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Bevezetés

A kommenzalistaként é16 Candida albicans rezisztensebb az oxidativ stresszre, mint a
Saccharomyces cerevisiae és Schizosaccharomyces pombe E€lesztok, és képes in vitro
adaptdlddni a kiilénb6z6 oxiddnsok 4ltal eldidézett oxidativ stresszhez. A C. albicans éltal
termelt er6teljes antioxiddnsok képesek megbirkézni a polimorfonukledris leukocitak
(PMNL) és a makrofagok altal termelt reaktiv oxigén részecskékkel (ROS)(szuperoxid,
peroxid, hipoklorit) tovdbba a reaktiv nitrogén intermedierekkel (RNIs) (nitrogén-oxid /NO/,
peroxinitrit), melyek akkor keletkeznek, amikor a gombasejtek belépnek a vérdramba és
megfertdzik a szoveteket. A gomba antioxiddns védelemi rendszeréhez tartoznak a nagy ROS
semlegesitd potencidllal rendelkezd kis molekulatomegli metabolitok pld: a d-
eritroaszkorbinsav és 2,4-(hidroxi)fenil-etanol, valamint azon potens enzimek, amelyek
neutralizdljdk a ROS-t (kataldz, GPx, SOD, tioredoxin, tioredoxin reduktdz és metionin-
szulfoxid reduktdz ) és az RNIs-t (NO-responsive flavohemoglobin). Ezen enzimrendszer
fokozott miikodését mutattak be a C. albicans sejtekben, amikor az élesztOsejteket a teljes vér
vagy a szepardlt PMNL-k, valamint a makrofagok hatdsainak tett€k ki. A fertdzés korai
szakaszaban a gombaellenes védekezésben a velesziiletett immunrendszer, foként a PMNL-k
szerepe a dontd, mig a monocitdknak és makrofagoknak inkdbb a szepszisek késGbbi
fazisaiban van kulcsfontossagu feladata.

Bar a patogén gombdk antioxidativ enzimeit a "tilélés faktorainak™ tekintjiik, azaltal
azonban, hogy eldsegitik ezen mikroorganizmusok életben maradasat a telepképzés és
szovetek fertdézése kozben, sziikebb értelemben véve mégis a virulencia faktorok kozé
sorolhatjuk és jelentdségiik a gombdk -kiilonosen a mélyebb szovetek és a véredények
irdnydba torténd- elterjedésében és a folyamatosan valtozé kornyezethez vald
alkalmazkodasdban felbecsiilhetetlen. Mindezek ismeretében érthetd, hogy ha ezen
kulcsfontossdagti antioxidativ enzimek génjeinek a kdédoldsdban valamilyen hiba keletkezik,
akkor lelassulhat a novekedés. mérséklddhet a virulencia és csokkenhet a kérokozd
€letképessége a teljes vér vagy a PMNL-k jelenlétében. A C. albicans bizonyos jellemz6
tulajdonsagait virulencia faktoroknak tekintik. Az egyik ilyen virulencia tulajdonsig a
fenotipusos variabilitds (éleszté-hifa atalakulas lehetdsége), hiszen mindkét morfoldgiai forma
szerepet jatszik a gomba életben maraddsiban, illetve a gazdaszervezet kolonizdcidjaban. A

morfogenezis 1étfontossdgi a makrofigokban a C. albicans tilélése szempontjabdl, ugyanis



fagocitdzis utdn a gombasejtek csiratomlot képeznek, amely a gazdasejt repedését idézheti el
és ezdltal a gomba ismételten kijuthat a véraramba. A gombdk 4ltal termelt extracelluldris
protedzokat [példdul az aszpartét protedzok (Sap)] szintén lehetséges virulencia faktorokként
tartjdk szdmon, amelyek kiillonb6z6 mddon jarulnak hozzd a kérokozé patogenitdsdhoz, és
legalabb részleges szerepet jatszanak a hamréteg karositdsaban, hogy a gomba beléphessen a
véraramba . A foszfolipdzok megkonnyitik a gazdaszervezet fertdzését azaltal, hogy szerepet
jatszanak a sejtmembran-komponensek degradacidjiban.

