A Candida albicans morfolégiai atalakulasa, mint

nem altalanos kornyezeti stresszvalasz

XXXI. OTDK Biologia Szekcio

Készitette: Kiss Agnes

I. Biomérnok (MSc) hallgat6

Témavezetok: Jakab Agnes

Ph.D hallgat6
Prof. Dr. Pocsi Istvan

tanszékvezeto

egyetemi tanar

Debreceni Egyetem Természettudomanyi Kar

Mikrobialis Biotechnologiai €s Sejtbioldgiai Tanszek

Debrecen 2013.



Tartalomjegyzék

1. ROVIAIEESEK .......coooviiiiiiiiii 3
2. BeVEZELO .........coiiiiiiii 4
2.1 A Candida albicans morfologiai jellemzése.................cc.cooeriniviiiiinciincncnee 5
2.2 Oxidativ stressz tolerans Candida albicans mutansok ................ccccoccoveverrnnnne 6
2.3 Elesztok kornyezeti stresszvalasza és kereszttolerancidja...................co.c......... 7
3. CEIKITHZES ..ottt bbb 14
4. ANYag €S MOUSZET ........c.oocvviiiiiiiiiiii e 16
4.1. FelhasSzZnalt tOrzsek .............occooiiiiiiiiiiiiic e 16
4.2. A Candida albicans torzsek elotenyésztése................coovrvvvvininrenenenienesenennns 17
4.3. A Candida albicans torzsek vizsgalata................ccccocviiviiniininienene e 17
4.3.1. A Candida albicans torzsek stresszKezel€se.........ccvvvvrririnrivereiiinneeninseenees 17
4.3.1.1. Oxidativ stressz Vizsgalata ..........ccccvvvirieiiiiieiieieee e 17
4.3.1.2. Ozmotikus stressz Vizsgalata.........ccocveieeiiiiiiiiiiesie e 17
4.3.1.3 Nehézfém Kivaltotta StreSSZ......uvviuieiiiieiiiiiiieiie e 18

4.3.1.4 Sejtfal, sejtmembran és Unfolded Protein Response-t (UPR)

KIVAIEO SEIESSZ ... 18

4.3.1.5. pH, ho és hideg stressz vizsgalata .........cccccovvviiiiiiiiiiciie 18

4.3.2. A Candida albicans torzsek morfologiai vizsgalata ............cccceovvinirinninnns 18

4.3.3. Gliik6z mérése vékonyréteg kromatografia segitségével...........cccoovvninnnnne 19

4.4. Felhasznalt ve@ySzerek..............ccoooviiiiiiiiii e 19

5. Eredményekés értéKelésiiK ...............c.occooiiiiiiiiiiiiii 20
B.  OSSZEIOZIALAS ..........coocvveiveiviciiee ettt 29
7. IFOTAIOM .o 31



1. Roviditések

ATCC
ER
ESR
CFW
DMSO
DTT
Hog 1
MSB
PMNL
SAPK
SDA
SDB
tBOOH
UPR

American Type Culture Collection
endoplazmatikus retikulum
Environmental Stress Response
calcofluour white
dimetil-szulfoxid

dithiothreitol

high osmolarity glycerol response protein 1
menadion natrium biszulfit
polimorfonuklearis leukocita
stressz aktivalt protein kinaz
Sabouraud dextrdz agar
Sabouraud dextréz tdpoldat
terc-butil-hidroperoxid

Unfolded Protein Response



2. Bevezeto

A gombdk birodalméaba sorolt szervezetek — nagyfoku alkalmazkodoképességiiknek
koszonhetéen — a Fold felszinén szinte mindeniitt el6fordulnak (Szentirmai, 1996)
Korhadékbontd (szaprofita), éloskodd (parazita) vagy egylittéld (szimbionta), de mindig
heterotr6f életmddot folytatd, gazdasdgilag, iparilag és egészségiigyileg igen jelentOs
szervezetek (Hortobagyi, 1986). A gombak orszaga becslések szerint 1,5 millio fajbol all,
melyek az ¢él6helylik valtozatossagahoz alkalmazkodva nagyfoku diverzitasra tettek szert
(Hawksworth és mtsai, 1995). A gombak legnagyobb ¢s legvaltozatosabb csoportjat az
Ascomycota torzs képviseli, tagjai a vilag legkiilonbozébb ¢€l6helyein fordulnak eld.
Megtalalhatok a talajban, az érett és rothadd gylimolcsokon, valamint mas szervezetekkel
kolcsonhatasban. A kiilonboz6 éldhelyek igen komplex rendszerek, melyek folyamatosan és
hirtelen valtoznak, stresszt indukalva az ott €16 szervezetekben. A szabadon ¢él6 ascomycota fajok
azonban képesek a kornyezetben fellépd hoémérsékleti, ozmotikus, pH és tapanyagtartalom
valtozasai mellett is fenntartani homeosztazisukat (Gasch, 2007).

Az ismert gombafajokbol kb. 150-re tehet6 azon fajok szama, amelyek emberben
infekciét okozhatnak. Az emberi gombds megbetegedéseket két csoportba sorolhatjuk.
Megkiilonboztetiink dermatomikdzisokat €s szisztémads mikozisokat. A dermatomikozis alatt
a bor, illetve borfeliilet (haj, korom, szorzet) gombas megbetegedését értjiik, melyek az esetek
tobbségében csak kozmetikai problémat okoznak. Szisztémas mikoézis alatt a belsdé szervek
megbetegedése értendd, melyek sulyosak, esetleg haldlosak is lehetnek (Gergely, 2003).

Az utdbbi években megnovekedett a gombas fertézések szdma a korhazakban (Kullberg
¢és Oude Lashof, 2002). A Candida fajok majdnem 80%-ban felel6sek ezekért a fert6zésekért
¢s a negyedik leggyakrabban izolalt organizmusok a nozokdmialis infekciok sordn. A tobb
mint 100 Candida species koziil csak mintegy 8-at tekintenek fontos emberpatogénnek. Ezek
a C. albicans, C. krusei, C. kefyr, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. lusitaniae,
C. rugosa (Gergely, 2003). A Candida genus fajai kozil a Candida albicans okoz
leggyakrabban opportunista fertzést az emberekben (Pfaller és mtsai, 2000). A C. albicans
obligdt modon kotddik a melegvérli élélényekhez. Az ember normél mikroflorajanak
tagjakeént a légutak, az emésztotraktus €s a ndi nemi szervek nyalkahartyajan fordul eld. Ezek
a mikroorganizmusok az immunrendszer legyengiilésekor, a hormonrendszer vagy a normal
flora egyensulydnak felboruldsakor agressziv patogénekké valhatnak, és kiilonbozd

megbetegedéseket okozhatnak (Gergely, 2003; Fradin és mtsai, 2005).



2.1. A Candida albicans morfologiai jellemzése

A Candida albicans sejtek valtozatos morfologiai formaban jelenhetnek meg, és a
kornyezetben. A C. albicans azon képessége, hogy az éleszté és hifa formak kozott képes
valtani, az opportunista patogén egyik legtobbet targyalt és leginkdbb vizsgalt virulencia
faktora (Odds, 1988; Shepherd, 1988).

