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1. Rövidítések 

 

ATCC      American Type Culture Collection  

AOX       alternatív oxidáz  

DCF      2’,7’-diklorofluorescein 

Et      etidium ion 

G6PD       glükóz-6-foszfát dehidrogenáz  

GPx       glutation peroxidáz  

GR      glutation reduktáz  

GSH      redukált glutation  

GST      glutation S-transzferáz  

GSSG      oxidált glutation 

γGT      γ-glutamiltranszpeptidáz  

MIC minimális gátló koncentráció  

 (minimal inhibitory concentration)  

MPO      mieloperoxidáz  

MSB      menadion nátrium biszulfit 

MUFA egyszeresen telítettlen zsírsav (monounsaturated 

fatty acid) 

NBT  Nitro Blue Tetrazolium 

PBS 0,9% NaCl-ot tartalmazó foszfát puffer 

(phosphate buffer saline) 

PMNL      polimorfonukleáris leukocita  

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid   

PUFA  többszörösen telítettlen zsírsav (polyunsaturated 

fatty acid) 

RNI      reaktív nitrogén intermedier  

ROS reaktív oxigén részecskék (reactive oxygen 

species) 

SDA         Sabouraud dextróz agar 

SDB      Sabouraud dextróz tápoldat  

SFA      telített zsírsav (saturated fatty acid) 

SHAM      szalicil-hidroxamát  
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SOD      szuperoxid dizmutáz  

TBA            tiobarbitur sav 

TBARS       tiobarbitur sav-reaktív származékok 

tBOOH     tert-butil-hidroperoxid 
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2. Bevezetés 

 

 

A kommenzalistaként élı Candida albicans (Mavor és mtsai, 2005) rezisztensebb az 

oxidativ stresszre, mint a Saccharomyces cerevisiae (Jamieson és mtsai, 1996) és 

Schizosaccharomyces pombe (Smith és mtsai, 2004) élesztık, és képes in vitro adaptálódni a 

különbözı oxidánsok által elıidézett oxidativ stresszhez (Jamieson és mtsai, 1996). A C. 

albicans  által termelt erıteljes antioxidánsok képesek megbirkózni a polimorfonukleáris 

leukociták (PMNL) és a makrofágok által termelt reaktív oxigén részecskékkel 

(ROS)(szuperoxid, peroxid, hipoklorit) továbbá a reaktiv nitrogén intermedierekkel (RNIs) 

(nitrogén-oxid /NO/, peroxinitrit), melyek akkor keletkeznek, amikor a gombasejtek belépnek 

a véráramba és megfertızik a szöveteket (Vázques-Torres és Balish, 1997; Mavor és mtsai, 

2005). A gomba antioxidáns védelemi rendszeréhez tartoznak a nagy ROS semlegesítı 

potenciállal rendelkezı kis molekulatömegő metabolitok pld: a d-eritroaszkorbinsav (Huh és 

mtsai, 2001) és 2,4-(hidroxi)fenil-etanol (Cremer és mtsai, 1999), valamint azon potens 

enzimek, amelyek neutralizálják a ROS-t (kataláz, GPx, SOD, tioredoxin, tioredoxin reduktáz 

és metionin-szulfoxid reduktáz ) és az RNIs-t (NO-responsive flavohemoglobin) (Enjalbert és 

mtsai, 2003; Fradin és mtsai, 2005; Ullmann és mtsai, 2004; Hromatka és mtsai, 2005). Ezen 

enzimrendszer fokozott mőködését mutatták be a C. albicans sejtekben, amikor az 

élesztısejteket a teljes vér vagy a szeparált PMNL-k (Frandin és mtsai, 2003, 2005), valamint 

a makrofágok hatásainak tették ki (Lorenz és mtsai, 2004). A fertızés korai szakaszában a 

gombaellenes védekezésben a veleszületett immunrendszer, fıként a PMNL-k szerepe a 

döntı, míg a monocitáknak és makrofágoknak inkább a szepszisek késıbbi fázisaiban van 

kulcsfontosságú feladata (Vazques-Torres és Balish, 1997). 

Bár a patogén gombák antioxidativ enzimeit a ”túlélés faktorainak” tekintjük (Mavor 

és mtsai, 2005), azáltal azonban, hogy elısegítik ezen mikroorganizmusok életben maradását 

a telepképzés és szövetek fertızése közben, szőkebb értelemben véve mégis a virulencia 

faktorok közé sorolhatjuk (Hamilton és Holdom, 1999) és jelentıségük a gombák -különösen 

a mélyebb szövetek és a véredények irányába történı- elterjedésében és a folyamatosan 

változó környezethez való alkalmazkodásában felbecsülhetetlen (Hube, 2004). A C. albicans 

számos transzkripciós programmal rendelkezik, beleértve az antioxidáns védelmi rendszer 

szabályozását is, amelyel lehetıvé teszik, hogy a gomba ellenálljon a gazdaszervezet 

immunrendszere folyamatos támadásának (Lorenz és Fink, 2001; Fradin és mtsai, 2003, 2005; 
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Lorenz és mtsai, 2004; Smith és mtsai, 2004; Enjalbert és mtsai, 2006). Mindezek 

ismeretében érthetı, hogy ha ezen kulcsfontosságú antioxidatív enzimek génjeinek a 

kódolásában valamilyen hiba keletkezik, akkor lelassulhat a növekedés [például a réz- és 

cinktartalmú szuperoxid dizmutáz (SOD1) esetében)] (Hwang és mtsai, 2002), mérséklıdhet a 

virulencia (például a SOD1 génben) (Hwang és mtsai, 2002) és csökkenhet a kórokozó 

életképessége a teljes vér vagy a PMNL-k jelenlétében [például SOD5 esetében, amely egy 

glikozil-foszfatidil-inozitolhoz (GPI) kötött SOD (Fradin és mtsai, 2005)].  

A C. albicans bizonyos jellemzı tulajdonságait virulencia faktoroknak tekintik. Az 

egyik ilyen virulencia tulajdonság a fenotípusos variabilitás (élesztı-hifa átalakulás 

lehetısége), hiszen mindkét morfológiai forma szerepet játszik a gomba életben maradásában, 

illetve a gazdaszervezet kolonizációjában. A morfogenezis létfontosságú a makrofágokban a 

C. albicans túlélése szempontjából, ugyanis fagocitózis után a gombasejtek csíratömlıt 

képeznek, amely a gazdasejt repedését idézheti elı és ezáltal a gomba ismételten kijuthat a 

véráramba (Lo és mtsai, 1997). A gombák által termelt extracelluláris proteázokat [például az 

aszpartát proteázok (Sap)] szintén lehetséges virulencia faktorokként tartják számon, amelyek 

különbözı módon járulnak hozzá a kórokozó patogenitásához, és legalább részleges szerepet 

játszanak a hámréteg károsításában, hogy a gomba beléphessen a véráramba (Naglik és mtsai, 

2004). Eddigi ismereteink alapján a Sap fehérjéket tíz homológ génbıl álló géncsalád kódolja, 

melyek tagjai a fertızés során nem azononos szabályozás alatt állnak, ezáltal is hangsúlyozva, 

hogy az egyes izoenzimek egyéni speciális funkciókat látnak el (Naglik és mtsai, 2003). A 

Sap fehérjék közül a Sap1-3, amelyek mind az élesztı formában és a hifákban is 

megtalálhatóak, a nyálkahártyák fertızéséhez szükségesek, míg a Sap4-6 fehérjék a hifákban 

vannak jelen, és inkább a szisztémás fertızésekben játszanak szerepet (Felk és mtsai, 2002; 

Schaller és mtsai, 1999). A foszfolipázok megkönnyítik a gazdaszervezet fertızését azáltal, 

hogy  szerepet játszanak a sejtmembrán-komponensek degradációjában. A foszfolipáz gén 

(PLB1) erıteljesebben expresszálódik, amikor a gomba élesztı vagy pszeudohifa morfológiát 

mutat, mint a hifázó formában. A plb1 null mutáns törzsek virulenciája csökkent mértékő 

(Leidlich és mtsai, 1998). Az invazív C. albicans törzsek több foszfolipázt termelnek, mint a 

nem invazív törzsek vagy kommenzalistaként élık (Ibrahim és mtsai, 1995). 

Korábbi kutatások igazolták, hogy ha a C. albicans sejteket az immunredszer 

hatásainak tesszük ki, akkor oxidatív stresszválaszt váltunk ki és ez gátló hatással van a 

gomba hifázó képességére (Fradin és mtsai, 2003, 2005), amely -mint már korábban 

említettem- egy rendkívül fontos virulencia faktor, ugyanis segíti a kórokozót abban, hogy 

kilépjen a véredényekbıl és a megtámadja a mélyebb szöveteket (Calderone és Fonzi, 2001; 
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Mavor és mtsai, 2005). Munkánk során megvizsgáltuk azt a feltételezést, hogy a krónikus 

oxidatív stresszhez való adaptálódás csökkenti a hífázó képességet és ezáltal csökken a 

patogenítás (Frandin és mtsai, 2003, 2005). Ennek érdekében a C. albicans sejteket növekvı 

koncentrációjú t-butil-hidroperoxiddal (tBOOH) kezeltük, amely egy oxidatív stresszt kiváltó 

vegyület (Emri és mtsai, 1999) és gyorsítja a lipidek peroxidációját a biológiai 

membránokban (Greenly és Daves, 1992). A biológiai membránokon a tBOOH által 

keletkezett oxidatív sérülések nagyon hasonlóak lehetnek a fagociták NADPH-oxidáz-

mieloperoxidáz (MPO) rendszer okozta károsodásokhoz. A fagocita sejtek az MPO-t 

használják a kórokozók elpusztításához. A NADPH-oxidáz-MPO rendszer sokféle ROS-t, 

OCl--t, tirozil-gyököt és nitrát intermediereket termel (Brennan és mtsai, 2001), amelyek a 

tBOOH-hoz hasonlóan eredményesen változtatják és oxidálják a lipideket a lipidperoxidációs 

útvonalakon keresztül (Savenkova és mtsai, 1994; Byun és mtsai, 1999). Fontos 

megjegyeznünk, hogy a tBOOH és H2O2 (a fagocita sejtek  NADPH- oxidáza általi 

szuperoxid termelés egyik toxikus bomlásterméke) élettani és transzkripciós hatásai nagyon 

hasonlónak tőntek a korábban megfigyelt oxidatív stressz válaszokkal és érzékenységgel C. 

albicansban (Singh és mtsai, 2004; Smith és mtsai, 2004; Enjalbert és mtsai, 2006).  
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3. Célkitőzések 

 

Mint ahogy a bevezetıben már említettem, az egészséges egyének bır és 

nyálkahártyáinak felszínén (szájüreg, bélrendszer, hüvely) bizonyos Candida fajok (például 

C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. glabrata ) a normál mikrobiális flóra 

tagjaiként gyakran megtalálhatóak (Mavor és mtsai, 2005). A humán szervezet gombákkal 

szembeni immunválaszában a fagocita sejtek jelentıs szerepet játszanak, mivel peroxidok 

termelésével pusztítják el a behatoló mikroorganizmusokat. Azonban a C. albicans 

laboratóriumi körülmények között képes adaptálódni a különbözı oxidánsok által kiváltott 

oxidativ stresszhez.  

Annak érdekében, hogy a krónikus oxidatív stressz által elıidézett változásokat 

tanulmányozhassuk a C. albicansban, tBOOH toleráns C. albicans mutánsokat hoztunk létre. 

 

A doktori munkámban a következıket vizsgáltam meg: 

 

(1) Változik-e a létrehozott tBOOH toleráns C. albicans mutánsok (AF01-10)  kialakult 

oxidatív stressz toleranciája a tárolás, az átoltások vagy passzálások hatására? 

(MICtBOOH érték és a GR enzimaktivitás vizsgálata alapján)  

(2) A krónikus oxidatív stresszhez történı adaptálódás C. albicans esetében gátolja-e az 

élesztı→hifa morfológiai átalakulást? 

(3) A tBOOH tolerancia kialakulása okozott-e változást az in vitro virulencia faktorokban 

(csírázási képesség, aszpartát proteáz aktivitás, foszfolipáz aktivitás, pszeudohifa és 

klamidospóra képzés) és hatással van-e az antigenicitásra? 

(4) Hogyan változik a tBOOH toleráns AF06 mutáns patogenítása egérben a C. albicans 

ATCC 14053 szülıi törzshöz viszonyítva? 

(5) A tBOOH tolerancia hatással volt-e a sejtméretre és az élesztısejtek morfológiájára az 

AF06 mutánsban? 

(6) A tBOOH tolerancia mellett az egyéb oxidálószerekkel és az antifungális szerekkel 

szembeni ellenállóképesség változott-e az AF06 mutánsban?   

(7) Milyen változásokat tapasztalunk a GSH metabolizmusában a krónikus oxidatív 

stressznek kitett ATCC14053 C. albicansban, illetve a stressztoleráns AF06 

mutánsban? 
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(8) Mivel a tBOOH  a biológiai membránokban gyorsítja a lipidperoxidációs 

láncreakciókat, ezért megnéztük, hogy milyen hatással van a lipidösszetételre szülıi 

(ATCC14053 C. albicans) és mutáns (AF06) törzsekben? 

(9) A tBOOH toleracia hatással van-e a sejtlégzésre az AF06 C. albicansban? 

(10) Klinikai izolátum C. albicans minták felhasználásával új tBOOH toleráns C. albicans 

mutánsok létrehozása, majd azok morfológiai és fiziológiai jellemzése annak 

érdekében, hogy megnézzük, hogy az AF06 törzs fenotípusa mennyire tekinthetı 

általánosnak illetve könnyen kialakulnak-e az AF06 mutánshoz hasonló oxidatív 

stressz toleráns törzsek.  