Kordbbi kutatdsok igazoltdk, hogy ha a C. albicans sejteket az immunredszer
hatdsainak tessziik ki, akkor oxidativ stresszvdlaszt valtunk ki és ez gitld hatdssal van a
gomba hifdzd képességére, amely -mint mar kordbban emlitettem- egy rendkiviil fontos
virulencia faktor, ugyanis segiti a kérokozot abban, hogy kilépjen a véredényekbdl és a
megtdmadja a mélyebb szoveteket. Munkank sordn megvizsgéltuk azt a feltételezést, hogy a
krénikus oxidativ stresszhez valé adaptalédas csokkenti a hifdzo képességet és ezdltal
csokken a patogenitds. Ennek érdekében a C. albicans sejteket novekvd koncentricidji -
butil-hidroperoxiddal (fBOOH) kezeltiikk, amely egy oxidativ stresszt kivaltd vegyiilet és
gyorsitja a lipidek peroxidicidjat a biolégiai membranokban. A biolégiai membranokon a
tBOOH iéltal keletkezett oxidativ sériilések nagyon hasonldak lehetnek a fagocitik NADPH-
oxiddz-mieloperoxiddz (MPO) rendszer okozta kdrosoddsokhoz. A fagocita sejtek az MPO-t
haszndljdk a koérokozdk elpusztitisdhoz. A NADPH-oxiddz-MPO rendszer sokféle ROS-t,
OCI'-t, tirozil-gyokot és nitrat intermediereket termel, amelyek a tBOOH-hoz hasonl6an
eredményesen véltoztatjak és oxidaljak a lipideket a lipidperoxiddcids dtvonalakon keresztiil.
Fontos megjegyezniink, hogy a tBOOH és H,0, (a fagocita sejtek NADPH- oxidéaza altali
szuperoxid termelés egyik toxikus bomlasterméke) élettani és transzkripcids hatdsai nagyon
hasonlénak tlintek a kordbban megfigyelt oxidativ stressz valaszokkal és érzékenységgel C.

albicansban..

Célkitiizések

Mint ahogy a bevezetdben mar emlitettem, az egészséges egyének bOr és
nyalkahartydinak felszinén (szdjiireg, bélrendszer, hiively) bizonyos Candida fajok (példaul
C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. glabrata ) a normal mikrobidlis fléra

tagjaiként gyakran megtaldlhatéak. A humdn szervezet gombdkkal szembeni



immunvalaszdban a fagocita sejtek jelentds szerepet jatszanak, mivel peroxidok termelésével
pusztitjdk el a behatold6 mikroorganizmusokat. Azonban a C. albicans laboratériumi
koriilmények kozott képes adaptdlédni a kiilonbozd oxiddnsok dltal kivaltott oxidativ
stresszhez.

Annak érdekében, hogy a krénikus oxidativ stressz dltal eldidézett valtozdsokat

tanulmanyozhassuk a C. albicansban, tBOOH tolerdns C. albicans mutdnsokat hoztunk létre.

A doktori munkamban a kovetkezoket vizsgaltam meg:

(1) Valtozik-e a létrehozott fBOOH tolerans C. albicans mutansok (AF01-10) kialakult
oxidativ stressz tolerancidja a tdrolds, az atoltdsok vagy passzdlasok hatdsara?
(MICgoon érték és a GR enzimaktivitds vizsgélata alapjan)

(2) A kronikus oxidativ stresszhez torténd adaptidlédas C. albicans esetében gétolja-e az
éleszté—hifa morfoldgiai atalakuldst?

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

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

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

(6) A tBOOH tolerancia mellett az egyéb oxidalészerekkel és az antifungilis szerekkel
szembeni ellenalloképesség valtozott-e az AF06 mutdnsban?

