfelel paraméter a C. albicans sejtek fiziologiai allapotanak a leirasara.

A hifa eldgazas kialakulaséara tett megfigyeléseink igy olyan hipotézisek, modellek
felallitasara 6sztonoztek benniinket, amelyek megvalaszolhatjak azon kérdést, hogy az emberi
szervezeten beliil szamos anatomiai helyet elfoglaldo C. albicans hogyan képes kiilonb6z6

tipusu candidiasisokat kivaltani [Jackson és mtsai., 2009; Rizzetto és mtsai., 2014]:

pH 7,0

O hemin O hemin

Légkori CO, tenzid Légkori CO, tenzid

+CO,

+ hemin + hemin
+ CO, + CO,

20. abra A kiilonb6z6 tenyésztési koriilmények (neutralis/alkalikus pH, légkori/5 % CO: tenzi6 és 50 pg/ml
hemin) egyiittes hatasa a C. albicans hifak elagazasi idejére.

(i) Igy megallapitottuk, hogy neutralis pH értéken, hemin jelenlétében és 1égkori CO.
tenzio mellett az elagazasi 1d6 lerdvidiil (20. abra), ami a szajiireg egyszertsitett modelljének
tekinthetiink a kiilonb6zd patologias allapotok kovetkeztében jelentkezd foginyvérzéskor
[Akpan & Morgan, 2002; Aframian és mtsai., 2006; Ergun és mtsai., 2010; Oyetola és mtsai.,
2015]. Erdemes tovabba megjegyezni, hogy az emberi szervezetben az oxidalt ferri (Fe®")

hemoglobinbdl felszabadulo hemin ugyancsak indukalja a C. albicans éleszt6—hifa
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morfologiai atalakulasat, amely valoszin(siti a mukozalis Candida fertézés kialakulasat
[Casanova és mtsai., 1997; Webb és mtsai., 1998; Santos és mtsai., 2003; Mech és mtsai., 2014].

(i) Abban az esetben, ha a C. albicans hifa formaja eléri a mélyebb szoveteket,
szerveket vagy a vérereket, a pH érték és a COz koncentracié megnovekedik, ami eredményeink
alapjan hosszabb elagazasi idOhoz (20. abra) ¢és igy kevésbé elagazd micélium kialakulasdhoz
vezethet [Fradin és mtsai., 2005]. Ezt a megfigyelést alatdmasztja szamos korabbi tanulmany,
amelyben nagyon ritkdn elagazé C. albicans hifékat irtak le a fert6zott szovetekben [Pope &
Cole, 1982; Saville és mtsai., 2003; Sudbery, 2011], ugyanis a hifak subapikalis részei a
sejteiklus G1 fazisaban rekednek [Veses & Gow, 2008; Belcher és mtsai., 2010].

(i) A pH érték vagy a CO> koncentraciéo névekedése hemin jelenlétében hosszabb
elagazasi 1d6t eredményezett (20. abra). Ezen kornyezeti tényezok kedveznek a C. albicans
Zwolinska-Wecislo és mtsai., 2001; Sargent és mtsai., 2010]. Azonban figyelembe kell venniink,
hogy a C. albicans sejtek egy részét az eddigi morfoldgiai képletektdl kiillonboz6 un. GUT
(gasztointeszninalis traktus altal indukalt atalakulas) morfotipus jellemzi a gasztrointesztinalis
traktusban [Pande és mtsai., 2013]. Igy tovabbi kisérletek sziikségesek azon kérdés
megvalaszolasara, hogy a bél lumenében rendelkezésre allo tapanyagok, illetve a bél gazok
Osszetétele (példaul a jelentdsen csokkent O» tenzid) a kommenzalista életciklusra jellemzo
[White és mtsai., 2007; Stichternoth és mtsai., 2011; Pande ¢és mtsai., 2013].

(iv) Az RPMI-FBS tapkozeg savas pH (4,2 és 5,3) értéke és az alkalmazott 5-10 % CO>
a hiively lumenben érzékelhetd koriilmeények egyszerlisitett modelljének tekinthetjiik, ugyanis
a menstrudcios ciklus alatt a hiively pH értéke 4,2 (14. napon) €s 6,6 (2. napon), mig a CO
tenzidja 6,1 % ¢és 8,3 % kozott periodikusan valtozik [Wagner & Ottesen, 1982]. Adatainkbol
lathat6, hogy a savas pH (4,2 vagy 5,3) gatolta az élesztd—hifa morfologiai atvaltast,
ugyanakkor €leszté—pszeudohifa tranzicidt eredményezett, ami védelmet jelenthet az invaziv
Candida fertézésekkel szemben a menstrudcios ciklus 4-14. napja kozott. Masrészrdl a
menstrudcios ciklus alatti pH névekedés (a 2. napon akéar pH 6,6-ig), a viszonylag nagy CO>
tenzio (6,1 % a menstruécios ciklus 2. napjan), valamint a menstruacios folyadék hemoglobin
tartalma eldsegitheti a hifa forma képzddését és vele egyiitt akar a C. albicans invaziodjat is
[MacLaughlin és mtsai., 1986]. Azonban Bochenska ¢és mtsai (2013) leirtak, hogy a C. albicans
aszpartat proteazai altal antibakteridlis peptideket, ugynevezett hemocidineket, szabaditanak fel
a human hemoglobinbél. Igy a menstruacio alatt ezen peptidek részt vehetnek a hiively

nyalkahartyajat karosito legkiilonfélébb mikrobidlis fertézések elleni védekezésben. Tekintettel
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arra, hogy a hemocidinek igen gyenge aktivitdst mutattak a C. albicanssal szemben, tovabbi
kutatasok sziikségesek azon folyamatok feltérképezésére, amelyek a menstrudcio alatt
kontrollaljak a kiilonb6z6 Candida fajokat [Bochenska és mtsai., 2013].

