OXIDATIV STRESSZ TOLERANS CANDIDA ALBICANS
MUTANSOK MORFOLOGIAI ES ELETTANI
VIZSGALATA

EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

KESZITETTE: Fekete Andrea

molekularis bioldgus (genetikus)

TEMAVEZETOK: Dr. Pécsi Istvan
Habilitalt egyetemi docens
Prof. Dr. Gergely Lajos

Egyetemi tanar

Késziilt a Debreceni Egyetem Természettudomdanyi Kardnak Mikrobiélis Biotechnoldgiai és

Sejtbioldgiai Tanszékén és az OEC Orvosi Mikrobiol6gia Intézetében

2009



Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni témavezetéimnek, Dr. Pécsi Istvdnnak és Prf. Dr.
Gergely Lajosnak segitségiikért, szakmai irdnyitdsukért, hasznos tanacsaikért;

Dr. Emri Tamds egyetemi docensnek az enzimoldgiai és sok egyéb kisérletben nyujtott
nélkiilozhetetlen segitségéért;

Dr. Majoros Laszl6 egyetemi adjunktusnak (DE OEC Orvosi Mikrobioldgia Intézet) a
klinikai C. albicans torzsekért, az antimikotikumokkal szembeni érzékenység vizsgdlatdban
val6 segitségéért és az ott dolgozd Pappné Falus Erzsébetnek, aki a laboratériumi munkdkban
mindig segitségemre volt;

Prf. Dr. Pesti Mikl6s tanszékvezetd egyetemi tanarnak (PTE Altaldnos és Kornyezeti
Mikrobiol6giai Tanszék), hogy lehetové tette szamomra, hogy laborjdban dolgozzak,
tdmogatta szakmai fejlédésemet és Dr. Gazdag Zoltdnnak, aki ott lelkiismeretesen segitette
munkdmat, a klinikai torzsek antimikotikumokkal szembeni érzékenységének
meghatarozasaért és egyéb kisérleteben valo részvételért;

Dr. Varga Zsuzsa tudomanyos fémunkatarsnak (DE OEC 1. Belgydgyészati Klinika) a
lipidosszetétel meghatarozdsdban, Dr. Balla Jézsef egyetemi docensnek (DE OEC L
Belgyégydszati Klinika, Nephrolégiai Nem Ondll6 Tanszék) és Dr. Nagy Emokének a
lipidperoxidaciés munkakban nyujtott segitségégiikért;

Prf. Dr. Emédy Levente emeritus professzornak (PTE AOK Orvosi Mikrobioldgiai és
Immunitéstani Intézet) a patogenitési kisérletek elvégzéséért;

Prf. Dr. Antal Mikl6s egyetemi tandrnak (DE OEC Anatémia Intézet) a transzmisszios
elektronmikroszkép haszndlatdnak lehetdségéért és Dr. Cserhati Csabdnak (DE Szildrdtest
Fizikai Tansz€k) a scanning elektronmikroszkopos munkdban nyujtott segitségéért;

Kardnyi Zsoltnak (DE. I. Belgydgydszati Klinika) a klinikai torzsek statisztikai
munkdinak elvégzéséért.

Koszonettel tartozom a DE Mikrobidlis Biotechnoldgiai és Sejtbioldgiai Tanszék
valamennyi munkatarsianak -kiemelve Pocsi Imre technikust, aki nélkiilozhetetlen segitségem
volt a kisérletes munkdim soran- és Dr. Gyetvai Agnesnek a bariti 1égkorért és a sok apré

segitségért.



Tartalomjegyzék

1. Roviditések
2. Bevezetés
3.Célkitizések

4. Anyagok és mddszerek
4.1. A t-BOOH tolerans C. albicans mutans torzsek létrehozasa a C. albicans ATCC
14053 sziil6i torzs és klinikai C. albicans izolatumok felhasznalasaval
4.1.1. Felhaszndlt torzsek és azok fenntartdsa
4.1.2 A tBOOH MIC (Minimadlis gatlé koncentricid, Minimal Inhibitory Concentration)
érték meghatarozésa
4.1.3 A tBOOH tolerdns Candida albicans mutans torzsek létrehozasa
4.1.4. A tBOOH tolerans fenotipus stabilitdsdnak vizsgdlata
4.1.5. Specifikus glutation reduktdz enzim aktivitidsdnak meghatarozasa
4.1.6. A telepmorfoldgia meghatirozdsa
4.1.7. A novekedés vizsgilta SDB tédpoldatban
4.2. A C. albicans ATCC 14053 sziil6i torzs és C. albicans AF06 mutans torzs illetve a
Kklinikai izolatumok és a beldliik létrehozott mutansok morfologiai és élettani
osszehasonlitasa
4.2.1. A patogenitas, in vitro virulencia faktorok és antigenicitds meghatarozdsa a C.
albicans torzseknél
4.2.1.1. A C. albicans ATCC 14053 sziil6i torzs és C. albicans AFO6 mutdns torzs
patogenitasanak vizsgdlata dllatkisérletben
4.2.1.1.1. A kontroll és a fBOOH tolerans mutans LDs értékének meghatirozasa
egér modellben
4.2.1.1.2. Egér intraperitonedlis oltds
4.2.1.2. In vitro virulencia faktorok vizsgélata
4.2.1.2.1. Csirazas vizsgalata birka szérum jelenlétében a C. albicans ATCC 14053
sziil6i és C. albicans AF06 mutdns torzseknél
4.2.1.2.2. Az extracelluldris aszpartat protedz (EAP) aktivitds meghatdrozdsa a C.
albicans ATCC 14053 sziil6i és C. albicans AF06 mutdns torzseknél
4.2.1.2.3. Az extracelluldris foszfolipaz (EP) aktivitds meghatdrozédsa a C. albicans

torzseknél

11
13

13
13

14

15

15

16

16

16

17

17

17

17

18

18

18

18

19



4.2.1.2.4. Pszeudohifa és klamidospdra képzés vizsgélata kukoricaliszt tiptalajon a
C. albicans torzseknél 19
4.2.1.2.5. Hifaz6 képesség vizsgilata Spider tdptalajon a C. albicans tdrzseknél 19
4.2.1.2.6. A polimorfonukledris leukocitik (PMNL) szuperoxid termelésének
vizsgélata a Candida albicans ATCC 14053 sziil6i és Candida albicans AF06
mutdns torzs hatdsira 20
4.2.2. A C. albicans torzsek sejttani €s fizioldgiai vizsgélata 21
4.2.2.1. A C. albicans ATCC 14053 sziil6i és C. albicans AF06 torzsek sejtméretének
meghatdrozdsa scanning elektronmikroszkop segitségével 21
4.2.2.2. A C. albicans ATCC 14053 sziil6i és Candida albicans AF06 torzsek
sejtjeinek szerkezeti felépitésének vizsgdlata transzmisszids elektronmikroszképpal 21
4.2.2.3. A C. albicans ATCC 14053 sziil6i és C. albicans AF06 torzsek
mitokondriumainak morfoldgiai és funkciondlis vizsgalata 21
4.2.2.4. A C. albicans torzsek oxidativ stresszt kivalté anyagokkal és
antimikotikumokkal szembeni érzékenységének vizsgilata 22
4.2.2.4.1. A H,O,, menadion natrium biszulfit (MSB) és NaOCIl MIC értékének
meghatirozasa 22
4.2.2.4.2. Az antifungdlis anyagok (flukonazol, vorikonazol, 5-fluorocitozin,
amphotericin B) MIC értékének meghatarozasa 22

4.2.3. Az antioxidans védelmi rendszer elemeinek €s a ROS termelésének meghatarozasa

a C. albicans torzseknél 23
4.2.3.1. Specifikus antioxidans enzimktivitasok meghatarozasa 23
4.2.3.2. Az oxidalt és redukalt glutation mennyiségének meghatirozasa 24
4.2.3.3 A szuperoxid és peroxid tartalom meghatirozasa 25

4.2.4. A zsirsavosszetétel €s a lipidperoxidaciés termékek meghatarozasa 25

4.2.4.1. A zsirsavosszetételben és neutrdlis lipidekben bekovetkezett valtozasok

vizsgélata 25
4.2.4.2. A lipidperoxidiciés termékek mennyiségi és mindségi meghatirozasa 26

4.2.5 Légzés vizsgélata a Candida albicans torzsekben 26

4.3. Statisztikai médszerek 27
4.4. Felhasznalt vegyszerek 27
5. Eredmények 28



5.1. A t-BOOH tolerans C. albicans mutans torzsek létrehozasa és ezen torzsek

osszehasonlitasa az ATCC 14053 torzzsel 28
5.1.1. A sziil6i és mutans torzsek BOOH MIC értékének és GR aktivitdsdnak
meghatarozasa 28
5.1.2. A sziil6i és mutans torzsek telepméretének és hifazo képességének jellemzése 29

5.2. Az AF06 tBOOH tolerans mutans torzs és az ATCC 14053 sziil6i C. albicans torzs

patogenitasi, morfolégiai és fiziologiai jellemzése 29
5.2.1. A tBOOH tolerancia hatdsa a novekedésre 29
5.2.2. A tBOOH tolerancia kialakuldsa megvaltoztatta az in vitro virulencia faktorokat,
mérsékelte a patogenitast, azonban az antigenicitisra nem volt hatdssal 30

5.2.2.1. A virulencia faktorokban bekovetkezd véltozasok vizsgdlata 30
5.2.2.1.1.A csirdzasi képesség vizsgalata birka szérumban 30

5.2.2.1.2. Az exracelluldris aszpartdt protedz és a szekretdlt foszfolipaz aktivitdsok 30
5.2.2.1.3. Pszeudohifdzo6 képesség és klamidospora képzés kukoricaliszt taptalajon 30
5.2.2.1.4. Hifazoképesség vizsgalata Spider tdptalajon 30
5.2.2.2. A polimorfonukledris leukocitdk (PMNL) szuperoxid termelésének vizsgélata 33
5.2.2.3. A patogenitas vizsgalata allatkisérletben 34
5.2.2.3.1. A kontroll é€s a tBOOH tolerans mutans torzsek LDsq értékének
meghatirozasa 34
5.2.2.3.2. A két torzs sejtjeinek intraperitonedlis infekciot kovetd vizsgélata 34
5.2.3. A tBOOH tolerancia nincs hatdssal a sejtméretre és az élesztosejtek morfologidjara 36
5.2.3.1. A sejtméret meghatarozasa scanning elektron mikroszkép segitségével 36
5.2.3.2. A sejtek ultrastuktirdjanak osszehasonlitdsa transzmisszids elektron
mikroszkop segitségével 36
5.2.3.3. A mitokondriumok morfolégiai és funkciondlis vizsgdlata 37
5.2.4. A tBOOH tolerancia megnovelte az ellendllé képességet az egyéb
oxidaloszerekkel €s antifungalis szerekkel szemben 38
5.2.5. A tBOOH tolerancia az antioxiddns védelmi rendszer folyamatos indukcio6jat
eredményezte 39
5.2.5.1. A specifikus antioxiddns enzimaktivitdsok meghatarozasa 39
5.2.5.2. A GSH, GSSG, peroxid és szuperoxid termelés mennyiségi Osszehasonlitdsa 39
5.2.6. A tBOOH tolerancia megvéltoztatta a lipidosszetételt és jelentdsen novelte a lipid
peroxidéacos termékek mennyiségét 42

5.2.6.1. A lipidosszetételében bekovetkezd valtozasok vizsgélata 42



5.2.6.2. A lipid peroxidécids termékek vizsgilata

5.2.7. A tBOOH tolerancia csokkent cianid-érzékeny és fokozott alternativ 1égzést

eredményezett

5.3. Klinikai izolatumok (C. albicans) élettani vizsgalata, ij tBOOH tolerans C.

albicans mutansok létrehozasa
5.3.1. A klinikai izoldtum C. albicans-ok MICgoon, MICH202, GR, GPx és G6PD

enzimaktivitdsainak meghatarozasa

5.3.2. Uj tBOOH toleréns mutans torzsek 1étrehozdsa a klinikai izolatumokbdl és azok

o0sszehasonlitasa a sziilo1 torzseikkel
6. Eredmények dsszegzése
7. Irodalom

8. Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények és eloadasok

44

45

46

46

46
55

59
65



1. Roviditések

ATCC
AOX
DCF
Et
G6PD
GPx
GR
GSH
GST
GSSG
YGT
MIC

MPO
MSB
MUFA

NBT
PBS

PMNL
PMSF
PUFA

RNI
ROS

SDA
SDB
SFA
SHAM

American Type Culture Collection

alternativ oxidaz

2,7’ -diklorofluorescein

etidium ion

gliikk6z-6-foszfat dehidrogenaz

glutation peroxiddz

glutation reduktdz

redukdlt glutation

glutation S-transzferaz

oxidalt glutation

v-glutamiltranszpeptidaz

minimaélis gatlé koncentraci6

(minimal inhibitory concentration)
mieloperoxiddz

menadion nétrium biszulfit

egyszeresen telitettlen zsirsav (monounsaturated
fatty acid)

Nitro Blue Tetrazolium

0,9% NaCl-ot tartalmazo foszfat puffer
(phosphate buffer saline)

polimorfonukledris leukocita
fenil-metil-szulfonil-fluorid

tobbszorosen telitettlen zsirsav (polyunsaturated
fatty acid)

reaktiv nitrogén intermedier

reaktiv oxigén részecskék (reactive oxygen
species)

Sabouraud dextréz agar

Sabouraud dextréz tapoldat

telitett zsirsav (saturated fatty acid)

szalicil-hidroxamat



SOD szuperoxid dizmutdz

TBA tiobarbitur sav
TBARS tiobarbitur sav-reaktiv szarmazékok
tBOOH tert-butil-hidroperoxid



2. Bevezetés

A kommenzalistaként é16 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) élesztok, és képes in vitro adaptilédni a
kiillonb6z6 oxidansok altal eldidézett oxidativ stresszhez (Jamieson és mitsai, 1996). A C.
albicans 4ltal termelt erdteljes antioxiddnsok képesek megbirkézni a polimorfonukledris
leukocitdk (PMNL) és a makrofdgok dltal termelt reaktiv oxigén részecskékkel
(ROS)(szuperoxid, peroxid, hipoklorit) tovabba a reaktiv nitrogén intermedierekkel (RNIs)
(nitrogén-oxid /NO/, peroxinitrit), melyek akkor keletkeznek, amikor a gombasejtek belépnek
a véraramba és megfertzik a szoveteket (Vazques-Torres és Balish, 1997; Mavor és mtsai,
2005). A gomba antioxiddns védelemi rendszeréhez tartoznak a nagy ROS semlegesitd
potenciallal rendelkez6 kis molekulatomegli metabolitok pld: a d-eritroaszkorbinsav (Huh és
mtsai, 2001) és 2,4-(hidroxi)fenil-etanol (Cremer és mtsai, 1999), valamint azon potens
enzimek, amelyek neutralizdljak a ROS-t (katalaz, GPx, SOD, tioredoxin, tioredoxin reduktaz
és metionin-szulfoxid reduktdz ) 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 milkodését mutattdk be a C. albicans sejtekben, amikor az
élesztOsejteket a teljes vér vagy a szepardlt PMNL-k (Frandin és mtsai, 2003, 2005), valamint
a makrofagok hatdsainak tették ki (Lorenz és mtsai, 2004). A fert6z€s korai szakaszdban a
gombaellenes védekezésben a velesziiletett immunrendszer, foként a PMNL-k szerepe a
dontd, mig a monocitdknak és makrofagoknak inkdbb a szepszisek késdbbi fazisaiban van
kulcsfontossagu feladata (Vazques-Torres és Balish, 1997).