(7) Milyen valtozasokat tapasztalunk a GSH metabolizmusdban a kronikus oxidativ
stressznek kitett ATCC14053 C. albicansban, illetve a stressztolerans AF06
mutinsban?

(8) Mivel a tBOOH a bioldgiai membrianokban gyorsitja a lipidperoxidacids
lancreakcidkat, 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 felhasznélasaval 4j tBOOH tolerdns C. albicans
mutansok létrehozdsa, majd azok morfolégiai és fiziologiai jellemzése annak

érdekében, hogy megnézziik, hogy az AF06 torzs fenotipusa mennyire tekinthetd



altalanosnak illetve konnyen kialakulnak-e az AF06 mutinshoz hasonlé oxidativ
stressz tolerdns torzsek.

(11) Végiil klinikai izoldtumok vizsgalatdval igyekeztiink megvdlaszolni azt a kérdést,
hogy milyen valdszintiséggel jelenhet meg a természetben oxidativ stressz tolerdns C.

albicans mutans?

Anyagok és modszerek

Felhasznalt torzsek

Kisérleteinkben a C. albicans ATCC 14053 torzset haszndltuk a ~-BOOH tolerdns C.
albicans (AF 01-10) torzsek létrehozdsdhoz. majd klinikai torzsek felhasznaldsdval djabb
t-BOOH tolerdans mutdnsokat izoldltunk (4774T, 8387T, 10934T, 19890T, 20072T). A
tBOOH tolerdans mutansokat a sziil6i torzsek egyre novekvé fBOOH koncentraciéja

tdpoldatban torténd folyamatos tenyésztésével hoztuk létre

A C. albicans ATCC 14053 sziil6i torzs és C. albicans AF06 mutans torzs illetve a
klinikai izolatumok és a beléliik létrehozott mutansok morfolégiai és élettani

osszehasonlitasa

A torzsek tBOOH, H,O,, menadion natrium biszulfit (MSB) és NaOCI MIC értékeit
mikrodiliciés mddszerrel hatdroztuk meg.

A C. albicans telepek formajat és méretét Sabouraud dextréz agaron (SDA), mig a torzsek
novekedését Sabouraud tapoldatban (SDB) torténd tenyésztéssel kovettiik nyomon.

Az torzsek LDsg értékét egér farok vénaba torténd oltasdval hatdroztuk meg.

Az in vitro virulencia faktorok koziil az élesztd sejtek csirdzasi képességet birka szérum
jelenlétében vizsgdltuk. Meghatdroztuk az extracelluldris aszpartdt protedz aktivitdst Remold
moédszere szerint, extracelluldris foszflipdz aktivitist tojassargdja-agar felszinén és a
pszeudohifa és hifa képzést kukoricaliszt agaron és Spider agar felszinén.

A polimorfonukledris leukocitdk (PMNL) szuperoxid termelésének mérésével az

antigenicitasra kovetkeztettiink.



Az antifungdlis anyagok (flukonazol, vorikonazol, 5-fluorocitozin, amphotericin B) MIC
értékeinek meghatdrozasa mikrdiliciés médszerrel tortént.

A torzsek sejtméretét scanning elektronmikroszképpal, mig sejtjeinek szerkezeti
felépitését transzmisszids elektronmikroszkop segitségével hatdroztuk meg.

A specifikus glutation reduktdz (GR) aktivitds, a glutation peroxiddz (GPx), a glutation S-
transzferdz  (GST), kataldz, gliikkéz-6-foszfat dehidrogendz (G6PD) és a -
glutamiltranszpeptiddz (YGT) eredményeit mkat(kg protein)'1 mértékegységben adtuk meg. A
szuperoxid dizmutdz (SOD) unit(mg protein)”’ mértékegységben lett megadva.

A GSH metabolizmusdban végbemend valtozdsokat a GSH, GSSG mennyiségével és a
GSH/GSSG ardny meghatédrozasdval figyeltiikk meg.