Az invaziv candidiasis kialakulasdnak kockazatat tovabb sulyosbitjak azok az orvosi
szempontbol jelentés tényezok, mint példaul a kiilonbozo gyogyszeres kezelések,
cukorbetegség, mitétek, tobbszords traumak, katéterek alkalmazasa és a neutropénia, amelyek
Persi és mtsai., 1985; Davis, 2003; Mayer és mtsai., 2013]. Reményeink szerint a jov6beli C.
albicans elleni terapias eljarasok Kiterjednek majd a fiziologiailag relevans pH-értékek és a
CO2-koncentaciok fert6zés helyén torténd helyreallitasra, megelézve vagy legalabb
megakadalyozva a Candida sejtek mélyebb szovetekben torténd megjelenését. Egy masik
lehetséges terapias megkozelités a C. albicans sejtek felszinén 1évé hemoglobin/hem-ko6td
receptorokon keresztiili hemoglobin ¢és hemin felvétel megzavarasa lehet [Weissman &
Kornitzer, 2004; Chen és mtsai., 2011b; Kuznets és mtsai., 2014; Crawford & Wilson, 2015].
Erdemes megjegyezni, hogy a C. albicans dimorf morfologiai atalakulisa a mikolégia
sz€leskorlien  tanulmdnyozott  teriilete ¢és  igéretes célpontja az  antifungdlis
gyogyszerfejlesztésnek [Jacobsen és mtsai., 2012].

Elmondhatjuk, hogy videémikroszkop rendszer segitségével sikeresen alkalmaztunk
egy szamszerisitheté paramétert, az elagazasi idot, a C. albicans morfologiai, fiziologiai és
virulencia allapotanak a jellemzésére, az emberi szervezet kiilonboz6 anatomiai helyein
fennallé kornyezeti feltételek mellett. Ezen tilmenden az elagazasi idéket Osszehasonlitd
elemzésiink lehetdvé tette olyan egyszerli modellek és hipotézisek felallitasat, amelyek
magyarazatot adhatnak a szajiireget, valamint a bél és a hiivelyi lument kolonizal6 C. albicans
sejtek egymastol eltérd élettanara és patogenitasara. Oszintén reméljiik, hogy hipotéziseink és
a rajuk épiild jovobeli in vitro és in vivo kisérletek mélyebb betekintéssel szolgalnak majd az
emberi szervezetet kolonizalo és fert6z6 gomba invazios fegyvertaraba, igy eredményezve Uj

anti-C. albicans ellenes szerek ¢és terapiak kifejlesztését.

6.2. Stressz keresztvédelem vizsgalata az oxidativ stressz tolerans C. albicans mutans

torzseken

A human szervezetben a gombakkal szembeni immunvalaszban jelentds szerepet
jatszanak a fagocita sejtek, amelyek az altaluk termelt peroxidok segitségével pusztitjak el a

korokoz6 mikroorganizmusokat. A kornyezeti stresszvéalasz tanulmanyozasat igy olyan C.
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albicans klinikai izolatumokbdl 1étrehozott mutans torzseken végeztiik el, amelyek antioxidans
védelmi rendszere a fennallo belsd oxidativ stressz miatt folyamatosan indukalt. Ezen torzseket
munkatarsai [2007 és 2008]. igy a kronikus oxidativ stresszhez adaptalodott mutans torzsek
lehetdséget nyujtottak a keresztvédelem tanulmanyozasara, azaz annak vizsgalatara, hogy az
oxidativ stresszhez torténd alkalmazkodas védelmet jelent-e mas stresszhatasokkal szemben. A
C. albicans a human szervezetben igen ellenséges kornyezettel és Osszetett stresszhatasokkal
szembesiil. Ellen kell allnia a PMNL sejtek tamadasanak, amelyek gatoljak a C. albicans sejtek
fagoszomajaban a C. albicans valtozo pH értékekkel, antimikrobialis peptidekkel, ROS és RNI
jelenlétével és tapanyagszegény kornyezettel szembesiil [Fradin és mtsai.,, 2005]. A
candidiasisok kezelésére alkalmazott antifungalis szerek pedig gatoljak a gomba ergoszterin
bioszintézisét, sejtorganellumainak dsszeszerelédését, kotédnek a sejtmembran szterinjéhez,
vagyis sejtfal, illetve sejtmembran integritas stresszt idéznek eld. [Odds ¢és mtsai., 2003; Grillot
& Lebeau, 2005; Lewis, 2011; Lewis & Fothergill, 2015]. Eredményeink alapjan
megallapitottuk, hogy a folyamatosan indukalt antioxiddns védelmi rendszerrel rendelkezd,
oxidativ stresszhez adaptalodott C. albicans mutans torzsek megnovekedett toleranciat
mutattak a gazdaszervezetben fellelhetd oxidativ, ozmotikus, nehézfém, sejtfal, sejtmembran,
UPR-t kivalto, pH és hdstresszel szemben. Az altalunk tanulmanyozott oxidativ stressz tolerans
C. albicans mutans torzsekben megfigyelt stressz keresztvédelem kialakulasara a kovetkezo
hipotéziseket allitottuk fel:

(i)  Szamos irodalmi adat leirja a Hogl-fliggd MAPK kulcsszerepét a C. albicans
szamos stresszvalaszanak a szabalyozasdban, beleértve az oxidativ, ozmotikus, nehézfém
stresszre, antifungalis szerek altal kivaltott stresszre, illetve a neutrofil sejtekkel torténd
talalkozasakor leirt stresszhatasokra adott valaszokat [Alonso-Monge és mtsai., 2003, 2006;
Smith és mtsai., 2004; Enjalbert és mtsai., 2006; Cheetham €s mtsai., 2011; Miramoén €s mtsai.,
2012]. Ezen megfigyelések alatamasztjak azt az elképzelést, hogy a Hogl-nek kulcsszerepe van
az opportunista patogén élesztd stressz keresztvédelmének a szabalyozdsdban. Mindazonaltal
egyéb alternativ szabalyozd utvonalak jelenléte is feltételezhetdé a kereszvédelem
szabalyozasaban, amelyek kapcsolatban allnak a Hogl utvonallal. Példaul a héstressznek kitett
C. albicans kultaraknal megfigyelt stressz kereszvédelmi mintazatok eltérést mutattak a mas
stressztipusoknal leirtaktol, illetve az antioxidans enzimek termelése is fliggetlennek bizonyult
a Hogl MAPK szignalizacios Gtvonaltol [Enjalbert és mtsai., 2006; Gonzalez-Parraga és mtsai.,

2010; Leach és mtsai., 2012]. Figyelembe véve, hogy a Hogl nem vesz részt a C. albicans
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védelmében hostressz esetén, igy elképzelhetd, hogy az oxidativ stresszhez adaptaldodott C.
albicans kultaraknal leirt megnovekedett hétolerancia, a Hogl- t6l kiilonb6z6 szignalizacios
utvonal altal szabalyozott folyamat.