Bar a patogén gombdk antioxidativ enzimeit a “tdlélés faktorainak™ tekintjiik (Mavor
és mtsai, 2005), azaltal azonban, hogy eldsegitik ezen mikroorganizmusok életben maradasat
a telepképzés és szovetek fertézése kozben, sziikebb értelemben véve mégis a virulencia
faktorok koz¢é sorolhatjuk (Hamilton és Holdom, 1999) és jelentdségiik a gombak -kiilondsen
a mélyebb szovetek és a véredények irdnyaba torténd- elterjedésében €s a folyamatosan
valtoz6 kornyezethez val6 alkalmazkoddsaban felbecsiilhetetlen (Hube, 2004). A C. albicans
szdmos transzkripciés programmal rendelkezik, beleértve az antioxiddns védelmi rendszer
szabdlyozdsat is, amelyel lehetévé teszik, hogy a gomba ellendlljon a gazdaszervezet

immunrendszere folyamatos tdimadéasanak (Lorenz és Fink, 2001; Fradin és mtsai, 2003, 2005;



Lorenz és mtsai, 2004; Smith és mtsai, 2004; Enjalbert és mtsai, 2006). Mindezek
ismeretében érthetd, hogy ha ezen kulcsfontossdgi antioxidativ enzimek génjeinek a
koédoldsaban valamilyen hiba keletkezik, akkor lelassulhat a névekedés [példaul a réz- és
cinktartalmu szuperoxid dizmutdz (SOD1) esetében)] (Hwang és mtsai, 2002), mérséklédhet a
virulencia (példaul a SODI1 génben) (Hwang és mtsai, 2002) és csokkenhet a koérokozd
életképessége a teljes vér vagy a PMNL-k jelenlétében [példdul SODS esetében, amely egy
glikozil-foszfatidil-inozitolhoz (GPI) kotott SOD (Fradin és mtsai, 2005)].

A C. albicans bizonyos jellemz0 tulajdonsagait virulencia faktoroknak tekintik. Az
egyik ilyen virulencia tulajdonsig a fenotipusos variabilitds (éleszt6-hifa datalakulas
lehetdsége), hiszen mindkét morfoldgiai forma szerepet jatszik a gomba életben maraddsédban,
illetve a gazdaszervezet kolonizdciéjdban. A morfogenezis 1étfontossdgi a makrofagokban a
C. albicans tiulélése szempontjabol, ugyanis fagocitézis utdn a gombasejtek csiratomlot
képeznek, amely a gazdasejt repedését idézheti eld és ezdltal a gomba ismételten kijuthat a
véraramba (Lo és mtsai, 1997). A gombadk éltal termelt extracelluldris protedzokat [példaul az
aszpartét protedzok (Sap)] szintén lehetséges virulencia faktorokként tartjdk szdmon, amelyek
kiilonb6z6 moédon jarulnak hozza a kérokozd patogenitidsdhoz, és legalabb részleges szerepet
jatszanak a hamréteg karositasdban, hogy a gomba beléphessen a véraramba (Naglik és mtsai,
2004). Eddigi ismereteink alapjan a Sap fehérjéket tiz homoldg génbdl 4ll6 géncsalad kddolja,
melyek tagjai a fertdzés sordn nem azononos szabalyozas alatt dllnak, ezéltal is hangsulyozva,
hogy az egyes izoenzimek egyéni specidlis funkcidkat latnak el (Naglik és mtsai, 2003). A
Sap fehérjék koziil a Sapl-3, amelyek mind az élesztd formdban és a hifdkban is
megtaldlhatdak, a nyalkahartydk fert6zéséhez sziikségesek, mig a Sap4-6 fehérjék a hifakban
vannak jelen, és inkdbb a szisztémas fertézésekben jatszanak szerepet (Felk és mtsai, 2002;
Schaller és mtsai, 1999). A foszfolipazok megkonnyitik a gazdaszervezet fertdézését azaltal,
hogy szerepet jatszanak a sejtmembrian-komponensek degradicidjaban. A foszfolipdz gén
(PLB1) erételjesebben expresszalddik, amikor a gomba élesztd vagy pszeudohifa morfologiat
mutat, mint a hifazé formaban. A plbl null mutins torzsek virulencidja csokkent mértéki
(Leidlich és mtsai, 1998). Az invaziv C. albicans torzsek tobb foszfolipdzt termelnek, mint a
nem invaziv torzsek vagy kommenzalistaként €16k (Ibrahim és mtsai, 1995).

Korédbbi kutatdsok igazoltdk, hogy ha a C. albicans sejteket az immunredszer
hatdsainak tessziik ki, akkor oxidativ stresszvdlaszt valtunk ki és ez gdtld hatdssal van a
gomba hifdzé képességére (Fradin és mitsai, 2003, 2005), amely -mint mar kordbban
emlitettem- egy rendkiviil fontos virulencia faktor, ugyanis segiti a kérokozét abban, hogy

kilépjen a véredényekbdl és a megtimadja a mélyebb szoveteket (Calderone és Fonzi, 2001;



Mavor és mtsai, 2005). Munkdnk sordn megvizsgaltuk azt a feltételezést, hogy a kronikus
oxidativ stresszhez valé adaptdlédds csokkenti a hifdzd képességet és ezdltal csokken a
patogenitds (Frandin és mtsai, 2003, 2005). Ennek érdekében a C. albicans sejteket ndvekvd
koncentréciéja #-butil-hidroperoxiddal (fBOOH) kezeltiik, amely egy oxidativ stresszt kivalto
vegyiilet (Emri és mtsai, 1999) és gyorsitja a lipidek peroxidicidéjat a bioldgiai
membranokban (Greenly és Daves, 1992). A biolégiai membrianokon a tBOOH Aéltal
keletkezett oxidativ sériilések nagyon hasonléak lehetnek a fagocitdk NADPH-oxidaz-
mieloperoxiddz (MPO) rendszer okozta karosodasokhoz. A fagocita sejtek az MPO-t
hasznéljdk a kérokozok elpusztitisihoz. A NADPH-oxiddz-MPO rendszer sokféle ROS-t,
OCI -, tirozil-gyokot és nitrat intermediereket termel (Brennan és mtsai, 2001), amelyek a
BOOH-hoz hasonl6éan eredményesen valtoztatjdk és oxidéljdk a lipideket a lipidperoxidacios
utvonalakon keresztiil (Savenkova és mtsai, 1994; Byun ¢és mtsai, 1999). Fontos
megjegyezniink, hogy a BOOH és H,0O, (a fagocita sejtek NADPH- oxiddza Altali
szuperoxid termelés egyik toxikus bomldsterméke) élettani és transzkripcids hatdsai nagyon
hasonlénak tlintek a kordbban megfigyelt oxidativ stressz vdlaszokkal és érzékenységgel C.

albicansban (Singh és mtsai, 2004; Smith €s mtsai, 2004; Enjalbert s mtsai, 2006).
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3. Célkitiizések

Mint ahogy a bevezet6ben mdar emlitettem, az egészséges egyének bor é&s
nyalkahartydinak felszinén (szdjlireg, bélrendszer, hiively) bizonyos Candida fajok (példaul
C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. glabrata ) a normdl mikrobidlis fléra
tagjaiként gyakran megtaldlhatéak (Mavor és mtsai, 2005). A humén szervezet gombakkal
szembeni immunvalaszdban a fagocita sejtek jelentds szerepet jatszanak, mivel peroxidok
termelésével pusztitjdk el a behatold mikroorganizmusokat. Azonban a C. albicans
laboratériumi koriilmények kozott képes adaptdlédni a kiilonboz6 oxidansok 4altal kivéltott
oxidativ stresszhez.

Annak érdekében, hogy a krénikus oxidativ stressz dltal eldidézett valtozdsokat

tanulmanyozhassuk a C. albicansban, BOOH tolerdns C. albicans mutansokat hoztunk 1étre.

A doktori munkdmban a kovetkezoket vizsgaltam meg:

(1) Valtozik-e a létrehozott tBOOH tolerans C. albicans mutansok (AF01-10) kialakult
oxidativ stressz tolerancidja a tarolds, az atoltdsok vagy passzaldsok hatdsara?
(MICpoon érték és a GR enzimaktivitas vizsgélata alapjan)

(2) A kronikus oxidativ stresszhez torténd adaptilédds C. albicans esetében gatolja-e az
élesztd—hifa morfoldgiai atalakuldst?

(3) A rBOOH tolerancia kialakuldsa okozott-e valtozast az in vitro virulencia faktorokban
(csirazési képesség, aszpartat protedz aktivitds, foszfolipdz aktivitds, pszeudohifa és
klamidospdra képzés) €s hatdssal van-e az antigenicitdsra?

(4) Hogyan valtozik a tBOOH tolerans AF06 mutins patogenitisa egérben a C. albicans
ATCC 14053 sziil6i torzshoz viszonyitva?

(5) A tBOOH tolerancia hatdssal volt-e a sejtméretre és az élesztosejtek morfoldgidjara az
AF06 mutdnsban?

(6) A tBOOH tolerancia mellett az egyéb oxidalészerekkel és az antifungdlis szerekkel
szembeni ellendlloképesség valtozott-e az AF06 mutansban?

(7) Milyen viltozdsokat tapasztalunk a GSH metabolizmusdban a krénikus oxidativ
stressznek kitett ATCC14053 C. albicansban, illetve a stressztolerins AFO06

mutansban?
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(8) Mivel a BOOH a biolégiai membrianokban gyorsitja a lipidperoxidécids
lancreakciokat, ezért megnéztiik, hogy milyen hatdssal van a lipidosszetételre sziil6i
(ATCC14053 C. albicans) és mutans (AF06) torzsekben?

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

(10) Klinikai izolatum C. albicans mintdk felhasznalasaval 4j fBOOH tolerans C. albicans
mutidnsok 1étrehozdsa, majd azok morfologiai és fizioldgiai jellemzése annak
érdekében, hogy megnézziik, hogy az AF06 torzs fenotipusa mennyire tekinthetd
altalanosnak illetve konnyen kialakulnak-e az AF06 mutdnshoz hasonlé oxidativ
stressz tolerdns torzsek.

(11) Végiil klinikai izoldtumok vizsgalataval igyekeztiink megvdlaszolni azt a kérdést,
hogy milyen valdsziniiséggel jelenhet meg a természetben oxidativ stressz tolerans C.

albicans mutans?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A t+-BOOH tolerans C. albicans mutans torzsek létrehozasa a C. albicans ATCC

14053 sziiloi torzs és klinikai C. albicans izolatumok felhasznalasaval

4.1.1. Felhasznalt torzsek és azok fenntartasa

Kisérleteinkben eldszor a C. albicans ATCC 14053 torzset haszndltuk a ~-BOOH tolerans C.
albicans (AF 01-10) torzsek létrehozdsdhoz, majd a kés6bbiekben kotroll torzsként a
fizioldgiai és virulencia vizsgdlatokban. A tovdbbi kisérletekben a kovetkezd tabldzatban
felsorolt 46 véletlenszertien kivélasztott klinikai C. albicans izoldtummal dolgoztunk, melyek
a Debreceni Egyetem OEC Orvosi Mikrobiolégia Intézetének gyiijteményébdl szarmaztak. A
klinikai izoldtum torzsek az emberi szervezet kiilonboz6 helyeirdl lettek izoldlva. A sziildi és
mutins torzsek fenntartisa egyarant Sabouraud tdptalajon tortént. A torzseket +4°C-on

taroltuk és két-hdrom havonta atoltottuk.
A Sabouraud taptalaj 6sszetétele:

2% (wiv) glikéz

1% (w/v) pepton

2% (wlv) agar
pH=5.6
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Sorszam | Beteg kora és Mintavétel Sorszdm Beteg kora és Mintavétel
neme helye neme helye
8812 48 éves férfi vér 22179 1 napos fiu fiil

19627 34 éves férfi vér 22173 23 éves nd hiively vdladék
7111 54 éves n6 vér 22893 65 éves nd torok valadék
9076 76 éves n6 vér 22761 71 éves nd 1égcsd
21187 53 éves férfi vér 23733 57 éves nd torok valadék
3666 48 éves férfi vér 23838 3 hénapos fiti | torok vdladék
10598 59 éves férfi vér 23919 50 éves nd hasi drénbdl
9341 3 éves lany vér 23943 26 éves nd holyagkatéter
9522 3 éves lany vér 23603 78 éves férfi 1égcsd
9054 3 éves lany vér 23685 57 éves férfi 1égcsd
19368 31 éves nd vér 23752 82 éves férfi kopet
17905 31 éves nd vér 23918 50 éves nd Kaniil
13092 12 éves fid vér 24038 5 éves lany hasiiri drain
19888 59 éves nd vér 24596 1 napos fid gyomor
10920 45 éves nd vér 19890 59 éves n6 sebvaldék
10477 82 éves férfi vér 10934 45 éves nd kaniil
4780 42 éves nd vér 10668 82 éves férfi sebvaldék
16053 10 éves lany vér 4774 42 éves n6 vizelet
17471 35 éves férfi vér 8387 10 éves lany szdjiireg
22497 26 éves nd hiively védladék 4278 48 éves férfi vizelet
22748 20 éves nd hiively védladék 20072 34 éves férfi hasiiri drain
22570 8 éves fil torok viladék 13637 3 éves lany punktdtum
22109 25 éves nb torok valadék 17433 35 éves férfi kaniil

4.1.2 A rBOOH MIC (Minimalis gatlé koncentracié, Minimal Inhibitory Concentration)

érték meghatarozasa

A torzsek tBOOH MIC értékét mikrodiliciés médszerrel hatdroztuk meg (Pécsi és mtsai,
2005). A C. albicans sejteket SBD tapoldatban (2% (w/v) gliik6éz, 1% (w/v) pepton; pH=5.6)
tenyésztettiik 17 6rdn keresztiil, majd friss SBD tdpodatban készitettiink egy 0.1 optikai
denzitdsd szuszpenziot 640nm-en (ODgsg). EDbbOl a sejtszuszpenzidébdl 5-5 ml-t mértiink
kémcsovekbe és ezekhez adtuk hozzd a rBOOH-t 0-24 mmolL" végkoncentriciéban. A
kémcsoveket forgd inkubdtorba helyeztiik és 28°C-on 72 6rédn keresztiil figyelemmel kisértiik
a sejtek szaporoddsit. Azt a legkisebb koncentraciot, amely teljesen gatolta a sejtek

szaporodasat, a torzs MIC értékének tekintettiik. A torzs tényleges MIC értékét a 48 dras

adatok eredményezték.
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4.1.3 A tBOOH tolerans Candida albicans mutans torzsek létrehozasa

A BOOH tolerdns mutdnsokat a Candida albicans ATCC 14053 torzs és néhdny
véletlenszerien kivalasztott klinikai izolatum (4774, 8387, 10934, 19890, 20072) egyre
novekvd tBOOH koncentriciéju tdpoldatban torténd folyamatos tenyésztésével hoztuk 1étre
(Fekete-Forgics és mtsai, 2000). A sziiléi torzsek sejtjeit Sml SBD tdpoldatban 17 6rdn
keresztiil novesztettiikk, majd friss SBD tdpoldatban készitettiink egy 0,1 optikai denzitdsu
szuszpenziét 640 nm-en. Ebbdl 20 ml-t egy 100ml-s lombikba mértiink és 10 6ran keresztiil
28°C-on 140rpm-en inkubdltuk. Ezt kodvetéen 2mmol L' végkoncentracioban BOOH-t
adtunk a tenyészethez és tovabbi 14 6ran keresztiil inkubéltuk. Majd a tBOOH-t tartalmazé
tenyészet sejtjeit még egymads utdn harom alkalommal oltottuk at 2mmol L' BOOH-t
tartalmazé SBD tdpoldatba, és minden esetben 24 6ran keresztil 28°C-on 140rpm-en
inkubdltuk. A harmadik inkubélast kovetden a sejteket friss SBD tdpoldatba helyeztiik, amely
szintén 2mmol L' /BOOH-t tartalmazott és az optikai denzitdst 0,1-re allitottuk A=640 nm
hulldimhosszon, majd 10 éra elteltével a fBOOH koncetraci6jat 4 mmol L™'-re noveltiik és
tovéabbi 14 6rés inkubdlds kovetkezett. Ezt kovetden a sejteket ismét haromszor atoltottuk friss
SBD tédpoldatba, amely tartalmazta 4 mmol L' végkoncentracidban a tBOOH-t és az 4toltdsok
kozott 28°C-on 24-24 6raig inkubéltunk.