A C. albicans két f6 morfologiaja jol ismert: az ovoid alakq, sarjado éleszté forma, és a
fonalas hifa forma. A két forma k6zott nagyon sok atmeneti morfoldgia irhato le, tehat az
atalakulds nem egy hirtelen valtozasként jellemezhetd. Az atmeneti morfologidkat gyakran
egyszerlien pszeudohifanak nevezik, de gyakorlatban kiilonbséget tesziink a megnyult éleszto
sejtek és a pszeudohifa kozott. Mikroszkopikusan vizsgalva, nehéz megkiilonboztetni a
pszeudohifdkat ¢és a valddi hifidkat, annak ellenére, hogy a pszeudohifa képzddési modja
eltérd. Kialakuldsa soran ugyanis az élesztd sejtek sarjadast kovetden egyiitt maradnak és egy
keskeny, megnytlt format hoznak létre (Odds, 1988). Igy a pszeudohifat konnyen el lehet
kiiloniteni a hifatol a szeptumok megjelenése alapjan (Scherwitz és mtsai, 1978; Heddon és
Buck, 1980; Shepherd és mtsai, 1985; 1.B, C abra). A hifa éleszt6 sejtbol keletkezik, apikalis
megnyulassal, ekkor nincsenek szeptumok és a hifa teljes hosszusaga mentén parhuzamosak
az oldalai. Ezen tulajdonsagok mellett a megkiilonboztetés egyszeri modja a szélesség
mérése, mert még a pszeudohifa és a hifa nagymértékli hasonldsdga esetén is, a pszeudohifa
szélessége nagyobb, mint a hifaé. A hifa szélessége ~ 0.2 um, a pszeudohifa minimum
szélessége pedig ~ 0.28 um (Sudbery, 2001). A sarjaddé gombasejtek 4-6 um atmérdjii, gobmb
alaka vagy ovalis képletek (1.A abra). A dimorf C. albicans jellegzetessége emellett a
diagnosztikai jelentdségli klamidospora képzés, melyek a pszeudohifak végén képzddo vastag
falt, ho- és szarazsagtiiré képességgel rendelkezd képletek (1.D abra). Igen jellemzd a
C. albicansra, hogy néhany oraig tarto, birkaszérumban torténd tenyésztés utan a gombasejtek
jellegzetes nyulvanyokat, csiratomloket képeznek, mely mikroszkopos vizsgalattal jol 1athato.
A morfologiai vizsgalat tehat C. albicans azonositasara is alkalmas lehet (Gergely, 2003).

Az a tulajdonsag, hogy az opportunista patogén képes az €lesztd, hifa és pszeudohifa
kozott valtani, a gomba virulenciajanak szempontjabol tekinthetd fontosnak, ugyanis mind a
hifa és mind a pszeudohifa invaziv. A fonalas formak (pszeudohifa, hifa) segitik a szovetek

kozotti penetraciot a fertdzés korai szakaszaiban, mig az élesztd forma a véraramban torténd



elterjedésre alkalmas. A fonalas formak fontosak lehetnek olyan szervek kolonizacidja soran

is, mint pl. a vese (Gow és mtsai, 2002).

1. abra A Candida albicans éleszt6 (A), pszeudohifa (B) és hifa (C) forméaja és klamidiospora
képzése (D).

2.2. Oxidativ stressz tolerans Candida albicans mutansok

Fekete és mtsai (2007, 2008) az oxidativ stressz altal eldidézett valtozasokat vizsgaltak
Candida albicans torzsekben. Ennek érdekében a C. albicans ATCC 14053 (American Type
Culture Collection) referencia torzsbél, egyre novekvd terc-butil-hidroperoxid (tBOOH)
tolerans mutanst hoztak létre (Fekete és mtsai, 2007). Az igy keletkezett AF06 mutans torzset

csOkkent hifa- és pszeudohifa képzés jellemezi. A morfoldgiai atalakulds a gombdnak a



gazdaszervezet szoveteinek ¢és szerveinek sikeres megtamadéasahoz elengedhetetlentil
sziikséges. Egyéb virulencia tulajdonsagait tekintve, az AF06 mutans extracellularis
foszfolipaz termelése alacsonyabb, amely a sejtmembran komponenseinek hatékony
amely a szovetek kozotti elterjedést segiti. Megallapitottadk, hogy a polimorfonuklearis
leukocita (PMNL) sejtek a sziil6i és mutans torzset egyforman felismerik, amibdl arra
kovetkeztettek, hogy az oxidativ stressz tolerans C. albicans antigenicitasa nem tér el a sziil6i
torzsétol. A mutans AF06 torzs csokkent képessége a morfologiai atalakuldsra és a
foszfolipaz termelésre egylittesen azt eredményezi, hogy a mutans torzs Otszor kevésbé
patogén a vizsgalt egér modellszervezetben, mint a sziléi torzs. A gombanak az
immunsejtekkel vald interakcidja soran elénye szarmazik az oxidativ stressz tolerancia
meglétébol, azonban hatranyos, amikor a véredényekbdl kilépve a szerveket tamadja. Emellett
azonban a mutans térzs megndvelt oxidativ stressz tolerancidja nincs hatassal a sejtek
méretére, felszinére ¢és struktirajara sem. A C. albicans AF06 mutans megvaltozott
fiziologiaja (folyamatosan felborult redox egyensuly, magas peroxid szint, gyorsitott
lipidperoxidéacio) miatt folyamatosan indukalt az antioxidativ védelmi rendszere.

Fekete és mtsai késobbi vizsgalataiban (2008) C. albicans klinikai izolatumokat (4774,
8387, 10934, 19890, 20072) felhasznalva tBOOH tolerans mutansokat hoztak 1étre (4774T,
8387T, 10934T, 19890T, 20072T), szintén a sziildi torzsek egyre novekvo tBOOH
rendszere is folyamatosan indukalt. A létrehozott térzseket Sabouraud dextroz agar (SDA)
taptalajon és Sabouraud dextroz broth (SDB) tapoldatban egyarant vizsgaltak. Az AF06
torzshoz hasonldan, ezekben a mutansokban is csdkkent az extracellularis foszfolipaz
termelés ¢€s késleltetett a novekedésiik mind az SDA felszinén, mind a folyékony SDB
tapoldatban. Fontos, hogy ezek a mutansok nem vesztették el teljesen hifazo képességiiket, az

SDB tapoldatban novekedésiik utolérte a sziiloi torzsekét.

2.3. Eleszt6k kornyezeti stresszvalasza és kereszttolerancija

A kiilonb6zé mikroorganizmusoknak természetes kornyezetiikben a legvaltozatosabb
stresszhatasokkal kell szembenéznilik. Szamos tanulmany végzett genomexpresszids
mintdzatra vonatkozd vizsgalatokat élesztokben, hogy megallapithassédk, mely gének vesznek

részt a stresszvalaszban (Gasch és mtsai, 2000; Enjalbert és mtsai, 2003; Gasch, 2007). A



kisérletekben fény deriilt arra, hogy a genom egy igen jelentds hanyada reagal a stresszre,
mely élettani folyamatot kdrnyezeti stresszvalasznak (ESR) nevezziik.

Az ESR-t els6ként a pékélesztoként ismert Saccharomyces cerevisiae esetén vizsgaltak.
Az élesztét hésokknak, oxidativ stressznek, ozmotikus stressznek, tapanyag limitacionak,
DNS karositasnak ¢és extrém pH-nak tették ki. Az altalanos stresszvalaszban mintegy 900 gén
vesz részt, ezek koziil 300 gén aktivalodik és 600 gén represszalddik (Causton és mtsai 2001).
Az ESR a Schizosaccharomyces pombe esetén is jelen van, habar a két faj fejlédési utja 500
millié éve valt kiilon. Az ESR megléte azonban bizonytalan C. albicans esetében, annak
ellenére, hogy a S. cerevisiaet6l csupan 200 millié éve valt el (Gasch, 2007). Enjalbert és
mtsai (2003) kisérleteiben ozmotikus és oxidativ stressz kezelésnek tették ki a C. albicanst,
majd DNS chip technolégiaval vizsgaltak a génexpressziot. A teszt eredményeként ~ 100 gén
expresszalodott, de ez a géncsoport nem volt olyan egységes, mint a S. cerevisiae esetén.
A Kisszamu géncsoport szabalyozasa is eltérd, hiszen a Hogl stressz-aktivalt protein kinaz
(SAPK) altal szabalyozva aktivalodik. Végsosoron elmondhatd, hogy az opportunista patogén
C. albicans a vizsgalt korilmények kozott aktival egy stresszvalaszt, de az eltér a
S. cerevisiae és Sch. pombe esetében leirtaktol (Enjalbert és mtsai, 2003).