(i) A pékélesztd esetében mar kimutattak, hogy a gombasejtek enyhe stresszhez (NaCl,
dithiotreitol vagy héstressz) torténd adaptalddasa a gének rendkiviil valtozatos expresszalodasat
eredményezi. Azonban ezeknek a géneknek csak a tortrésze expresszalodik egy késébbi HoO»
kezelés alkalmaval [Berry és mtsai., 2011]. Mitdbb, egyes gének H20: tolerancidban betdltott
szerepét nagymértékben befolyasolta az elékezelés tipusa is. A kisérleti eredményeink arra
utalnak, hogy a C. albicans antioxidans védelmi rendszere igen hatékony a legkiilonb6zébb
stresszhatdsokkal szemben. Igy igen érdekes lenne azon kérdés megvalaszolasa, hogy az
¢lesztOk oxidativ stresszhez torténd alkalmazkodasa, példaul az immunsejtekkel torténd
taladlkozéskor, all-e az altalanos stressz adaptalodas kézéppontjaban [Fradin és mtsai., 2005].
Az bizonyos, hogy az antioxidativ védelem szerepe megkérddjelezhetetlen a hiperozmotikus,
nehézfém [Dziadkowiec és mtsai., 2007] sejtfal [Liu és mtsai., 2010], DTT [Trotter & Grant
2002], ecetsav [Semchyshyn és mtsai., 2011], hideg [Zhang és mtsai., 2003a] és a fagyas-
olvadas okozta [Park és mtsai., 1998] stressz, valamint a hosokk [Davidson és mtsai. 1996]
elleni kiizdelemben. Igy feltételezziik, hogy az oxidativ stresszhez torténd alkalmazkodas
kisérleti adataink nem zarjak ki annak a lehetdségét, hogy az altalunk tapasztalt keresztvédelem
lehetséges, hogy egy egyszerli mellékterméke az antioxidativ védelmi rendszer elemein
keresztiil zajlo stressz adaptacionak [Berry és mtsai., 2011].

(ili) Munkank soran egy tovabbi lehetséges elméletet is megvizsgaltunk a C. albicans
kornyezeti stresszre adott egyedi valaszait illetden. Egyes feltételezések szerint a C. albicans a
morfologiai formak kozotti atvaltassal (éleszt6—(pszeudo)hifa tranzicid) valaszol az 6t érd
sokrétli kornyezeti stresszhatdsokra [Gasch, 2007]. A fentiek alapjan igy megvizsgaltuk, hogy
az altalunk tapasztalt altalanos stressz tolerancia kapcsolatban all-e a C. albicans morfologiai
atalakulasaval az egyes stressz hatasoknak kitett tenyészetekben. Lathattuk, hogy a vizsgalt C.
albicans sziildi és mutans torzsek kizarolag éleszté formaban novekedtek a stresszmentes
koriilmények esetén, mig az éleszté—(pszeudo)hifa morfologiai atalakulds csak elszortan
jelentkezett az egyes stresszhatdsokra. Az altalunk vizsgalt feltételek koziil a 42 °C-0s
inkubéacio, valamint a H2O» kezelések voltak a leghatékonyabbak az éleszto—(pszeudo)hifa
morfologiai atalakulas kivaltasara. A hasonlo stressztipusok altal kivaltott morfologiai
atalakulasrol mar korabban is beszamoltak olyan C. albicans kultarakban, amelyeket

proapoptotikus dozisu ecetsav (40-60 mmol/l, 30 °C-on, 200 perc), H202 (0,4-10 mmol/l, 30
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°C-0n, 3-6 6ra) vagy lovasztatin (12,5 mg/ml, 28 °C-on, 4- 24 6ra) kezelésnek tettek Ki [Phillips
¢s mtsai., 2003; Nasution és mtsai., 2008; da Silva Dantas ¢és mtsai., 2010; Gyetvai és mtsai.,
2006]. Szamos tanulmany a Hogl és a Cekl MAPK-okat a C. albicans morfologiai atalakulasat
szabalyozo fehérjékként irjak le, ahol is a Hogl a morfogenezis negativ regulatoraként szerepel.
Ugyancsak érdemes megjegyezni, hogy a kisérleteinkben H202 kezelésnek kitett C. albicans
kultarakban megfigyelt pszeudohifa morfoldgiai forma kialakulasa a Cekl MAKP és a Cphl
transzkripcids faktor szabalyozasa ala tartozik. Ezen eredmények mindegyike a keresztvédelem
¢s a dimorf atalakulas Osszetett €s egyben sokrétii szabalyozasara, illetve kapcsolatara utalhat a
kornyezeti stressznek kitett C. albicans sejtekben, ahol a Hogl MAPK igen fontos, de nem
egyediili szabalyozé molekulaként van jelen.

Elmondhatjuk, hogy a C. albicans sejtek morfologiai atalakulasat az alkalmazott
stresszkezelés és annak tipusa befolyasolta, és nem pedig a sejtek megndvekedett oxidativ
stressz tolerancidja. Az eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a C. albicans sejtek
valaszolhatnak morfologiai atalakulassal a kornyezeti stresszre, de valdsziniileg ez nem all
kapcsolatban az oxidativ stresszhez alkalmazkodott sejtek stressz keresztvédelmével. Ugy
véljiik, hogy az ezen teriileten folytatott tovabbi kutatdsoknak mindenképpen az opportunista
human patogén stressz adaptacids folyamataiban és a stressz altal kivaltott dimorf atalakulasban
résztvevo stressz jelatviteli utvonalak pontos szerepének, azok kolcsonhatisainak és target

génjeink tisztazasara, feltérképezésére kellene irdnyulniuk.