A tovabbiakban a rBOOH tartalmat az elézdekben leirt médon folyamatosan noveltik a 2
mmol L'-16 mmol L™ tartomanyban. A végsé koncentracid, amelyet még az élesztdsejtek
elviseltek a 8 mmol L. EbbéI a kultirdbol szdrmazé sejteket SDA lemezre szélesztettiik,
majd egy kiilonallé telepet izoldltunk és azt neveztik el identifikdldas ¢és MICoon
meghatarozas utin a fBOOH tolerdans mutidnsnak. Ezt a folyamatot egymadssal parhuzamosan
10 lombikban végeztiik el a Candida albicans ATCC14053 torzzsel és igy kaptuk meg az AF
01-10 elnevezésti tBOOH tolerans mutans torzseket. A klinikai izolatumokbdl pedig a 4774T,
8387T, 10934T, 19890T és 20072T mutans torzseket hoztuk létre. Az identifikalast az API
ID32C kit (bioMerieux) és CHROMagar Candida (Becton Dickinson) segitségével végeztiik

el. Minden 0j muténs torzs C. albicansnak bizonyult.
4.1.4. A rBOOH tolerans fenotipus stabilitasanak vizsgalata

A tBOOH tolerdns mutansokat 10 alkalommal egymas utdn SDA lemezre oltottuk és végiil a
10. atoltast kovetden meghatiroztuk a MICgpoop—t. Minden mutdns torzs megtartotta a

kordbban meghatirozott MICgoop értékét.
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4.1.5. Specifikus glutation reduktaz enzim aktivitaisinak meghatarozasa

Az torzseket Sml SDB tdpoldatban egy éjszakén keresztiil el6tenyésztettiik. Ezt kovetden egy
500ml-es lombikba 100 ml friss SDB-t mértiink, majd az elStenyésztett friss sejtekkel 640
nm-en 0,1-re allitottuk be az optikai denzitdsit. Az gy elkészitett tenyészetet 17 Ordn
keresztiil 28°C-on 140rpm-en inkubdltuk. Ezt kdvetden a sejteket cenrifugaltuk (4000 rpm, 10
perc, 4°C), majd haromszor mostuk 0.1 mol L' K-foszfat puffer-rel (pH 7.0). Végiil a
sejteket 10 ml K-foszfat pufferben szuszpendaltuk és lefagysztottuk -20°C-on. A fagyasztott
mintdkat X 25 tipusid X-press (AB Biox, Goteborg, Svédorszdg) segitségével tartuk fel, majd
centrifugdltuk és az 1igy nyert setjmentes feliilliszot haszndltuk az enzimaktivitds
meghatdrozdsdhoz (Emri és mtsai, 1999) A specifikus GR aktivitds meghatdrozdsa Pinto és
munkatirsai  (1984) modszere szerint tortént, az eredményt mkat(kg protein)'1
mértékegységben adtuk meg. A fehérje koncentraciot Lowry moddszere alapjan (Peterson,

1983) hatdroztuk meg.

4.1.6. A telepmorfologia meghatarozasa

Annak érdekében, hogy megnézziik milyen hatdssal van a krénikus oxidativ stressz a Candida
albicans telepek formdjara és méretére, 50 puL. gombaszuszpenzidt (kb. 100 db sejtet
tartalmazott) SDA-ra szélesztettiink. A telepek novekedését egy hétig 28°C-on kovettiik,
kozben a 3. és 6. napon megmértiik az dtmérdjiiket és fényképeket készitettiink réluk. Minden

torzs esetében 5 parhuzamos kisérletet végeztiink.

4.1.7. A novekedés vizsgalta SDB tapoldatban

A sziil6i és mutdns torzsek novekedését SDB tdpoldatban is Osszehasonlitottuk. Ehhez a
torzseket eltenyésztettiik, majd egy 100 ml-es lombikban 20 ml (ODg4p=0,1) sejtszuszpenziot

mértiink és 25 o6rdn keresztiil 140 rpm fordulattal rdzattuk. A vizsgdlat sordn a sejtek

szaporodasat spektrofotometridsan (ODg40) folyamatosan nyomon kovettiik
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4.2. A C. albicans ATCC 14053 sziil6i torzs és C. albicans AF06 mutans torzs illetve a
klinikai izolatumok és a beldliikk létrehozott mutiansok morfolégiai és élettani

osszehasonlitasa

A 10 létrehozott fBOOH tolerdns mutédns koziil kivédlasztottunk egyet (AF 06), amely atlagos
BOOH tolerdns tulajdonsdgokkal rendelkezett és a tovabbi vizsgdlatok sordn ezen torzs
tulajdonsagait hasonlitottuk 6ssze a sziiléi torzzsel. Az AF 06 elnevezést torzset a Debreceni
Egyetem Mikrobidlis Biotechnoldgiai és Sejtbiologiai Tanszékének gyiijteményébe helyeztiik

el.

4.2.1. A patogenitas, in vitro virulencia faktorok és antigenicitais meghatarozasa a C.

albicans torzseknél

4.2.1.1. A C. albicans ATCC 14053 sziiléi torzs és C. albicans AF06 mutans torzs

patogenitasanak vizsgalata allatkisérletben

4.2.1.1.1. A kontroll és a tBOOH tolerdns mutdns LDsy értékének meghatarozdsa egér

modellben

Az élesztOsejteket egy €jszakan keresztiil 5 ml SDB tapoldatban, 28°C-on tenyésztettiik, majd
a sejteket haromszor steril foszfat pufferrel (PBS; 0.2 molL" Na,HPO, / NaH,PO, és 0.15
molL™ NaCl, pH 7.2) mostuk, majd végiil steril PBS-ben szuszpenddltuk azokat. Biirker
kamra segitségével megszamoltuk a sejteket €s megfeleld higitassal elkészitettiik az oltashoz
szitkséges sejtszuszpenziokat. A kisérletben 13-17g tomegii ndstény NMRI-SPF egereket
(Charles River Kft., Magyarorszag, Budapest) haszndltunk. Allatonként 0,5 ml C. albicans
szuszpenzi6t fecskendeztiink a farok véndba, amely 1 x107, 2 x106, 4 x10° , 8 x104, 1,6 x10*
vagy 3,2 x10° szdmi élesztSsejtet tartalmazott. Koncentraciénként és torzsenként 5-5 egeret
hasznéltunk. Az egerek tdlélését két héten keresztiil, napi ellendrzéssel végeztiik. A kontroll
és mutans torzs LDsy értékének meghatarozasahoz Spearman-Kérber moédszerét (Kérber,

1931) alkalmaztuk.
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4.2.1.1.2. Egér intraperitonedlis oltés

A sejteket a 2.1.1.1. pontban leirt médon eldkészitettiik és 2 x10° db sejt/ml-es szuszpenzidt
készitiink. EbbOl a szuszpenziobdl 0,5 ml-t fecskendeztiink az egerek intraperitonedlis
iiregébe. Torzsenként 4-4 egeret haszndltunk. Az oltdst kdvetd 4. és 24. 6rdban 2-2 egeret
elpusztitottunk és a peritonedlis liregiiket 1ml PBS-sel kimostuk. Majd a mosé6folyadékbodl
SDA lemezre szélesztettiink a sejtszdm meghatdrozdsa érdekében. Mindkét id6pontban az
egerek veséit is kipreparaltuk, formalinnal fixaltuk s paraffinba agyaztuk. A hisztologiai
vizsgélathoz, hogy a C. albicans sejtek jelenlétét igazolhassuk és a morfologidjukat
megfigyelhessiik, ezen mintdkat perjodsavas-Schiff technikdval (Frankel és mtsai, 1970)

megfestettiik.

4.2.1.2. In vitro virulencia faktorok vizsgalata

4.2.1.2.1. Csirazas vizsgalata birka szérum jelenlétében a C. albicans ATCC 14053 sziil6i és

C. albicans AF06 mutans torzseknél

A sejteket egy éjszakdn keresztil 5 ml SDB tdpoldatban, 28°C-on tenyésztettiik.
Centrifugéltuk (4000rpm, 10 perc), majd hdromszor mostuk steril desztilldlt vizzel. A
sejtkoncentraciét steril desztilldlt vizben 5x107 db sejt/ml-re éllitottuk be, majd ebbél a
sejtszuszpenziobol 0,25 ml-t egy kémcesObe mértiink és hozzdadtunk 2,25ml birka szérumot.
Ezt kovetden 37°C-on 180 percig razé inkubdtorban helyeztiik. A tenyészetekbdl 30, 60,120
és 180 perc elteltével mintat vettiink és mikroszkop segitségével meghataroztuk a csirdzé

sejtek ardnyat.

4.2.1.2.2. Az extracellularis aszpartat protedz (EAP) aktivitds meghatarozasa a C. albicans

ATCC 14053 sziil6i és C. albicans AF06 mutans torzseknél

Az élesztOsejteket a 2.1.2.1. pontban lefrtak alapjan el0készitettik. Mosds utin a
sejtkoncentraciot 1x10° db sejt mL"'-re éllitottuk steril desztilldlt vizben. 50 ul-t ebbdl a
sejtszuszpenziobol 5 ml 0.2 w/v % borji szérum albumint (BSA) és 1.2 w/v % yeast carbon
base-t (YBC) tartalmazo tapoldatba (pH 4.0) mértiink, majd rdzatva 72 6ran keresztiil 28°C-
on tenyésztettilk. Centrifugéldssal eltdvolitottuk a sejteket és a méréshez a sejtmentes

feliiliszot hasznaltuk. Az enzimaktivitds meghatarozasit Remold moddszere (1968) szerint
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végeztilk. Ennek megfeleléen 0,5ml feliilisz6t 2 ml 2 w/v %-os BSA-oldattal (pH 3.2) 37°C-
on 1 6ran keresztiil rzattuk, majd a reakciot 5 ml 5 w/v % triklor-ecetsav-oldat hozzdaddsdval
allitottuk le. Centrifugalds utdn (10000 rpm, 10 perc, 4°C) a proteolitikus termékek

mennyiségét 280 nm-en torténd fotometrildssal hatdroztuk meg.

4.2.1.2.3. Az extracellularis foszfolipaz (EP) aktivitds meghatdrozdsa a C. albicans térzseknél

A C. albicans sejteket a 2.1.2.1. pontban leirtak alapjan elOkészitettiik. Ezt kovetden a
sejtszamot fiziologids (0,9% (w/v)) s6oldatban 1x107db sejt/ml-re allitottuk. A szuszpenziébdl
5 ul-t cseppentettiink tojassargdja-agar [5,85% (w/v) NaCl, 0,05% (w/v) CaCl2 és 10% (w/v)
steril tojassargdjaval kiegészitett SDA] feliiletére, majd 5 napig 28°C-on ndvesztettiik a
sejteket (Ibrahim és mtsai, 1995). A telepek koriili feltisztuldsi zéna dtmérdje adta meg a EP

aktivitast (Samaranayake és mtsai, 1984).

4.2.1.2.4. Pszeudohifa és klamidospéra képzés vizsgédlata kukoricaliszt taptalajon a C.

albicans torzseknél

A torzseket egy éjszakan keresztil 5 ml SDB tapoldatban, 28°C-on eldtenyésztettiik,
centrifugaltuk (1800g, 10 perc, 4°C), haromszor mostuk steril foszfat pufferrel (PBS; 0.2 mol
L' Na,HPO, / NaH,POy és 0.15 mol L' NaCl, pH 7.2), majd végiil steril PBS-ben 1x10’db
sejt mL"'-re dllitottuk a sejtszamot. 5 pl-t ebbdl a szuszpenziébél kukoricaliszt-agar lemezre
[0,19% (w/v) kukoricaliszt-agar és 1% (w/v) Tween-80] cseppentettiink, steril fed6lemezzel
lefedtiik €s 62 6ran keresztiil 28°C-on inkubdltuk. A pszeudohifa és clamidospdra képzést

mikroszkdp segitségével vizsgaltuk.

4.2.1.2.5. Hifazo képesség vizsgélata Spider taptalajon a C. albicans torzseknél

Az élesztdsejteket 2.1.2.4. pont szerint elokészitettiik és steril PBS-ben 5x10* db sejt mL"-re
allitottuk a sejtszamot. 5 pl-t ebbdl a szuszpenzidbdl Spider taptalaj [1% (w/v) nutrient broth,
1% (w/v) glikéz, 0,2% (w/v) KoHPOy és 1,35% (w/v) agar] felszinére cseppentettiink és 10
napig 28°C-on inkubadltuk.
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4.2.1.2.6. A polimorfonukledris leukocitdk (PMNL) szuperoxid termelésének vizsgilata a

Candida albicans ATCC 14053 sziiloi és Candida albicans AFO6 mutans torzs hatasara

A torzsek antigenicitdsit a PMNL sejtek dltal termelt szuperoxid-gyok mennyiségi
meghatdrozasaval jellemeztiik. A szuperoxid-gyok termelést spektofotometrids mddszerrel, a
citokrom-c redukciéjdnak mérésével hataroztuk meg (Babior és mtsai, 1970). A vizsgilat
soran 96 lyukd mikrotiter lemezt haszndltunk és az eredményt ELISA leolvasé segitségével
kaptuk meg (Varga és mtsai, 2001).

Teljes vérbdl PMNL sejteket szepardltunk a kovetkezd mddon: 5 ml vért 5 ml Histopaque
(poliszukréz 5,7 g/dl és Na-diatrizoate 9 g/dl) felszinére mértiink, majd 30 percig 400 g
fordulattal 4°C-on centrifugdltuk Boyum (1984) mddszere szerint. A feliiliisz6t eltavolitottuk,
az iiledékhez 4 ml 3% (w/v) dextrant tartalmz6 PBS-t adtunk és kb. fél 6ran keresztiil 37°C-
on inkubaltuk, hogy a PMNL sejteket a vorosvértestektdl elkiilonithessiik. A feliiliszot, amely
PMNL sejteket tartalmazta, 6sszegytjtottiik, centrifugaltuk 10 percig 250 g fordulattal, majd
hipoténikus pufferral mostuk, hogy a maradék vorosvértesteket is eltavolitsuk, és tiszta
PMNL sejtpopuldcidt nyerjiink. Ezt kovetdéen a sejteket kétszer mostuk Hank’s oldattal
(HBSS, pH 7.4) és Biirker kamra egitségével meghatdroztuk a sejtszdmot. A sejtpopulédcié
tisztasdgéat (>95%) és életképességét (>95%) Giemsa és tripinkék festéssel mikroszkopikus
modszerrel vizsgéltuk (Varga és mtsai, 2001).