Azok a gombasejtek, amelyek mar adaptidlodtak az enyhébb stresszhez, tolerdnssa
valhatnak ugyanazon stresszel szemben akkor is, ha az erdsebb, esetleg letilis dozisu,
valamint a kereszttolerancia felléphet mas, latszolag kiillonbozo tipust stresszekkel szemben
1s (Estruch, 2000). A stressz altal kivaltott novekedés csokkenés alapvetd fontossagu folyamat
annak érdekében, hogy a gomba minden hozzaférhetd forrasat a stressz elleni védekezésre
forditsa, és felkésziiljon a kozelgd stresszhelyzetekre (Castrillo és mtsai, 2007; Berry és
Gasch, 2008; Brauer és mtsai, 2008; Lu és mtsai, 2009; Berry €és mtsai, 2011; Slavov és mtsai,
2011, 2012; Zakrewska ¢és mtsai, 2011). Az irodalmi adatok a kereszttolerancia létezését
tilnyomorészt szintén a pékélesztoként ismert S. cerevisiae esetén irjak le. Szamos és eltérd
kisérleti adat talalhatd a szakirodalomban, amely a kereszttolerancia jelenségét vizsgalja
kiilonb6z6 é€leszték esetén (1. tablazat). Az opportunista human patogén C. albicanst
agenseknek, H»O,-nek és menadionnak tették ki. Megallapitottak, hogy az ezekhez vald
adaptacio eredményeként, ha ugyanezen agensek letalis dozisaval kezelték a sejtet, azokra
szintén tolerdnssd valt. Enjalbert és mtsai (2003) azonban nem figyeltek meg
kereszttoleranciat transzkriptom vizsgéalataik sordn, ami megerdsitette a feltételezésiiket,
miszerint a gombanak nincs altalanos stresszvalasza. Smith és mtsai (2004) azonban a Hogl

stressz aktivalt protein kindz vizsgalata soran alkalmazott stressz kondiciok alatt (0,3 mol™



NaCl) észlelték a kereszttolerancia jelenlétét. Ezek alapjan megallapitottak a C. albicans
kereszttolerancidjanak létezését, de csak abban az esetben, ha a Hogl a stressz altal aktivalt
allapotban van. Elméletiiket bebizonyitasara Enjalbert és mtsai (2003) altal alkalmazott
stresszhatasoknak tették ki a gombat, kis dozisi H,O; kezelést kovetden. Ahogy korabban
Jamieson ¢€s mtsai (1996) megallapitottak, kis dézist (0.4 mM) H,O, kezelés utan a nagy
dozist H,0,-vel szemben is ellenallova valt a gomba. Ezen talmendleg Smith és mtsai (2004)
azt talaltak, hogy az elézetes ozmotikus kezelés (0,3 mol™ NaCl), amely aktivalja a Hogl
protein kindzt, megvédi a sejtet a 100 mM H,0; kezeléssel szemben. Az eldzetes hdstressz
azonban, amely nem aktivalja a Hogl-et, nem valt ki kereszttoleranciat C. albicans esetén (1.
tablazat).

Habar az ESR és a kereszttolerancia kozotti kapcsolat ésszerlinek tiinik, Berry és Gasch
(2008) ¢és Berry ¢és mtsai (2011) szerint az ESR elegendd, hogy az élesztd megbirkdzzon az
egyedi stresszhatasokkal, de nem kielégité magyarazat a kereszttoleranciara S. cerevisiaeben.
Amellett, hogy latszolagos kiilonbség van a kereszttolerancia és az ESR méretében és
szabalyozasaban, masik nagy eltérés a C. albicans és a S. cerevisiae kozott a figyelemreméltd
morfoldgiai plaszticitas, amely magaba foglalja az ¢leszt0—hifa atalakuldst (Whiteway és
Nantel, 2006), ami egy kulcselem a gazdaszervezetben vald elterjedés soran ennél az
opportunista patogénnél (Mavor és mtsai, 2005). Arra kovetkeztethetnénk, hogy a C. albicans
a kornyezeti stresszre foképpen a morfologiai valtozassal valaszol az ESR hasznalata helyett
(Gasch, 2007; Enjalbert és mtsai, 2006). Az eddigick soran még nem vizsgaltak a
kereszttolerancia és a kornyezeti stressz hatdsara kialakult morfologiai valtozas kozotti
korrelaci6 1étezését vagy nem létezését.

Elokisérleteinkben a mutansok segitségével valaszt kaptunk azon kérdésiinkre, miszerint a
megnovekedett oxidativ stressz tolerancia eldidézi-e a kereszttolerancidt mas stresszhatasok
esetén, ami az ESR jelenlétére utal. A sziil6i és a mutans torzsek 6sszességének adott stressz
hatasara bekovetkezett novekedés valtozasanak vizsgalataval Kapott eredményeink azt
mutattak, hogy az oxidativ stressz tolerans C. albicans mutans térzsek novekedés valtozasa
szignifikansan kisebb a C. albicans sziil6i torzseknél. Tehat a megnovelt az oxidativ stressz
toleranciaval rendelkezé C. albicans mutans torzsek a sziiléi torzsekkel 6sszehasonlitva,
altalanossagban jobban tiirték az ozmotikus, nehézfém, sejtfal, sejtmembran, UPR-t generalo,
ho, hideg, és pH (savas és lugos) stresszt kivalto agensek altal okozott stresszt. Ebbdl lathato,
hogy a mutans térzsek oxidativ stressz toleranciaja megnovelte a sejtek stressztiirését az
alkalmazott stresszorok mindegyikénél. Ez a meglévd keresztvédelem az ESR jelenlétére utal,

annak ellenére, hogy az ESR géneknek még csak kis részét azonositottak ebben a gombaban.



gy a TDK dolgozatban a célunk azon feltevés megvalaszolasa volt, hogy a stressz hatasra
kialakult morfologiai valtozasok Gsszefiiggésben vannak-e a stressz generald agensek kozott

fennallo kereszttoleranciaval és igy az ESR-al C. albicans esetén.
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1. tablazat A szakirodalomban fellelhet6 kereszttolerancia vizsgalatok kiilonboz6 élesztok esetén (+ = van kereszttolerancia, - = nincs kereszttolerancia,

LN = folyékony nitrogén, HP = hidrogén-peroxid, MD = menadion, HHP = magas hidrosztatikus nyomas).

Elozetes kezelés Letalis stressz Irodalom Vizsgalt éleszto | Kereszttolerancia
oxidativ stressz (0.4 mM HP; 0.5 mM MD) | oxidativ stressz (0- 100 mM HP) Jamieson és mtsai (1996) C. albicans +
oxidativ stressz (0.4 mM HP; 0.5 mM MD) | plumbagin (0- 0.7 mM) +
héstressz (23 — 37 °C) oxidativ stressz (1.6 mM HP) Enjalbert és mtsai (2003) C. albicans +
oxidativ stressz (0.4 mM HP) hostressz (37 °C) -
ozmotikus stressz ( 0.3 M NaCl) héstressz (37 °C) -
héstressz (37 °C) oxidativ stressz (25-100 mM HP) Smith és mtsai (2004) C. albicans -
ozmotikus stressz (0.3 M NaCl) oxidativ stressz (25-100 mM HP) +
oxidativ stressz (0.4 mM HP) oxidativ stressz (25-100 mM HP) +
hostressz (38 °C) bleomycin (15 pg/ml) Keszenman és mtsai (2005) S. cerevisiae +
ozmotikus stressz (0.7 M NaCl) héstressz (47 °C) Trollmo és mtsai (1988) S. cerevisiae +
oxidativ stressz (1 mM MD) oxidativ stressz (1- 5 mM HP) Jamieson (1992) S. cerevisiae +
nehézfém stressz (0.1 mM Fe (111)) nehézfém stressz (2.5 mM Cr (111)) Fujs és mtsai (2007) S. cerevisiae +
oxidativ stressz (0.5 mM MD) plumbagin (7 uM) Castro ¢és mtsai (2008) S. cerevisiae +
plumbagin (0.5 uM) plumbagin (7 uM) +
plumbagin (0.5 uM) oxidativ stressz (20 mM MD) -
ozmotikus stressz (0.3 M NaCl) ozmotikus stressz (3 M NaCl) Schiiller és mtsai (1994) S. cerevisiae +

héstressz (37 °C)

ozmotikus stressz (3 M NaCl)
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1. tablazat A szakirodalomban fellelhet6 kereszttolerancia vizsgalatok kiillonboz6 élesztok esetén (+ = van kereszttolerancia, - = nincs kereszttolerancia,

LN = folyékony nitrogén, HP = hidrogén-peroxid, MD = menadion, HHP = magas hidrosztatikus nyomas).