6.3. Gliikokortikoid kezelés hatasa a C. albicans virulenciajara

A  human gyodgyaszatban alkalmazott kortikoszteroidok gyulladasgatlo és
immunszupressziv hatasuk révén megnovelik a gombafertdzések iranti fogékonysagot,
¢s mtsai., 2002; Lionakis & Kontoyiannis, 2003]. A szakirodalmi adatok alatamasztjak, hogy
ezek a szerek fokozzak a C. albicans szaporodasat, csirazoképességét, hifazasat, extracellularis
illetve megnovelik a szajnyalkahartya és a gasztrointesztinalis régido kolonizalasi ratajat
[Bykov, 1989; Lionakis & Kontoyiannis, 2003; Gyetvai ¢s mtsai., 2007]. Mindemellett a
kortikoszteroid terapidval parhuzamosan gyakran alkalmaznak antifungalis szereket a fellépd
candidiasis kezelésére. Ismert, hogy egyes ergoszterin bioszintézis gatlasdban résztvevo
antifungdlis  szerek  aktivitdsa ~moddosul  glilkokortikoidok  hatasara, amely a

membranpermeabilitdas  valtozasainak, lehetséges szteroid-antifungalis szer komplex
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kialakulasanak, illetve a mikroba metabolizmusaban bekodvetkezd valtozasoknak tulajdonithatd
[Lampen és mtsai., 1960; Raab, 1971; Gyetvai és mtsai., 2007]. Erdemes még megjegyezni,
hogy Korabbi tanulmanyok a gliikokortikoidok oxidativ stresszt fokozoé tulajdonsagarol is
beszamoltak [Ohta és mtsai.,, 1996], igy nem meglepé modon Gyetvai és mtsai. (2007)
kimutattak a C. albicans sejtek oxidativ stressz érzékenységének novekedését nagy dozisa MP
jelenlétében, amit antioxidansok hozzéadasa sem mérsékelt.

A gliikokortikoidokrol rendelkezésre allo ezen eredmények tiikrében, igy a kovetkezd
kérdéseinkre kerestiik a valaszt az elvégzett vizsgalatainkban: (i) A klinikumban széleskortien
alkalmazott BM befolyasolja-e a C. albicans virulenciajat, fiziologiajat? (ii) A BM szteroid
terapia befolyasolja-e a candidiasis kezelésére alkalmazott antifungalis szerek hatasat? (iii) A
BM hatassal van-e a C. albicans sejtek oxidativ stressz érzékenységére? (iv) A BM kezelés
hogyan befolyasolja a C. albicans fert6zés menetét epitélium sejtmodellekben?

Az ¢élettani vizsgalatainkban 1, 2 és/vagy 4 mM koncentracidban alkalmaztuk a BM-t,
a tapasztalt fiziologiai eredményektol fiiggden. A BM rendszeres topikalis hasznalatakor (0,05-
0,13%) — lasd a borgyogyaszati és szemészeti felhasznalasokat — a kisérletekben tesztelt
koncentraciokat alkalmaznak [Corbett és mtsai., 1993; Suharwardy és mtsai., 1994; Abelardo
¢s mtsai., 2009; Sticherling és mtsai., 2013].

Gyetvai és mtsai (2007) korabban kimutattak, hogy a nagydézisi MP befolyasolja a C.
albicans szaporodasat, csirazasat, hifazoképességét, extracellularis foszfolipaz és proteaz
aktivitasat, illetve megndveli az ergoszterinhez kot6dé AmB antifungalis hatasat. Azonban in
vitro élettani vizsgalatainkban bebizonyosodott, hogy az emlitett fiziologiai valtozasokat
nagymértékben befolyasoljak az alkalmazott gliikokortikoszteroid koncentracioja €s kémiai
szerkezete. Ugyanis az altalunk alkalmazott 4 mM BM el6kezelés kozvetleniil fokozta a C.
albicans hifazasat és foszfolipaz termelését, illetve hozzajarult az AmB és a Nit polién
antimikotikumok hatasanak a csokkenéséhez. Ugyanakkor a BM nem volt hatassal a C.
albicans sejtek csirazasi képességére ¢és szaporodasara. Mindemellett a kendcsokben,
albicans sejtek katalaz és a GPx antioxidans enzimek aktivitasait és az intracellularis RS
mennyiségét. Eredményeink arra utalnak, hogy a BM oxidativ stressz érzékenységet fokozo
hatasa dozisfiiggének bizonyult, ugyanis 4 mM koncentracioban alkalmazott BM kezelés
csokkentette a C. albicans sejtek katalaz aktivitasat, megnovelte az intracellularis RS
koncentraciot, illetve a GSH/GSSG redox egyensuly felborulasat is eredményezte. A fenti
eredmények tiikkrében igy nem meglepé mdodon az antioxidans védelmet csokkentd 2-4 mM BM

fokozta a C. albicans sejtek oxidativ stresszt kivaltdo MSB-tal szembeni érzékenységét. A
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nagydozisu gliikkokortikoidok ¢és a MSB kozott tapasztalt szinergizmus egyik lehetséges
magyarazata a plazmamembran fluiditdsadban bekdvetkez6 valtozasban keresendd. Felmeriilt
annak a lehetdsége, hogy a szteroidok és az antifungalis szerek modositjak a C. albicans
membranjat, ami hatassal lehet a C. albicans fiziologiai tulajdonsagaira, igy példaul a sejtek
oxidativ stresszel szembeni fokozott érzékenységére is. Ezt a feltételezést tamasztja ala azon
megfigyelés is, hogy a MSB ¢és a MP egyiittes szaporodasgatld hatasa antioxidansok (C-
vitamin, E-vitamin, peroxidaz) hozzaadasaval sem mérsékelheté [Gyetvai és mtsai., 2007].
Erdemes megjegyezni, hogy a 0,5 mM MSB 2-4 mM BM-nal torténd kombinalt alkalmazasa
fungisztatikus hatast eredményezett a C. albicans gyors szaporodasat kivaltdé komplex YPD
tapkozegben. Azonban a 0,5 mM koncentraciéban alkalmazott MSB, illetve az MSB ¢és BM
egyiittes alkalmazasa fungicidnek bizonyult a lassabb sejt proliferaciot biztosit6 RPMI-1640
tapkozegben.