A C. albicans sejteket 5 ml SDB tapoldatban egy éjszakan keresztiil elotenyésztettiik 28°C-
on, majd centrifugaltuk (4000 rpm, 10 perc, 4°C) és kétszer mostuk HBSS oldattal. Human
szérummal opszonizaltuk 30 percig 37°C-on, majd ismét mostuk HBSS oldattal. Ezt kovetéen
a frissen szepardlt PMNL sejtekkel 1:100-1:25 ardnyban szuszpenziot készitettiink és 60
percig 37°C-on inkubdltuk. Hogy detektidlhassuk a szuperoxid-gyok termelését, minden
mintdhoz 50 pl citokrém-c-t adtunk 80 pmol L' végkoncentraciéban. Az ELISA leolvasé
segitségével 550 nm-en (citokrom-c redukcid) és 492 nm-en (alapvonal) megmértiik az
abszorbancia értékeket. Minden mintatbdl harom parhuzamos mérést végeztiink. Kontrollként
a PMNL sejteket forbol-12-mirisztrat-13-acetit (PMA, végkoncentracié: 100 nmol L vagy
N-formil-Met-Leu-Phe (FMLP, végkoncentracié: 10 nmol L) segitségével aktivdltuk C.

albicans sejtek helyett.
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4.2.2. A C. albicans torzsek sejttani és fiziologiai vizsgalata

4.2.2.1. A C. albicans ATCC 14053 sziil6i és C. albicans AF06 torzsek sejtméretének

meghatarozasa scanning elektronmikroszkop segitségével

A sejteket 1.5. pontban leirtak alapjan tenyésztettiik, centrifugaltuk (4000 rpm, 10 perc, 4°C),
majd 0.lmol L™ kalium-foszfit pufferben (0.1mol L' KH,PO4, pH 7.0) 1x10° mL’
szuszpenziot készitettiink. A sejteket 2,5%-os glutaraldehid-oldat és 1%-0s ozmium-tetroxid-
oldat segitségével fixdltuk, 10%-os etanolba helyeztik és a sejtekbdl az etanol
koncentriciéjanak folyamatos novelésével vontuk ki a vizet (Arancia és mtsai, 1995). A
prepardtumokat végiil vdkumszaritoban szaritottuk. A sejtek felszinét arannyal vontuk be és
AMRAY 1830-I tipusu scanning elektronmikroszkép (Amray Inc. Bedford, MA) segitségével
vizsgéltuk. A sejtméret meghatirozdsa a LABVIEW IMAQ VISION szoftwer ( Nationel

Instruments, Austin, TX) segitségével tortént.

4.2.2.2. A C. albicans ATCC 14053 sziil6i és Candida albicans AF06 torzsek sejtjeinek

szerkezeti felépitésének vizsgalata transzmisszios elektronmikroszképpal

A sejteket a 1.5. pontban lefrtak alapjan eldkészitettiikk és a centrifugdlds utin haromszor
mostuk hideg PBS-sel, majd PBS-ben 1x10° db sejt/ml sejtszamot dllitottunk be. Ezt kovetéen
1 6ran keresztiil frissen készitett 2%-os KMnQy-oldattal festettitk szobahdmérsékleten, majd
ismét mostuk. Az elekrtonmikroszképos felvételeket Jeol Jam-1010 tipusd transzmisszids
elektronmikroszkdppal készitettik (JEOL, Tokyo, Japan) és a két torzs (ATCC 14053 és
AF06) sejtfalanak, sejtmagjanak és mitokondriumainak szerkezeti Osszehasonlitasat

vizudlisan végeztiik el.

4.2.2.3. A C. albicans ATCC 14053 sziloi és C. albicans AF06 torzsek

mitokondriumainak morfologiai és funkcionalis vizsgalata

A sejteket 1.5. pontban leirtak alapjdn eldkészitettiik, majd 10 ml minimadl tdpoldatban
[1 % (w/v) gliikoz, 0.5 % (w/v) (NH4)2SO4, 0.25 % (w/v) KH,PO4, 0.05 % (w/v) MgSOy4
TH,0 és 1 % (v/v) Wickerham oldat] 4 vagy 8 oran keresztiil tenyésztettiik (kezdeti ODg4g
=0.1) 28°C-on. Ezen tenyészetekbdl 1 ml-t 30 percig festettiink MitoTracker Red festékkel
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[0.1 pwmol L'; (Macho és mtsai, 1996); Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA]. A
MitoTracker Red festékkel festett C. albicans sejteket centrifugéltuk, (4000 rpm, 10 perc, 4
°C), majd mostuk és szuszpenddltuk 1 ml gliikkézmentes minimal tdpkozegben, és a
mitokondriumok fluoreszcencidjanak intenzitsit LSM 510 META 1ézer scanning konfokalis
mikroszképpal (Zeiss, Oberkochen, Germany; Aexcitation=343 NM, Aemission=015 nm) long pass

filter alkalmazasdsval vizsgaltuk.

4.2.24. A C. albicans torzsek oxidativ stresszt Kkivaltd anyagokkal és

antimikotikumokkal szembeni érzékenységének vizsgalata

42.24.1. A H;O, menadion natrium biszulfit (MSB) és NaOCl MIC értékének

meghatdrozasa

A torzsek MIC értékeinek meghatirozdsa az 1.2. pontban leirtak alapjdn tortént. A vizsgalt
dgensek és koncentracid-tartomanyok a kovetkezOk voltak: 0-250 mmol L'l, H>0y;
0-5 mmol L'l, MSB és 0-100 pmol L'l, NaOCI. Az a legkisebb oxidans koncentraci6, amely

teljesen gétolta a sejtek szaporoddsat, eredményezte a MIC értéket.

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

MIC értékének meghatirozasa

A flukonazol (Pfizer), vorikonazol, és az 5-fluorocitozin (SFC) vegyiileteket steril desztillalt
vizben, mig az amphotericin B-t 100%-o0s dimetil-szulfoxidban oldottuk fel. Az elkészitett
tomény antifungélis oldatokat RPMI 1640 tdpoldatban higitottuk, amely tartalmazott L-
glutamint, de bikarbonat mentes volt. A vizsgalt koncenracick: 0,12 — 64 mgL™ a flukonazol
az SFC és vorikonazol esetében, tovabba 0,007 — 8 mgL'1 az amphotericin B-nél (NCCIS
M27-A2 alapjan, 1997, 2002).

Az élesztésejtek  koncentraciéjat RPMI 1640 tdpoldatban 107 sejt/ml stiriiségiire allitottuk be.
A vizsgaltot 96 lyuki mikrotiter lemezen végeztiik el 35°C-on és az eredményeket 48 oOra
eltelte utdn vizudlisan olvastuk le. Minden lemezre csak sarjadzé6 gombat illetve csak

antifugélis anyagot tartalmazé kontroll mintékat is elhelyeztiink.

22



4.2.3. Az antioxidans védelmi rendszer elemeinek és a ROS termelésének meghatarozasa

a C. albicans torzseknél

4.2.3.1. Specifikus antioxidans enzimktivitasok meghatarozasa

Az élesztOsejteket az 1.5. pontban leirtak alapjin tenyésztettiik. A 17 6rds inkubdaciés idOben a
12 6ra elteltével a ATCC 14053 sziil6i torzs egyik lombikjdhoz 1 mmol L", az AF 06 muténs
torzs egyik lombikjahoz pedig 6 mmol L™ koncentriciéban fBOOH-t adtunk, majd tovabb
inkubdltuk még 5 6rdn keresztiil. fgy kaptuk meg a tovdbbi vizsgilatokhoz az oxidativ
stressznek kitett sejtpopulaciot. A 17 ora leteltével a sejteket cenrifugaltuk (4000 rpm, 10
perc, 4°C), majd haromszor mostuk 0.1 mol L™ K-foszfat puffer-rel (pH 7.0, 4°C). Végiil a
sejteket 10 ml K-foszfat pufferben szuszpendaltuk és lefagysztottuk -20°C-on. A fagyasztott
mintdkat X-perss (AB Biox, Goteborg, Svédorszag) segitségével feltortiik, majd 1,44 mM a-
toluil-szulfonil-fluorid (PMSF) protedzgatléval kezeltiik, centrifugaltuk (20000 g, 10 perc,
4°C) és az igy nyert setjmentes feliilisz6t hasznéltuk az enzimaktivitisok meghatdrozdsahoz
[kivéve a y-glutamiltranszpeptiddz (YGT) aktivitds meghatarozasat]. Az egyes enzimeknél a
reakcidelegy végtérfogata 1 ml volt és 10% (v/v) minta mellett a kovetkezd komponenseket
tartalmaztdk:
glutation peroxiddz (GPx) (Chiu és mtsai, 1976)

50 mM Tris-HC1 (pH=7.6), 0,091 mM EDTA, 0,12 mM NADPH, 0,25mM GSH,

440 UI' GR (Saccharomyces cerevisiae; 1 U az az enzim mennyiség, amely 1 perc

alatt 1 pmol GSSG-t redukal), 0,1 mM kumén hidroperoxid, A=340 nm; t= 1 perc

glutation S-transzferdz (GST), (Warholm és mtsai, 1985)
0,1 M Na-foszfat puffer (pH=6.5), | mM EDTA, 1 mM GSH, 1 mM CDNB,
A=340 nm; t= 1 perc

kataldz (Roggenkamp és mtsai, 1974)
20 mM Hepes (pH=7.6), 0,1 mM H,0,, A=240 nm; t= 1 perc

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

teljes SOD [SOD(CuZn) + SOD(Mn)] aktivitasnal 50 mM Na-foszfat puffer (pH=7.8),
1,4 mM Nitro Blue Tetrazolium (NBT), 0,2 mM xantin, 10 UI'! xantin oxidédz (tehén
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tej; 1 U az az enzim mennyiség, amely 1 perc alatt 1 pmol xantint alakit at
karbamiddd), 1000 Ul kataldz (marha m4j; 1 U az az enzim mennyiség, amely 1 perc
alatt 1 pmol H,O,-t bont el). A=560 nm; t= 90mp

Meértékegysége: unit(mg protein)'l, ahol 1 U az az enzim mennyiség, amely az NBT

redukcidjidban 50%-os gatlast okozott.

gliik6z-6-foszfat dehidrogendz (G6PD) (Emri és mtsai, 1994)
20 mM Hepes (pH=7.6), 1 mM gliik6z-6-foszfat, | mM NADP, 10 mM MgCl,,
A=240 nm; t= 1 perc

v-glutamiltranszpeptidaz (YGT) (Emri és mtsai, 1997)
0,1 M Tris-HCI (pH=8.0), 20 mM glicil-glicin, 1 mM 7y-glutamil-p-nitroanilid,
A=410 nm; t= 1 perc
A méréshez az X-press-el feltirt és PMSF-el kezelt, de még nem centrifugdlt
sejtmentes kivonatot haszndltuk. Az 1 6rds szobahdmérsékleten torténé inkubacidt
kovetéen a mintdkat centrifugdltuk (20000 g, 10 perc, 4°C) és a felszabadult p-

nitroanilid mennyiségét hataroztuk meg.
A fehérje koncentraciot Lowry mddszere alapjin (Peterson, 1983) hataroztuk meg.
4.2.3.2. Az oxidalt és redukalt glutation mennyiségének meghatarozasa

Az élesztOsejteket az 1.5. pontban leirtak alapjan tenyésztettiik, majd torzsenként 50 ml
tenyészetet centrifugéltuk (1800g, 10 perc, 4°C) és 4°C-o0s, 5 % (v/v) 5’-szulfoszalicilsav
oldatban tartuk fel (Emri és mtsai, 1999). A mintdkat centrifugdltuk (11000 g, 10 perc, 4°C)
és a feliildszot 0°C-on trietanolamin segitségével kozombdositettiik, majd ezek utdn hasznaltuk
fel a mérésekhez.

Az oxidalt glutation (GSSG) reakcidelegye (Anderson, 1985): 115 mM Na-foszfat puffer
(pH=7.5), 50 mM EDTA, 0,6 mM 5,5 -ditio-bis(2-nitrobenzoesav) (DTNB), 0,2 mM
NADPH, 1,5 kUI"' GR (8. cerevisiae; 1 U az az enzim mennyiség, amely 1 perc alatt 1 pmol
GSSG-t redukal), 10% (v/v) minta. A=412 nm A mintak redukalt glutation (GSH) tartalmat 2-
vinilpiridines (185 mM, 1 6ra, pH=6.0-7.0) kezeléssel reagaltattuk el.
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A GSH tartalom meghatarozasa (Anderson, 1985) oly mddon tortént, hogy a mintik teljes
glutation (GSH+GSSG) tartalmat mértilk meg (a 2-vinilpiridines kezelés elhagydsaval és a
GSSG tartalom ismeretében hatdroztuk meg a GSH mennyiségét.

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

protein)’1 mértékegységben adtuk meg.

4.2.3.3 A szuperoxid és peroxid tartalom meghatarozasa

A sejteket az el6z6 pontban leirt médon tenyésztettiik és feltartuk. A szuperoxid (Carter és
munkatérsai, 1994) tartalom meghatirozasahoz a tenyészethez hidroetidint (Molecular Probes
Europe BV, Leiden, Hollandia), a peroxid tartalom méréséhez pedig 2’.7’-diklorofluorescen
diacetitot (Molecular Probes FEurope BV, Leiden, Hollandia) adtunk 10 pM-os
koncentraciéban. Az egy 6ra alatt képz6do etidium (Et), illetve 2°.7’-diklorofluorescen (DCF)
koncentraciéjat Jasco 821-FP tipusd spektrofluoriméterrel hataroztuk meg (Aex;, g=488 nm,
Aem, E=010 NM; Aex, pcr=502 nm, Aem, pcr=523 nm). A képzodott Et és DCF mennyiségét a

sejtek fehérje tartalmdra vonatkoztattuk és mmol(kg protein)'1 mértékegységben adtuk meg.