Elézetes kezelés Letalis stressz Irodalom Vizsgalt éleszté | Kereszttolerancia

hostressz (37 °C) fagyasztas-olvasztas stressz (-20 °C) Park és mtsai (1997) S. cerevisiae

oxidativ stressz (0.1 mM HP)

metabolikus stressz (5 pg/ml

cikloheximid)

ozmotikus stressz (0.7 M NaCl)

oxidativ stressz (0.4 mM HP) nehézfém stressz (0.5- 6 uM HgCly) Westwater és mtsai (2002) S. cerevisiae +

nehézfém stressz (0.3 mM CdCl,) nehézfém stressz (0.5- 6 uM HgCly) +

oxidativ stressz (1 mM MD) nehézfém stressz (0.5- 2 uM HgCl,)

oxidativ stressz (0.2 mM HP) oxidativ stressz (2 mM HP) Collinson and Dawes (1992) S. cerevisiae

oxidativ stressz (0.2 mM HP) héstressz (52 °C) -

héstressz (37 °C) oxidativ stressz (2 mM HP) +

etanol (6%)+ pH 4.5 héstress (52 °C) Coote és mtsai (1991) S. cerevisiae +

szorbinsav (9 mM) + pH 4.5 hostress (52 °C) +

héstressz (37 °C) oxidativ stressz (4 mM MD) O'Brien és mtsai (1993) S. cerevisiae +

oxidativ stressz (0.2 mM HP) oxidativ stressz (4 mM MD) +

oxidativ stressz (0.2 mM MD) héstressz (49 °C) -

héstressz (37 °C) héstressz (52 °C) Lewis és mtsai (1995) S. cerevisiae +
fagyasztas-olvasztas stressz (LN-25 °C) +
ozmotikus stressz (1.5 mM NaCl) +

ozmotikus stressz (0.3 M NaCl) hostressz (52 °C) +
fagyasztas-olvasztas stressz (LN-25 °C) +
ozmotikus stressz (1.5 mM NaCl) +
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1. tablazat A szakirodalomban fellelhet6 kereszttolerancia vizsgalatok kiillonboz6 élesztok esetén (+ = van kereszttolerancia, - = nincs kereszttolerancia,

LN = folyékony nitrogén, HP = hidrogén-peroxid, MD = menadion, HHP = magas hidrosztatikus nyomas).

El6zetes kezelés Letalis stressz Irodalom Yizsgzj]t Kereszttolerancia
€leszto

héstressz (37 °C) + cikloheximid (50 pg) | héstressz (52 °C) Lewis és mtsai (1995) (@)
fagyasztas-olvasztas stressz (LN-25 °C) -
ozmotikus stressz (1.5 mM NaCl) @)

ozmotikus stressz (0.3 M NaCl) +

cikloheximid (20 pg) héstressz (52 °C) (1)
fagyasztas-olvasztas stressz (LN-25 °C) -
ozmotikus stressz (1.5 mM NaCl) )

oxidativ stressz (0.4 mM HP) nyomas (220 MPa HHP) Palhano és mtsai (2004) S. cerevisiae +

etanol stress (6 %) +

hideg stressz (10 °C) +

héstressz (40 °C) oxidativ stressz (5 mM HP) Pereira és mtsai (2001) S. cerevisiae +
héstressz (51 °C) +
etanol stress (10 %) +
héstressz (48 °C), pH stressz (327 mM

héstressz (39 °C) ecetsav), oxidativ stressz (10 mM HP) Zakrzewska és mtsai (2011) S. cerevisiae +

hideg stressz (10 °C)

héstressz, pH stressz, oxidativ stressz

+ (- = hideg-hdstressz)

pH stressz (1.2 mM szorbinsav)

héstressz, pH stressz, oxidativ stressz

+

oxidativ stressz (0.15 mM HP)

héstressz, pH stressz, oxidativ stressz

+
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3. Célkitiizés

Dolgozatom témaja a terc-butil-hidroperoxid (tBOOH) tolerans C. albicans torzsek
vizsgalata ¢s annak kideritésére, hogy a megndvekedett oxidativ stressztolerancia
eredményeként az altalunk alkalmazott kiilonbozo stresszt kivaltd agensek hatasara létrejott
morfologiai tranzicio Osszefiiggésben van-e a kornyezeti stresszvalasszal (ESR) az
opportunista patogénben.

A mikroorganizmusoknak szembe kell nézniilk a kornyezetikkben fellépd
stresszhatasokkal. A genom jelentés hanyada reagal a stresszre, ennek az élettani folyamatnak
az elnevezése az ESR (Gasch és mtsai, 2000; Enjalbert és mtsai, 2003; Gasch, 2007). A C.
albicans ESR-ra vonatkozodan eltéré irodalmi adatokat talalhatunk. A transzkriptom szinti
vizsgalatok kimutattdk, hogy nagyon kevés azon gének szdma, melyek az 4ltalanos
stresszekre indukalodnak vagy represszalodnak (Enjalbert és mtsai, 2006). A Saccharomyces
cerevisiaeben az altalanos stresszvalasz megléte el6idézi a keresztvédelmet, azaz egy
korabban elszenvedett stresszhatas eredményeként, ha sejteket egy masik tipust, akar er6sebb
vagy letalis stressznek tessziik ki, azzal szemben is ellendllova valnak. Enjalbert és mtsai
(2006) csak gyenge kereszttoleranciat talaltak, amikor a C. albicanst oxidativ stressz kezelés
utan hdsokknak tették ki, és egyaltalan nem figyeltek meg, amikor a sejtek erés hésokknak
voltak kitéve az enyhe ozmotikus stresszhez vald adaptaci6 utan. Smith és mtsai (2004) abban
az esetben pedig semmilyen kereszttoleranciat nem figyeltek meg, amikor a sejteket H,O,-dal
kezelték hdstressz utan. Megallapithatd tehat, hogy kereszttolerancia akkor 1ép fel az
opportunista patogénben, ha a Hogl protein kinazt az alkalmazott stressz aktivalja (Smith és
mtsai, 2004). Az oxidativ stressz tolerans C. albicans torzsek esetén, a tanszéken elvégzett
korabbi kisérletek soran szintén megfigyeltilk a kereszttolerancia jelenségét, tehat az ESR
jelenlétét.

A C. albicans az emberi szervezetben dimorf gombaként viselkedik, képes tehat arra,
hogy az ¢leszté—hifa morfologiai atalakuldssal a gazdaszervezetben kolonizéaljon. Ezt az
atalakulast a gomba kornyezetében bekdvetkezett olyan valtozasok is indukélhatjdk, mint a
hémérséklet, pH megvaltozdsa vagy tapanyaglimitacio (Ernst, 2000). Az altalunk alkalmazott
stresszhatdsok mindegyikénél megvizsgaltuk a kialakult morfoldgiai formakat, igy
megallapithatd van-e Osszefliggés az eldzetes kisérletek soran a stressz generald agensek
kozott felfedezett kereszttolerancia jelenségével, ezen keresztiil pedig az ESR-rel.