(11) Végül klinikai izolátumok vizsgálatával igyekeztünk megválaszolni azt a kérdést, 

hogy milyen valószínőséggel jelenhet meg a természetben oxidatív stressz toleráns C. 

albicans mutáns? 
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4. Anyagok és módszerek 

 

4.1. A t-BOOH toleráns C. albicans mutáns törzsek létrehozása a C. albicans ATCC 

14053 szülıi törzs és klinikai C. albicans izolátumok felhasználásával 

 

4.1.1. Felhasznált törzsek és azok fenntartása 

 

Kísérleteinkben elıször a C. albicans ATCC 14053 törzset használtuk a t-BOOH toleráns C. 

albicans (AF 01-10) törzsek létrehozásához, majd a késıbbiekben kotroll törzsként a 

fiziológiai és virulencia vizsgálatokban. A további kísérletekben a következı táblázatban 

felsorolt 46 véletlenszerően kiválasztott klinikai C. albicans izolátummal dolgoztunk, melyek 

a Debreceni Egyetem OEC Orvosi Mikrobiológia Intézetének győjteményébıl származtak. A 

klinikai izolátum törzsek az emberi szervezet különbözı helyeirıl lettek izolálva. A szülıi és 

mutáns törzsek fenntartása egyaránt Sabouraud táptalajon történt. A törzseket +4ºC-on 

tároltuk és két-három havonta átoltottuk. 

  

A Sabouraud táptalaj összetétele: 

 

2% (w/v) glükóz 

1% (w/v) pepton 

2% (w/v) agar 

pH=5.6 
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Sorszám Beteg kora és 
neme 

Mintavétel 
helye 

 8812 48 éves férfi vér 

19627 34 éves férfi vér 

7111 54 éves nı vér 

9076 76 éves nı vér 

21187 53 éves férfi vér 

3666 48 éves férfi vér 

10598 59 éves férfi vér 

9341 3 éves lány vér 

9522 3 éves lány vér 

9054 3 éves lány vér 

19368 31 éves nı vér 

17905 31 éves nı vér 

13092 12 éves fiú vér 

19888 59 éves nı vér 

10920 45 éves nı vér 

10477 82 éves férfi vér 

4780 42 éves nı vér 

16053 10 éves lány  vér 

17471 35 éves férfi vér 

22497 26 éves nı hüvely váladék 

22748 20 éves nı  hüvely váladék 

22570 8 éves fiú torok váladék 

22109 25 éves nı torok váladék 

 

 

4.1.2 A tBOOH MIC (Minimális gátló koncentráció, Minimal Inhibitory Concentration) 

érték meghatározása 

 

A törzsek tBOOH MIC értékét mikrodilúciós módszerrel határoztuk meg (Pócsi és mtsai, 

2005). A C. albicans sejteket SBD tápoldatban (2% (w/v) glükóz, 1% (w/v) pepton; pH=5.6) 

tenyésztettük 17 órán keresztül, majd friss SBD tápodatban készítettünk egy 0.1 optikai 

denzitású szuszpenziót 640nm-en (OD640).  Ebbıl a sejtszuszpenzióból 5-5 ml-t mértünk 

kémcsövekbe és ezekhez adtuk hozzá a tBOOH-t 0-24 mmolL-1 végkoncentrációban. A 

kémcsöveket forgó inkubátorba helyeztük és 28°C-on 72 órán keresztül figyelemmel kísértük 

a sejtek szaporodását. Azt a legkisebb koncentrációt, amely teljesen gátolta a sejtek 

szaporodását, a törzs MIC értékének tekintettük. A törzs tényleges MIC értékét a 48 órás 

adatok eredményezték. 

 

Sorszám 
Beteg kora és 

neme 
Mintavétel 

helye 

22179 1 napos fiú fül 

22173 23 éves nı hüvely váladék 

22893 65 éves nı torok váladék 

22761 71 éves nı légcsı 

23733 57 éves nı torok váladék 

23838 3 hónapos fiú torok váladék 

23919 50 éves nı hasi drénbıl 

23943 26 éves nı hólyagkatéter 

23603 78 éves férfi légcsı 

23685 57 éves férfi  légcsı 

23752 82 éves férfi köpet 

23918 50 éves nı Kanül 

24038 5 éves lány hasüri drain 

24596 1 napos fiú gyomor 

19890 59 éves nı sebváldék 

10934 45 éves nı kanül 

10668 82 éves férfi sebváldék 

4774 42 éves nı vizelet 

8387 10 éves lány szájüreg 

4278 48 éves férfi vizelet 

20072 34 éves férfi hasüri drain 

13637 3 éves lány punktátum 

17433 35 éves férfi kanül 
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4.1.3 A tBOOH toleráns Candida albicans mutáns törzsek létrehozása 

 

A tBOOH toleráns mutánsokat a Candida albicans ATCC 14053 törzs és néhány 

véletlenszerően kiválasztott klinikai izolátum (4774, 8387, 10934, 19890, 20072) egyre 

növekvı tBOOH koncentrációjú tápoldatban történı folyamatos tenyésztésével hoztuk létre 

(Fekete-Forgács és mtsai, 2000). A szülıi törzsek sejtjeit 5ml SBD tápoldatban 17 órán 

keresztül növesztettük, majd friss SBD tápoldatban készítettünk egy 0,1 optikai denzitású 

szuszpenziót 640 nm-en. Ebbıl 20 ml-t egy 100ml-s lombikba mértünk és 10 órán keresztül 

28ºC-on 140rpm-en inkubáltuk. Ezt követıen 2mmol L-1 végkoncentrációban tBOOH-t 

adtunk a tenyészethez és további 14 órán keresztül inkubáltuk. Majd a tBOOH-t tartalmazó 

tenyészet sejtjeit még egymás után három alkalommal oltottuk át 2mmol L-1
 tBOOH-t 

tartalmazó SBD tápoldatba, és minden esetben 24 órán keresztül 28ºC-on 140rpm-en 

inkubáltuk. A harmadik inkubálást követıen a sejteket friss SBD tápoldatba helyeztük, amely 

szintén 2mmol L-1
 tBOOH-t tartalmazott és az optikai denzitást 0,1-re állítottuk λ=640 nm 

hullámhosszon, majd 10 óra elteltével a tBOOH koncetrációját 4 mmol L-1-re növeltük és 

további 14 órás inkubálás következett. Ezt követıen a sejteket ismét háromszor átoltottuk friss 

SBD tápoldatba, amely tartalmazta 4 mmol L-1 végkoncentrációban a tBOOH-t és az átoltások 

között 28ºC-on 24-24 óráig inkubáltunk. 

A továbbiakban a tBOOH tartalmat az elızıekben leírt módon folyamatosan növeltük a 2 

mmol L-1-16 mmol L-1 tartományban. A végsı koncentráció, amelyet még az élesztısejtek 

elviseltek a 8 mmol L-1. Ebbıl a kultúrából származó sejteket SDA lemezre szélesztettük, 

majd egy különálló telepet izoláltunk és azt neveztük el identifikálás  és MICtBOOH 

meghatározás után a tBOOH toleráns mutánsnak. Ezt a folyamatot egymással párhuzamosan 

10 lombikban végeztük el a Candida albicans ATCC14053 törzzsel és így kaptuk meg az AF 

01-10 elnevezéső tBOOH toleráns mutáns törzseket. A klinikai izolátumokból pedig a 4774T, 

8387T, 10934T, 19890T és 20072T mutáns törzseket hoztuk létre. Az identifikálást az API 

ID32C kit (bioMerieux) és CHROMagar Candida (Becton Dickinson) segítségével végeztük 

el. Minden új mutáns törzs C. albicansnak bizonyult. 

 

4.1.4. A tBOOH toleráns fenotípus stabilitásának vizsgálata 

 

A tBOOH toleráns mutánsokat 10 alkalommal egymás után SDA lemezre oltottuk és végül a 

10. átoltást követıen meghatároztuk a MICtBOOH–t. Minden mutáns törzs megtartotta a 

korábban meghatározott MICtBOOH értékét. 
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4.1.5. Specifikus glutation reduktáz enzim aktivitásának meghatározása 

 

Az törzseket 5ml SDB tápoldatban egy éjszakán keresztül elıtenyésztettük. Ezt követıen egy 

500ml-es lombikba 100 ml friss SDB-t mértünk, majd az elıtenyésztett friss sejtekkel 640 

nm-en 0,1-re állítottuk be az optikai denzitását. Az így elkészített tenyészetet 17 órán 

keresztül 28ºC-on 140rpm-en inkubáltuk. Ezt követıen a sejteket cenrifugáltuk (4000 rpm, 10 

perc, 4°C), majd háromszor mostuk 0.1 mol L-1  K-foszfát puffer-rel (pH 7.0). Végül a 

sejteket 10 ml K-foszfát pufferben szuszpendáltuk és lefagysztottuk -20°C-on. A fagyasztott 

mintákat X 25 típusú X-press (AB Biox, Göteborg, Svédország) segítségével tártuk fel, majd 

centrifugáltuk és az így nyert setjmentes felülúszót használtuk az enzimaktivitás 

meghatározásához (Emri és mtsai, 1999) A specifikus GR aktivitás meghatározása Pinto és 

munkatársai (1984) módszere szerint történt, az eredményt mkat(kg protein)-1 

mértékegységben adtuk meg. A fehérje koncentrációt Lowry módszere alapján (Peterson, 

1983) határoztuk meg. 

 

4.1.6. A telepmorfológia meghatározása 

  

Annak érdekében, hogy megnézzük milyen hatással van a krónikus oxidatív stressz a Candida 

albicans telepek formájára és méretére, 50 µL gombaszuszpenziót (kb. 100 db sejtet 

tartalmazott) SDA-ra szélesztettünk. A telepek növekedését egy hétig 28°C-on követtük, 

közben a 3. és 6. napon megmértük az átmérıjüket és fényképeket készítettünk róluk. Minden 

törzs esetében 5 párhuzamos kísérletet végeztünk. 

 

4.1.7. A növekedés vizsgálta SDB tápoldatban 

 

A szülıi és mutáns törzsek növekedését SDB tápoldatban is összehasonlítottuk. Ehhez a 

törzseket elıtenyésztettük, majd egy 100 ml-es lombikban 20 ml (OD640=0,1) sejtszuszpenziót 

mértünk és 25 órán keresztül 140 rpm fordulattal rázattuk. A vizsgálat során a sejtek 

szaporodását spektrofotometriásan (OD640) folyamatosan nyomon követtük 
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4.2. A C. albicans ATCC 14053 szülıi törzs és C. albicans AF06 mutáns törzs  illetve a 

klinikai izolátumok és a belılük létrehozott mutánsok morfológiai és élettani 

összehasonlítása 

 

A 10 létrehozott tBOOH toleráns mutáns közül kiválasztottunk egyet (AF 06), amely átlagos 

tBOOH toleráns tulajdonságokkal rendelkezett és a további vizsgálatok során ezen törzs 

tulajdonságait hasonlítottuk össze a szülıi törzzsel. Az AF 06 elnevezéső törzset a Debreceni 

Egyetem Mikrobiális Biotechnológiai és Sejtbiológiai Tanszékének győjteményébe helyeztük 

el. 

 

4.2.1. A patogenítás, in vitro virulencia faktorok és antigenicitás meghatározása a C. 

albicans törzseknél 

 

4.2.1.1. A  C. albicans ATCC 14053 szülıi törzs és C. albicans AF06 mutáns törzs  

patogenitásának vizsgálata állatkísérletben 

 

4.2.1.1.1. A kontroll és a tBOOH toleráns mutáns  LD50 értékének meghatározása egér 

modellben 

 

Az élesztısejteket egy éjszakán keresztül 5 ml SDB tápoldatban, 28°C-on tenyésztettük, majd 

a sejteket háromszor steril foszfát pufferrel (PBS; 0.2 molL-1 Na2HPO4 / NaH2PO4 és 0.15 

molL-1 NaCl, pH 7.2) mostuk, majd végül steril PBS-ben szuszpendáltuk azokat. Bürker 

kamra segítségével megszámoltuk a sejteket és megfelelı hígítással elkészítettük az oltáshoz 

szükséges  sejtszuszpenziókat. A kísérletben 13-17g tömegő nıstény NMRI-SPF egereket 

(Charles River Kft., Magyarország, Budapest) használtunk. Állatonként 0,5 ml C. albicans 

szuszpenziót fecskendeztünk a farok vénába, amely 1 x107, 2 x106, 4 x105, 8 x104, 1,6 x104 

vagy 3,2 x103 számú élesztısejtet tartalmazott. Koncentrációnként és törzsenként  5-5 egeret 

használtunk. Az egerek túlélését két héten keresztül, napi ellenırzéssel végeztük. A kontroll 

és mutáns törzs LD50 értékének meghatározásához Spearman-Kärber módszerét (Kärber, 

1931) alkalmaztuk. 
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4.2.1.1.2. Egér intraperitoneális oltás 

 

A sejteket a 2.1.1.1. pontban leírt módon elıkészítettük és 2 x106 db sejt/ml-es szuszpenziót 

készítünk. Ebbıl a szuszpenzióból 0,5 ml-t fecskendeztünk az egerek intraperitoneális 

üregébe. Törzsenként 4-4 egeret használtunk. Az oltást követı 4. és 24. órában 2-2 egeret 

elpusztítottunk és a peritoneális üregüket 1ml PBS-sel kimostuk. Majd a mosófolyadékból 

SDA lemezre szélesztettünk a sejtszám meghatározása érdekében. Mindkét idıpontban az 

egerek veséit is kipreparáltuk, formalinnal fixáltuk ás paraffinba ágyaztuk. A hisztológiai 

vizsgálathoz, hogy a C. albicans sejtek jelenlétét igazolhassuk és a morfológiájukat 

megfigyelhessük, ezen mintákat perjódsavas-Schiff technikával (Frankel és mtsai, 1970) 

megfestettük. 

 

4.2.1.2. In vitro virulencia faktorok vizsgálata 

 

4.2.1.2.1. Csírázás vizsgálata birka szérum jelenlétében a C. albicans ATCC 14053 szülıi és 

C. albicans AF06 mutáns törzseknél   

 

A sejteket egy éjszakán keresztül 5 ml SDB tápoldatban, 28°C-on tenyésztettük. 