4.2.4. A zsirsavosszetétel és a lipidperoxidacios termékek meghatarozasa

4.2.4.1. A zsirsavosszetételben és neutralis lipidekben bekovetkezett valtozasok

vizsgalata

A sejteket az 1.5. pontban leirtak alapjan tenyésztettiik, centrifugaltuk és feltartuk. Ezt
kovetoen 2ml feltart mintat (ATCC 14053, ATCC 14053 1 mmol L' tBOOH-val kezelt,
AF06, AF06 6 mmol L' rBOOH-val kezelt) 3 ml kloroform/metanol 2:1 eleggyel
szuszpendaltuk, majd még 2 ml kloroformot adtunk hozzd Blight és Dryer mddszere szerint
(1959). A lipideket tartalmazé frakcidt leszivtuk, majd N, segitségével szaritottuk. A zsirsav
Osszetételt Hewlet Packard 5890 gdzkromatograf és Hewlet Packard 5970 tomegspektrométer
segitségével hatdroztuk meg. A zsirsavak azonositisdhoz kontroll zsirsavakat (Sigma, St
Louis, Mo, USA) haszndltunk. A neutralis lipid Osszetételt vékonyréteg kromatografias
moédszerrel hatdroztuk meg. A nitrogénnel szdritott mintdkat 50 pL  kloroformban
visszaoldottuk, majd Silicagel G (Mecrk, Darmstadt, D) felszinére csepegtettiik. A lemezt n-

hexédn-éter-ecetsav (80:40:1 v/v) elegybe helyeztiik, majd 5 % foszfor-molibdénsav (50 %
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etanol és 10 % perklorsav) segitségével lathatova tettilk (Varga és mtsai, 1997). Ezt kovetden

a lemezeket 10 percig 100°C-on tartottuk

4.2.4.2. A lipidperoxidacios termékek mennyiségi és minéségi meghatarozasa

A torzseket az 1.5. pontban leirtak alapjan tenyésztettiik, centrifugédltuk és feltartuk. Ezt
kovetdéen 2 ml feltart mintdit (ATCC 14053, ATCC 14053 1 mmol L' tBOOH-val kezelt,
AF06, AF06 6 mmol L' tBOOH-val kezelt) 3ml kloroform/metanol 2:1 eleggyel

szuszpendaltuk.

Malondialdehid (Tiobarbitursavas médszer) (Balla és mtsai, 1991)
Reagens: 0,375 g 2-tiobarbitursav, 2,08 mL 12M HCI, 15mL 10%-os trikl6r-ecetsav;
100 mL-re desztillalt vizzel kiegészitve.
A méréshez 2-szeres mennyiségii reagenst haszndlunk. (1:2=minta:reagens)
Az elegyet 90°C-on 20 percig forraljuk, majd butanollal extrahdljuk és a feliiliszot
fotometraljuk. A=532 nm

Konjugilt dién (Balla és mtsai, 1991)
A kloroformos extraktb6l 1mg mL"-es ciklohexén oldatot készitettiink. A=234 nm

Ez csak viszonyszam.

Lipidhidroperoxid (KI médszerrel) (Balla és mtsai, 1991)
A bepérlds utdn a csovekbe kloroformot és ecetsavat tesziink, ami a szolubilizaciot
segiti. Készitiink egy KI- oldatot, majd rdmériink 40 pl-t a mintdnkra és 5 percre
sotétbe helyezziik. Hozzdadunk 600 pl Cd-acetitot, hogy ledllitsa a reakciot, majd
centrifugaljuk (10 perc, 10000 g) és a fels6 fazist fotometraljuk. A=353 nm

4.2.5 Légzés vizsgalata a Candida albicans torzsekben

A 1égzési lanc elemei O, jelenlétében valdszinlileg kivéltanak és/vagy fenntartanak
lipidperoxidacids lancreakciokat (Evans és mtsai, 1998). A 1€gzési lanc bizonyos elemei, ha
elromlanak, akkor csokkenthetik a 1égzést és az elektronhalmozddds miatt novelik a ROS
generdlédasat. Ennélfogva az AF06 mutins fBOOH tolerancidja szintén szdrmazhat a

citokrom c-fiiggd 1égzés csokkenése miatt. Mdsrészrdl a szalicilhidroxamat (SHAM) 1égzés
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indukcidja szintén oxidativ stressz toleraciat idézhet eld a mutans torzsiinkben (Huh & Kang,
2001). A 1égzés meghatirozdsdhoz a torzseket az 1.5. pontban leirt médon tenyésztettiik és
kezeltiik, majd 15 ml mintat 28°C-on az OXY 320-tipust oxigén elektréd (WTW, Weilheim,
Gemany) (Bahr és Bonner, 1973; Emri és mtsai, 2004) segitségével lemértiink. A citokrém c
(cianid érzékeny) dtvonal gatldsdhoz 2.5 mmol L' KCN-t , mig az alternativ oxiddz ttvolal

(AOX)(cianid rezisztens) gatlasdhoz 0,75 mmol L' SHAM-t hasznaltunk.

4.3. Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzésekhez, hacsak masként nem jeleztiikk, akkor mindig 3-5 fiiggetlen
kisérlet atlagit és azok szérdsiat (S.D.) hatdroztuk meg. Szignifikancia-szamitasoknal
dltalaban a Student’s t-tesztet haszndltuk, és a véltozdsokat p<5 % esetén tekintettiik
szignifikdnsnak.

4.4. Felhasznalt vegyszerek

A kisérleteinkben felhaszndlt finomvegyszerek mindegyike analitikai mindségti volt, és ha

masként nem lettek jelolve, akkor a Sigma-Aldrich Kft. (Budapest, Magyarorszag) termékei
voltak.
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5. Eredmények

5.1. A t~-BOOH tolerans C. albicans mutans torzsek létrehozasa és ezen torzsek

osszehasonlitasa az ATCC 14053 torzzsel

Annak érdekében, hogy megvizsgéilhassuk a fBOOH rezisztencia kialakuldsa sordn a
sejtekben végbemend viltozdsokat, létrehoztunk 10 darab BOOH tolerdns C. albicans
mutdns torzset (AF 01-10) az ATCC 14053 sziildi torzs sejtjeinek fokozatosan ndvekvd

tBOOH koncentraci6 jelenlétében torténd tenyésztésével.

5.1.1. A sziiléi és mutans torzsek ‘BOOH MIC értékének és GR aktivitasanak

meghatarozasa

Mikozben a tBOOH koncenrdcidjat fokozatosan noveltiik a tidpkdzegben (2-16 mmol™)
az altalunk megvizsgalt mutans torzsek tBOOH MIC értéke és GR aktivtasa is folyamatosan
novekedett (1. dbra) addig, amig el nem értikk a maximalis 8 mmol™ koncentraci6t. Ettél
nagyobb koncentraciéban (16 mmolL™") a /BOOH madr progressziv sejthaldlt eredményezett a
sarjadz6 gombdanal. Az sziil6i torzs BOOH MIC értéke 4 mmol! és GR aktivitdsa 1,1 £0,15
[mkat (kg protein)’l], mig a mutans torzsek BOOH MIC értéke 16 mmol'-ra GR aktivitdsa
pedig 3,36 + 0,81 [mkat (kg protein)']-ig novekedett. A kialakult /BOOH tolerancia nagyon
stabilnak bizonyult, ugyanis a mutins torzsek egymas utan 10 alkalommal tBOOH mentes

SDA lemezen torténd atoltasat kovetdéen sem valtoztak a megnovekedett tBOOH MIC és

specifikus GR aktivtds értékek.

i

MICBOOH (mmol L')

GR aktivits Imkat (ke protein)]

T T T
2 4 8 16

2 4 8

B

{BOOH koncentracig (mmol L") {BOOH oncentrécié (mmol L")

(a) (b)

1. Abra A /BOOH tolerancia (a) és a specifikus GR aktivitds (b) valtozdsa a C. albicans
ATCC 14053 torzsbol szarmazd mutansokban, mikozben a tapoldat fBOOH koncentracidjat

0-8 mmolL" kozott noveltik. A mutdnsok létrehozdsa és jellemzése 10 fiiggetlen vizsgalat
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eredménye. Sem a MIC;oon, sem a GR aktvitds nem volt meghatdrozhaté a 16 mmolL!
BOOH-t tartalmazd tenyésztést kovetden, mert az élesztdsejtek a kezelés hatdsara

elpusztultak.

5.1.2. A sziil6i és mutans torzsek telepméretének és hifazo képességének jellemzése

Nem tapasztaltunk kiilonbséget az AF 01-10 muténs torzsek és az ATCC 14053 sziil6i
torzs telepmérete kozott a kioltds utdni 2, 3 és 5 napos inkubdcids idot koveten, és nem
taldltunk olyan telepeket sem, amelyek petite morfoldgidt mutattak volna.

Ugyanakkor Spider tdptalajon az AF 01-10 mutins torzsek hifazé képessége
elhanyagolhat6 méretii volt a sziil6i torzshéz viszonyitva, amelyet az oxidativ stressz

tolerancia kialakuldsat kovetd csokkent hifazé képességgel magyarazhatunk.

5.2. Az AF06 tBOOH tolerans mutans torzs és az ATCC 14053 sziiloi C. albicans torzs

patogenitasi, morfolégiai és fiziologiai jellemzése

Kivélasztottunk egy atlagos tBOOH tolerancidval rendelkez6 mutdns torzset (AF06) az
altalunk Iétrehozott 10 mutans koziil és a tovabbi, tBOOH tolerancia kialakuldsaval
kapcsolatos tovabbi élettani és morfoldgiai valtozdsokat mar csak az AF06 és ATCC 14053

torzsek Osszehasonlitdsdaval tanulmanyoztuk.
5.2.1. A tBOOH tolerancia hatdsa a novekedésre

A két torzs novekedését SDB tdpoldatban vald tenyésztés soran hasonlitottuk Ossze.
Azt tapasztaltuk, hogy a tBOOH tolerans mutins AF06 torzsiink novekedése az egész

tenyésztési idOszak alatt elmaradt a sziil6i torzs értékeitdl, azonban a 25 ora eltelte utin mar

ilyen kiilonbséget nem lattunk.
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5.2.2. A tBOOH tolerancia kialakulasa megvaltoztatta az in vitro virulencia faktorokat,

meérsékelte a patogenitast, azonban az antigenicitasra nem volt hatassal

5.2.2.1. A virulencia faktorokban bekovetkezo valtozasok vizsgalata

5.2.2.1.1.A csirazasi képesség vizsgalata birka szérumban

A csirazasi képességet mindkét torzsnél 180 percig vizsgaltuk, mikozben a 30. és 60.
percben mintdkat vettiink. Azt tapasztaltuk, hogy az AF06 mutdns torzs csirdzoképessége a
vizsgélat els6 30 percében jelent6sen elmarad a sziiléi torzsétol (1. tablazat), majd
folyamatosan egyre inkdbb megkozeliti azt €s a 180. percben mar nem tapasztaltunk

szignifikans kiilonbséget (95+7% és 97+£5%) a két torzs kozott.

5.2.2.1.2. Az exracelluldris aszpartét protedz és a szekretalt foszfolipaz aktivitdsok

Az dltalunk vizsgalt két torzs szekretdlt enzimaktivitdsaiban nagy kiilonbségeket
tapasztaltunk. A sziiléi torzs aszpartit protedz aktivitdsa a 72 6rds inkubdldsi idokor fele
akkora volt, mint az AF06 mutdns torzsé, ugyanakkor a szekretdlt foszfolipaz aktivitdsa az

otodik napon négyszer nagyobbnak bizonyult (1. tdbl4zat).

5.2.2.1.3. Pszeudohifdz6 képesség és klamidospora képzés kukoricaliszt taptalajon

A sziiléi és mutdns torzsek pszeudohifdzéd képességét és klamidospora képzését
kukoricaliszt tdptalajon vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a sziil6i torzs mar 48 Ords
inkubdlasi id6t kovetden szép pszeudohifikat novesztett, mig a mutins ekkor még csak
€lesztd format mutatott. A 62 6rds inkubaciés id0 végén azonban mar a mutdnsndl is
megtortént a élesztd/pszeudohifa morfoldgiai valtas. (1. tdblazat) A klamidospdra képzésben

nem volt kiilonbség a két torzs kozott.

5.2.2.1.4. Hifazoképesség vizsgalata Spider taptalajon

A C. albicans sejtek szilard Spider taptalajon az egysejtii, élesztd morfologia helyett
fonalas, hifdzé alakot mutatnak. Az dltalunk vizsgalt két torzs esetében azonban azt figyeltiik

meg, hogy mig a sziil6i torzs szép hifdkat képzett az inkubacids id6 végére , addig a mutdns
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torzs szinte egydltaldin nem novesztett hifdkat (1.tdblazat; 2. abra). A tBOOH tolerancia
kialakuldsakor tehdt a mutdns torzsben az éleszté/hifa atalakulast szabdlyzé folyamatok

figyelemre mélté mértékben gatlodtak.

2. Abra A telepmorfolégia dsszehasonlitdsa a C. albicans ATCC 14053 (A) és a C. albicans
AF 06 (B) torzsek kozott 10 nap inkubacié utdn 28°C-on Spider tdptalajon. Az AF06 mutans
torzsnél a sima telephatdrok mutatjik, hogy a muticié gyengitette az éleszté-hifa morfoldgiai
atmenetet. Hasonld telepmorfolégiat mutattak az AF 01-05 és AF 07-10 mutans torzsek is.

Meéretvonal: Smm
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1. Tablazat Az in vitro virulencia faktorok 0sszehasonlitdsa a C. albicans ATCC 14053 és C.

albicans AF06 torzsek kozott

. . C. albicans C. albicans
Virulencia faktorok ATCC 14053 AF 06
Csiratomlé képzése birka szérumban
(%)
30 min 43 + 4 6+3
60 min 78 +8 59+2°
180 min 95+7 97 5
SzeKkretalt aszpartat proteaz aktivitas .
0 o 8.4+0.5 16.6 + 1.7
[Azs0 x 107" (sejtszam) ]
Szekretalt foszfolipaz aktivitas * x
+ +
[(1/P2)-1] 1.0£0.1 0.24 +0.01
Hifazo6 képesség szilard Spider N i
taptalajon
Pszeudohifazé képesség
kukoricaliszt taptalajon
48 h + -
62 h + +
Klamidospoéra képzés
+ +
kukoricaliszt taptalajon

A tablazatban 4 fiiggetlen mérés adataibol szamolt kozépértéket és azok szoérdsat (S.D.)
tiintettiik fel.

" Szignifikdns a kiilonbség (P < 5%) a kontroll és a fBOOH tolerdns torzsek kozott. A
szignifikancia vizsgalatokhoz a Student-féle ¢-tesztet hasznaltuk.

* A foszfolipaz aktivitdsandl a Pz érték a telepatmérd €s a feltisztuldsi zona atmérdjének a

hanyadosa.
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5.2.2.2. A polimorfonuklearis leukocitak (PMNL) szuperoxid termelésének vizsgalata

Megvizsgaltuk, hogy a PMNL sejtek felismerik-e sziil6i és mutdns torzs sejtjeit. Annak
érdekében, hogy minél inkdbb helyesen modellezziik a humédn sejtek és a gombdk
taldlkozasat, a gomba sejteket opszonizdltuk, majd kiilonbdz6 gomba/PMNL ardnyban (1:100,
1:50 és 1:25) egyiitt inkubdltuk 37°C-on. Az egy 6rds inkubdcids id6t kdvetden mértiik a
PMNL dltal termelt szuperoxid mennyiségét. Azt tapasztaltuk, hogy a PMNL sejtek kozel
azonos mértékben ismerték fel a két torzset. A PMNL szuperoxid termelésének eredményeit

az eltéré gomba/PMNL ardnyokndl az 3. dbrén lathatjuk.