A kisérleteinkhez C. albicans ATCC 14053 sziil6i, AF06 tBOOH tolerdns mutans,

valamint emberi szervezetbOl szarmazod klinikai izolatumok vad és oxidativ stressz tolerans
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crer

tartalmazo tapoldatokban valo tenyésztéssel hoztak l1étre Fekete és mtsai (2007, 2008). Ezek a
torzsek igy toleranssa valtak az oxidativ stresszel szemben ¢€s antioxidans védelmi rendszeriik
folyamatosan indukalt. Kisérletiinkben a C. albicanst mindazon stressz hatasoknak kitettiik,
amelyekkel a gazdaszervezetben, illetve a szervezeten kiviili helyeken egyarant talalkozhat.
Ennek érdekében a sziléi és mutans C. albicans torzseket oxidativ, ozmotikus, nehézfém,
sejtfal, sejtmembran, Unfolded Protein Response-t (UPR) generalo, tovabba pH, hideg és ho
stresszt kivaltd agensekkel kezeltik. A kisérletek folyaman megvizsgaltuk az egyes
tenyészetekben kialakult morfologiai formékat, valamint egyes torzsekben a gliikoz
fogyasztast is nyomon kovettik. A kisérletek sordn az opportunista human patogén C.

albicanst a kovetkezd stressz kezeléseknek tettiik ki:

I.  Oxidativ stressz (tBOOH, H,0,, MSB, NaOClI)

Il.  Ozmotikus stressz (NaCl, KCI, Szorbitol, Fludioxonil)

I1l.  Nehézfém stressz (K,Cr,O7, Cd(CH3COO),, AgNO;)

IV. Sejtfal stressz (Kongovorss, Calcofluor white (CFW))

V. Sejtmembran stressz (Ketokonazol)

VI. Unfolded Protein Response- t (UPR) kivalto stressz (Dithiothreitol (DTT))
VII. Savanyodas (pH 2.0)

VIII. Lugosodas (pH 10.0)

IX. Hideg stressz (15°C)

X. Héstressz (42°C)

TDK dolgozatomban a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

(1) A Kkisérletek soran alkalmazott strsszorok estében a C. albicans torzsek milyen

morfologiai valtozason mennek keresztiil?

(2) A C. albicans torzsek stressz hatasra kialakult morfoldgiai valtozasai a stacioner

fazisba torténd 1épés eredménye-e?

(3) A C. albicans morfologiai atalakulasa kapcsolatban van-e az altalanos

stresszvalasszal?
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4. Anyag és modszer

4.1. Felhasznalt torzsek

Kisérleteink soran az ATCC 14053 (American Type Culture Collection) referencia
torzset, a 4774, 8387, 10934, 19890, 20072 szamu klinikai izolatumokat (2. tablazat),
valamint az ezekbdl eldallitott tBOOH tolerans mutans torzseket (AF06, 4774T, 8387T,
10934T, 19890T, 20072T) vizsgaltuk. A C. albicans klinikai izolatumok a DE-OEC Orvosi és
Mikrobiologia Intézet torzsgylijteményébdl szarmaznak. Az izolatumok kiilonb6zo é€letkoru,
nemil és betegségli személyekbdl szarmazd véletlenszeri mintak voltak (Fekete és mtsai,
2007, 2008). A C. albicans torzseket Sabouraud taptalajon (SDA; 2% gliikdz, 1% mikologiai
pepton, 2% agar, pH=5,6) tartottuk fenn.

2. tablazat Candida albicans klinikai izolatumok

Torzsek sorszama | Beteg kora és neme Diagnozis Mintavételi hely

4774 42 éves nd Keringési elégtelenség Vizelet

Langerhans sejtek

8387 10 éves lany ‘ o Szajiireg
hisztocitdzisa
10934 45 éves nd Végbélrak Kaniil
Trombocitopénias
19890 59 éves n6 Sebvaladék

trombotikus purpura

20072 34 éves férfi Pancreatitis Hastiregi drain
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4.2. A Candida albicans torzsek elotenyésztése

A morfoldgiai vizsgélatokhoz hasznalt torzsek el6tenyésztése Sabouraud dextréz
tapoldatban (SDB; 2% gliik6z, 1% mikolodgiai pepton, pH=5.6) tortént. A torzseket 5 ml SDB
tapoldatban 28 °C-on, 18 oran keresztiil razé inkubatorban (2.3 Hz) tenyésztettiik eld. Az igy

elokészitett kulturakat hasznaltuk fel a killonbozo stresszorokat alkalmazo6 kisérletekhez.
4.3. A Candida albicans torzsek vizsgalata

A sejteket az 4.2. pontnak megfeleléen elStenyésztettiik. A stressz generald agenst
tartalmaz6 20-20ml SDB tapoldatba az optikai denzitast 640 nm-en 0,1-re allitottuk be
(ODe40), majd a tenyészeteket 12 oran at 2.3 Hz frekvenciaval razattuk. Ezutan mintat vettiink
az egyes lombikokbol és éleszté (E), hifa (H) és pszeudohifa (PH) morfolégiai formékat
kerestiink faziskontraszt mikroszkoppal (Gyetvai és mtsai, 2006). A morfologiai formak
azonositasa Sudbery és mtsai (2004) mddszere szerint tortént. Az ATCC 14053, AF06, 19890
¢és a 19890T torzsek esetén 3, 6, 9 és 12 ora elteltével is nyomon kovettiik a sejt morfologiat

(Sudbery és mtsai, 2004) és gliikkoz felhasznalast (Erdei és mtsai, 2011).
4.3.1. A Candida albicans torzsek stressz kezelése

4.3.1.1. Oxidativ stressz vizsgalata

A torzseket az 4.2. pontnak megfeleléen eldtenyészettiik, és oxidativ stresszt kivaltd
agensekkel kezeltiik a kdvetkezd koncentraciokban: 1 mmol L tBOOH, 2 mmol L H202,
1,2 mmol L™ MSB és 0,08 mmol L™ NaOCI.

4.3.1.2. Ozmotikus stressz vizsgalata

Az ozmotikus stressz vizsgalatokhoz felhasznalt anyagok ¢és koncentracidjuk a
kévetkezek voltak: 0,75 mol L™ NaCl, 1 mol L™ KCI, 1 mol L? szorbitol, 10 pmol L™
fludioxonil. A fludioxonilt 100%-o0s szobahémérsékletii dimetil-szulfoxidban (DMSO)
oldottuk fel, és igy adtuk hozza megfelel6 mennyiségben az SDB tapoldathoz.

A fludioxonil antifungalis szer és egyben ozmotikus stressz mimetikum is, ugyanis az

ozmotikus stresszt kivaltdo agensekkel megegyezden a Hogl Utvonalat indukalja, és noveli a

crcr
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4.3.1.3 Nehézfém kivaltotta stressz

A sejteket az 4.2. és 4.3.-s pontokban leirtak szerint tenyésztettiik el6, és készitettiik el a
tapoldatokat. Az alkalmazott nehézfémek és koncentracidoik 0,3 mmol Lt AgNOQOs,
64 umol L™ Cd(CH3COO0), és 0,5 mmol L™ K,Cr,07 voltak.

4.3.1.4 Sejtfal, sejtmembran ¢s Unfolded Protein Response-t (UPR) kivalto stressz

A sejtfal stresszt kongovords és calcofluor white (CFW) segitségével valtottuk ki. A
festékeket a kovetkezé koncentracioban hasznaltuk: 64 pmol L™ kongévérds, 125 pmol L™
CFW. Az Unfolded Protein Response (UPR, kigombolyodott fehérje valasz) kivaltasdhoz
dithiothreitolt (DTT) alkalmaztunk 5 mmol L™ koncentracioban, desztillalt vizben feloldva. A
miel6tt az SDB tépoldathoz adtunk, metanolban oldottunk fel.

A CFW ¢és a kongovords festékek sejtfal integritds megzavarasara alkalmazhatéak. Mig a
CFW a gomba sejtfal cellulozahoz és kitinjéhez kotddik hozza, addig a kongovords hatasa
gombatenyészetekben sokrétii lehet: hathat a kitin szintdzokra, vagy a ndvekedd csucsok
falara, kotédhet a gliikdn oldallancok csoportjaihoz, ezaltal meggatolva a kitin
mikrofibrillumokka kristalyosodasat és a kitin-gliikan keresztkotések kialakulasat (Vannini és
mtsai, 1983; Roncero és Duran, 1985). Ha az endoplazmatikus retikulumban (ER) hibas
fehérjék halmozodnak fel, akkor a sejt UPR-t indukal, amely az ER specifikus chaperonok
hibas fehérjék felhalmozodasat fogja eredményezni az ER-ban igy indukalva az UPR-t
(Pollard és mtsai, 1998). A ketokonazol a gombasejt membran permeabilitasi zavarat okozza,

azaltal, hogy a sejtmembran ergoszterin bioszintézisét gatolja (Gergely, 1999).