A lipidek mennyiségi és mindségi vizsgdlata mellett a lipidperoxidécids folyamatok sordn

keletkezett lipidhidroperoxid, konjugdlt dién és malondialdehid mennyiségét is megmértiik.

Eredmények osszegzése

Oxidativ stressz tolerdns C. albicans mutdnsokat hoztunk 1étre az ATCC 14053 sziil6i
torzs sejtjeinek egyre novekvd tBOOH koncentriciéja tdpoldatban torténd tenyésztésével. Az
AFO01-10 oxidativ stressz tolerdns mutdnsok jelentdsen csokkent hifa képzd képességgel
rendelkeztek és az AF06 mutdns szignifikdnsan csokkent csiratomld- és pszeudohifa képzd
képességét is igazoltuk.

Az egyéb virulencia tényezOk vizsgdlatakor azt tapasztaltuk, hogy az AF06 mutins
csokkent extracelluldris foszfolipdz B aktivitdssal rendelkezett a sziil6i torzshoz viszonyitva.
Ugyanakkor az AF06 mutdns torzs az extracelluldris aszpartat protedz termelésében — ami a
szovetekben vald elterjedéshez sziikséges — jelentOsen feliilmilta az ATCC 14053 sziil6i
torzset.

A PMNL sejtek hasonlé6 mértékben ismerték fel mind a mutdns, mind a sziil6i torzset,
amelybdl arra kovetkeztettiink, hogy az oxidativ stressz tolerancia kialakuldsakor az AF06
torzs sejtfeliillete nem valtozott, ezaltal a muticié nincs hatdssal az antigenicitdsra. Mivel a
mutdns torzsiink nehezebben alakul fonalassd és a foszfolipiz B aktivitdsa is csokkent, a
muticié egy kevésbé patogén torzset eredményezett, amely a mutdns sziiléi torzshoz
viszonyitva 6tszor nagyobb LDs értékében nyilvanult meg (egérben: 40x10* vs. 8x10* db

sejt)(4. dbra). Ennek kovetkeztében az oxidativ stresszel szembeni tolerancia, amelyrdl azt



feltételezték, hogy elényos a C. albicans gombanak, amikor az immunrendszer sejtjeivel
taldlkozik, agy tiinik, hogy hétranyos helyzetbe hozza a gombat, amikor az a véredényekbdl a
mélyebb szovetekbe hatol be.

A sejtélettani vizsgdlatokban az AF06 mutédns torzsiinkben jelentdsen megnovekedett a
GR, G6PD, GPx, kataldz és SOD enzimek specifikus aktivitdsa a sziil6i torzshdz viszonyitva.
A stresszmentes koriilmények kozott is megndvekedett antioxiddns enzimaktivitdsok
Osszefliggést mutattak mind a nagy endogén oxidans tartalommal (peroxid, GSSG, lipid
hidroperoxid), mind a GSH/GSSG redox egyensilyban bekovetkezett valtozasokkal.

A muténs torzsnél a lipid peroxidécids termékek (konjugélt dién, TBARS) mennyiségének
novekedését mutattuk ki, mikozben noétt a SFA-, tovabba csokkent a MUFA- és PUFA-
tartalom. A mutdnsban csokkent citokrom c-fiiggd, cianid-érzékeny és megnovekedett
alternativ oxidaz-fiiggd, cianid-rezisztens 1égzést figyeltiink meg. Ebbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a muticié valdészinlileg a mitokondriumokban a 1égzési lancot érintette és 6rokl6do
mtDNS kérosoddsnak lehet az eredménye a GSSG, peroxid és lipidperoxidacids termékek
fokozott termelése. Az AF06 mutdns mitokondriumainak szerkezeti felépitése €s miikodése
nem véltozott a mutdcid hatdséra.