25

20 7

[nmol (105 sejt ) 1 h 1]

15 7

10

Szuperoxid anion termelés

1:100 1:50 1:25
Candida : PMNL arany

3. Abra A polimorfonukledris leukocitdk altal kivaltott szuperoxid anion termelés
Osszehasonlitdsa az opszonizalt Candida albicans ATCC 14053 (sziirke oszlop) és a Candida

albicans AF 06 (fekete oszlop) torzsekben.
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5.2.2.3. A patogenitas vizsgalata allatkisérletben

5.2.2.3.1. A kontroll és a tBOOH tolerans mutans térzsek LDs értékének meghatdrozasa

A sziil6i és mutdns torzsek LDsg értékének meghatdrozasit egéroltdssal végeztiik el. Az
allatokat kiilonbdzd koncentracidju gomba szuszpenzidval fertdztilk meg intravéndsan, majd 2
hétig figyeltiikk a talélésiiket. Azt tapasztaltuk, hogy a fBOOH tolerdns mutdns torzs
patogenitdsa jelentdsen gyengiilt a sziil6i torzshoz viszonyitva. LDsg érték a sziil6i torzsnél
8x10* gombasejt, mig a tBOOH tolerdns mutédns esetében azonban 40x10* gombasejt volt. Az
AF06 mutans torzzsel fert6zott egerekbdl visszaizoldlt gombak MIC BOOH értéke és GR

aktivitdsa az eredeti megnovekedett értékekhez képest nem valtozott.

5.2.2.3.2. A két torzs sejtjeinek intraperitonedlis infekciot kovetd vizsgalata

Az egereket minkét torzs sejtjeivel intraperitonedlisan megfertdztiik, majd az Anyagok és
moédszerek fejezetben leirt mddon és idében mintékat vettiink a peritonedlis liregbdl illetve a
vesébdl. Nem tapasztaltunk kiilonbséget a sziil6i és mutdns torzsek moséfolyadékbol
visszatenyésztett sejtszdméban és a vesében mindkét torzs egyardnt fonalas morfologiat is

mutatott. (4. dbra)
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4. Abra C. albicans ATCC 14053 (A) és a C. albicans AF 06 (B) sejtek és fonalak az egér
vesekéregben. Az élesztOsejteket Perjodsav-Schiff (PAS) technikdval tettiikk lathatéva. Az
egereket intraperitonedlisan fertdztiik meg 10° db C. albicans sejttel mindkét torzs esetében.

Az egerek 24 ora elteltével lettek eldlve. Méretvonal: 25um

35



5.2.3. A BOOH tolerancia nincs hatassal a sejtméretre és az élesztosejtek

morfologiajara

5.2.3.1. A sejtméret meghatarozasa scanning elektron mikroszkop segitségével

A sziiléi és mutdns torzs sejtméretét scanning elektron mikroszkép segitségével
hatdroztuk meg. Az atlagos sejtméretek a két torzs esetében nagyon hasonlénak bizonyultak:
19 £ 11 pm® (n=28) és 19 + 8 um’ (n=36). Nem taldltunk kiilonbséget a sejtfelszini

mintazatok tekintet€ben sem.

5.2.3.2. A sejtek ultrastuktirajanak oOsszehasonlitisa transzmisszios elektron

mikroszkop segitségével

Transzmisszids elektron mikroszkép segitségével Osszehasonlitottuk a két torzs
sejtfalanak, sejtmagjdnak és mitokondriumainak szerkezeti felépitését. Nem taldltunk eltérést
az egyes sejtorganellumok elemzésekor. A két torzs sejtjeirdl készitett felvételt a 5. dbran

mutatjuk.
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5. Abra Transzmisszi6s elektronmikroszkoépos kép a C. albicans ATCC 14053 (A) és
C. albicans AF06 (B) torzsek sejtszerkezetérdl. Cw: sejtfal; M: mitokondrium;

N: sejtmag;

5.2.3.3. A mitokondriumok morfolégiai és funkcionalis vizsgalata

A mitokondriumok jelentés szerepet jatszanak ROS elimindldsdban. Annak érdekében,
hogy a mitokondriumok miikodését vizsgilhassuk, a sejteket mindkét torzsben a MitoTracker
Red festékkel megfestettiik. Nem tapasztalunk kiilonbséget a mitokondriumok méretében és

szerkezeti felépitésében.
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5.2.4. A tBOOH tolerancia megnovelte az ellenall6 képességet az egyéb oxidaloszerekkel

és antifungalis szerekkel szemben

Az AF06 mutdns torzs a négyszer nagyobb tBOOH tolerancidja mellett a H,O,, MSB és
NaOCl oxiddloszerekkel szemben is kétszer nagyobb ellendllo-képességet mutatott.
Ugyanakkor megvizsgaltuk, hogy a jelenleg elterjedten alkalmazott flukonazol, vorikonazol,
amphotericin B és 5-fluoro-citozin antimikotikumokkal szemben milyen tolerancidval
rendelkezik. Az eredmények az mutattik, hogy ezen antimikotikumokat az AF06 torzs az

oxidaldszerekhez hasonldan jobban tolerdlta, mint a sziilGi torzs. (2. tablazat)

2. Tablazat Az oxidativ stresszt kivalté anyagokkal és az antifungélis szerekkel szembeni
tolerancia Osszehasonlitdsa a Candida albicans ATCC 14053 és Candida albicans AF06

torzsek kozott

Oxidativ stresszt kivalté MIC (mmol L")
anyagok C. albicans ATCC 14053 C. albicans AF06
tBOOH 4 16
H;0; 32 64
MSB 0.6 1.2
NaOCl 0.01 0.02
Antifungalis szerek MIC (ug mL™)
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 antioxidans védelmi rendszer folyamatos indukcigjat

eredményezte
5.2.5.1. A specifikus antioxidans enzimaktivitaisok meghatarozasa

Az élesztésejtek antioxiddns védelmi rendszerének a ROS-t elimindlé enzimek szerves
részét képezik. Megvizsgéltuk ezen enzimek aktivitdsat mindkét torzsben BOOH mentes és
tBOOH-t tartalmzd tapoldatban torténd tenyésztést kovetden is. Azt tapasztaltuk, hogy az
AF06 muténs torzsben a GR és a GPx enzimek aktivitisa nagyobb mértékben, mig a G6PD,
kataldz és SOD enzimek aktivitdsa kisebb mértékben ugyan, de megemelkedett a sziil6i torzs
enzimaktivitdsaihoz képest tBOOH mentes tenyésztés utan. Ugyanakkor, ha a tdpoldathoz 1
mmol L koncentraciéban tBOOH-t adtunk, akkor az a sziil6i torzs GR és GPx aktivitasait
szignifikdnsan novelte, de a mutdns enzimaktivitdsira nem volt hatdssal. Azonban ha a mutans
tdpoldatiban a rBOOH koncentricijat 6 mmol L'-ra noveltiik, akkor a specifikus GR,
G6PD, GPx, katalaz és SOD enzimek aktivitdsai jelentdsen fokozédtak az AF06 rBOOH
mentes értékeihez képest. Erdekes médon, a GSH fiiggé méregtelenité ttvonalhoz tartozé
GST és YGT enzimek aktivitisaiban nem taldltunk kiilonbséget a sziiléi és a mutdns torzs
kozott, €s a BOOH-t tartalmazé tapoldatban vald tenyésztést kovetden sem novekedtek ezen

értékek jelentOsen. ( 3. tablazat)

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

Az AF06 mutansban tobb GSH-t és sokkal tobb GSSG-t mértiink, mint a sziil6i torzsben,
amely a GSH/GSSG redox egyensuly negativ irdnyu valtozasat eredményezte ( 3.tdblazat).
A C. albicans ATCC 14053 sziil6i torzs szintén ROS-t (szuperoxid, peroxid), valamint
GSSG-t halmozott fel nagy koncentraciéban, és 1 mmol L' tBOOH kezelés hatdsdra 1,65-
szOr tobb GSH-t tartalmazott, mint kezelés nélkiil (3. tablazat). A mutans torzsiink alap
esetben (kezelés nélkiil) tobb peroxidot termelt, mint a sziil6i torzs, azonban 6 mmol L!
tBOOH kezelés hatdsira nem novekedett a GSH és a peroxid tartalom, mikdzben a
szuperoxid szintje tobb, mint tizszeresére nétt [0.17—1.8 nmol Et (mg protein)™; 3. tabldzat].
Az 1 mmol L' fBOOH kezelés nem volt hatdssal a GSH és a ROS mennyiségére a tBOOH

tolerans mutans torzsiinkben.
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3. Tablazat Specifikus antioxidans enzim aktivitisok Osszehaonlitasa a C. albicans ATCC

14053 és C. albicans AF06 torzsek kozott

C. albicans C. albicans
Specifikus antioxidans | C. albicans |ATCC 14053 | C. albicans AF06
enzimek ATCC 14053 +1 mmolL" AF06 + 6 mmolL!
BOOH BOOH
G6PD * -
[mKat (kg protein)'l] 6+1 8+2 10+£0.7 12.9+0.8
GPx 1 0.055+0.004| 0.17+0.02" | 02+0.01" | 0.33+0.04"
[mkat (kg protein) ]
[mKat (kg protein)'l] 1.1 £0.15 2+0.1 29+0.3 3.4+02
GST 1 0.094 +0.008| 0.11+0.02 | 0.09 +0.01 0.1 £0.02
[mkat (kg protein) ]
YGT .l 0.026 = 0.004 [ 0.022 £ 0.005 [ 0.029 + 0.004 | 0.028 + 0.003
[mkat (kg protein) ]
katalaz 12+0.3 1.5+0.3 1.8402° | 24+02"
[kat (kg protein) ] e T T T
SOD * .
[unit (mg protein)'l] 3.7+0.8 45+0.6 59+0.3 11+£3

A tablidzatban 4 fiiggetlen mérés adataibdl szamolt kozépértéket és azok szoérdsat (S.D.)
tiintettiik fel.

’ Szignifikdns a kiilonbség (P < 5%) a tBOOH-val kezelt kontroll és a kezeletlen fBOOH
tolerdns torzsek és a kezeletlen kontroll kozott.

" Szignifikdns a kiilonbség (P < 5%) a kezeletlen és tBOOH-val kezelt AF06 torzsek kozott.

A szignifikancia vizsgalatokhoz a Student-féle ¢-tesztet hasznaltuk
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4. Tablazat A GSH, GSSG, peroxid és szuperoxid termelés mennyiségi dsszehasonlitdsa a C.

albicans ATCC 14053 és C. albicans AF06 torzsek kozott

C. albicans C. albicans
Stersszhez kapcsolodé | C. albicans |ATCC 14053 | C. albicans AF06
metabolitok ATCC 14053 | | ¢ 1ol AF06 + 6 mmolL!
tBOOH tBOOH
GSH 158 £ 11 260 +17° 208 £ 11 211 +12°
[nmol (mg protein) ]
GSSG 0.5+0.03 25+0.1° | 1.9+0.06 | 26+0.1"
[nmol (mg protein) ]
GSH/GSSG 319 +21 105+9 109+ 9 82+8"
peroxid 0.060 + 0.056 +
[nmol DCF (mg proteiny™] | #0400 £0:08 | 6010’ 0.012° | 0:049£0010
szuperoxid * s
[nmol Et (mg protein)'l] 0.2 £0.03 0.28 £0.06 0.17+£0.03 1.8+£0.3

A tablazatban 4 fiiggetlen mérés adataibol szamolt kozépértéket és azok szoérdsat (S.D.)

tiintettiik fel.

" Szignifikdns a kiilonbség (P < 5%) a tBOOH-val kezelt kontroll és a kezeletlen rBOOH

tolerans torzsek és a kezeletlen kontroll kozott.

" Szignifikéns a kiilonbség (P < 5%) a kezeletlen és fBOOH-val kezelt AF06 torzsek kozott.

A szignifikancia vizsgalatokhoz a Student-féle ¢-tesztet hasznaltuk
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5.2.6. A tBOOH tolerancia megvaltoztatta a lipidosszetételt és jelentosen novelte a lipid

peroxidacos termékek mennyiségét
5.2.6.1. A lipidosszetételében bekovetkezo valtozasok vizsgalata

Az AF06 mutdns és a sziil6i torzs lipid Osszetételének vizsgilata sordn azt tapasztaltuk,
hogy nincs szignifikdns kiilonbség a foszfolipidek mindségi és mennyiségi Osszetételében,
azonban jelentds a kiilonbség a neutrdlis lipidek tekintetében. A teljes neutrdlis lipid
mennyiség tobb volt a tBOOH tolerdns mutansban a sziil6i torzshdz viszonyitva [610£130 vs.
530+120 mg (g protein)']. A muténs neutrélis lipid frakciéja kevesebb ergoszterint valamint
szabad zsirsavat tartalmazott, ugyanakkor megnovekedett az azonositatlan szterin
szarmazEékok €s a diacil-glicerin mennyisége Osszehasonlitva a sziildi torzzsel (5. dbra). A C.
albicans sejtek triacil-glicerol tartalmdban nem talaltunk kiilonbséget (6. dbra).

A két torzs teljes lipid kivonatidban nem taldltunk kiilonbséget a teljes zsirsav
mennyiségében, azonban az egyes zsirsavakat kiilon vizsgidlva jelentés mennyiségbeli
eltéréseket tapasztaltunk a zsirsavosszetétel elemzése sordn (6. dbra). A telitett zsirsav (SFA)
tartalom jelentdsen megndvekedett, emellett az egyszeresen és kétszeresen telitetlen zsirsavak
(MUFA és PUFA) mennyisége pedig csokkent a mutdnsban a sziiléi torzshdz viszonyitva (6.
dbra). A tBOOH tolerdns mutdnsban novekedett a palmitin- és sztearinsavak mennyisége és
csokkent a palmitolein-,olaj-, linol- és linolénsavak szintje.

Abban az esetben, amikor a sziil6i torzset 1 mmol L' és a mutdns torzset 6 mmol L
tBOOH-t tartalmazd tapoldatban tenyésztettiik, csokkent definidlatlan szterin és PUFA
tartalmat mértiink, amig a diacil-glicerin koncentriciéja novekedett mindkét vizsgalt C.
albicans torzsben (6. dbra). A BOOH éltal kivaltott oxidativ stressz a mutdnsban még
novelte a MUFA tartalmat, de csokkentette az ergoszterin mennyiségét, mig a sziil6i torzsben
a szabad zsirsavak koncentracidja novekedett (6. dbra).

A két torzs Osszehasonlitdsa sordn tapasztalt valtozasok szignifikdnsak voltak.
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6. Abra Neutrélis lipid (a) és zsirsav (b) Osszetétel a C. albicans ATCC 14053 (kontroll; fehér
és sziirke oszlop) és tBOOH tolerdans C. albicans AF06 (sotét sziirke €s fekete oszlop)
torzsekben. Az els6 oszlop mindkét térzsnél a tBOOH mentes eredményeket, mig a masodik
oszlop a BOOH-val kezelt eredményeket mutatja (konroll esetében 1 mmol L™'; AF06
torzsnél 6 mmol L'l)

Az abran 4 fiiggetlen mérés adataibodl szamolt kozépértéket és azok szorasat (S.D.) tiintettiik
fel.

" Szignifikéns a kiilonbség (P < 5%) a BOOH-val kezelt kontroll és a kezeletlen BOOH
tolerdns torzsek és a kezeletlen kontroll kozott.

" Szignifikdns a kiilonbség (P < 5%) a kezeletlen és tBOOH-val kezelt AF06 torzsek kozott.