Centrifugáltuk (4000rpm, 10 perc), majd háromszor mostuk steril desztillált vízzel. A 

sejtkoncentrációt steril desztillált vízben 5x107 db sejt/ml-re állítottuk be, majd ebbıl a 

sejtszuszpenzióból 0,25 ml-t egy kémcsıbe mértünk és hozzáadtunk 2,25ml birka szérumot. 

Ezt követıen 37°C-on 180 percig rázó inkubátorban helyeztük. A tenyészetekbıl 30, 60,120 

és 180 perc elteltével mintát vettünk és mikroszkóp segítségével meghatároztuk a csírázó 

sejtek arányát.  

 

4.2.1.2.2. Az extracelluláris aszpartát proteáz (EAP) aktivitás meghatározása a C. albicans 

ATCC 14053 szülıi és C. albicans AF06 mutáns törzseknél   

 

Az élesztısejteket a 2.1.2.1. pontban leírtak alapján elıkészítettük. Mosás után a 

sejtkoncentrációt 1x106 db sejt mL-1-re állítottuk steril desztillált vízben. 50 µl-t ebbıl a 

sejtszuszpenzióból 5 ml 0.2 w/v % borjú szérum albumint (BSA) és 1.2 w/v % yeast carbon 

base-t (YBC) tartalmazó tápoldatba (pH 4.0) mértünk, majd rázatva 72 órán keresztül 28°C-

on tenyésztettük. Centrifugálással eltávolítottuk a sejteket és a méréshez a sejtmentes 

felülúszót használtuk. Az enzimaktivitás meghatározását Remold módszere (1968) szerint 
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végeztük. Ennek megfelelıen 0,5ml felülúszót 2 ml 2 w/v %-os BSA-oldattal (pH 3.2) 37°C-

on 1 órán keresztül rázattuk, majd a reakciót 5 ml 5 w/v % triklór-ecetsav-oldat hozzáadásával 

állítottuk le. Centrifugálás után (10000 rpm, 10 perc, 4°C) a proteolitikus termékek 

mennyiségét 280 nm-en történı fotometrálással határoztuk meg. 

 

4.2.1.2.3. Az extracelluláris foszfolipáz (EP) aktivitás meghatározása a C.  albicans törzseknél 

 

A C. albicans sejteket a 2.1.2.1. pontban leírtak alapján elıkészítettük. Ezt követıen a 

sejtszámot fiziológiás (0,9% (w/v)) sóoldatban 1x107db sejt/ml-re állítottuk. A szuszpenzióból 

5 µl-t cseppentettünk tojássárgája-agar [5,85% (w/v) NaCl, 0,05% (w/v) CaCl2 és 10% (w/v) 

steril tojássárgájával kiegészített SDA] felületére, majd 5 napig 28ºC-on növesztettük a 

sejteket (Ibrahim és mtsai, 1995). A telepek körüli feltisztulási zóna átmérıje adta meg a EP 

aktivitást (Samaranayake és mtsai, 1984). 

 

4.2.1.2.4. Pszeudohifa és klamidospóra képzés vizsgálata kukoricaliszt táptalajon a C. 

albicans törzseknél 

 

A törzseket egy éjszakán keresztül 5 ml SDB tápoldatban, 28ºC-on elıtenyésztettük, 

centrifugáltuk (1800g, 10 perc, 4°C), háromszor mostuk steril foszfát pufferrel (PBS; 0.2 mol 

L-1 Na2HPO4 / NaH2PO4 és 0.15 mol L-1 NaCl, pH 7.2), majd végül steril PBS-ben 1x107db 

sejt mL-1-re állítottuk a sejtszámot. 5 µl-t ebbıl a szuszpenzióból kukoricaliszt-agar lemezre 

[0,19% (w/v) kukoricaliszt-agar és 1% (w/v) Tween-80] cseppentettünk, steril fedılemezzel 

lefedtük és 62 órán keresztül 28ºC-on inkubáltuk. A pszeudohifa és clamidospóra képzést 

mikroszkóp segítségével vizsgáltuk. 

 

4.2.1.2.5. Hifázó képesség vizsgálata Spider táptalajon a C.  albicans törzseknél 

 

Az élesztısejteket  2.1.2.4. pont szerint elıkészítettük és steril PBS-ben 5x104 db sejt mL-1-re 

állítottuk a sejtszámot. 5 µl-t ebbıl a szuszpenzióból Spider táptalaj [1% (w/v) nutrient broth, 

1% (w/v) glükóz, 0,2% (w/v) K2HPO4 és 1,35% (w/v) agar] felszínére cseppentettünk és 10 

napig 28ºC-on inkubáltuk. 
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4.2.1.2.6. A polimorfonukleáris leukociták (PMNL) szuperoxid termelésének vizsgálata a  

Candida albicans ATCC 14053 szülıi és Candida albicans AF06 mutáns törzs hatására 

 

A törzsek antigenicitását a PMNL sejtek által termelt szuperoxid-gyök mennyiségi 

meghatározásával jellemeztük. A szuperoxid-gyök termelést spektofotometriás módszerrel, a 

citokrom-c redukciójának mérésével határoztuk meg (Babior és mtsai, 1970). A vizsgálat 

során 96 lyukú mikrotiter lemezt használtunk és az eredményt ELISA leolvasó segítségével 

kaptuk meg (Varga és mtsai, 2001). 

Teljes vérbıl PMNL sejteket szeparáltunk a következı módon: 5 ml vért 5 ml Histopaque 

(poliszukróz 5,7 g/dl és Na-diatrizoate 9 g/dl) felszínére mértünk, majd 30 percig 400 g 

fordulattal 4°C-on centrifugáltuk Boyum (1984) módszere szerint. A felülúszót eltávolítottuk, 

az üledékhez 4 ml 3% (w/v) dextránt tartalmzó PBS-t adtunk és kb. fél órán keresztül 37°C-

on inkubáltuk, hogy a PMNL sejteket a vörösvértestektıl elkülöníthessük. A felülúszót, amely 

PMNL sejteket tartalmazta, összegyőjtöttük, centrifugáltuk 10 percig 250 g fordulattal, majd 

hipotónikus pufferral mostuk, hogy a maradék vörösvértesteket is eltávolítsuk, és tiszta 

PMNL sejtpopulációt nyerjünk. Ezt követıen a sejteket kétszer mostuk Hank’s oldattal 

(HBSS, pH 7.4) és Bürker kamra egítségével meghatároztuk a sejtszámot. A sejtpopuláció 

tisztaságát (>95%) és életképességét (>95%) Giemsa és tripánkék festéssel mikroszkópikus 

módszerrel vizsgáltuk (Varga és mtsai, 2001). 

 A C. albicans sejteket 5 ml SDB tápoldatban egy éjszakán keresztül elıtenyésztettük 28ºC-

on, majd centrifugáltuk (4000 rpm, 10 perc, 4°C) és kétszer mostuk HBSS oldattal. Humán 

szérummal opszonizáltuk 30 percig 37°C-on, majd ismét mostuk HBSS oldattal. Ezt követıen 

a frissen szeparált PMNL sejtekkel 1:100-1:25 arányban szuszpenziót készítettünk és 60 

percig 37°C-on inkubáltuk. Hogy detektálhassuk a szuperoxid-gyök termelését, minden 

mintához 50 µl  citokróm-c-t adtunk 80 µmol L-1 végkoncentrációban. Az ELISA leolvasó 

segítségével 550 nm-en (citokróm-c redukció) és 492 nm-en (alapvonal) megmértük az 

abszorbancia értékeket. Minden mintátból három párhuzamos mérést végeztünk. Kontrollként 

a PMNL sejteket forbol-12-mirisztrát-13-acetát (PMA, végkoncentráció: 100 nmol L-1) vagy 

N-formil-Met-Leu-Phe (FMLP, végkoncentráció: 10 nmol L-1) segítségével aktiváltuk  C. 

albicans sejtek helyett.    
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4.2.2. A C.  albicans törzsek sejttani és fiziológiai vizsgálata 

 

4.2.2.1. A C. albicans ATCC 14053 szülıi és C. albicans AF06 törzsek sejtméretének 

meghatározása scanning elektronmikroszkóp segítségével 

 

A sejteket 1.5. pontban leírtak alapján tenyésztettük, centrifugáltuk (4000 rpm, 10 perc, 4°C), 

majd 0.1mol L-1 kálium-foszfát pufferben (0.1mol L-1 KH2PO4, pH 7.0) 1x106 mL-1 

szuszpenziót készítettünk. A sejteket 2,5%-os glutáraldehid-oldat és 1%-os ozmium-tetroxid-

oldat segítségével fixáltuk, 10%-os etanolba helyeztük és a sejtekbıl az etanol 

koncentrációjának folyamatos növelésével vontuk ki a vizet (Arancia és mtsai, 1995). A 

preparátumokat végül vákumszárítóban szárítottuk. A sejtek felszínét arannyal vontuk be és 

AMRAY 1830-I típusú scanning elektronmikroszkóp (Amray Inc. Bedford, MA) segítségével 

vizsgáltuk. A sejtméret meghatározása a LABVIEW IMAQ VISION szoftwer ( Nationel 

Instruments, Austin, TX) segítségével történt. 

 

4.2.2.2. A C. albicans ATCC 14053 szülıi és Candida albicans AF06 törzsek sejtjeinek 

szerkezeti felépítésének vizsgálata transzmissziós elektronmikroszkóppal 

 

A sejteket a 1.5. pontban leírtak alapján elıkészítettük és a centrifugálás után háromszor 

mostuk hideg PBS-sel, majd PBS-ben 1x106 db sejt/ml sejtszámot állítottunk be. Ezt követıen 

1 órán keresztül frissen készített 2%-os KMnO4-oldattal festettük szobahımérsékleten, majd 

ismét mostuk. Az elekrtonmikroszkópos felvételeket Jeol Jam-1010 típusú transzmissziós 

elektronmikroszkóppal készítettük (JEOL, Tokyo, Japan) és a két törzs (ATCC 14053 és 

AF06) sejtfalának, sejtmagjának és mitokondriumainak szerkezeti összehasonlítását 

vizuálisan végeztük el. 

 

4.2.2.3. A C. albicans ATCC 14053 szülıi és C. albicans AF06 törzsek  

mitokondriumainak morfológiai és funkcionális vizsgálata 

 

A sejteket 1.5. pontban leírtak alapján elıkészítettük, majd 10 ml minimál tápoldatban 

[1 % (w/v) glükóz, 0.5 % (w/v) (NH4)2SO4, 0.25 % (w/v) KH2PO4, 0.05 % (w/v) MgSO4 

7H2O és 1 % (v/v) Wickerham oldat]  4 vagy 8 órán keresztül tenyésztettük (kezdeti OD640 

=0.1) 28°C-on. Ezen tenyészetekbıl 1 ml-t 30 percig festettünk MitoTracker Red festékkel         
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[0.1 µmol L-1;  (Macho és mtsai, 1996); Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA]. A 

MitoTracker Red festékkel festett C. albicans sejteket centrifugáltuk, (4000 rpm, 10 perc, 4 
oC), majd mostuk és szuszpendáltuk 1 ml glükózmentes minimal tápközegben, és a 

mitokondriumok fluoreszcenciájának intenzitsát  LSM 510 META lézer scanning konfokális 

mikroszkóppal (Zeiss, Oberkochen, Germany; λexcitation=543 nm, λemission=615 nm) long pass 

filter alkalmazásásval vizsgáltuk.  

 

4.2.2.4. A C. albicans törzsek oxidativ stresszt kiváltó anyagokkal és 

antimikotikumokkal szembeni érzékenységének vizsgálata 

 

4.2.2.4.1. A H2O2, menadion nátrium biszulfit (MSB) és NaOCl MIC értékének 

meghatározása 

 

A törzsek MIC értékeinek meghatározása az 1.2. pontban leírtak alapján történt. A vizsgált 

ágensek és koncentráció-tartományok a következık voltak: 0-250 mmol L-1, H2O2;                

0-5 mmol L-1, MSB és 0-100 µmol L-1, NaOCl. Az a legkisebb oxidáns koncentráció, amely 

teljesen gátolta a sejtek szaporodását, eredményezte a MIC értéket.  

 

4.2.2.4.2. Az antifungális anyagok (flukonazol, vorikonazol, 5-fluorocitozin, amphotericin B) 

MIC értékének meghatározása 

 

A flukonazol (Pfizer), vorikonazol, és az 5-fluorocitozin (5FC) vegyületeket steril desztillált 

vízben, míg az amphotericin B-t 100%-os dimetil-szulfoxidban oldottuk fel. Az elkészített  

tömény antifungális oldatokat RPMI 1640 tápoldatban hígítottuk, amely tartalmazott L-

glutamint, de bikarbonát mentes volt. A vizsgált koncenrációk: 0,12 – 64 mgL-1  a flukonazol 

az 5FC és vorikonazol esetében, továbbá 0,007 – 8 mgL-1  az amphotericin B-nél (NCClS 

M27-A2 alapján, 1997, 2002). 

Az élesztısejtek  koncentrációját RPMI 1640 tápoldatban 103 sejt/ml sőrőségőre állítottuk be. 