4.3.1.5. pH, ho és hideg stressz vizsgalata

A pH vizsgalathoz az SDB tapoldatot el6zetesen beallitottuk a megfeleld kémhatastra. A
kisérleteket lugos (pH 10.0) és savas kémhatason (pH 4.0) végeztiik 28 “C-on.

A hdstressz vizsgalatakor szintén 1 ml sejtszuszpenzidt adtunk 20 ml SDB tapoldathoz. A

vizsgalatot 42 °C, hideg stressz esetén 20 °C homérsékleten végeztik.
4.3.2. A Candida albicans torzsek morfolégai vizsgalata

A C. albicans ATCC 14053 sziil6i és AF06 mutans, valamint a 4774, 8387, 10934, 19890
és 20072 szamu klinikai izolatumokat ¢s mutansaikat (4774T, 8387T, 10934T, 19890T,
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20072T) oxidativ, ozmotikus, nehézfém, sejtfal, sejtmembran, Unfolded Protein Response-t
kivalto, pH, ho ¢és hideg stressz kezelésnek tettiik ki. Minden vizsgalat esetén készitettiink
kontroll tenyészetet, amelynél semmilyen stresszt kivaltd agenst nem alkalmaztunk. A C.
albicans tenyészetekben 12 o6ra elteltével, mig az ATCC 14053, AF06, 19890, 19890T
torzseknél 3, 6, 9 o6ranal is vizsgaltuk a morfoldgiai valtozasokat. A pszeudohifat a hifatol a
szeptumok megjelenése alapjan kiilonitettiik el (Scherwitz és mtsai, 1978; Heddon és Buck,
1980; Shepherd és mtsai, 1985). A pszeudohifa és a hifa nagymértékii hasonlosaga esetén a
megkiilonboztetés egyszerli moddja a szélesség mérése, mert a pszeudohifa szélessége
nagyobb, mint a hifa¢. A hifa szélessége ~ 0.2 um, a pszeudohifa minimum szélessége pedig
~ 0.28 um (Sudbery, 2001). A sarjaddo gombasejteket pedig gdmb alaka vagy ovalis
képletekként figyelhetjiik meg (Gergely, 2003). A vizsgalatokat faziskontraszt mikroszkoppal
40X-es nagyitason, valamint CFW festést kovetden UV fluoreszcens mikroszkoppal
végeztik. A képeket Euromex Holland (objektiv 40X0.65 fazis DM) és OLYMUS BX40
(objektiv DApo 100 UV 1.30 olaj 160/017) segitségével rogzitettiik.

4.3.3. Gliik6z mérése vékonyréteg kromatografia segitségével

Az ATCC 14053, AF06, 19890, 19890T torzseket 12 oran keresztul inkubaltuk a 4.3.1.
pontban felsorolt koriilmények kozott. A tenyészetekbdl 3, 6, 9, 12 ora elteltével mintat
vettiink. A fermentlébdl 0,5 pl-t Hamilton fecskendé segitségével HPTLC szilika gél 60
(20x20 cm) lemezre vittiink fel. A lemezeket az alabbi kozegben futtattuk meg: 30 ml
diklormetan, 25 ml metanol, 6 ml viz. Az elohivast 10 %-os kénsavas abszolut etanollal
végeztik el. Szaradds utan a lemez 120 °C- on 5 percig hdlégsterilizatorban volt.
Fényképezést kovetden a kiértékelés Dr. Lazar Istvan egyetemi docens (DE-TTK Szervetlen-
¢és Analitikai Kémia Tanszék) altal kifejlesztett CpAtlas 1.0 program segitségével tortént
(http://sites.google.com/site/lazaristvan99/). A kalibracios gorbét 1,25 g/1, 2,5 g/1, 5 g/1, 10 g/l

és 20 g/l gliikéz standardok felhasznalasaval készitettiik el (Erdei és mtsai, 2011).

4.4. Felhasznalt vegyszerek

A kisérletekben felhasznalt vegyszerek a Sigma—Aldrich Kft. (Budapest, Magyarorszag)

¢és a Spektrum 3D Kft. analitikai tisztasagt termeékei voltak.
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5. Eredmények és értékelésiik

A dolgozat célja annak megallapitasa volt, hogy a kiilonb6zd stresszek altal kivaltott
morfologiai atalakulds kapcsolatban van-e az altalanos stressz tolerancidval. Az oxidativ,
ozmotikus, nehézfém, sejtfal, sejtmembran, Unfolded Protein Response-t (UPR) generald,
tovabba pH (sav és bazis), hideg és ho stresszt kivaltd agensekkel kezelt C. albicans 4774,
8387, 10934, 20072 klinikai izolatumok ¢€s oxidativ stressztolerans mutansaik (4774T, 8387T,
10934T, 20072T) esetében 12 o6ras tenyésztést kovetden, az ATCC 14053, AF06, 19890,
19890T esetén pedig 3 oranként faziskontraszt mikroszkop alatt vizsgaltuk a kialakult
jellemz6é morfologiai formakat (2-4. abra; 3, 4. tablazat). A hifak ¢és pszeudohifak
megkiilonboztetése szélességiik alapjan tortént. A hifak szélessége 2.1-2.9 pum, a
pszeudohifaké > 3.0 um. Emellett az utobbi négy torzsnél a gliikozfogyast is nyomon
kovettiik (5, 6. tablazat).
glikozfogyasi rata (5, 6. tablazat) és a relativ ritka élesztd—pszeudohifa/hifa (E—PH/H)
morfologiai valtasok jellemezték (2-4. abra, 3, 4. tablazat).

Az alkalmazott stresszorok koziil, csak a h8stresszt indukalo 42 °C-on figyeltiik meg a gliikoz
teljes felhasznalasat, ami a stacioner fazis elérését jelzi 9h elteltével az ATCC 14053, AF06;
mig a 19890T torzsnél 12h elteltével. Jelentds gliikkdz fogyast tapasztaltunk az ATCC 14053
¢és AF06 torzseknél oxidativ stresszt kivaléo NaOCI, ozmotikus stresszt kivalo szorbitol és pH
stresszt indukalo pH 10.0 esetén, illetve az AF06 torzsnél pH 4.0 értéken. A 19890 és 19890T
torzs vizsgalatakor ozmotikus stresszt indukald szorbitol és pH 10.0-nél figyeltiink meg
magasabb gliikoz felhasznalasi ratat (5. 6. tablazat).

A megfigyelt morfoldgiai valtozasok normal esetben lassuak és 6-12 ora elteltével figyelheték
meg, kivéve hdsokk esetén, ahol a hifa kialakuldsa kivételesen gyors és 3 oras inkubaciot
kovetden mar megfigyelhetd volt. Ahogy a 4. tablazatban Osszefoglaltuk, a vizsgalt C.
albicans torzsek kizardlag élesztd formaban novekedtek abban az esetben, ha nem volt
stresszhatas, €s ahogy arra szamitottunk, kiillonb6z0 tipust kornyezeti stresszek valtottak ki az
E—PH/H morfolégiai talakulast a vad és mutans torzsek esetén is.