A szignifikancia vizsgalatokhoz a Student-féle -tesztet haszndltuk
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5.2.6.2. A lipid peroxidacios termékek vizsgalata

A lipid peroxidicids termékek teljes mennyiségének szignifikdns novekedését figyeltiik

meg a BOOH mutdnsban, mivel a telitetlen zsirsavak peroxidécidja jelentdsebb az AF06

torzsben (5. tdblazat). A tBOOH-val valé kezelés mindkét térzsben novelte a konjugdlt dién

és a lipid-hidroperoxid tartalmat (5. tdbldzat). A mutdns térzsben BOOH kezelés nélkiil is

emelkedett konjugdlt dién és a TBARS (tiobarbitursav-reaktiv vegyiiletek) koncentracidkat

figyeltiink meg, amely padrhuzamban volt a mutdnsra jellemz6 nagyobb SFA és kisebb MUFA

és PUFA szintekkel (6. dbra), amely mar egyébként is progressziv lipid peroxiddcidra utalt.

5. Tablazat A lipid peroxidacids termékek mennyiségi dsszehasonlitasa a C. albicans ATCC

14053 és C. albicans AF06 torzsek kozott

C. albicans C. albicans
Lipid peroxidacios C. albicans |ATCC 14053 | C. albicans AF06
termékek ATCC 14053 +1 mmOlL-l AF06 +6 mmolL'l
tBOOH tBOOH
Lipid-hidroperoxid 32402 | 39204 | 36203 10£17
[nmol (mg protein) ]
Konjugalt dién | 0.04+0.01 | 0.09+0.03" | 0.08+0.02° | 0.22+0.02"
[A3s3 (mg protein) ]
TBARS Nem lett 0.042 + Nem lett
[nmol (mg protein)'l] 0.009 £0.003 meghatarozva 0.017" meghatirozva

A tablazatban 4 fiiggetlen mérés adataibdl szamolt kozépértéket és azok szoérdsat (S.D.)

tuntettuk fel.

’ Szignifikdns a kiilonbség (P < 5%) a tBOOH-val kezelt kontroll és a kezeletlen tBOOH

tolerans torzsek €s a kezeletlen kontroll kozott.

"~ Szignifikédns a kiilonbség (P < 5%) a kezeletlen és tBOOH-val kezelt AF06 torzsek kozott.

A szignifikancia vizsgdlatokhoz a Student-féle r-tesztet hasznaltuk
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5.2.7. A tBOOH tolerancia csokkent cianid-érzékeny és fokozott alternativ légzést

eredményezett

Mikozben Osszehasonlitottuk a két torzs cianid-érzékeny (citokrom c-fiiggd) és cianid-
rezisztens (AOX-fiiggd) 1égzését azt tapasztaltuk, hogy a rBOOH tolerdns mutdns a sziil6i
torzshoz viszonyitva szignifikdnsan gyengébb cianid-érzékeny 1égzést mutatott (55%-os a
csokkenés; 6. tdblazat). Amikor azonban a teljes 1égzés lett Osszehasonlitva, ezt a nagy
kiillonbséget nem lattuk, mivel a mutdnsban a cianid-rezisztens alternativ 1égzés jelentOsen
fokozodott (33%-0s emelkedés; 6. tablazat) A rBOOH-val valé kezelés egyik torzsben sem
véaltoztatta jelentGsen a teljes 1égzést, bar a sziiloi torzsben a cianid-érzékeny 1€gzést kissé

serkentette (6. tiblazat).

6. Tablazat A 1€gzés Osszehasonlitisa a C. albicans ATCC 14053 és C. albicans AF06

torzsek kozott

C. albicans C. albicans
Légzés C. albicans |ATCC 14053 | C. albicans AF06
ATCC 14053 +1 mmolL" AF06 + 6 mmolL-!
tBOOH BOOH
Teljes légzes 3246 40£9 346 3647
[nmol s (mg protein) ]
Citokrom C-fiiggd légzés 112 16+3° 541° 4+1°
[nmol s~ (mg protein)™]
Alternativ oxidaz- ) .
fiiggo 1égzés 21 +£4 24 £5 285 32+£6

[nmol st (mg protein)'l]

Citokrom C-fiiggé /alternativ

Py 0.52+0.14 | 0.66+£0.19 | 0.18 £0.05* | 0.13 £0.04*
1égzés

A tablazatban 4 fiiggetlen mérés adataibdl szamolt kozépértéket és azok szoérdsat (S.D.)
tiintettiik fel.

’ Szignifikdns a kiilonbség (P < 5%) a tBOOH-val kezelt kontroll és a kezeletlen fBOOH
tolerdns torzsek és a kezeletlen kontroll kozott.

A szignifikancia vizsgalatokhoz a Student-féle r-tesztet haszndltuk
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5.3. Klinikai izolatumok (C. albicans) élettani vizsgalata, ij tBOOH tolerans C. albicans

mutansok létrehozasa

5.3.1. A Klinikai izolatum C. albicans-ok MICtBOOH, MICHzoz, GR, GPx és G6PD

enzimaktivitasainak meghatarozasa

A véletlenszerlien kivalasztott 46 - az emberi szervezet kiilonbozé helyeirdl izolalt-
klinikai C. albicans torzsekben megnéztiik az antioxidans védelmi rendszer mitkodését annak
érdekében, hogy az oxidativ stressz tolerancia természetes koriilmények kozotti
megjelenésének valdszinliségét megbecsiilhessiik. Elsd 1épésként az 4tlagos MICoomn,
MICp02 értékeket és az atlagos specifikus GR, G6PD és GPx enzimaktivitdsokat hataroztuk
meg, amelyek a kovetkez6k voltak: 5.5+2.0 mmol L, 35.5+14.3 mmol L™, 1.2240.24 mkat
(kg protein)”, 5.58+0.82 mkat (kg protein)' és 0.062+0.016 mkat (kg protein)’. Az
izolatumok vizsgdlatakor nem taldltunk oxidativ stressz tolerdns mutdnst. A torzsek MIC
értékei €s a specifikus enzimaktivitdsok minden esetben a normdl (4tlag+2SD) tartomanydban

voltak.

5.3.2. Uj tBOOH tolerans mutsns torzsek létrehozasa a klinikai izolatumokbdl és azok

osszehasonlitasa a sziil6i torzseikkel

Kivélasztottunk véletlenszerlien néhdny klinikai izolatumot (4774, 8387, 10934, 19890,
20072) és azok felhasznildsdval az SDB tdpoldat fBOOH koncentricidjdnak folyamatos
novelésével tBOOH tolerans mutdnsokat hoztunk Iétre (4774T, 8387T, 10934T, 19890T,
20072T). Ezen 1j tBOOH tolerdns mutans tdrzseket hasonlitottuk a sziiléi torzseikhez.

Azt tapasztaltuk, hogy az 4j mutdns torzsek MICgoon és MICo, értékei 2-4-szeres
novekedést mutattak a sziil6i torzsek adataihoz viszonyitva (7. tablazat). Az antimikotikus
szerekkel szembeni tolerancia ugyanakkor valtozatos képet mutatott. A Gj mutansok 4ltaldban
jobban vagy hasonlé mértékben tolerdltdk az antifungdlis anyagokat a sziil6i torzseikhez
hasonlitva, azonban a 8387T (flukonazol, voriconazol), a 19890T (5-fluorocitozin) és a
20072T (amphotericin B) torzsek egyes antimikétikumokkal szembeni tolerancidja csokkent
(7. tablazat).

A telepek méretének Gsszehasonlitdsakor megfigyeltiik, hogy SDA lemezen a mutdnsok
telepatmérdje a inkubdcids id6szak harmadik napjan még kisebb volt, mint a sziildi torzseké,

ugyanakkor a hatodik napon mér nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget, melyet hosszabb lag
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fazisok eredményezhetnek a mutansok felszini kultirdban torténd tenyésztésekor (7. tablazat,

7. abra).

8387,3d. N

47747, 6 d 8387.6d 8387T, 6 d

10934T, 3 4 19800, 3 d.

19890T, 3 d

109347, 6 d 19890, 6.d 198901, 6.d

20072T, 3 d

20072T: 6 d

g ._::"1

7. Abra A tBOOH tolerans C. albicans mutansok és sziiléi torzseik novekedése SDA taptalaj
felszinén. A fényképek a tenyésztési iddszak 3. és 6. napjan késziiltek. Az atlagos

telepatmérdket a 7. tabladztban mutatjuk.
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Hasonl6 iddbeli eltolédast taldltunk a torzsek SDB tdpoldatban torténd tenyésztésekor.
Minden torzs szignifikdnsan lassabban novekedett a tenyésztési idszak 10. érdjaban a sziil6i
torzsekhez viszonyitva, azonban ilyen kiilonbséget a 25. 6ra utin mar nem tapasztaltunk (7.

tablazat, 8. abra).

3 3
_
g
3
g
i - 4774 <,
=) =0x=4774T b == 19890
<) —— 8387 ] =/=19890T
% == §387T 2 -_—20072
2 ——10934 z | =0 20072T]
.g —0—10934T
V4
T T 0 T T
0 10 20 30 0 10 20 30
Tenyésztési id6 (h) Tenyésztési id6 (h)

8. Abra A BOOH tolerdns C. albicans mutinsok és sziildi torzseik ndvekedése SDB
tipoldatban. Az dbrdn minden torzsnél 4 fliggetlen kisérlet eredményeit abrazoltuk. Az SD
értéke minden esetben kisebb volt, mint 20%. A 10. és 25. 6ra dtlagos novekedési eredményét

a 7. tablazatban tiintettiik fel.

A mutins torzsek extracelluldris foszfolipdz termelése minden esetben gyengébb volt
(32,1-73,3%-kal) a sziil6i torzsekéhez képest (7. tabldzat) és minden mutdns torzs
pszeudohifazé- és hifdzoképessége is csokkent kukoricaliszt és Spider taptalajon a klinikai
izolatumok értékeihez viszonyitva (7. tablazat, 9. dbra). Hasonléan a novekedési kinetikahoz
(7. tablazat; 8. dbra) a morfoldgiai valtds is késve kovetkezett be a mutdnsokban (7. tdblazat,

9. dbra).
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4774,74d

)

4774T, 7d

10934T, 7

Y

20072, 7d

20072T, 7 d

)

4774T, 10
).

10934, 10 d

10934T, 10°d

20072, 10 d

20072, 10 d

4774T, 14 d.

10934, 14 d

10934T, 14'd

20072, 14 d_

200727, 14.d

8387, 7d

h |

8387T, Td

)|

19890, 7d .

19890T, 7d

8387, 10d

3337T,104d

19890, 10 d

19890T, 10 d

3387, 14 d

33837T, 14 d

19890, 14 d

19890T, 14 d

9. abra A rBOOH tolerans C. albicans mutdnsok és sziil6i torzseik hifdzé képességének

Osszehasonlitdsa Spider tiptalajon. A fényképek a 7., 10. és 14. tenyésztésztési napon

késziiltek. A morfoldgiai valtozasokat a 7. tablazatban foglaltuk Ossze.
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Az intracelluldris oxiddnsok vizsgédlata sordn a mutdns torzsek mindegyikében nagy
mennyiségli GSSG-t mutattunk ki, ugyanakkor az inrtacelluldris peroxid koncentracié csak a
8387T és 10934T mutansokndl novekedett (7. tdblazat). Minden mutans -a 19890T
kivételével- tultermelte a GSH-t, a GSH/GSSG redox egyensuly negativ eltoléddsat azonban
csak a 19890T és 20072T torzseknél figyeltik meg. A GSH/GSSG ardny szignifikdnsan
kisebb volt a 8387T és 10934T mutdnsokban a sziildi térzseikhez viszonyitva, mig a 4774 és
477AT torzsek hasonlé GSH/GSSG ardnyokkal rendelkeztek.

A mutinsokban az oxidativ stressz tolerancia kialakuldsa megnodvekedett antioxidans
enzimaktivitisokat eredményezett (GR, G6PD, GPx; 7. tibldzat). A 1égzés tekintetében azt
tapasztaltuk, hogy a teljes 1€gzésre éltaldban nem volt hatdssal a mutacid, kivéve a 4774T és
10934T torzseket, ahol a teljes 1€gzés 2,1-szeresére és 1,6-szorosara emelkedett (7. tdblazat).
Eltéréen az AF06 rBOOH tolerdns mutdns torzsnél tapasztaltaktél, a cianid-érzékeny
citokrém c-fiiggd 1égzésre a mutécié csak a 8387T mutansndl volt hatdssal, azonban a cianid-
rezisztens alternativ oxiddz-fiiggd 1€gz€és minden mutdnsnél fokozodott (7. tablazat), ami jol

illeszekedik a kordbbi AF06 torzsnél kapott eredményekhez.
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. Tablazat A rBOOH tolerdns C. albicans mutans torzsek fenotipusanak osszefoglald tablazata és a torzsek 0sszehasonlitdsa a sziil6i torzseikkel

Tolerancia

Novekedés

Oxidativ stresszt

Kivalto Novekedés SDA-n (atlagos Novekedés SDB-ben
anyaggokkal Antifungalis szerekkel szembeni tolerancia telepatméro + S.D.; mm; (ODgu)
Torzsek szembeni n=30-40)" o0
tolerancia
tBOOH H,0, flukonazol | vorikonazol | amphotericin 5;21‘:;;:-
(MIC; (MIC; |e(MIC;pg| (MIC;pug | B(MIC; g . 3d 6d 10 h 25h
mmol L) |{mmol L") | mL") mL™") mL™) (hgf_’l)”g
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 (M 64 (T 1M 0.016 (T 0.25( 0125 (M | 1.75£0.19" (L) | 4.04+0.33 (0) 0.8+0.1"" (1) | 2.3+0.3 (0)
8387 8 64 1 0.032 0.0625 0.0625 1.81+0.22 3.95+0.24 1.340.1 2.140.1
8387T 16 (T 1286() | 025 0.016 (1) 0.25(M 0.0625 (0) | 1.50£0.17"" (L) | 4.08+0.34 (0) 1.020.17 () | 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 (M 64 (T 0.5(M 0.016 (T 0.25 (T 0.0625 (0) | 1.47+0.15"" (L) | 3.3120.40"" () | 0.5202"" (1) | 1.940.3 (0)
19890 4 64 0.25 0.008 0.25 0.125 2.01%0.17 3.80+0.42 1.310.1 2.0+0.1
19890T 16 (T) 128 (T 0.25 (0) 0.016 (T) 0.25 (0) 0.0625 (1) | 1.3520217° (1) | 3.54+0.19" (1) | 1.0£0.17 () | 2.040.2(0)
20072 4 32 0.125 0.008 0.25 0.0625 2.18+0.18 4.3240.37 1.3+0.2 2.0+0.1
20072T 8 (M 64 (T 4M 0.032 (T 0.125 () 0.0625 (0) | 1.57£0.24™" (L) | 3.4120.177" ) | 0.7202"" (1) | 2.020.3 (0)
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7. Tablazat A tBOOH tolerans Candida albicans mutans torzsek fenotipusdnak Osszefoglalé tablazata és a torzsek Osszehasonlitdsa a sziildi

torzseikkel (folytatds)

Virulencia faktorok Fiziolégiai tulajdonsagok
Pszeudohifazo
képesség Hifazoképesség
Stresszhez kapcsolédo metabolitok

Szekretalt kukoricaliszt Spider agaron
Torzsek . .

foszfolipaz agaron

aktivitds ¢ Peroxid GSH GSSG

48 h 62 h 7d | 10d | 14d | [nmol DCF (ing | [nmol (mg [nmol (mg GSH/GSSG
protein)'l] protein)'l] protein)'l]