A vizsgáltot 96 lyukú mikrotiter lemezen végeztük el 35°C-on és az eredményeket 48 óra 

eltelte után vizuálisan olvastuk le. Minden lemezre csak sarjadzó gombát illetve csak 

antifugális anyagot tartalmazó kontroll mintákat is elhelyeztünk. 
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4.2.3. Az antioxidáns védelmi rendszer elemeinek és a ROS termelésének meghatározása 

a C.  albicans törzseknél 

 

4.2.3.1. Specifikus antioxidáns enzimktivitások meghatározása 

 

Az élesztısejteket az 1.5. pontban leírtak alapján tenyésztettük. A 17 órás inkubációs idıben a 

12 óra elteltével a ATCC 14053 szülıi törzs egyik lombikjához 1 mmol L-1 , az AF 06 mutáns 

törzs egyik lombikjához pedig 6 mmol L-1 koncentrációban tBOOH-t adtunk, majd tovább 

inkubáltuk még 5 órán keresztül. Így kaptuk meg a további vizsgálatokhoz az oxidatív 

stressznek kitett sejtpopulációt. A 17 óra leteltével a sejteket cenrifugáltuk (4000 rpm, 10 

perc, 4°C), majd háromszor mostuk 0.1 mol L-1  K-foszfát puffer-rel (pH 7.0, 4°C). Végül a 

sejteket 10 ml K-foszfát pufferben szuszpendáltuk és lefagysztottuk -20°C-on. A fagyasztott 

mintákat X-perss (AB Biox, Göteborg, Svédország) segítségével feltörtük, majd 1,44 mM α-

toluil-szulfonil-fluorid (PMSF) proteázgátlóval kezeltük, centrifugáltuk (20000 g, 10 perc, 

4°C) és az így nyert setjmentes felülúszót használtuk az enzimaktivitások meghatározásához 

[kivéve a γ-glutamiltranszpeptidáz (γGT) aktivitás meghatározását]. Az egyes enzimeknél a 

reakcióelegy végtérfogata 1 ml volt és 10% (v/v) minta mellett a következı komponenseket 

tartalmazták: 

glutation peroxidáz (GPx) (Chiu és mtsai, 1976) 

50 mM Tris-HCl (pH=7.6), 0,091 mM EDTA, 0,12 mM NADPH, 0,25mM GSH,     

440 Ul-1 GR (Saccharomyces cerevisiae; 1 U az az enzim mennyiség, amely 1 perc 

alatt 1 µmol GSSG-t redukál), 0,1 mM kumén hidroperoxid, λ=340 nm; t= 1 perc 

 

glutation S-transzferáz (GST), (Warholm és mtsai, 1985) 

 0,1 M Na-foszfát puffer (pH=6.5), 1 mM EDTA, 1 mM GSH, 1 mM CDNB,  

λ=340 nm; t= 1 perc 

 

kataláz (Roggenkamp és mtsai, 1974) 

 20 mM Hepes (pH=7.6), 0,1 mM H2O2, λ=240 nm; t= 1 perc  

 

szuperoxid dizmutáz (SOD) (Oberley és Spitz, 1984) 

teljes SOD [SOD(CuZn) + SOD(Mn)] aktivitásnál 50 mM Na-foszfát puffer (pH=7.8), 

1,4 mM Nitro Blue Tetrazolium (NBT), 0,2 mM xantin, 10 Ul-1 xantin oxidáz (tehén 
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tej; 1 U az az enzim mennyiség, amely 1 perc alatt 1 µmol xantint alakít át 

karbamiddá), 1000 Ul-1 kataláz  (marha máj; 1 U az az enzim mennyiség, amely 1 perc 

alatt 1 µmol H2O2-t bont el). λ=560 nm; t= 90mp 

Mértékegysége: unit(mg protein)-1, ahol 1 U az az enzim mennyiség, amely az NBT 

redukciójában 50%-os gátlást okozott. 

 

glükóz-6-foszfát dehidrogenáz (G6PD) (Emri és mtsai, 1994) 

 20 mM Hepes (pH=7.6), 1 mM glükóz-6-foszfát, 1 mM NADP, 10 mM MgCl2,  

λ=240 nm; t= 1 perc  

 

γ-glutamiltranszpeptidáz (γGT) (Emri és mtsai, 1997) 

0,1 M Tris-HCl (pH=8.0), 20 mM glicil-glicin, 1 mM γ-glutamil-p-nitroanilid,  

λ=410 nm; t= 1 perc  

A méréshez az X-press-el feltárt és PMSF-el kezelt, de még nem centrifugált 

sejtmentes kivonatot használtuk. Az 1 órás szobahımérsékleten történı inkubációt 

követıen a mintákat centrifugáltuk (20000 g, 10 perc, 4°C) és a felszabadult p-

nitroanilid mennyiségét határoztuk meg. 

 

A fehérje koncentrációt Lowry módszere alapján (Peterson, 1983) határoztuk meg. 

 

4.2.3.2. Az oxidált és redukált glutation mennyiségének meghatározása  

 

Az élesztısejteket az 1.5. pontban leírtak alapján tenyésztettük, majd törzsenként 50 ml 

tenyészetet centrifugáltuk (1800g, 10 perc, 4°C) és 4°C-os, 5 % (v/v) 5’-szulfoszalicilsav 

oldatban tártuk fel (Emri és mtsai, 1999). A mintákat centrifugáltuk (11000 g, 10 perc, 4°C) 

és a felülúszót 0°C-on trietanolamin segítségével közömbösítettük, majd ezek után használtuk 

fel a mérésekhez.  

Az oxidált glutation (GSSG) reakcióelegye (Anderson, 1985): 115 mM Na-foszfát puffer 

(pH=7.5), 50 mM EDTA, 0,6 mM 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoesav) (DTNB), 0,2 mM 

NADPH, 1,5 kUl-1 GR (S. cerevisiae; 1 U az az enzim mennyiség, amely 1 perc alatt 1 µmol 

GSSG-t redukál), 10% (v/v) minta. λ=412 nm A minták redukált glutation (GSH) tartalmát 2-

vinilpiridines (185 mM, 1 óra, pH=6.0-7.0) kezeléssel reagáltattuk el.  
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A GSH tartalom meghatározása (Anderson, 1985) oly módon történt, hogy a minták teljes 

glutation (GSH+GSSG) tartalmát mértük meg (a 2-vinilpiridines kezelés elhagyásával és a 

GSSG tartalom ismeretében határoztuk meg a GSH mennyiségét. 

A mért GSH és GSSG mennyiségeket a sejtek fehérje tartalmára  vonatkoztattuk és mmol (kg 

protein)-1 mértékegységben adtuk meg. 

 

4.2.3.3 A szuperoxid és peroxid tartalom meghatározása 

 

A sejteket az elızı pontban leírt módon tenyésztettük és feltártuk. A szuperoxid (Carter és 

munkatársai, 1994) tartalom meghatározásához a tenyészethez hidroetidint (Molecular Probes 

Europe BV, Leiden, Hollandia), a peroxid tartalom méréséhez pedig 2’.7’-diklorofluorescen 

diacetátot (Molecular Probes Europe BV, Leiden, Hollandia) adtunk 10 µM-os 

koncentrációban. Az egy óra alatt képzıdı etidium (Et), illetve 2’.7’-diklorofluorescen (DCF) 

koncentrációját Jasco 821-FP típusú spektrofluoriméterrel határoztuk meg (λext, Et=488 nm, 

λem, Et=610 nm; λext, DCF=502 nm, λem, DCF=523 nm). A képzıdött Et és DCF mennyiségét a 

sejtek fehérje tartalmára vonatkoztattuk és mmol(kg protein)-1 mértékegységben adtuk meg. 

 

4.2.4. A zsírsavösszetétel és a lipidperoxidációs termékek meghatározása  

 

4.2.4.1. A zsírsavösszetételben és neutrális lipidekben bekövetkezett változások 

vizsgálata 

 

A sejteket az 1.5. pontban leírtak alapján tenyésztettük, centrifugáltuk és feltártuk. Ezt 

követıen 2ml feltárt mintát (ATCC 14053, ATCC 14053 1 mmol L-1 tBOOH-val kezelt, 

AF06, AF06 6 mmol L-1 tBOOH-val kezelt) 3 ml kloroform/metanol 2:1 eleggyel 

szuszpendáltuk, majd még 2 ml kloroformot adtunk hozzá Blight és Dryer módszere szerint 

(1959). A lipideket tartalmazó frakciót leszívtuk, majd N2 segítségével szárítottuk. A zsírsav 

összetételt Hewlet Packard 5890 gázkromatográf és Hewlet Packard 5970 tömegspektrométer 

segítségével határoztuk meg. A zsírsavak azonosításához kontroll zsírsavakat (Sigma, St 

Louis, Mo, USA) használtunk. A neutrális lipid összetételt vékonyréteg kromatográfiás 

módszerrel határoztuk meg. A nitrogénnel szárított mintákat 50 µL kloroformban 

visszaoldottuk, majd Silicagel G (Mecrk, Darmstadt, D) felszínére csepegtettük.  A lemezt n-

hexán-éter-ecetsav (80:40:1 v/v) elegybe helyeztük, majd 5 % foszfor-molibdénsav (50 % 
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etanol és 10 % perklórsav) segítségével láthatóvá tettük (Varga és mtsai, 1997). Ezt követıen 

a lemezeket 10 percig 100°C-on tartottuk 

 

4.2.4.2. A lipidperoxidációs termékek mennyiségi és minıségi meghatározása 

 

A törzseket az 1.5. pontban leírtak alapján tenyésztettük, centrifugáltuk és feltártuk. Ezt 

követıen 2 ml feltárt mintát (ATCC 14053, ATCC 14053 1 mmol L-1 tBOOH-val kezelt, 

AF06, AF06 6 mmol L-1 tBOOH-val kezelt) 3ml kloroform/metanol 2:1 eleggyel 

szuszpendáltuk. 

 

Malondialdehid (Tiobarbitursavas módszer) (Balla és mtsai, 1991) 

Reagens: 0,375 g 2-tiobarbitursav, 2,08 mL 12M HCl, 15mL 10%-os triklór-ecetsav; 

100 mL-re desztillált vízzel kiegészítve.  

A méréshez 2-szeres mennyiségő reagenst használunk. (1:2=minta:reagens) 

Az elegyet 90°C-on 20 percig forraljuk, majd butanollal extraháljuk és a felülúszót 

fotometráljuk. λ=532 nm  

 

Konjugált dién (Balla és mtsai, 1991) 

A kloroformos extraktból 1mg mL-1-es ciklohexán oldatot készítettünk. λ=234 nm  

Ez csak viszonyszám. 

 
Lipidhidroperoxid (KI módszerrel) (Balla és mtsai, 1991) 

A bepárlás után a csövekbe kloroformot és ecetsavat teszünk, ami a szolubilizációt 

segíti. Készítünk egy KI- oldatot, majd rámérünk 40 µl-t a mintánkra és 5 percre 

sötétbe helyezzük. Hozzáadunk 600 µl Cd-acetátot, hogy leállítsa a reakciót, majd 

centrifugáljuk (10 perc, 10000 g) és a felsı fázist fotometráljuk.  λ=353 nm 

 

4.2.5 Légzés vizsgálata a Candida albicans törzsekben 

 

A légzési lánc elemei O2 jelenlétében valószínőleg kiváltanak és/vagy fenntartanak 

lipidperoxidációs láncreakciókat (Evans és mtsai, 1998). A légzési lánc bizonyos elemei, ha 

elromlanak, akkor csökkenthetik a légzést és az elektronhalmozódás miatt növelik a ROS 

generálódását. Ennélfogva az AF06 mutáns tBOOH toleranciája szintén származhat a 

citokróm c-függı légzés csökkenése miatt. Másrészrıl a szalicilhidroxamát (SHAM) légzés 
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indukciója szintén oxidatív stressz toleraciát idézhet elı a mutáns törzsünkben (Huh & Kang, 

2001). A légzés meghatározásához a törzseket az 1.5. pontban leírt módon tenyésztettük és 

kezeltük, majd 15 ml mintát 28°C-on az OXY 320-típusú oxigén elektród (WTW, Weilheim, 

Gemany) (Bahr és Bonner, 1973; Emri és mtsai, 2004) segítségével lemértünk. A citokróm c 

(cianid érzékeny) útvonal gátlásához 2.5 mmol L-1 KCN-t , míg az alternatív oxidáz útvolal 

(AOX)(cianid rezisztens) gátlásához 0,75 mmol L-1 SHAM-t használtunk.  

 

4.3. Statisztikai módszerek 

 

A statisztikai elemzésekhez, hacsak másként nem jeleztük, akkor mindig 3-5 független 

kísérlet átlagát és azok szórását (S.D.) határoztuk meg. Szignifikancia-számításoknál 

általában a Student’s t-tesztet használtuk, és a változásokat p<5 % esetén tekintettük 

szignifikánsnak. 

 

4.4. Felhasznált vegyszerek 

 

A kísérleteinkben felhasznált finomvegyszerek mindegyike analitikai minıségő volt, és ha 

másként nem lettek jelölve, akkor a Sigma-Aldrich Kft. (Budapest, Magyarország) termékei 

voltak.
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5. Eredmények 

 

5.1. A t-BOOH toleráns C. albicans mutáns törzsek létrehozása és ezen törzsek 

összehasonlítása az ATCC 14053 törzzsel 

 

Annak érdekében, hogy megvizsgálhassuk a tBOOH rezisztencia kialakulása során a 

sejtekben végbemenı változásokat, létrehoztunk 10 darab tBOOH toleráns C. albicans 

mutáns törzset (AF 01-10) az ATCC 14053 szülıi törzs sejtjeinek fokozatosan növekvı 

tBOOH koncentráció jelenlétében történı tenyésztésével.  

 

5.1.1. A szülıi és mutáns törzsek tBOOH MIC értékének és GR aktivitásának 

meghatározása 

  

Miközben a tBOOH koncenrációját fokozatosan növeltük a tápközegben (2-16 mmol-1) 

az általunk megvizsgált mutáns törzsek tBOOH MIC értéke és GR aktivtása is folyamatosan 

növekedett (1. ábra) addig, amíg el nem értük a maximális 8 mmol-1 koncentrációt. Ettıl 

nagyobb koncentrációban (16 mmolL-1) a tBOOH már progresszív sejthalált eredményezett a 

sarjadzó gombánál. Az szülıi törzs tBOOH MIC értéke 4 mmol-1 és GR aktivitása 1,1 ± 0,15 

[mkat (kg protein)-1], míg a mutáns törzsek tBOOH MIC értéke 16 mmol-1-ra GR aktivitása 

pedig 3,36 ± 0,81 [mkat (kg protein)-1]-ig növekedett. A kialakult tBOOH tolerancia nagyon 

stabilnak bizonyult, ugyanis a mutáns törzsek egymás után 10 alkalommal tBOOH mentes 

SDA lemezen történı átoltását követıen sem változtak a megnövekedett tBOOH MIC és 

specifikus GR aktivtás értékek. 