A szuperoxidot generald vegyiiletek, mint amilyen a menadion (ismertebb nevén K3
vitamin), aminek a vizoldhat6 formaja az MSB, valamint ennek a kémiailag moddositott
szarmazékai citotoxikusnak bizonyultak kiilonb6zé emlds sejtvonalakra nézve, korlatozva a
human alkalmazhatésdgukat. Az ICso érték minden esetben 100 uM alatt maradt, igy nem
meglepd, hogy eldszeretettel alkalmazzak ezeket a vegyiileteket a tumor sejtek nagyobb
érzékenységét kihasznald rakellenes terapidk részeként [Lamson & Plaza, 2003; Acharya és
mtsai., 2009; Verrax €s mtsai., 2009; Aguild €s mtsai., 2012; Kitano és mtsai., 2012; Suresh ¢és
mtsai., 2013]. Emellett a K3 vitamin szemészeti alkalmazasa is korlatozott, hiszen
mindemellett szemlencse és retina karosodast is eredményez [Bhuyan és mtsai., 1997; Zhang
¢s mtsai., 2003b; Hegde & Varma, 2005; Olsen és mtsai., 2011; Pinilla és mtsai., 2014].
Minazonaltal a MSB-tal elvégzett kisérleti erdményeink nem zarjak ki a gliikkokortikoid
tartalmt  szemcseppek, illetve krémek kevésbé citotoxikus oxidansokkal torténd
kombinalasanak a lehetdségét, ami elfogadhatobba és alkalmasabbé tenné a készitményt a
feliileti mikozisok megeldzésére és/vagy kezelésére [Chlebowski és mtsai., 1985; OztopScu és
mtsai., 2004; Shukla és mtsai., 2007; Kitano és mtsai., 2012].

A vizsgalt gliikokortikoidokra (BM, MP) tehat altalanosan jellemzd volt, hogy fokozzak
a human patogén gomba hifazo képességét és foszfolipaz termelését, befolyasoljak (pozitivan
vagy akdr negativan) az antifungalis szerek hatasfokat, illetve sebezhetobbé teszik az
¢lesztésejteket az oxidaloszerekkel szemben. Mivel kevés irodalmi adat lelhet6 fel a kortikoid
terapia soran jelentkezd C. albicans fert6zés patogenezisére, igy megprobaltuk felderiteni a BM

(el6)kezelés hatasat a C. albicans epitélium sejtvonalakhoz torténd tapadasara, az €lesztd- hifa
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morfologiai atalakulast kovetd invazio folyamatara, valamint ezen események altal kivaltott
sejtkarosodasra €s az epitélium sejtek interleukin termelésére.

Az eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az epitélium sejtek fertézésekor
alkalmazott 4 mM BM toxikusnak bizonyult a vizsgalt sejtvonalakra, kiilondsképpen a
szajiiregi TR146 epitélium sejtekre, ahol a sejt karosodas mértéke meghaladta a 45 %-ot. Ezen
megfigyelés alapjan javasoljuk a forgalomban 1év6 készitményekben 1évo glitkokortikoidok
toxikus koncentracio-hatarértékeinek a pontos meghatarozasat.

Az 1 és 2 mM koncentracidban alkalmazott BM kezelések fokoztak a C. albicans sejtek
hiivelyi epitélium sejtekhez torténd tapadasat. A BM ugyancsak eldmozditotta a gomba
epitélium sejtekbe torténd behatolasat, ugyanis a BM eldkezelés minden sejttipusnal, mig a BM
kezelés a vastagbél és a hiivelyi epitélium sejteknél novelte meg az invaziv hifak szamat.
Fontosnak tartjuk megjegyezni, hogy a BM elékezelés/kezelés kovetkeztében nem tortént
valtozés a hifadk hosszaban, tehdt a megndvekedett invaziv hifa arany fliggetlen ettdl a
paramétert6l. Az itt kapott eredményeink Osszhangban vannak a Spider taptalajon tapasztalt
hifazasi eredményekkel, ugyanis a C. albicans 2 mM BM-nal torténd elkezelése nem
befolyasolta a hifa képzés sebességét. Ezen eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a BM
kezelés nem a hifak novekedési sebességén keresztiil, hanem az invaziv hifadk szdma révén
befolyasolja a gomba invaziv képességét. Azonban C. albicans hifak TR146 szajiiregi és A-
431 hiivelyi epitélium sejtekbe torténd behatolasa hatékonyabbnak bizonyult (44-68 %) a
C2BBel vastagbél epitélium sejtek invazidjanal (12-23 %). Ezen eltérés valdsziniileg annak
tulajdonithato, hogy a szajiiregi epitélium sejtek invazidja mind aktiv penetracioval, mind pedig
indukalt endocitozissal bekovetkezhet, mig a bélham sejteké csak aktiv penetracion keresztiil
valosulhat meg [Dalle és mtsai., 2010].