4774 1.0620.12 + + + + + 0.04140.007 152410 0.7140.06 21448
4774T 0.7220.08"" (1) - +(0) ST (o) B A (0)) 0.033£0.007 (0) 240£14™ (T) 1.120.27 (T 218420 (0)
8387 0.43+0.01 + + + + + 0.04240.005 14418 0.590.05 244425
8387T | 0.20020.003 () | - +(0) -+ | +0) | 0.1240.027 (T 160£10° (T) | 0.8120.06™ (T) 198+15" ()
10934 0.60+0.04 + + + + + 0.027+0.003 1217 0.72+0.06 168+17
10934T | 0.160+£0.0017 () | - @) +(0) W) | 40 | +0) | 0.053£0.0057 (T) | 175¢12" () 1.240.17° (T) 146115 (1)
19890 0.86+0.02 + + + + + 0.0700.005 90+8 0.3840.05 237+16
19890T | 040001 (h | -h) | +© | - | -) | +© | 0.075+0.008 (0) 85£7 () | 0.6240.047 (D) | 1372147 (1)
20072 1.00+0.09 + + + + + 0.02540.002 99+7 0.30+0.03 330+28
20072T | 0.44+0.03" ) -&) - -+ |+ 0.030£0.003 (0) 13348 (T) | 0.8440.07" (M) 158+18" (1)
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7. Tablazat A tBOOH tolerans Candida albicans mutdns torzsek fenotipusanak Osszefoglald tablazata €s a torzsek Osszehasonlitdsa a sziil6i

torzseikkel (folytatds)

Fiziologiai tulajdonsagok
Specifikus antioxidans enzimaktivitasok Légzés
Alternativ Citokrom C-
Citokrom C-
. GR G6PD GPx Teljes 1égzés oxidaz-fiiggo | fiiggo légzés/
Torzsek . fiiggo légzés
[mkat (kg | [mKkat (kg [mkat (kg [nmol s~ (mg [ 16 ( 1égzés [nmol s Alternativ
nmol s (mg
protein)'l] protein)'l] protein)'l] protein)'l] L ! (mg protein)’ | oxidaz-fiiggo
protein) ] !
1 1égzés
4774 1.00£0.12 5.3+0.9 0.074+0.003 28+3 1424 14+3 1.0£0.4
4774T 212037 () | 11.9£2.177(T) | 0.16+0.04™ (T) 60+10" (T) 1243 (0) 48+8™" (T) 0.25+0.08" (4)
8387 1.4+0.3 6.2+0.5 0.08+0.01 4245 19+4 2345 0.8+0.3
8387T 222027 (M | 1232077 (M) | 0.12£0.02" (D) 45%6 (0) 11£2" ) 345" (T 0.32+0.08" ()
10934 1.120.1 4.6+0.8 0.070+0.005 2244 942 1342 0.7+0.2
10934T | 3.2204™ () | 11217 (D) 0.1620.05" (T) 36+7 (T) 61 (0) 30£4" (T 0.20+0.04" (1)
19890 1.5+0.2 6.420.9 0.0750.002 38+6 1243 26+3 0.520.1
19890T | 1.8+0.2" (T 1127 () 0.31£0.02 (T 45+5 (0) 8+2 (0) 375" (T 0.22+0.06" (1)
20072 1.40.1 6.2+0.5 0.082+0.001 3245 19+4 1342 1.5+0.4
20072T | 2.0£027" (M) | 12£2°(T) | 0.1120.01™ (D 3445 (0) 1342 (0) 214" (M 0.620.2" (1)
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- A muténs torzsek fiziolégiai és morfoldgiai tulajdonsdgaikban bekovetkezett véltozésai dsszehasonlitva a sziil6i torzseikkel. (T, 0, 1).

. SDA taptalajon torténé novekedés eredménye 3 és 6 nap inkubaciét kovetéen 28 °C-on. Minden torzsnél 30-40 véletlenszeriien kivalasztott
telep 4tmérdje lett manudlisan lemérve.

¢ — A foszfolipaz aktivitast a (1/Pz)-1 képlet alapjan hatdroztuk meg, ahol a Pz érték a telepatmérd és a feltisztuldsi z6na dtmérdjének a hanyadosa
48 6ra inkubdciot koveten 37 °C-on. (Gyetvai és mtsai, 2007)

p<5%,  p<1%, " p<0.1%. A szignifikancia vizsgalatokhoz a Student-féle t-tesztet hasznéltuk
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6. Eredmények osszegzése

Oxidativ stressz tolerdns C. albicans mutdnsokat hoztunk 1étre az ATCC 14053 sziil6i
torzs sejtjeinek egyre novekvd BOOH koncentricidju tdpoldatban torténd tenyésztésével (1.
abra, 1. tablazat). A mutidnsokban bekovetkezett valtozasok minden esetben stabilnak
bizonyultak, ugyanis tBOOH mentes SDA-n 10 atoltdst kdvetden sem csokkent a torzsek
BOOH tolerancidja. Emellett az éaltalunk kivalasztott AF06 mutidns torzsnél azonos
MICipoon-t és GR aktivitdst mértiink a patogenicitasi kisérlet céljabdl végzett egéroltas elott,
illetve 2 héttel késdbb az egerekbdl visszaizoldlt sejtekben. Az AFO01-10 oxidativ stressz
tolerdns mutdnsok jelentdsen csokkent hifdzéképességgel rendelkeztek (2. 4dbra) és az AF06
mutans szignifikdnsan csokkent csiratomld- és pszeudohifa-képz6 képességét is igazoltuk (1.
tablazat).

A morfoldgiai valtas (éleszto—fonalas) lehetdsége a C. albicans fontos virulencia faktora,
mivel jelentds szerepe van a gombdnak a gazdaszervezet szdveteiben, szerveiben vald
megtapaddsiban (Braun és Johnson 1997; Lo és mtsai, 1997; Gow és mtsai, 2002; Mavor és
mtsai, 2005). Az egyéb virulencia tényezOk vizsgilatakor azt tapasztaltuk, hogy az AF06
mutidns csokkent extracelluldris foszfolipdz B aktivitdssal rendelkezett a sziiléi torzshoz
viszonyitva (1. tdbldzat). A foszfolipAiz B els6sorban az éleszt6 sejtekben és a
pszeudohifdkban termelddik, és a sejtmembran komponensek degradicidjaban jatszik fontos
szerepet (Ibrahim és mtsai, 1995; Leidlich és mtsai, 1998). Ugyanakkor az AF06 muténs torzs
az extracelluldris aszpartit protedz termelésében — ami a szdvetekben vald elterjedéshez
sziikséges — jelentdsen feliilmulta az ATCC 14053 sziildi torzset (Calderone & Fronzi,
2001)( 1. tdbl4zat).

A PMNL sejtek hasonlé mértékben ismerték fel mind a mutdns, mind a sziildi torzset,
amelybdl arra kovetkeztettiink, hogy az oxidativ stressz tolerancia kialakuldsakor az AF06
torzs sejtfeliillete nem véltozott, ezaltal a mutdcié nincs hatdssal az antigenicitdsra (3. dbra).
Mivel a mutdns torzsiink nehezebben alakul fonalassd és a foszfolipdz B aktivitdsa is
csokkent, a muticié egy kevésbé patogén torzset eredményezett, amely a mutdns sziil6i
torzshoz viszonyitva Otszor nagyobb LDsg értékében nyilvanult meg (egérben: 40x10* vs.
8x10* db sejt)(4. abra). Ennek kovetkeztében az oxidativ stresszel szembeni tolerancia,
amelyrdl azt feltételezték, hogy eldnyds a C. albicans gombénak, amikor az immunrendszer
sejtjeivel taldlkozik (Mavor és mtsai, 2005), ugy tlinik, hogy hatranyos helyzetbe hozza a
gombdt, amikor az a véredényekbdl a mélyebb szovetekbe hatol be. Eredményeink

Osszhangban vannak azokkal a kordbbi megfigyelésekkel, melyekben azt tapasztaltdk, hogy
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ha a C. albicans PMNL-kal és makrofagokkal taldlkozik a vérben, akkor gatlodik néhany
fontos virulencia faktor kifejez6dése, beleértve a morfoldgiai valtds lehetdségét is (1. tablazat;
Fradin és mtsai, 2003, 2005; Lorenz és mtsai, 2004).

A sejtélettani vizsgdlatokban az AF06 mutédns torzsiinkben jelentdsen megnovekedett a
GR, G6PD, GPx, katalaz és SOD enzimek specifikus aktivitdsa a sziil6i térzshoz viszonyitva
(3. tablazat). Ezen aktivitdsok azonban nem novekedtek tovabb, amikor a torzset 1 mmol L!
BOOH-t tartalmazé tdpoldatban tenyésztettiikk, ugyanakkor ha a tBOOH koncentricigjat 6
mmol L'-re emeltiik, akkor még fokozhattuk a specifikus aktivitdsukat (3. tdblazat). A
stresszmentes  koriilmények kozott is megndvekedett antioxiddns enzimaktivitdsok
Osszefiiggést mutattak mind a nagy endogén oxiddns tartalommal (peroxid, GSSG, lipid
hidroperoxid), mind a GSH/GSSG redox egyenstilyban bekdvetkezett véltozdsokkal (4., 5.
tiblazat). A mutdns torzsnél a lipid peroxidiciés termékek (konjugélt dién, TBARS)
mennyiségének novekedését mutattuk ki (4. tdbldzat), mikozben ndtt a SFA-, tovdbbi
csokkent a MUFA- és PUFA-tartalom (6. dbra).

A mutinsban csokkent citokrom c-fliggd, cianid-érzékeny és megnovekedett alternativ
oxidaz-fiiggd, cianid-rezisztens légzést figyeltink meg (6. tdblazat). Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a muticié valészintileg a mitokondriumokban a 1égzési lancot érintette
és 0roklédé mtDNS karosodasnak lehet az eredménye a GSSG, peroxid és lipidperoxidacids
termékek fokozott termelése (4., 5. tabldzat) (Wei és mtsai, 1998; Osiewacz & Borghouts
2000; Wei & Lee 2002, Genova és mtsai, 2004; Doudican és mtsai, 2005). A 1égzési lanc
elemei kozremiikddnek a lipidperoxidécids lancreakcidk elinditdsdban illetve fenntartdsdban
(Evans és mtsai, 1998). Az AF06 mutidns mitokondriumainak szerkezeti felépitése és
milkodése nem valtozott a muticid hatdsira (5. dbra). Ezen szempontokbdl az AF06 mutans
torzsiink hasonlitott azokra a 1égzési mutans C. albicansokra (KDR-8), amelyeket akriflavin
kezeléssel hoztak 1étre, mik6zben megtartottdk a sziildi torzs 1€gzésének 20%-at (Aoki és Ito-
Kuwa 1987, Ito-Kuwa és mtsai, 1988).

Az AF06 mutdns torzs fokozott tolerancidval rendelkezett a fagocitdk altal termelt
ROS-kal szemben, ami példdul a H,O,, szuperoxid- és OCI szarmazékok esetében, a
kétszeresen megnovekedett MIC0p, MICysp €s MICnaocr értékekben nyilvanult meg (2.
tablazat). Az oxiddlészerek mellett 2-4-szeresére novekedett toleranciat mutatott a gyakran
hasznalt antimikotikumokkal szemben is (flukonazol, vorikonazol, amphotericin B, 5-fluoro-
citozin; 2. tdblazat).

Az AF06 C. albicans mutansban bekovetkezett fizioldgiai valtozdsok (folyamatos redox

egyensily vdltozds, nagy peroxid koncentricid, fokozott lipidperoxidicid) képesek az
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antioxiddns védelmi rendszer miikodésének folyamatos indukcidjdra és fenntartdsara, ezéltal a
mutdns fokozott oxidativ stressz-tolerancidjit eredményzik.

A C. albicans klinikai izolatumokbdl (4774, 8387, 10934, 19890, 20072) az AFO06
mutanshoz hasonlé médon rBOOH tolerans mutinsokat (4774T, 8387T, 10934T, 19890T,
20072T) hoztunk létre. Az 0j mutdnsok fiziologiai és morfoldgiai vizsgélatakor
megnovekedett tBOOH és H,0, toleraciét, antioxidans enzimaktivitisokat (GR, GPx, G6PD),
cianid-rezisztens, alternativ oxiddz-fiiggd 1égzést, sejten beliilli GSSG és GSH koncentraciot
(kivéve a 19890T mutdnsndl) tapasztaltunk. A GSH/GSSG redoxegyensily kedvezdtlen
irdnyban véltozott (a 4774T mutdns kivételével, 7. tdblazat). A virulencia faktorok
tekintetében minden mutdnsban csokkent az extracelluldris foszfolipdz B termelés és csokkent
a pszeudohifa- és hifaképzd képességiik (7. tdblazat). A mutdnsok novekedése jelentOs
mértékben késleltetett volt mind a SDA felszinén, mind a SDB folyékony tdpoldatban valé
tenyésztéskor (7. tdblazat, 7., 8. dbra). Fontos azonban megjegyezniink, hogy nem veszitették
el teljesen hifdzo képességiiket képességiiket (7. tablazat, 9. dbra) és a sejtek SDB tdpoldatban
novekedésben utolérték a sziildi torzseiket (7. tdblazat, 8. dbra).

Masrészrél az antifungdlis szerekkel szembeni tolerancia (flukonazol, voriconazol,
amphotericin B, 5-fluorocitozin) nagyon valtozatos képet mutatott, és a sejten beliili
peroxidkoncentriacidra, a teljes légzésre és a cianid-érzékeny citokrom-c fiiggd légzésre a
mutdcié csak néhany mutédns esetében volt hatdssal (7. tdblazat).

Ezen eredmények alapjan hatirozottabban kijelenthetjiik, hogy ha a C. albicans sejteket
hosszi ideig folyamatosan lipidperoxidacidt kivaltd fBOOH-val kezeljiik, akkor tBOOH
tolerdns mutdnsok jonnek létre, amelyekben az antioxiddns védelmi rendszer folyamatosan
indukalddik és az élesztd-hifa morfoldgiai valtds gatolt.

A véletlenszertien kivélasztott 46 C. albicans klinikai izoldtum antioxiddns védelmi
rendszerének vizsgdlata sordn (MICoon, MICmoz, GR, G6PD, GPx) nem taldltuk olyan
torzset, amely oxidativ stressz-toleransnak bizonyult volna.

Ugyanakkor, olyan C. albicans torzs természetes megjelenése, amely megnovekedett
antioxiddns védelemmel, de emellett csokkent virulencidval rendelkezik, jelen tuddsunk
szerint valdsziniitlen. Azonban az antimikotikumokkal val6 tartés kezelés hatdsdra
eléfordulhat egy oxidativ stressz tolerdns AF06 mutdnshoz hasonlé torzs szelektdl6désa,
amelynek csokkent a légzése, de a gyakran haszndlt antimikotikumokkal szemben
(flukonazol, voriconazol, amphotericin B, 5-fluoro-citozin) ellenédllébb (2., 6. tdblizat).
Rendkiviil fontos kérdés, hogy az ROS-kal és az antimikotikumokkal szemben hogyan alakul

ki a kereszttolerancia, illetve az oxiddnsok és antimikotikumok kombinéciéja hogyan
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befolyasolja a C. albicans sejtek €lettanat, a membran Osszetételen keresztiil a fluiditasig

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