 

        (a)             (b)      

 

1. Ábra A tBOOH tolerancia (a) és a specifikus GR aktivitás (b) változása a C. albicans 

ATCC 14053 törzsbıl származó mutánsokban, miközben a tápoldat tBOOH koncentrációját 

0-8 mmolL-1 között növeltük. A mutánsok létrehozása és jellemzése 10 független vizsgálat 
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eredménye. Sem a MICtBOOH, sem a GR aktvitás nem volt meghatározható a 16 mmolL-1 

tBOOH–t tartalmazó tenyésztést követıen, mert az élesztısejtek a kezelés hatására 

elpusztultak. 

 

5.1.2. A szülıi és mutáns törzsek telepméretének és hifázó képességének jellemzése 

 

Nem tapasztaltunk különbséget az AF 01-10 mutáns törzsek és az ATCC 14053 szülıi 

törzs telepmérete között a kioltás utáni 2, 3 és 5 napos inkubációs idıt követıen, és nem 

találtunk olyan telepeket sem, amelyek petite morfológiát mutattak volna. 

Ugyanakkor Spider táptalajon az AF 01-10 mutáns törzsek hifázó képessége 

elhanyagolható mérető volt a szülıi törzshöz viszonyítva, amelyet az oxidatív stressz 

tolerancia kialakulását követı csökkent hifázó képességgel magyarázhatunk. 

 

5.2. Az AF06 tBOOH toleráns mutáns törzs és az ATCC 14053 szülıi C. albicans törzs 

patogenítási, morfológiai és fiziológiai jellemzése 

 

Kiválasztottunk egy átlagos tBOOH toleranciával rendelkezı mutáns törzset (AF06) az 

általunk létrehozott 10 mutáns közül és a további, tBOOH tolerancia kialakulásával 

kapcsolatos további élettani és morfológiai változásokat már csak az AF06 és ATCC 14053 

törzsek összehasonlításával tanulmányoztuk. 

 

5.2.1. A tBOOH tolerancia hatása a növekedésre 

 

 A két törzs növekedését SDB tápoldatban való tenyésztés során hasonlítottuk össze. 

Azt tapasztaltuk, hogy a tBOOH toleráns mutáns AF06 törzsünk növekedése az egész 

tenyésztési idıszak alatt elmaradt a szülıi törzs értékeitıl, azonban a 25 óra eltelte után már 

ilyen különbséget nem láttunk.  
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5.2.2. A tBOOH tolerancia kialakulása megváltoztatta az in vitro virulencia faktorokat, 

mérsékelte a patogenitást, azonban az antigenicitásra nem volt hatással 

 

5.2.2.1. A virulencia faktorokban bekövetkezı változások vizsgálata 

 

5.2.2.1.1.A csírázási képesség vizsgálata birka szérumban 

 

A csírázási képességet mindkét törzsnél 180 percig vizsgáltuk, miközben a 30. és  60. 

percben mintákat vettünk. Azt tapasztaltuk, hogy az AF06 mutáns törzs csírázóképessége a 

vizsgálat elsı 30 percében jelentısen elmarad a szülıi törzsétıl (1. táblázat), majd 

folyamatosan egyre inkább megközelíti azt és a 180. percben már nem tapasztaltunk 

szignifikáns különbséget (95±7% és 97±5%) a két törzs között.   

 

5.2.2.1.2. Az exracelluláris aszpartát proteáz és a szekretált foszfolipáz aktivitások 

  

Az általunk vizsgált két törzs szekretált enzimaktivitásaiban nagy különbségeket 

tapasztaltunk. A szülıi törzs aszpartát proteáz aktivitása a 72 órás inkubálási idıkor fele 

akkora volt, mint az AF06 mutáns törzsé, ugyanakkor a szekretált foszfolipáz aktivitása az 

ötödik napon négyszer nagyobbnak bizonyult (1. táblázat). 

 

5.2.2.1.3. Pszeudohifázó képesség és klamidospóra képzés kukoricaliszt táptalajon 

 

A szülıi és mutáns törzsek pszeudohifázó képességét és klamidospóra képzését 

kukoricaliszt táptalajon vizsgáltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a szülıi törzs már 48 órás 

inkubálási idıt követıen szép pszeudohífákat növesztett, míg a mutáns ekkor még csak 

élesztı formát mutatott. A 62 órás inkubációs idı végén azonban már a mutánsnál is 

megtörtént a élesztı/pszeudohifa morfológiai váltás. (1. táblázat) A klamidospóra képzésben 

nem volt különbség a két törzs között. 

 

5.2.2.1.4. Hifázóképesség vizsgálata Spider táptalajon 

 

A C. albicans sejtek szilárd Spider táptalajon az egysejtő, élesztı morfológia helyett  

fonalas, hifázó alakot mutatnak. Az általunk vizsgált két törzs esetében azonban azt figyeltük 

meg, hogy míg a szülıi törzs szép hifákat képzett az inkubációs idı végére , addig a mutáns 
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törzs szinte egyáltalán nem növesztett hifákat (1.táblázat; 2. ábra). A tBOOH tolerancia 

kialakulásakor tehát a mutáns törzsben az élesztı/hifa átalakulást szabályzó folyamatok 

figyelemre méltó mértékben gátlódtak. 

 

 

 

A

B

A

B

 

 

 

 

2. Ábra A telepmorfológia összehasonlítása a C. albicans ATCC 14053 (A) és a C. albicans 

AF 06 (B) törzsek között 10 nap inkubáció után 28°C-on Spider táptalajon. Az AF06 mutáns 

törzsnél a sima telephatárok mutatják, hogy a mutáció gyengítette az élesztı-hifa morfológiai 

átmenetet. Hasonló telepmorfológiát mutattak az AF 01-05 és AF 07-10 mutáns törzsek is. 

Méretvonal: 5mm 
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1. Táblázat Az in vitro virulencia faktorok összehasonlítása a  C. albicans ATCC 14053 és C. 

albicans AF06 törzsek között 

 

Virulencia faktorok C. albicans 

ATCC 14053 

C. albicans  

AF 06 

Csíratömlı képzése bírka szérumban 
(%) 

    

30 min 43 ± 4 6 ± 3* 

60 min 78 ± 8 59 ± 2* 

180 min 95 ± 7 97 ± 5 

Szekretált aszpartát proteáz aktivitás 
8.4 ± 0.5 16.6 ± 1.7* 

[A280 x 1010 (sejtszám)-1] 

Szekretált foszfolipáz aktivitás a 

[(1/Pz)-1] 
1.0 ± 0.1 0.24 ± 0.01* 

Hifázó képesség szilárd Spider 
táptalajon 

+ - 

Pszeudohifázó képesség  
    

kukoricaliszt táptalajon 

48 h + - 

62 h + + 

Klamidospóra képzés  
+ + 

kukoricaliszt táptalajon 

 

 

A táblázatban 4 független mérés adataiból számolt középértéket és azok szórását (S.D.) 

tüntettük fel. 
* Szignifikáns a különbség (P ≤ 5%) a kontroll és a tBOOH toleráns törzsek között. A 

szignifikancia vizsgálatokhoz a Student-féle t-tesztet használtuk. 
a A foszfolipáz aktivitásánál a Pz érték a telepátmérı és a feltisztulási zóna átmérıjének a 

hányadosa. 
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5.2.2.2. A polimorfonukleáris leukociták (PMNL) szuperoxid termelésének vizsgálata 

 

Megvizsgáltuk, hogy a PMNL sejtek felismerik-e szülıi és mutáns törzs sejtjeit. Annak 

érdekében, hogy minél inkább helyesen modellezzük a humán sejtek és a gombák 

találkozását, a gomba sejteket opszonizáltuk, majd különbözı gomba/PMNL arányban (1:100, 

1:50 és 1:25) együtt inkubáltuk 37°C-on. Az egy órás inkubációs idıt követıen mértük a 

PMNL által termelt szuperoxid mennyiségét. Azt tapasztaltuk, hogy a PMNL sejtek közel 

azonos mértékben ismerték fel a két törzset. A PMNL szuperoxid termelésének eredményeit 

az eltérı gomba/PMNL arányoknál az 3. ábrán láthatjuk.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Ábra A polimorfonukleáris leukociták által kiváltott szuperoxid anion termelés 

összehasonlítása az opszonizált Candida albicans ATCC 14053 (szürke oszlop) és a Candida 

albicans AF 06 (fekete oszlop) törzsekben.  
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5.2.2.3. A patogenítás vizsgálata állatkísérletben 

 

5.2.2.3.1. A kontroll és a tBOOH toleráns mutáns törzsek LD50 értékének meghatározása 

 

A szülıi és mutáns törzsek LD50 értékének meghatározását egéroltással végeztük el. Az 

állatokat különbözı koncentrációjú gomba szuszpenzióval fertıztük meg intravénásan, majd 2 

hétig figyeltük a túlélésüket. Azt tapasztaltuk, hogy a tBOOH toleráns mutáns törzs 

patogenitása jelentısen gyengült a szülıi törzshöz viszonyítva. LD50 érték a szülıi törzsnél 

8x104 gombasejt, míg a tBOOH toleráns mutáns esetében azonban 40x104 gombasejt volt. Az 

AF06 mutáns törzzsel fertızött egerekbıl visszaizolált gombák MIC tBOOH értéke és GR 

aktivitása  az eredeti megnövekedett értékekhez képest nem változott.   

 

5.2.2.3.2. A két törzs sejtjeinek intraperitoneális infekciót követı vizsgálata  

 

Az egereket minkét törzs sejtjeivel intraperitoneálisan megfertıztük, majd az Anyagok és 

módszerek fejezetben leírt módon és idıben mintákat vettünk a peritoneális üregbıl illetve a 

vesébıl. Nem tapasztaltunk különbséget a szülıi és mutáns törzsek mosófolyadékból 

visszatenyésztett sejtszámában és a vesében mindkét törzs egyaránt fonalas morfológiát is 

mutatott. (4. ábra) 
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4. Ábra C. albicans ATCC 14053 (A) és a C. albicans AF 06 (B) sejtek és fonalak az egér 

vesekéregben. Az élesztısejteket Perjódsav-Schiff (PAS) technikával tettük láthatóvá. Az 

egereket intraperitoneálisan fertıztük meg 106 db C. albicans sejttel mindkét törzs esetében. 

Az egerek 24 óra elteltével lettek elölve. Méretvonal: 25µm  
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5.2.3. A tBOOH tolerancia nincs hatással a sejtméretre és az élesztısejtek 

morfológiájára 

 

5.2.3.1. A sejtméret meghatározása scanning elektron mikroszkóp segítségével 

  

A szülıi és mutáns törzs sejtméretét scanning elektron mikroszkóp segítségével 

határoztuk meg. Az átlagos sejtméretek a két törzs esetében nagyon hasonlónak bizonyultak: 

19 ± 11 µm3 (n=28) és 19 ± 8 µm3 (n=36). Nem találtunk különbséget a sejtfelszíni 

mintázatok tekintetében sem. 

 

5.2.3.2. A sejtek ultrastuktúrájának összehasonlítása transzmissziós elektron 

mikroszkóp segítségével 

 

Transzmissziós elektron mikroszkóp segítségével összehasonlítottuk a két törzs 

sejtfalának, sejtmagjának és mitokondriumainak szerkezeti felépítését. Nem találtunk eltérést 

az egyes sejtorganellumok elemzésekor. A két törzs sejtjeirıl készített felvételt a 5. ábrán 

mutatjuk. 
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5. Ábra Transzmissziós elektronmikroszkópos kép a C. albicans ATCC 14053 (A) és  

C. albicans AF06 (B) törzsek sejtszerkezetérıl. Cw: sejtfal; M: mitokondrium;  

N: sejtmag;  

 

 

 

5.2.3.3. A mitokondriumok morfológiai és funkcionális vizsgálata 

 

A mitokondriumok jelentıs szerepet játszanak ROS eliminálásában. Annak érdekében, 

hogy a mitokondriumok mőködését vizsgálhassuk, a sejteket mindkét törzsben a MitoTracker 

Red festékkel megfestettük. Nem tapasztalunk különbséget a  mitokondriumok méretében és 

szerkezeti felépítésében. 
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5.2.4. A tBOOH tolerancia megnövelte az ellenálló képességet az egyéb oxidálószerekkel 

és antifungális szerekkel szemben  

 

Az AF06 mutáns törzs a négyszer nagyobb tBOOH toleranciája mellett a H2O2, MSB és 

NaOCl oxidálószerekkel szemben is kétszer nagyobb ellenálló-képességet mutatott. 