Erdekes modon a C. albicans sejtek BM elékezelése csak kis mértékben befolyésolta az
epitélium sejtek karosodasat és azok citokin termelését. Jollehet ezen megfigyeléseink
0sszhangban vannak Gyetvai és munkatarsai (2007) altal tapasztaltakkal, ugyanis 6k nem
talaltak szignifikans kiilonbséget az intraperitonealisan oltott egerek peritonealis
mosofolyadékabol kitenyésztett 4 mM MP-nal elokezelt és kontroll C. albicans sejtek
szaméaban. Igy ezen adatok egyértelmiien jelzik szamunkra, hogy a gliikokortikoidok C.
albicansra kifejtett sokoldalu élettani hatasa csak ideiglenes, és a gombasejtek igen gyorsan
regeneralodnak miutan a gliikokortikoid hatasa megsziinik. Ugyanakkor a C. albicans sejtek
BM-nal torténd el6kezelésével szemben, a 2 mM koncentracioban alkalmazott BM fokozta a
szajiiregi- és bélhamsejtek C. albicans altali karosodast, azonban ilyen mértéki karosito hatast

nem figyeltiink meg az A-431 hiivelyi epitélium sejteknél. A kisérleti adataink alapjan felmertilt
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annak a lehetdsége, hogy a kiilonbozd tipust epitélium sejtvonalak mas-mas valasszal
reagalnak a patogén altali invazid folyamatara, melynek szerves részét képezi a kiilonbozo
citokinek (G-CSF, GM-CSF, IL-1a, IL-1pB, IL-6, TNFa) és kemokinek (IL-8, RANTES,
CCL20) termelése ¢és felszabaduldsa. Mint ahogy azt kordbban mar emlitettem az altaluk
termelt interleukinok kiemelt szerepet jatszanak az immunsejtek - makrofagok, monocitak,
dendritikus sejtek, neutrofilek és T-limfocitak - fertézés helyére torténd toborzasaban. Igy
példaul az oralis candidiasis elleni védelemben az IL-1f, IL-6 és TGF- révén differencidlodott
Th17 sejtek, illetve az IL-8, GM-CSF és G-CSF altal odavonzott cirkulalé neutrofilek
kulcsszerepét azonositottak [Ashman & Papadimitriou, 1995; Mostefaoui és mtsai., 2004;
Jayatilake és mtsai., 2007; Naglik és mtsai., 2011; Hofs és mtsai., 2016]. Ezen irodalmi adatok
Osszhangban vannak és egyben magyarazzak is a TR146 szdjliregi epitélium sejteknél tapasztalt
igen nagy IL-6 és IL-8 koncentraciokat.

Ami a Caco-2 és H4 bélham epitélium sejteket illeti, az elsédlegesen a neutrofileket
aktivald IL-8 kemokin szerepét azonositottak a candidiasis elleni védelemben [Saegusa és
mtsai., 2007; Murzyn ¢s mtsai., 2010; Falgier ¢s mtsai., 2011; Naglik és mtsai., 2011]. A
kisérleteinkben a C. albicans sejtekkel fert6zott C2BBel (Caco-2 klon) bélhamsejteknél ugyan
jelent6és novekedést tapasztaltunk mind az IL-6, mind az IL-8 koncentraciokban, de a sejtvonal
IL-6 termelése igy is igen kicsinek adodott. Ugyanis az TR146 szajiiregi és C2BBel
bélhamsejtek 1L-6 és IL-8 termelése kozott mintegy két nagysagrendbeli kiilonbséget
tapasztaltunk fiiggetleniil a C. albicans fertézések, vagy a tényleges BM
elokezelések/kezelések hatasatol. Mindazonaltal nem hagyhatjuk figyelmen kiviil azt, hogy az
invaziv C. albicans sejtek aranya is toredéke, 12- 23 %-a (1,1x10* 2,3x10%), volt az 6ssz C.
albicans sejtekének 3 oras inkubalasi idot kdvetden.

Ami a vulvovaginalis candidiasist illeti, a TNF-a és a IL-1a gyulladaskelté citokinek
realative nagy koncentracioban torténd termelddését figyelték meg, mig mas interleukineknél,
mint amilyen az IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 és a monocita kemotaktikus fehérje-1 (MCP-1),
jelentdsen kisebb novekedését tapasztaltak a fertézést kovetden [Steele & Fidel, 2002; Schaller
és mtsai., 2004; Hofs és mtsai., 2016]. Vizsgalatainkban kapott eredményeink 0sszhangban
vannak ezen kisérleti eredményekkel, hiszen a C. albicans sejtekkel fertézott, kezeletlen A-431
hiivelyi hamsejtek IL-6 koncentracioja (1,53+0,08 pg/ml) igen kicsinek adodott, illetve a IL-8
szintek 118,7£26,2 pg/ml is 1ényegesen elmaradtak a TR146 szdjiiregi epitelidlis sejtekétol
(1197£370 pg/ml), de nagyobbnak bizonyultak a C2BBel bélham epitélium sejteknél
tapasztaltaknal (43,243 pg/ml). Az eredményeink alapjan tehat elmondhatjuk, hogy mig a C.
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albicans fert6zés altalanos novekedést, addig a BM kezelések (néhany esetben a BM
elokezelések is) altalanos csokkenést eredményeztek az interleukinok termelédésében.

A C. albicans sejtek epitélium sejtekkel torténd interakciojabol szarmazo élettani
megfigyelések, illetve a gliikkokortikoidok C. albicans sejtekre gyakorolt kdzvetlen pozitiv
¢lettani hatasai egyarant arra figyelmeztetnek benniinket, hogy ezen szerek helyi alkalmazasa
varhatoan megnoveli a betegek fogékonysagat a kiilonbozé epitelialis Candida fertézések
kialakulasara. Mivel a C. albicans az egészséges egyének nyalkahartyajat kolonizalja, igy az
immunvalasz hidnya vagy épp az immunsejtek altali felismerés rendellenes miikodése
predesztinal6 tényezdje a gombas fertézések kialakuladsanak. Igy az epitélium, a C. albicans és
a gliikkokortikoidok harmas kolcsonhatasanak mélyebb megértése elsddleges fontossagiinak
tinik a Candida fajok altal okozott gombafert6zések megel6zése és/vagy visszaszoritasa

érdekében.
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7. Osszefoglalas

Az elmult évtizedekben a predesztindlé tényezdk szamanak novekedésével ¢&s
elterjedésével parhuzamosan emelkedett a C. albicans altal okozott megbetegedések
gyakorisaga. Az opportunista human patogén gomba betegséget okozo képességét gyakran
kapcsoljak 6ssze a dimorf C. albicansra jellemz6 éleszté—fonalas morfoldgiai atalakulassal. A
huméan szervezetben a gombat érd legkiilonfélébb stresszhatasok, illetve azok megvaltozasa,
kivaltd okai lehetnek az éleszto—fonalas forma kozotti atvaltasnak, igy a candidiasis
kialakulasanak [Sudbery, 2004; Sardi, 2013].

Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy a szijiireg, bél és hiively nyélkahartyajat jellemzo
kornyezeti feltételekben bekdvetkezd valtozasok, mint a pH eltolodéasa, CO2 tenzid ndvekedése
vagy vérzés létrejotte, befolyasoljak a gomba morfologiai atalakulasat, eldsegitve a Candida
infekcio kialakulasat (6-8. abrak, 21. abra). A C. albicans fizioldgiai és virulencia allapotanak
vizsgalatara kitiinden alkalmas, konnyedén mérhetd, érzékeny morfologiai paraméter a hifa
elsd elagazasaig eltelt id6.

A humén szervezetben, a behatolé mikroorganizmusok elpusztitdsdban dontd szerepet
jatszanak a peroxidokat termeld fagocita sejtek. Kimutattuk, hogy a C. albicans kronikus
oxidativ stresszhez torténd alkalmazkoddsa védelmet jelent a gomba szdmara a
gazdaszervezetet jellemz6 egyéb oxidativ, ozmotikus, nehézfém, sejtfal, sejtmembran, UPR,
pH és hostresszel szemben. Feltehetden az altalunk vizsgalt mutans torzsekre jellemzd
folyamatosan indukalt antioxidans védelmi rendszer kdzponti szerepet jatszik az altalanos
stressz toleranciaban. Mindemellett a tapasztalt kereszttolerancia jelenségével nem hozhato
Osszefliggésbe a gomba morfoldgiai atalakulasa, azaz a C. albicans a kdrnyezeti stresszre
valaszolhat ugyan éleszté—hifa morfologiai atalakulassal, de nem tekinthetd ezen egyébként
fontos virulencia faktor a kornyezeti stresszvalasz indikatoranak (3. tablazat, 9. abra, 21.
abra).

A gliikokortikoidokat gyulladasgatlo és immunszupressziv hatasuk révén széles korben
alkalmazzak a human terapiaban. Hasznalatukkal kapcsolatban komoly problémat jelentenek a
nagy gyakorisaggal kialakulé gomba infekciok. Immunvélaszt csokkentd hatdsuk mellett
azonban befolyasolhatjak a gombak virulenciajat, morfolégiai atalakulasat. fgy célunk volt egy
a klinikumban hasznalatos gliikokortikoszteroid, a BM, opportunista patogén C. albicans

crer

kimutattuk, hogy a 4 mM koncentracioban alkalmazott BM el6kezelés elésegiti a C. albicans
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gomba hifaképzését. A gliikokortikoidokkal egyiitt gyakran alkalmaznak antifungalis szereket
a kialakulé mikozisok kezelésére. A BM kezelés azonban csokkentette a Nit és az AmB polién
antifungalis szerek hatasfokat, igy a kortikoszteroidok ¢€s a polién antifungalis szerek kozott
fellép6 interakcio klinikai fontossaggal birhat a C. albicans fert6zések kezelésekor (4 és 5.
tablazat, 21. abra). Tovabba, a BM kezelés modositotta az élesztdsejtek oxidativ stressz
érzékenységét, ugyanis a szuperoxidot generalo MSB-tal torténd egyiittes alkalmazasa jelentds
fungisztatikus (YPD tapkozeg) vagy fungicid (RPMI-1640 tapkozeg) hatast eredményezett, a
tapkozeg 0sszetételétdl fiiggden. A helyileg alkalmazhato gliikokortikoid tartalmt gyogyszerek
olyan oxidansokkal kombinalva, mint a menadion és szarmazékai, alkalmasak lehetnek egy 1j,
hatékony antifungalis stratégia kifejlesztésére a felilleti mikdzisok megel6zésére vagy
kezelésére a borgyogyaszat teriiletén (6-9. tablazatok, 21. abra). Megvizsgaltuk a BM (1 és 2

ey

mM) hatasat a C. albicans szajiiregi, bél vagy hiivelyi hamsejtekhez torténd adhézidjara,

crer

crer

fliggetleniil az invaziv C. albicans hifak novekedési sebességétdl barmely tipust epitélium
sejten és vizsgalt BM koncentracion. Ezen tilmenden, a BM fokozta a szajliregi és bélham
epitélium sejtek C. albicans altali karositasat. Emellett a BM csokkentette a szajiiregi és hiivelyi
epitélium sejtek IL-6 és IL-8 termelését, illetve a bélhamsejtek IL-6 felszabadulasat. Ezen
megfigyeléseink arra utalnak, hogy a BM gliikokortikoszteroid alkalmazasa varhatoan
megnoveli a kockazatat a szajiiregi, bélham ¢s hiivelyi epitélium C. albicans ferté6zésének (15-
18. abrak, 21. abra).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a C. albicans kdérnyezetét jellemzé faktorok
barminem{ megvaltozasa, az immunvalasz gyengiilése esetleg hianya, illetve az immunsejtek
altali felismerés rendellenes miikodése predesztinal6 tényezdje a candidiasisok kialakulasanak.
fgy a morfologiai atalakulas infekcioban betdlttt szerepének mélyebb megértése elsédleges
fontossagunak tlinik az altala okozott gombafertdzések megeldzése, gyors diagnosztizalasa

¢s/vagy visszaszoritasa érdekében.
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8. Summary

In the last decades, an increasing number of predisposing factors led to a dramatic
increase in the incidence of C. albicans fungal infections. The invasive capability of C.
albicans, which is an opportunistic pathogen dimorphic fungus, is frequently correlated to the
yeast—hypha morphological transition. Within the human body the rapidly changing and
diverse stress conditions promote yeast—hypha transitions and, therefore can result in various
types of candidiases [Sudbery, 2004; Sardi, 2013].