Az AF06 mutans torzs fokozott tolerancidval rendelkezett a fagocitdk dltal termelt ROS-
kal szemben, ami példdul a H,O,, szuperoxid- és OCl szarmazékok esetében, a kétszeresen
megnovekedett MICip02, MICysp és MICnaoar  értékekben nyilvanult meg. ). Az
oxidalészerek mellett 2-4-szeresére novekedett toleranciat mutatott a gyakran hasznalt
antimikotikumokkal szemben is (flukonazol, vorikonazol, amphotericin B, 5-fluoro-citozin).

Az AF06 C. albicans mutansban bekovetkezett fiziologiai valtozasok (folyamatos redox
egyensily valtozds, nagy peroxid koncentricid, fokozott lipidperoxidicié) képesek az
antioxidans védelmi rendszer mitkodésének folyamatos indukcidjara és fenntartasara, ezéltal a
mutéans fokozott oxidativ stressz-tolerancidjit eredményzik.

A C. albicans klinikai izoldtumokbol (4774, 8387, 10934, 19890, 20072) az AF06
mutanshoz hasonlé médon rBOOH tolerans mutansokat (4774T, 8387T, 10934T, 19890T,
20072T) hoztunk létre. Az 0 mutdnsok fiziolégiai és morfologiai vizsgélatakor
megnovekedett BOOH és H,O, toleraciat, antioxidans enzimaktivitdsokat (GR, GPx, G6PD),
cianid-rezisztens, alternativ oxiddz-fiiggd 1égzést, sejten beliilli GSSG és GSH koncentraciot
(kivéve a 19890T mutansndl) tapasztaltunk. A GSH/GSSG redoxegyensily kedvezdtlen
irdnyban valtozott (a 4774T mutans kivételével). A virulencia faktorok tekintetében minden
mutdnsban csokkent az extracelluldris foszfolipdz B termelés és csokkent a pszeudohifa- és

hifaképzd képességiik. A mutdnsok novekedése jelentds mértékben késleltetett volt mind a



SDA felszinén, mind a SDB folyékony tdpoldatban valé tenyésztéskor. Fontos azonban
megjegyezniink, hogy nem veszitették el teljesen hifdzé képességiiket képességiiket és a
sejtek SDB tapoldatban novekedésben utolérték a sziil6i torzseiket.

Masrészrol az antifungdlis szerekkel szembeni tolerancia (flukonazol, voriconazol,
amphotericin B, 5-fluorocitozin) nagyon valtozatos képet mutatott, és a sejten beliili
peroxidkoncentriciora, a teljes légzésre és a cianid-érzékeny citokrom-c fiiggd 1égzésre a
muticié csak néhdny mutidns esetében volt hatdssal. Ezen eredmények alapjan
hatdrozottabban kijelenthetjiikk, hogy ha a C. albicans sejteket hosszi ideig folyamatosan
lipidperoxidaciot kivalté tBOOH-val kezeljiik, akkor fBOOH tolerdns mutdnsok jonnek 1étre,
amelyekben az antioxiddns védelmi rendszer folyamatosan indukalodik és az éleszté-hifa
morfoldgiai valtas gatolt.

A véletlenszertien kivélasztott 46 C. albicans klinikai izoldtum antioxiddns védelmi
rendszerének vizsgilata sorin (MICoon, MICH202, GR, G6PD, GPx) nem talaltuk olyan
torzset, amely oxidativ stressz-tolerdnsnak bizonyult volna.

Ugyanakkor, olyan C. albicans torzs természetes megjelenése, amely megnovekedett
antioxiddns védelemmel, de emellett csokkent virulencidval rendelkezik, jelen tuddsunk
szerint valOsziniitlen. Azonban az antimikotikumokkal val6 tartés kezelés hatdsdra
eléfordulhat egy oxidativ stressz tolerdins AF06 mutdnshoz hasonld torzs szelektdlodésa,
amelynek csokkent a légzése, de a gyakran haszndlt antimikotikumokkal szemben

(flukonazol, voriconazol, amphotericin B, 5-fluoro-citozin) ellenallobb.
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