Ugyanakkor megvizsgáltuk, hogy a jelenleg elterjedten alkalmazott flukonazol, vorikonazol, 

amphotericin B és 5-fluoro-citozin antimikotikumokkal szemben milyen toleranciával 

rendelkezik. Az eredmények az mutatták, hogy ezen antimikotikumokat az AF06 törzs az 

oxidálószerekhez hasonlóan jobban tolerálta, mint a szülıi törzs. (2. táblázat) 

 

 

2. Táblázat Az oxidatív stresszt kiváltó anyagokkal és az antifungális szerekkel szembeni 

tolerancia összehasonlítása a Candida albicans ATCC 14053 és Candida albicans AF06 

törzsek között 

 

Oxidatív stresszt kiváltó 
anyagok 

MIC (mmol L-1) 

C. albicans ATCC 14053 C. albicans AF06 

tBOOH 4 16 

H2O2 32 64 

MSB 0.6 1.2 

NaOCl 0.01 0.02 

Antifungális szerek MIC (µµµµg mL-1) 

flukonazol 0.5 2 

vorikonazol 0.016 0.032 

amphotericin B 0.5 1 

5-fluoro-citozin 0.125 0.25 
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5.2.5. A tBOOH tolerancia az antioxidáns védelmi rendszer folyamatos indukcióját 

eredményezte  

 

5.2.5.1. A specifikus antioxidáns enzimaktivitások meghatározása 

 

Az élesztısejtek antioxidáns védelmi rendszerének a ROS-t elimináló enzimek szerves 

részét képezik. Megvizsgáltuk ezen enzimek aktivitását mindkét törzsben tBOOH mentes és 

tBOOH-t tartalmzó tápoldatban történı tenyésztést követıen is. Azt tapasztaltuk, hogy az 

AF06 mutáns törzsben a GR és a GPx enzimek aktivitása nagyobb mértékben, míg a G6PD, 

kataláz és SOD enzimek aktivitása kisebb mértékben ugyan, de megemelkedett a szülıi törzs 

enzimaktivitásaihoz képest tBOOH mentes tenyésztés után. Ugyanakkor, ha a tápoldathoz 1 

mmol L-1 koncentrációban tBOOH-t adtunk, akkor az a szülıi törzs GR és GPx aktivitásait 

szignifikánsan növelte, de a mutáns enzimaktivitásira nem volt hatással. Azonban ha a mutáns 

tápoldatában a tBOOH koncentrációját 6 mmol L-1-ra növeltük, akkor a specifikus GR, 

G6PD, GPx, kataláz és SOD enzimek aktivitásai jelentısen fokozódtak az AF06 tBOOH 

mentes értékeihez képest. Érdekes módon, a GSH függı méregtelenítı útvonalhoz tartozó 

GST és γGT enzimek aktivitásaiban nem találtunk különbséget a szülıi és a mutáns törzs 

között, és a tBOOH-t tartalmazó tápoldatban való tenyésztést követıen sem növekedtek ezen 

értékek jelentısen. ( 3. táblázat)  

 

5.2.5.2. A GSH, GSSG, peroxid és szuperoxid termelés mennyiségi összehasonlítása 

 

Az AF06 mutánsban több GSH-t és sokkal több GSSG-t mértünk, mint a szülıi törzsben, 

amely a GSH/GSSG redox egyensúly negatív irányú változását eredményezte ( 3.táblázat).   

A C. albicans ATCC 14053 szülıi törzs szintén ROS-t (szuperoxid, peroxid), valamint 

GSSG-t halmozott fel nagy koncentrációban, és 1 mmol L-1 tBOOH kezelés hatására 1,65-

ször több GSH-t tartalmazott, mint kezelés nélkül (3. táblázat). A mutáns törzsünk alap 

esetben (kezelés nélkül) több peroxidot termelt, mint a szülıi törzs, azonban 6 mmol L-1 

tBOOH kezelés hatására nem növekedett a GSH és a peroxid tartalom, miközben a 

szuperoxid szintje több, mint tízszeresére nıtt [0.17→1.8 nmol Et (mg protein)-1; 3. táblázat]. 

Az 1 mmol L-1 tBOOH kezelés nem volt hatással a GSH és a ROS mennyiségére a tBOOH 

toleráns mutáns törzsünkben. 
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3. Táblázat Specifikus antioxidáns enzim aktivitások összehaonlítása a C. albicans ATCC 

14053 és C.  albicans AF06 törzsek között 

 

 

Specifikus antioxidáns 
enzimek 

C. albicans 

ATCC 14053 

C. albicans  

ATCC 14053 

 

C. albicans  

AF06 

  

C. albicans  

AF06 

+ 1 mmolL-1 
tBOOH 

+ 6 mmolL-1 
tBOOH 

G6PD 
[mkat (kg protein)-1] 

6 ± 1 8 ± 2 10 ± 0.7* 12.9 ± 0.8** 

GPx 
[mkat (kg protein)-1] 

0.055 ± 0.004 0.17 ± 0.02* 0.2 ± 0.01* 0.33 ± 0.04** 

GR 
[mkat (kg protein)-1] 

1.1 ± 0.15 2 ± 0.1* 2.9 ± 0.3* 3.4 ± 0.2** 

GST 
[mkat (kg protein)-1] 

0.094 ± 0.008 0.11 ± 0.02 0.09 ± 0.01 0.1 ± 0.02 

γγγγGT    
[mkat (kg protein)-1]    

0.026 ± 0.004 0.022 ± 0.005 0.029 ± 0.004 0.028 ± 0.003 

kataláz 
[kat (kg protein)-1] 

1.2 ± 0.3 1.5 ± 0.3 1.8 ± 0.2* 2.4 ± 0.2** 

SOD 
[unit (mg protein)-1] 

3.7 ± 0.8 4.5 ± 0.6 5.9 ± 0.3* 11 ± 3** 

 

 

A táblázatban 4 független mérés adataiból számolt középértéket és azok szórását (S.D.) 

tüntettük fel. 
* Szignifikáns a különbség (P ≤ 5%) a tBOOH-val kezelt kontroll és a kezeletlen tBOOH 

toleráns törzsek és a kezeletlen kontroll között.  
** Szignifikáns a különbség (P ≤ 5%) a kezeletlen és tBOOH-val kezelt AF06 törzsek között. 

A szignifikancia vizsgálatokhoz a Student-féle t-tesztet használtuk 
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4. Táblázat A GSH, GSSG, peroxid és szuperoxid termelés mennyiségi összehasonlítása a C. 

albicans ATCC 14053 és C. albicans AF06 törzsek között 

 

Stersszhez kapcsolódó 
metabolitok 

C. albicans 

ATCC 14053 

C. albicans  

ATCC 14053 

 

C. albicans  

AF06 

  

C. albicans  

AF06 

+ 1 mmolL-1 
tBOOH 

+ 6 mmolL-1 
tBOOH 

GSH  
[nmol (mg protein)-1] 

158 ± 11 260 ±17* 208 ± 11* 211 ± 12* 

GSSG 
[nmol (mg protein)-1] 

0.5 ± 0.03 2.5 ± 0.1* 1.9 ± 0.06* 2.6 ± 0.1** 

GSH/GSSG 319 ± 21 105 ± 9* 109 ± 9* 82 ± 8** 

peroxid 
[nmol DCF (mg protein)-1] 

0.040 ± 0.08 
0.060 ± 
0.010* 

0.056 ± 
0.012* 

0.049 ± 0.010 

szuperoxid 
[nmol Et (mg protein)-1] 

0.2 ± 0.03 0.28 ± 0.06* 0.17 ± 0.03 1.8 ± 0.3** 

 

 

A táblázatban 4 független mérés adataiból számolt középértéket és azok szórását (S.D.) 

tüntettük fel. 
* Szignifikáns a különbség (P ≤ 5%) a tBOOH-val kezelt kontroll és a kezeletlen tBOOH 

toleráns törzsek és a kezeletlen kontroll között.  
** Szignifikáns a különbség (P ≤ 5%) a kezeletlen és tBOOH-val kezelt AF06 törzsek között. 

A szignifikancia vizsgálatokhoz a Student-féle t-tesztet használtuk 
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5.2.6. A tBOOH tolerancia megváltoztatta a lipidösszetételt és jelentısen növelte a lipid 

peroxidácós termékek mennyiségét 

 

5.2.6.1. A lipidösszetételében bekövetkezı változások vizsgálata 

  

Az AF06 mutáns és a szülıi törzs lipid összetételének vizsgálata során azt tapasztaltuk, 

hogy nincs szignifikáns különbség a foszfolipidek minıségi és mennyiségi összetételében, 

azonban jelentıs a különbség a neutrális lipidek tekintetében. A teljes neutrális lipid 

mennyiség több volt a tBOOH toleráns mutánsban a szülıi törzshöz viszonyítva [610±130 vs. 

530±120 mg (g protein)-1]. A mutáns neutrális lipid frakciója kevesebb ergoszterint valamint 

szabad zsírsavat tartalmazott, ugyanakkor megnövekedett az azonosítatlan szterin 

származékok és a diacil-glicerin mennyísége összehasonlítva a szülıi törzzsel (5. ábra). A C. 

albicans sejtek triacil-glicerol tartalmában nem találtunk különbséget (6. ábra).  

A két törzs teljes lipid kivonatában nem találtunk különbséget a teljes zsírsav 

mennyiségében, azonban az egyes zsírsavakat külön vizsgálva jelentıs mennyiségbeli 

eltéréseket tapasztaltunk a zsírsavösszetétel elemzése során (6. ábra). A telített zsírsav (SFA) 

tartalom jelentısen megnövekedett, emellett az egyszeresen és kétszeresen telítetlen zsírsavak 

(MUFA és PUFA) mennyisége pedig csökkent a mutánsban a szülıi törzshöz viszonyítva (6. 

ábra). A tBOOH toleráns mutánsban növekedett a palmitin- és sztearinsavak mennyisége és 

csökkent a palmitolein-,olaj-, linol- és linolénsavak szintje. 

Abban az esetben, amikor a szülıi törzset 1 mmol L-1 és a mutáns törzset 6 mmol L-1 

tBOOH-t tartalmazó tápoldatban tenyésztettük, csökkent definiálatlan szterin és PUFA 

tartalmat mértünk, amíg a diacil-glicerin koncentrációja növekedett mindkét vizsgált C. 

albicans törzsben (6. ábra). A tBOOH által kiváltott oxidatív stressz  a mutánsban még 

növelte a MUFA tartalmat, de csökkentette az ergoszterin mennyiségét, míg a szülıi törzsben 

a szabad zsírsavak koncentrációja növekedett (6. ábra).  

A két törzs összehasonlítása során tapasztalt változások szignifikánsak voltak. 
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          (a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          (b)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Ábra Neutrális lipid (a) és zsírsav (b) összetétel a C. albicans ATCC 14053 (kontroll; fehér 

és szürke oszlop) és tBOOH toleráns C. albicans AF06 (sötét szürke és fekete oszlop) 

törzsekben. Az elsı oszlop mindkét törzsnél a tBOOH mentes eredményeket, míg a második 

oszlop a tBOOH-val kezelt eredményeket mutatja (konroll esetében 1 mmol L-1; AF06 

törzsnél 6 mmol L-1)  

Az ábrán 4 független mérés adataiból számolt középértéket és azok szórását (S.D.) tüntettük 

fel. 
 * Szignifikáns a különbség (P ≤ 5%) a tBOOH-val kezelt kontroll és a kezeletlen tBOOH 

toleráns törzsek és a kezeletlen kontroll között.  
** Szignifikáns a különbség (P ≤ 5%) a kezeletlen és tBOOH-val kezelt AF06 törzsek között. 

A szignifikancia vizsgálatokhoz a Student-féle t-tesztet használtuk 
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5.2.6.2. A lipid peroxidációs termékek vizsgálata 

 

A lipid peroxidációs termékek teljes mennyiségének szignifikáns növekedését figyeltük 

meg a tBOOH mutánsban, mivel a telítetlen zsírsavak peroxidációja jelentısebb az AF06 

törzsben (5. táblázat). A tBOOH-val való kezelés mindkét törzsben növelte a konjugált dién 

és a lipid-hidroperoxid tartalmat (5. táblázat). A mutáns törzsben tBOOH kezelés nélkül is 

emelkedett konjugált dién és a TBARS (tiobarbitursav-reaktív vegyületek) koncentrációkat 

figyeltünk meg, amely párhuzamban volt a mutánsra jellemzı nagyobb SFA és kisebb MUFA 

és PUFA szintekkel (6. ábra), amely már egyébként is progresszív lipid peroxidációra utalt.   

 

5. Táblázat A lipid peroxidációs termékek mennyiségi összehasonlítása a C. albicans ATCC 

14053 és C. albicans AF06 törzsek között 

 

Lipid peroxidációs  
termékek 

C. albicans 

ATCC 14053 

C. albicans  

ATCC 14053 

 

C. albicans  

AF06 

  

C. albicans  

AF06 

+ 1 mmolL-1 
tBOOH 

+ 6 mmolL-1 
tBOOH 

Lipid-hidroperoxid 
[nmol (mg protein)-1] 

3.2 ± 0.2 3.9 ± 0.4* 3.6 ± 0.3* 10 ± 1** 

Konjugált dién 
[A353 (mg protein)-1] 

0.04 ± 0.01 0.09 ± 0.03* 0.08 ± 0.02* 0.22 ± 0.02** 

TBARS 
[nmol (mg protein)-1] 

0.009 ± 0.003 
Nem lett 

meghatározva 
0.042 ± 
0.017* 

Nem lett 
meghatározva 

 

 

A táblázatban 4 független mérés adataiból számolt középértéket és azok szórását (S.D.) 

tüntettük fel. 
* Szignifikáns a különbség (P ≤ 5%) a tBOOH-val kezelt kontroll és a kezeletlen tBOOH 

toleráns törzsek és a kezeletlen kontroll között.  
** Szignifikáns a különbség (P ≤ 5%) a kezeletlen és tBOOH-val kezelt AF06 törzsek között. 

A szignifikancia vizsgálatokhoz a Student-féle t-tesztet használtuk 
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5.2.7. A tBOOH tolerancia csökkent cianid-érzékeny és fokozott alternatív légzést 

eredményezett 

 

Miközben összehasonlítottuk a két törzs cianid-érzékeny (citokróm c-függı) és cianid-

rezisztens (AOX-függı) légzését azt tapasztaltuk, hogy a tBOOH toleráns mutáns a szülıi 

törzshöz viszonyítva szignifikánsan gyengébb cianid-érzékeny légzést mutatott (55%-os a 

csökkenés; 6. táblázat). Amikor azonban a teljes légzés lett összehasonlítva, ezt a nagy 

különbséget nem láttuk, mivel a mutánsban a cianid-rezisztens alternatív légzés jelentısen 

fokozódott (33%-os emelkedés; 6. táblázat) A tBOOH-val való kezelés egyik törzsben sem 

változtatta jelentısen a teljes légzést, bár a szülıi törzsben a cianid-érzékeny légzést kissé 

serkentette (6. táblázat). 