A 4. tablazatban lathat6, hogy a 42 °C altal kivaltott E—H atalakulds minden tesztelt
torzs esetén végbement a tBOOH tolerancidjuktdl fiiggetleniil, és hogy a H,O, és K,Cr,0O
kitettség sok tenyészetben eredményezett E—>PH transzforméciét. Elmondhaté tehat, hogy a
42 °C, H,0, és K,Cr,07 stressztkivaltd agensek alakitottak ki legnagyobb aranyban a fonalas

morfologiat.
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Az ATCC 14053 referencia torzs, az ebbol ecloallitott AF06 oxidativ stressztolerans
mutans torzs, 4774, 8387 ¢és 10934 klinikai izoldtumok esetében ugyanazok a stresszorok
valtottak ki a fonalas morfologia megjelenését. A nehézfém stresszorok koziil a K,Cr,07, az
oxidativ stresszt kivaltd agensek kozil pedig a H,O, alkalmazéisakor figyelhetd meg
pszeudohifak kialakuldsa. A 8387T torzsnél csak a hdstressz idézi eld a hifak kialakulésat,
minden mas stresszor esetében élesztd morfologiat lathatunk. A 4774T torzs esetén a
sejtmembran stresszt kivaltd ketokonazol hatasara alakult ki pszeudohifa (4. tablazat, 2.
abra).

A 10934 sorszamu klinikai izolatum esetén az oxidativ stresszt kivaltd H,O, és a
nehézfém stresszt okozod K,Cr,O7 alkalmazéasakor alakult ki pszeudohifas forma. A 10934T
oxidativ stressztolerans mutans torzsnél a szorbitol altal kivaltott ozmotikus stressz, valamint
a KyCr,0y7 és pH 4.0 hatasara fejlédik ki pszeudohifa (4. tablazat).

A 19890 klinikai izolatum az oxidativ stresszt kivaltd NaOCl; az ozmotikus stresszt
generald KCl; a nehézfém stresszt indukald K,Cr,O7 tapasztaltuk a pszeudohifa megjelenését.
A 19890T szdml mutdns torzs az emlitett stresszorok mellett még nehézfém stressz esetén
alkalmazott Cd(CH3COO), ¢és K,Cr,07 agensek, sejtfal stresszt indukald kongdvoros, pH10 és
20 °C esetén is kialakul a pszeudohifa. Emellett ozmotikus stresszt generalé NaCl
alkalmazasakor hifa morfologiat tapasztaltunk. Szintén megfigyelhetd mind a sziiléi, mind a
mutans torzs esetén a hdstresszt indukaldo 42 °C— on a hifdk megjelenése (3. abra,
4. tablazat).

A 20072-es sziildi és a 20072T mutans torzsek is egymastol eltéré modon valaszoltak a
kiilonbozd stresszhatasokra. A 20072 sziildi torzsnél pszeudohifat generalt az oxidativ stresszt
kivaltd NaOCl agens, a nehézfém stresszt indukald K,CrO7 és a sejtmembran stresszt okozo
ketokonazol. A 20072T sorszamu tBOOH tolerans mutans torzs nehézfém stresszt indukalod
Cd(CH3COO0),, hideg stressz kezeléskor hasznalt 20 °C és sejtfal stresszt kivaltd ketokonazol
alkalmazasakor tapasztaltuk az éleszté > pszeudohifa morfologiai atkapcsolast (4. tablazat).

A szerzett tBOOH tolerancia nem gatolta (pl. 8387 és 8387T torzsek) és nem is
serkentette (pl. 19890 és 19890T torzsek) az E—PH/H atalakulasat az alkalmazott szamos
stressz koriilmény alatt, habar a legtobb torzs €s stressz esetén, amelyet teszteltiink az élesztd
volt az egyetlen megfigyelhetd morfologiai forma.

A fonalas morfologiai formdk (pszeudohifa és hifa) eléforduldsdnak gyakorisaga nem
kiilonbozott szignifikansan a tBOOH tolerans mutans és vad torzsek esetében. A morfologia
valtasok szazalékos ardnya 17,09% mind a sziil6i, mind a mutans térzseket figyelembe véve,

lebontva a vad és oxidativ stressztolerans torzsekre ez az érték a kovetkezOképpen alakul:
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17,50%-ban tortént morfoldgiai valtds a sziildi torzsek esetében és 16,67%-ban a mutans
torzsek esetében (3. tablazat). Fontos megjegyezni, hogy a fonalas sejt morfologia (H, PH)
csak kevert formaban (H+E, PH+E) figyelheté meg a tanulmanyozott tenyészetekben
(4. tablazat).

A morfologiai atalakuldsok tehat erdsen fliggenek az alkalmazott stressztdl, és a fajon
hogy a C. albicans a kornyezeti stresszre valaszolhat a morfoldgiai atalakulassal, de ez
stresszkoriilmény ¢€s torzsfiiggd, azaz minden bizonnyal nincs a kereszttoleranciaval

Osszefliggésben és igy nem az ESR indikatora.

3. tablazat A sziil6i és mutans Candida albicans torzsek stresszt kivaltd agensek hatasara

kialakult morfoldgiai formainak szazalékos eloszlasa

Morfolégia/Torzsek aranya (%) | Osszes tesztelt torzs | Sziil6i tBOOH t,o lerans
mutans

Eleszt6 (E) 100 100 100

Pszeudohifa (PH) 11,67 11,67 11,67

Hifa (H) 5,42 5 5,83
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4. tablazat A Candida albicans sziil6i és mutans torzsek morfologidja az alkalmazott stresszt kivalto agensek hatasara (E — élesztd,

PH — pszeudohifa, H — hifa).

Stressz/Torzs ?Iocsg AF06 | 4774 | 4774T | 8387 | 8387T | 10934 |10934T | 19890 |19890T | 20072 | 20072T
Kontroll E E E E E E E E E E E E
tBOOH E E E E E E E E E E E E
H,0, PH+E | PH+E | PH+E E PH+E E PH+E E E E E E
MSB E E E E E E E E E E E E
NaOCI E E E E E E E E PH+E E PH+E E
KCI E E E E E E E E PH+E E E E
NaCl E E E E E E E E E H+E E E
Szorbitol E E E E E E E PH+E E E E E
Fludioxonil E E E E E E E E E E E E
AgNO; E E E E E E E E E E E E
Cd(CHsC0OO0), E E E E E E E E E PH+E E PH+E
K,Cr,0- PH+E | PH+E | PH+E E PH+E E PH+E | PH+E | PH+E | PH+E | PH+E E
CFW E E E E E E E E E E E E
Kongovordos E E E E E E E E E PH+E E E
Ketokonazol E E E PH+E E E E E E E PH+E | PH+E
DTT E E E E E E E E E E E E
pH 4.0 E E E E E E E PH+E E E E E
pH 10.0 E E E E E E E E E PH+E E E
20°C E E E E E E E E E PH+E E PH+E
42°C H+E H+E | H+E | H+E | H+E | H+E | H+E | H+E | H+E | H+E | H+E | H+E
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5. tablazat A maradék glitkoz koncentracio (zold, mmol ™) és a morfologia (piros) valtozasa az idében a kiilonbdzé stresszhatasoknak kitett

Candida albicans torzsek (ATCC 14053, AF06) esetén (E — élesztd, PH — pszeudohifa, H — hifa). A kezdeti gliikkoz koncentracio

20 mmol 1'%,
Stressz/Torzs ATCC 14053 AF06
Kitettség ideje 3h 6h 9h 12h 3h 6h 9h 12h