According to our experimental data the physiological changes such as the elevation of
pH, increasing CO> concentration or bleeding in the oral cavity as well as in the intestinal and
vaginal lumens are likely to facilitate the morphological transitions and even the invasion of
the human body by C. albicans (Figs 6-8 and 21). In order to estimate the physiological and
virulence statuses of C. albicans we monitored the time elapsed until the appearance of the first
branch of hypha (“branching time”) as an easy-to use, well-established and sensitive
morphological parameter.

In the human body, the peroxide-producer phagocytic cells play a crucial role in the
destruction of the invading microorganisms. Our data indicates that the increased tolerance of
C. albicans to the oxidative stress provided the fungus with a defence system also effective
against oxidative, hyperosmotic, heavy metal, cell wall, cell membrane, unfolded protein, pH
and thermal stress which all occur in the human body. The C. albicans mutants used in this
study were characterized by continuously activated antioxidative defence system which may
play an important role in the general stress tolerance of this opportunistic pathogen. In addition,
the morphological transitions of C. albicans were not related to the stress cross-protection
phenomena. Although the C. albicans may adapt to environmental stress by yeast—hyphae
morphological transitions but this ability cannot be regarded as an alternative of the general
environmental stress response (Table 3, Figs 9 and 21).

Glucocorticoids are widely used in the medicine for their anti-inflammatory and
immunosuppressive effects. Known and important side effects of such corticoid therapy
increase the vulnerability of the patients to invasive fungal infections. This is probably is a
consequence of the immunosuppressive effects of the steroids, however, these drugs may also
have a direct effect on the virulence and morphological transitions of Candida species. Our
aims were to investigate the effects of the glucocorticoid betamethasone (BM) on the
physiology and virulence of the opportunistic human pathogen C. albicans. In our research, we

found out that 4 mM BM pre-treatments stimulated the extracellular phospholipase production
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and hypha formation of C. albicans. The glucocorticoids often supplemented with antifungal
agents in the clinical practice for the treatment of fungal infection. Because the BM treatments
decreased the efficiency of the polyene antimycotics amphotericin B and nystatin against C.
albicans the corticosteroid-polyene drug interactions may be of clinical importance when C.
albicans infections are treated (Tables 4 and 5, Fig. 21). In addition, BM treatments modified
the oxidative stress sensitivity of C. albicans cells. When the superoxide-generating agent MSB
was combined with 2 or 4 mM BM these drug combinations resulted in either fungistatic (YPD
medium) or fungicidal (RPMI-1640 medium) effects depending on the composition of cultural
media. The combination of glucocorticoid medications with oxidants like menadione or
menadione derivatives in topical applications may be a viable alternative in the development of
new and efficient antifungal strategies for the prevention or even the cure of fungal infections,
e.g. in the field of dermatology (Tables 6-9, Fig. 21). We investigated the effects of BM (1 and
2 mM) on the adherence and invasion of C. albicans to the oral, intestinal or vaginal epithelial
cells as well as cell damages and interleukin releases of epithelial cells. The BM treatments
stimulated the adherence of C. albicans to the vaginal epithelial cells and also promoted the
invasion of the intestinal and vaginal epithelial cells by the fungus. These treatments did not
influence the growth rates of invading C. albicans hyphae at any tested various epithelial cell
types or BM concentrations tested. In addition, BM enhanced the C. albicans-initiated cell
damages observed in oral and intestinal epithelial cell lines. Furthermore, the exposure of the
oral and vaginal cells to BM decreased the expression of the proinflammatory IL-6 and IL-8 in
these cell types and also the release of IL-6 by intestinal cells (Figs 15-18 and 21). These
observations suggested that the use of applications of BM glucocorticoid may predispose
patients to both superficial and mucosal C. albicans infections in the oral cavity, the gut and
also in the vagina.

In summary, any disadvantageous environmental changes, e.g. the absence or suppression
of immune recognition/immune response can lead to candidiases. Therefore, a better
understanding of the morphological transitions taking place during C. albicans infection seems
to have a primary importance in the prevention, diagnosis and alleviation of fungal infections

in the future.
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Orvosi Vegytani Intézet), Prof. Dr. Balla Jozsef egyetemi tanarnak (DE AOK Belgyogyaszati
Intézet, Nephrologiai Nem Onallo Tanszék), Prof. Dr. Balla Gyorgy (DE AOK
Gyermekgyogyaszati Intézet, Neonatologiai Nem Onalld Tanszék) egyetemi tanarnak, Dr.

Kemény-Beke Adam egyetemi docensnek (DE AOK Szemészeti Tanszék) és Dr. Gebri Enikd
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Zsuzsanna tanarsegédnek (DE FOK, Arc- Allcsont és Szajsebészeti nem 6nallo Tanszék)
hasznos tanacsaikért és hogy tdmogattdk munkamat, szakmai fejlodésemet.

Szeretném megkoszonni Kiss Agnes, Sipos Lilla, Imre Alexandra, Biré Brigitta, Borus
Fanni, Farkas Csilla és Andrasdi Zsanett szakdolgozoknak a lelkes és odaaddé munkéjukat,
tovabba a Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék minden dolgozojanak segitségiiket, hogy
munkamat kellemes 1égkorben baratok kozt végezhettem, illetve Pocsi Imre laboratoriumi
asszisztensnek, aki nélkiilozhetetlen szakmai segitséget nyujtott a laboratoriumi munkam
elindulasanal.

Végiil, de nem utolsé sorban haldval tartozom sziileimnek, ndvéremnek, paromnak ¢€s
barataimnak a doktori munkam soran nyujtott timogatasukért, biztatasukért.

A dolgozat a Nemzeti Kutatési, Fejlesztési és Innovécios Hivatal (OTKA K108989,
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