 

6. Táblázat A légzés összehasonlítása a C. albicans ATCC 14053 és C. albicans AF06 

törzsek között 

 

Légzés C. albicans 

ATCC 14053 

C. albicans  

ATCC 14053 

 

C. albicans  

AF06 

  

C. albicans  

AF06 

+ 1 mmolL-1 
tBOOH 

+ 6 mmolL-1 
tBOOH 

Teljes légzés 
[nmol s-1 (mg protein)-1] 

32 ± 6 40 ± 9 33 ± 6 36 ± 7 

Citokróm C-függı légzés 
[nmol s-1 (mg protein)-1] 

11 ± 2 16 ± 3* 5 ± 1* 4 ± 1* 

Alternatív oxidáz- 
 függı légzés 

[nmol s-1 (mg protein)-1] 
21 ± 4 24 ± 5 28 ± 5* 32 ± 6* 

Citokróm C-függı /alternatív 
légzés 

0.52 ± 0.14 0.66 ± 0.19 0.18 ± 0.05* 0.13 ± 0.04* 

 

A táblázatban 4 független mérés adataiból számolt középértéket és azok szórását (S.D.) 

tüntettük fel. 
* Szignifikáns a különbség (P ≤ 5%) a tBOOH-val kezelt kontroll és a kezeletlen tBOOH 

toleráns törzsek és a kezeletlen kontroll között.  

A szignifikancia vizsgálatokhoz a Student-féle t-tesztet használtuk 
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5.3. Klinikai izolátumok (C. albicans) élettani vizsgálata, új tBOOH toleráns C. albicans 

mutánsok létrehozása 

 

5.3.1. A klinikai izolátum C. albicans-ok MICtBOOH, MICH2O2, GR, GPx és G6PD 

enzimaktivitásainak meghatározása 

 

A véletlenszerően kiválasztott 46 - az emberi szervezet különbözı helyeirıl izolált- 

klinikai C. albicans törzsekben megnéztük az antioxidáns védelmi rendszer mőködését annak 

érdekében, hogy az oxidatív stressz tolerancia természetes körülmények közötti 

megjelenésének valószínőségét megbecsülhessük. Elsı lépésként az átlagos MICtBOOH, 

MICH2O2 értékeket és az átlagos specifikus GR, G6PD és GPx enzimaktivitásokat határoztuk 

meg, amelyek a következık voltak: 5.5±2.0 mmol L-1, 35.5±14.3 mmol L-1, 1.22±0.24 mkat 

(kg protein)-1, 5.58±0.82 mkat (kg protein)-1 és 0.062±0.016 mkat (kg protein)-1. Az 

izolátumok vizsgálatakor nem találtunk oxidatív stressz toleráns mutánst. A törzsek MIC 

értékei és a specifikus enzimaktivitások minden esetben a normál (átlag±2SD) tartományában 

voltak. 

 

5.3.2. Új tBOOH toleráns mutáns törzsek létrehozása a  klinikai izolátumokból és azok 

összehasonlítása a szülıi törzseikkel 

 

Kiválasztottunk véletlenszerően néhány klinikai izolátumot (4774, 8387, 10934, 19890, 

20072) és azok felhasználásával az SDB tápoldat tBOOH koncentrációjának folyamatos 

növelésével tBOOH toleráns mutánsokat hoztunk létre (4774T, 8387T, 10934T, 19890T, 

20072T). Ezen új tBOOH toleráns mutáns törzseket  hasonlítottuk a szülıi törzseikhez. 

Azt tapasztaltuk, hogy az új mutáns törzsek MICtBOOH és MICH2O2 értékei 2-4-szeres 

növekedést mutattak a szülıi törzsek adataihoz viszonyítva (7. táblázat). Az antimikótikus 

szerekkel szembeni tolerancia ugyanakkor változatos képet mutatott. A új mutánsok általában 

jobban vagy hasonló mértékben tolerálták az antifungális anyagokat a szülıi törzseikhez 

hasonlítva, azonban a 8387T (flukonazol, voriconazol), a 19890T (5-fluorocitozin) és a 

20072T (amphotericin B) törzsek egyes antimikótikumokkal szembeni toleranciája csökkent 

(7. táblázat). 

A telepek méretének összehasonlításakor megfigyeltük, hogy SDA lemezen a mutánsok 

telepátmérıje a inkubációs idıszak harmadik napján még kisebb volt, mint a szülıi törzseké, 

ugyanakkor a hatodik napon már nem tapasztaltunk jelentıs különbséget, melyet hosszabb lag 
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fázisok eredményezhetnek a mutánsok felszíni kultúrában történı tenyésztésekor (7. táblázat, 

7. ábra).  

 

 

 

7. Ábra A tBOOH toleráns C. albicans mutánsok és szülıi törzseik növekedése SDA táptalaj 

felszínén. A fényképek a tenyésztési idıszak 3. és 6. napján készültek. Az átlagos 

telepátmérıket a 7. tábláztban mutatjuk. 
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Hasonló idıbeli eltolódást találtunk a törzsek SDB tápoldatban történı tenyésztésekor. 

Minden törzs szignifikánsan lassabban növekedett a tenyésztési idıszak 10. órájában a szülıi 

törzsekhez viszonyítva, azonban ilyen különbséget a 25. óra után már nem  tapasztaltunk (7. 

táblázat, 8. ábra). 

 

 
 

 

8. Ábra A tBOOH toleráns C. albicans mutánsok és szülıi törzseik növekedése SDB 

tápoldatban. Az ábrán minden törzsnél 4 független kísérlet eredményeit ábrázoltuk. Az SD 

értéke minden esetben kisebb volt, mint 20%. A 10. és 25. óra átlagos növekedési eredményét 

a 7. táblázatban tüntettük fel.  

 

 

A mutáns törzsek extracelluláris foszfolipáz termelése minden esetben gyengébb volt 

(32,1-73,3%-kal) a szülıi törzsekéhez képest (7. táblázat) és minden mutáns törzs 

pszeudohifázó- és hifázóképessége is csökkent kukoricaliszt és Spider táptalajon a klinikai 

izolátumok értékeihez viszonyítva (7. táblázat, 9. ábra). Hasonlóan a növekedési kinetikához 

(7. táblázat; 8. ábra) a morfológiai váltás is késve következett be a mutánsokban (7. táblázat, 

9. ábra). 
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9. ábra A tBOOH toleráns C. albicans mutánsok és szülıi törzseik hifázó képességének 

összehasonlítása Spider táptalajon. A fényképek a 7., 10. és 14. tenyésztésztési napon 

készültek. A morfológiai változásokat a 7. táblázatban foglaltuk össze. 
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Az intracelluláris oxidánsok vizsgálata során a mutáns törzsek mindegyikében nagy 

mennyiségő GSSG-t mutattunk ki, ugyanakkor az inrtacelluláris peroxid koncentráció csak a 

8387T és 10934T mutánsoknál növekedett (7. táblázat). Minden mutáns -a 19890T 

kivételével- túltermelte a GSH-t, a GSH/GSSG redox egyensúly negatív eltolódását azonban 

csak a 19890T és 20072T törzseknél figyeltük meg. A GSH/GSSG arány szignifikánsan 

kisebb volt a 8387T és 10934T mutánsokban a szülıi törzseikhez viszonyítva, míg a 4774 és 

4774T törzsek hasonló GSH/GSSG arányokkal rendelkeztek. 

A mutánsokban az oxidatív stressz tolerancia kialakulása megnövekedett antioxidáns 

enzimaktivitásokat eredményezett (GR, G6PD, GPx; 7. táblázat). A légzés tekintetében azt 

tapasztaltuk, hogy a teljes légzésre általában nem volt hatással a mutáció, kivéve a 4774T és 

10934T törzseket, ahol a teljes légzés 2,1-szeresére és 1,6-szorosára emelkedett (7. táblázat). 

Eltérıen az AF06 tBOOH toleráns mutáns törzsnél tapasztaltaktól, a cianid-érzékeny 

citokróm c-függı légzésre a mutáció csak a 8387T mutánsnál volt hatással, azonban a cianid-

rezisztens alternativ oxidáz-függı légzés minden mutánsnál fokozódott (7. táblázat), ami jól 

illeszekedik a korábbi AF06 törzsnél kapott eredményekhez.  
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7. Táblázat A tBOOH toleráns C. albicans mutáns törzsek fenotípusának összefoglaló táblázata és a törzsek összehasonlítása a szülıi törzseikkel 

 
 
 

Törzsek 

Tolerancia Növekedés 

Oxidatív stresszt 
kiváltó 

anyaggokkal 
szembeni 
tolerancia 

Antifungális szerekkel szembeni tolerancia 
Növekedés SDA-n (átlagos 
telepátmérı ± S.D.; mm; 

n=30-40)b 

Növekedés SDB-ben 

(OD640) 

tBOOH 

(MIC; 
mmol L-1) 

H2O2 
(MIC; 

mmol L-1) 

flukonazol
e (MIC; µµµµg 

mL-1) 

vorikonazol 
(MIC; µµµµg 

mL-1) 

amphotericin 
B (MIC; µµµµg 

mL-1) 

5-fluoro-
citozin 

(MIC; µµµµg 
mL-1) 

3 d 6 d 10 h 25 h 

4774 4 32 0.5 0.008 0.125 0.0625 1.81±0.17 3.93±0.60 1.3±0.2 2.0±0.2 

4774T 8 (↑) 64 (↑) 1 (↑) 0.016 (↑) 0.25 (↑) 0.125 (↑) 1.75±0.19* (↓) 4.04±0.33 (0) 0.8±0.1*** (↓) 2.3±0.3 (0) 

8387 8 64 1 0.032 0.0625 0.0625 1.81±0.22 3.95±0.24 1.3±0.1 2.1±0.1 

8387T 16 (↑) 128 (↑) 0.25 (↓) 0.016 (↓) 0.25 (↑) 0.0625 (0) 1.50±0.17*** (↓) 4.08±0.34 (0) 1.0±0.1** (↓) 2.0±0.2 (0) 

10934 4 32 0.125 0.008 0.125 0.0625 2.15±0.15 3.75±0.37 1.3±0.2 2.1±0.2 

10934T 16 (↑) 64 (↑) 0.5 (↑) 0.016 (↑) 0.25 (↑) 0.0625 (0) 1.47±0.15*** (↓) 3.31±0.40*** (↓) 0.5±0.2*** (↓) 1.9±0.3 (0) 

19890 4 64 0.25 0.008 0.25 0.125 2.01±0.17 3.80±0.42 1.3±0.1 2.0±0.1 

19890T 16 (↑) 128 (↑) 0.25 (0) 0.016 (↑) 0.25 (0) 0.0625 (↓) 1.35±0.21*** (↓) 3.54±0.19** (↓) 1.0±0.1** (↓) 2.0±0.2 (0) 

20072 4 32 0.125 0.008 0.25 0.0625 2.18±0.18 4.32±0.37 1.3±0.2 2.0±0.1 

20072T 8 (↑) 64 (↑) 4 (↑) 0.032 (↑) 0.125 (↓) 0.0625 (0) 1.57±0.24*** (↓) 3.41±0.17*** (↓) 0.7±0.2*** (↓) 2.0±0.3 (0) 
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7. Táblázat A tBOOH toleráns Candida albicans mutáns törzsek fenotípusának összefoglaló táblázata és a törzsek összehasonlítása a szülıi 

törzseikkel (folytatás) 

 
 
 

Törzsek 

Virulencia faktorok Fiziológiai tulajdonságok 

Szekretált 

foszfolipáz 

aktivitás c 

Pszeudohifázó 

képesség 

kukoricaliszt 

agaron 

Hifázóképesség 

Spider agaron 
Stresszhez kapcsolódó metabolitok 

48 h 62 h 7 d 10 d 14 d 

Peroxid 

[nmol DCF (mg 

protein)-1] 

GSH 

[nmol (mg 

protein)-1] 

GSSG 

[nmol (mg 

protein)-1] 

GSH/GSSG 

4774 1.06±0.12 + + + + + 0.041±0.007 152±10 0.71±0.06 214±8 

4774T 0.72±0.08*** (↓) - (↓) + (0) - (↓) + (0) + (0) 0.033±0.007 (0) 240±14*** (↑) 1.1±0.2** (↑) 218±20 (0) 

8387 0.43±0.01 + + + + + 0.042±0.005 144±8 0.59±0.05 244±25 

8387T 0.200±0.003*** (↓) - (↓) + (0) - (↓) + (0) + (0) 0.12±0.02*** (↑) 160±10* (↑) 0.81±0.06*** (↑) 198±15* (↓) 

10934 0.60±0.04 + + + + + 0.027±0.003 121±7 0.72±0.06 168±17 

10934T 0.160±0.001*** (↓) - (↓) + (0) - (↓) + (0) + (0) 0.053±0.005*** (↑) 175±12*** (↑) 1.2±0.1*** (↑) 146±15* (↓) 

19890 0.86±0.02 + + + + + 0.070±0.005 90±8 0.38±0.05 237±16 

19890T 0.40±0.01*** (↓) - (↓) + (0) - (↓) - (↓) + (0) 0.075±0.008 (0) 85±7 (0) 0.62±0.04*** (↑) 137±14*** (↓) 

20072 1.00±0.09 + + + + + 0.025±0.002 99±7 0.30±0.03 330±28 

20072T 0.44±0.03*** (↓) - (↓) - (↓) - (↓) + (0) + (0) 0.030±0.003 (0) 133±8*** (↑) 0.84±0.07*** (↑) 158±18*** (↓) 
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7. Táblázat A tBOOH toleráns Candida albicans mutáns törzsek fenotípusának összefoglaló táblázata és a törzsek összehasonlítása a szülıi 

törzseikkel (folytatás) 

 

Törzsek 

Fiziológiai tulajdonságok 

Specifikus antioxidáns enzimaktivitások Légzés 

GR 

[mkat (kg 

protein)-1] 

G6PD 

[mkat (kg 

protein)-1] 

GPx 

[mkat (kg 

protein)-1] 

Teljes légzés 

[nmol s-1 (mg 

protein)-1] 

Citokróm C-

függı légzés 

[nmol s-1 (mg 

protein)-1] 

Alternatív 

oxidáz-függı 

légzés [nmol s-

1 (mg protein)-

1] 

Citokróm C-

függı légzés/ 

Alternatív 

oxidáz-függı 

légzés  

4774 1.00±0.12 5.3±0.9 0.074±0.003 28±3 14±4 14±3 1.0±0.4 

4774T 2.1±0.3*** (↑) 11.9±2.1*** (↑) 0.16±0.04** (↑) 60±10** (↑) 12±3 (0) 48±8*** (↑) 0.25±0.08* (↓) 

8387 1.4±0.3 6.2±0.5 0.08±0.01 42±5 19±4 23±5 0.8±0.3 

8387T 2.2±0.2*** (↑) 12.3±0.7*** (↑) 0.12±0.02** (↑) 45±6 (0) 11±2* (↓) 34±5* (↑) 0.32±0.08* (↓) 

10934 1.1±0.1 4.6±0.8 0.070±0.005 22±4 9±2 13±2 0.7±0.2 

10934T 3.2±0.4*** (↑) 11±1*** (↑) 0.16±0.05** (↑) 36±7* (↑) 6±1 (0) 30±4*** (↑) 0.20±0.04* (↓) 

19890 1.5±0.2 6.4±0.9 0.075±0.002 38±6 12±3 26±3 0.5±0.1 

19890T 1.8±0.2* (↑) 11±2** (↑) 0.31±0.02*** (↑) 45±5 (0) 8±2 (0) 37±5* (↑) 0.22±0.06* (↓) 

20072 1.4±0.1 6.2±0.5 0.082±0.001 32±5 19±4 13±2 1.5±0.4 

20072T 2.0±0.2*** (↑) 12±2*** (↑) 0.11±0.01*** (↑) 34±5 (0) 13±2 (0) 21±4* (↑) 0.6±0.2* (↓) 
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a - A mutáns törzsek fiziológiai és morfológiai tulajdonságaikban bekövetkezett változásai összehasonlítva a szülıi törzseikkel. (↑, 0, ↓).  
b - SDA táptalajon történı növekedés eredménye 3 és 6 nap inkubációt követıen 28 oC-on. Minden törzsnél 30-40 véletlenszerően kiválasztott 

telep átmérıje lett manuálisan lemérve. 
c – A foszfolipáz aktivitást a (1/Pz)-1 képlet alapján határoztuk meg, ahol a Pz érték a telepátmérı és a feltisztulási zóna átmérıjének a hányadosa 

48 óra inkubációt követen 37 oC-on. (Gyetvai és mtsai, 2007) 
* p ≤ 5 %, ** p ≤ 1 %, *** p ≤ 0.1 %. A szignifikancia vizsgálatokhoz a Student-féle t-tesztet használtuk 
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6. Eredmények összegzése 

 

Oxidatív stressz toleráns C. albicans mutánsokat hoztunk létre az ATCC 14053 szülıi 

törzs sejtjeinek egyre növekvı tBOOH koncentrációjú tápoldatban történı tenyésztésével (1. 

ábra, 1. táblázat). A mutánsokban bekövetkezett változások minden esetben stabilnak 

bizonyultak, ugyanis tBOOH mentes SDA-n 10 átoltást követıen sem csökkent a törzsek 

tBOOH toleranciája. Emellett az általunk kiválasztott AF06 mutáns törzsnél azonos 

MICtBOOH-t és GR aktivitást mértünk a patogenicitási kísérlet céljából végzett egéroltás elıtt, 

illetve 2 héttel késıbb az egerekbıl visszaizolált sejtekben. Az AF01-10 oxidatív stressz 

toleráns mutánsok jelentısen csökkent hifázóképességgel rendelkeztek (2. ábra) és az AF06 

mutáns szignifikánsan csökkent csíratömlı- és pszeudohifa-képzı képességét is igazoltuk (1. 

táblázat). 

A morfológiai váltás (élesztı→fonalas) lehetısége a C. albicans fontos virulencia faktora, 

mivel jelentıs szerepe van a gombának a gazdaszervezet szöveteiben, szerveiben való 

megtapadásában (Braun és Johnson 1997; Lo és mtsai, 1997; Gow és mtsai, 2002; Mavor és 

mtsai, 2005). Az egyéb virulencia tényezık vizsgálatakor azt tapasztaltuk, hogy az AF06 

mutáns csökkent extracelluláris foszfolipáz B aktivitással rendelkezett a szülıi törzshöz 

viszonyítva (1. táblázat). A foszfolipáz B elsısorban az élesztı sejtekben és a 

pszeudohífákban termelıdik, és a sejtmembrán komponensek degradációjában játszik fontos 

szerepet (Ibrahim és mtsai, 1995; Leidlich és mtsai, 1998). Ugyanakkor az AF06 mutáns törzs 

az extracelluláris aszpartát proteáz termelésében – ami a szövetekben való elterjedéshez 

szükséges – jelentısen felülmúlta az ATCC 14053 szülıi törzset (Calderone & Fronzi, 

2001)( 1. táblázat).  

A PMNL sejtek hasonló mértékben ismerték fel mind a mutáns, mind a szülıi törzset, 

amelybıl arra következtettünk, hogy az oxidatív stressz tolerancia kialakulásakor az AF06 

törzs sejtfelülete nem változott, ezáltal a mutáció nincs hatással az antigenicitásra (3. ábra). 

Mivel a mutáns törzsünk nehezebben alakul fonalassá és a foszfolipáz B aktivitása is 

csökkent, a mutáció egy kevésbé patogén törzset eredményezett, amely a mutáns szülıi 

törzshöz viszonyítva ötször nagyobb LD50 értékében nyilvánult meg (egérben: 40x104 vs. 

8x104 db sejt)(4. ábra). Ennek következtében az oxidatív stresszel szembeni tolerancia, 

amelyrıl azt feltételezték, hogy elınyös a C. albicans gombának, amikor az immunrendszer 

sejtjeivel találkozik (Mavor és mtsai, 2005), úgy tőnik, hogy hátrányos helyzetbe hozza a 

gombát, amikor az a véredényekbıl a mélyebb szövetekbe hatol be. Eredményeink 

összhangban vannak azokkal a korábbi megfigyelésekkel, melyekben azt tapasztalták, hogy 
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ha a C. albicans PMNL-kal és makrofágokkal találkozik a vérben, akkor gátlódik néhány 

fontos virulencia faktor kifejezıdése, beleértve a morfológiai váltás lehetıségét is (1. táblázat; 

Fradin és mtsai, 2003, 2005; Lorenz és mtsai, 2004).  

A sejtélettani vizsgálatokban az AF06 mutáns törzsünkben jelentısen megnövekedett a 

GR, G6PD, GPx, kataláz és SOD enzimek specifikus aktivitása a szülıi törzshöz viszonyítva 

(3. táblázat). Ezen aktivitások azonban nem növekedtek tovább, amikor a törzset 1 mmol L-1 

tBOOH-t tartalmazó tápoldatban tenyésztettük, ugyanakkor ha a tBOOH koncentrációját 6 

mmol L-1-re emeltük, akkor még fokozhattuk a specifikus aktivitásukat (3. táblázat). A 

stresszmentes körülmények között is megnövekedett antioxidáns enzimaktivitások 

összefüggést mutattak mind a nagy endogén oxidáns tartalommal (peroxid, GSSG, lipid 

hidroperoxid), mind a GSH/GSSG redox egyensúlyban bekövetkezett változásokkal (4., 5. 

táblázat). A mutáns törzsnél a lipid peroxidációs termékek (konjugált dién, TBARS) 

mennyiségének növekedését mutattuk ki (4. táblázat), miközben nıtt a SFA-, továbbá 

csökkent a MUFA- és PUFA-tartalom (6. ábra).  

A mutánsban csökkent citokróm c-függı, cianid-érzékeny és megnövekedett alternatív 

oxidáz-függı, cianid-rezisztens légzést figyeltünk meg (6. táblázat). Ebbıl arra 

következtettünk, hogy a mutáció valószínőleg a  mitokondriumokban a légzési láncot érintette 

és öröklıdı mtDNS károsodásnak lehet az eredménye a GSSG, peroxid és lipidperoxidációs 

termékek fokozott termelése (4., 5. táblázat) (Wei és mtsai, 1998; Osiewacz & Borghouts 

2000; Wei & Lee 2002, Genova és mtsai, 2004; Doudican és mtsai, 2005). A légzési lánc 

elemei közremőködnek a lipidperoxidációs láncreakciók elindításában illetve fenntartásában 

(Evans és mtsai, 1998). Az AF06 mutáns mitokondriumainak szerkezeti felépítése és 

mőködése nem változott a mutáció hatására (5. ábra). Ezen szempontokból az AF06 mutáns 

törzsünk hasonlított azokra a légzési mutáns C. albicansokra (KDR-8), amelyeket akriflavin 

kezeléssel hoztak létre, miközben megtartották a szülıi törzs légzésének 20%-át (Aoki és Ito-

Kuwa 1987, Ito-Kuwa és mtsai, 1988). 

  Az AF06 mutáns törzs fokozott toleranciával rendelkezett a fagociták által termelt 

ROS-kal szemben, ami például a H2O2, szuperoxid- és OCl—származékok esetében, a 

kétszeresen megnövekedett MICH2O2, MICMSB és MICNaOCl értékekben nyilvánult meg (2. 

táblázat). Az oxidálószerek mellett 2-4-szeresére növekedett toleranciát mutatott a gyakran 

használt antimikotikumokkal szemben is (flukonazol, vorikonazol, amphotericin B, 5-fluoro-

citozin; 2. táblázat). 

Az AF06 C. albicans mutánsban bekövetkezett fiziológiai változások (folyamatos redox 

egyensúly változás, nagy peroxid koncentráció, fokozott lipidperoxidáció) képesek az 
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antioxidáns védelmi rendszer mőködésének folyamatos indukciójára és fenntartására, ezáltal a 

mutáns fokozott oxidatív stressz-toleranciáját eredményzik.  

A C. albicans klinikai izolátumokból (4774, 8387, 10934, 19890, 20072) az AF06 

mutánshoz hasonló módon tBOOH toleráns mutánsokat (4774T, 8387T, 10934T, 19890T, 

20072T) hoztunk létre. Az új mutánsok fiziológiai és morfológiai vizsgálatakor 

megnövekedett tBOOH és H2O2 toleraciát, antioxidáns enzimaktivitásokat (GR, GPx, G6PD), 

cianid-rezisztens, alternatív oxidáz-függı légzést, sejten belüli GSSG  és GSH koncentrációt 

(kivéve a 19890T mutánsnál) tapasztaltunk. A GSH/GSSG redoxegyensúly kedvezıtlen 

irányban változott (a 4774T mutáns kivételével, 7. táblázat). A virulencia faktorok 

tekintetében minden mutánsban csökkent az extracelluláris foszfolipáz B termelés és csökkent 

a pszeudohifa- és hifaképzı képességük (7. táblázat). A mutánsok növekedése jelentıs 

mértékben késleltetett volt mind a SDA felszínén, mind a SDB folyékony tápoldatban való 

tenyésztéskor (7. táblázat, 7., 8. ábra). Fontos azonban megjegyeznünk, hogy nem veszítették 

el teljesen hifázó képességüket képességüket (7. táblázat, 9. ábra) és a sejtek SDB tápoldatban 

növekedésben utolérték a szülıi törzseiket (7. táblázat, 8. ábra). 

Másrészrıl az antifungális szerekkel szembeni tolerancia (flukonazol, voriconazol, 

amphotericin B, 5-fluorocitozin) nagyon változatos képet mutatott, és a sejten belüli 

peroxidkoncentrációra, a teljes légzésre és a cianid-érzékeny citokróm-c függı légzésre a 

mutáció csak néhány mutáns esetében volt hatással (7. táblázat). 

Ezen eredmények alapján határozottabban kijelenthetjük, hogy ha a C. albicans sejteket 

hosszú ideig folyamatosan lipidperoxidációt kiváltó tBOOH-val kezeljük, akkor tBOOH 

toleráns mutánsok jönnek létre, amelyekben az antioxidáns védelmi rendszer folyamatosan 

indukálódik és az élesztı-hifa morfológiai váltás gátolt.  

A véletlenszerően kiválasztott 46 C. albicans klinikai izolátum antioxidáns védelmi 

rendszerének vizsgálata során (MICtBOOH, MICH2O2, GR, G6PD, GPx) nem találtuk olyan 

törzset, amely oxidatív stressz-toleránsnak bizonyult volna. 

Ugyanakkor, olyan C. albicans törzs természetes megjelenése, amely megnövekedett 

antioxidáns védelemmel, de emellett csökkent virulenciával rendelkezik, jelen tudásunk 

szerint valószínőtlen. Azonban az antimikotikumokkal való tartós kezelés hatására 

elıfordulhat egy oxidatív stressz toleráns AF06 mutánshoz hasonló törzs szelektálódása, 

amelynek csökkent a légzése, de a gyakran használt antimikotikumokkal szemben 

(flukonazol, voriconazol, amphotericin B, 5-fluoro-citozin) ellenállóbb (2., 6. táblázat). 

Rendkívül fontos kérdés, hogy az ROS-kal és az antimikotikumokkal szemben hogyan alakul 

ki a kereszttolerancia, illetve az oxidánsok és antimikotikumok kombinációja hogyan 
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befolyásolja a C. albicans sejtek élettanát, a membrán összetételen keresztül a fluiditásig 

(Gyetvai és mtsai, 2006, 2007; Sokol-Anderson és mtsai; 1986, Liu és mtsai, 2005). 
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