Kontrolll 18.0, K 16.2, K 13.3,E 48, E 15.8, E 14.37, E 11.63, E 7.46, K
tBOOH 18.596, E | 17.146, E 15.021, £ 12.628, £ 16.055, £ 14.209, E 12.664, £ 11.547, £
H,0, 18.937, E | 17.559, E |14.833, PH+E | 9.467, PH+E 19.053, £ 16.036, E | 13.085, PH+E | 6.712, PH+E
MSB 18.947, E | 18.254 E 17.425, £ 14.899, E 16.082, £ 15.47, E 12.081, £ 9.279, E
NaOClI 15.284, £ | 14.335 E 9.151, E 1.945 K 13.001, £ 9.971, K 8.09, E 3.994, K
KCI 14244 E | 14.214 E 13.992, £ 13.474, £ 15.924, £ 14.841, £ 14.0, E 13.919, £
NaCl 18.791, E | 15354, E 13.665, £ 10.575, £ 18.549, £ 14.729, £ 12.427, K 10.112, £
Szorbitol 10.615, £ 8.171, K 7.64, K 2175, E 10.206, E 9.311, E 7.713,E 4.367, K
Fludioxonil 18.095,E | 16.501, E 14.885, £ 11.64, £ 15.16, E 14.846, £ 13.629, £ 9.798, E
AgNO; 18.007, K | 17532 K 12528, K 10.569, E 18.182, K 17.0, E 11.89, E 9.967, K
Cd(CH5CO0Q0),x2H,0 15425 K | 12.645 K 1147, E 11.199, K 18.936, K 14542, K 14.056, E 13.189, K
K,Cr,0, 16.005, E | 15.552, E |12.955, PH+E | 10.477, PH+E 15.325, £ 14.948, £ | 11.078, PH+E | 9.566, PH+E
CFW 19.249, E | 18.398, E 17.692, £ 8.471, K 19.04, E 18.116, £ 17.159, £ 9.876, K
Kongovoros 18.628, K | 16.773, K 16.216, K 14.323, E 17.697, K 16.556, £ 15.762, E 13.588, £
Ketokonazol 17.04, E 16.742, £ 15.465, £ 13.367, £ 16.809, £ 15.381, £ 14.632, £ 11.871, £
DTT 14.845 E | 13.699, E 12.327, E 10.251, £ 16.19, E 15.45, E 14.43 E 13.583, £
pH 4.0 17.144, K | 17.038 E 14.188, £ 8.149, E 18.556, £ 17.853, £ 14.862, E 4597, E
pH 10.0 13.73,E 12.32, E 9.682, E 447, E 14.802, £ 13.466, £ 9.788, £ 1.985, E
20°C 18.619, E | 18.407, E 17.179, £ 15.996, £ 18.952, £ 18.117, K 16.776, £ 14.714, £
42°C 17.637,H+E | 10.565H+E | <125 H+E | <1.25 H+E 19.705, H+E | 10.584, H+E | <1.25 H+E | <1.25 H+E
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6. tablazat A maradék gliikoz koncentracié (zold, mmol 1) és a morfologia (piros) valtozasa az idében a kiilonboz6 stresszhatasoknak kitett

Candida albicans torzsek (19890, 19890T) esetén (E — élesztd, PH — pszeudohifa, H — hifa). A kezdeti gliik6z koncentracio

20 mmol 1'%,
19890 19890T
Kitettség ideje 3h 6h 9h 12h 3h 6h %h 12h
Kontrolll 17.858, £ 16.371, £ 13.34, E 10.196, E 17.371, E 15.54, E 13.83, £ 5.65, K
tBOOH 16.652, £ 15.911, £ 15.453, £ 15.324, £ 18.339, £ 17.768, £ 16.802, £ 15.78, E
H,0, 17.99, E 15.24, E 14.21, E 13.11, E 16.58, E 15.3, E 13.82, £ 12.22, E
MSB 17.469, £ 14.401, £ 13.972, £ 12.49, E 17.557, £ 16.519, £ 12.367, £ 11.287, E
NaOCI 18.592, £ 17.33,E | 14.1, PH+E | 9.665, PH+E 18.395, £ 16.172, £ 14.96, £ 9.771, E
KCI 16.34, E 14.79, E 14.45 E | 13.046, PH+E 16.03, E 14.75, E 13.74, £ 12.21, E
NaCl 16.732, £ 14.854, £ 13.13, E 12.76, E 16.175, £ 14.04, E 12.622, H+E | 12.26, PH+E
Szorbitol 7.37, K 6.924, E 6.57, K 5.32, K 6.064, E 5.395, E 5.195, E 3.35, K
Fludioxonil 19.006, £ 15.793, £ 13.679, £ 12.343, £ 19.771, £ 15.862, £ 10.674, £ 6.974, E
AgNO; 18.789, E 16.207, E 13.998, E 12.391, K 17.806, E 15.361, K 13.359, K 1147, E
Cd(CH5CO0Q0),x2H,0 14.01, E 13.29, E 12.33,E 11.72, E 18.04, E 17.205, E | 15.514, PH+E | 14.973, PH+E
K,Cr,0, 19.01, E 18.24, E | 17.24, PH+E | 15.33, PH+E 18.05, E 16.446, £ | 14.455, PH+E | 13.501, PH+E
CFW 18.788, £ 17.49, E 15.756, £ 14.504, £ 19.19, E 16.86, £ 13.64, £ 7.24, K
Kongévoros 16.407, E 1557, E 13.833, E 12.95, E 13.87,E 124, K 12.073, K 9.155, PH+E
Ketokonazol 18.197, £ 14.472, £ 13.154, £ 11.993, £ 16.141, £ 14.025, £ 12.549, £ 11.872, £
DTT 12.23, E 10.91, E 8.9, K 8.63, K 18.246, £ 17.266, £ 16.54, £ 13.105, £
pH 4.0 19.116, E 15.925, E 15.18, E 14.02, E 19.2, E 15.187, E 13.31, E 6.29, £
pH 10.0 11.13, K 8.2, K 7.85, E 7.14, K 10.77, E 7.61, E 6.52, PH+E | 5.56, PH+E
20°C 19.961, £ 18.828, £ 16.919, £ 15.209, £ 19.102, £ 17.859, E | 16.446, PH+E | 15.123, PH+E
42°C 18.496, H+E | 15.246, H+E | 13.525, H+E | 11.062, H+E 15.736, H+E | 14.047, H+E | 4.45 H+E <1.25, H+E
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3h 6h 9h 12h
ATCC 14053 AF06 ATCC 14053 AF06 ATCC 14053 AF06 ATCC 14053 AF06

Kontroll

42°C

H,0O,

2. abra A Candida albicans ATCC 14053 és AF06 morfologiaja stresszmentes koriilmények kozott, valamint héstresszt indukald 42 °C és

oxidativ stresszt kivaltdo H,O, kezelés esetén (E — éleszt6, PH — pszeudohifa, H — hifa).
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3h 6h 9h 12h
19890 19890T 19890 19890T 19890 19890T 19890 19890T

3. abra A Candida albicans 19890 és 19890T morfologiaja stresszmentes koriilmények kozott, valamint oxidativ stresszt kivald NaOCl és

nehézfém stresszt kivaltd KoCr,O7 kezelés esetén (E — éleszt6, PH — pszeudohifa, H — hifa).
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4. abra A stressznek kitett Candida albicans torzsek tipikus morfologiai formai faziskontraszt
mikroszkop (A — F; scale bar: 20 pm) és UV fluoreszcens mikroszkop (G és H; scale

bar: 10 um;) alatt (E — élesztd, PH — pszeudohifa, H — hifa).
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6. Osszefoglalas

A Candida albicans az emberi szervezetben tapanyag limitacionak, pH és homérséklet
ingadozasnak, ozmotikus stressznek, toxinok jelenlétének, az immunredszer tdmadasainak
van kitéve. Ezért kifejlesztett egy védelmi mechanizmust, mellyel allanddan ellenérzi a
kornyezetét, hogy alkalmazkodni tudjon a kornyezeti stresszhatasokhoz. Ezt az egyediilallo
védelmi rendszert nevezziik kornyezeti stresszvalasznak (ESR; Gasch, 2007). A dimorf
gomba ¢leszté és hifa formaban egyarant megtalalhatd szervezetiinkben, valamint atmeneti
formaként megfigyelhetd a pszeudohifa (Sudbery és mtsai, 2004). A morfologiai valtas a
gomba szervezetben torténd kolonizaciohoz sziikséges (Mavor és mtsai, 2005, Gasch 2007).

Korabbi tanszéken elvégzett kisérletekhez tBOOH tolerans C. albicans torzseket
hasznaltunk fel a kereszttolerancia és az ESR jelenlétének bizonyitasara. Az elGzetes
eredményeink szerint az oxidativ stressz tolerans C. albicans mutansok esetén kialakul a
kereszttolerancia, ami az ESR jelenlétére utal. Az altalunk alkalmazott stresszorok ¢és
ugyanezen tBOOH tolerans C. albicans torzsek felhasznalasaval vizsgaltuk a kiilonb6z6
stresszhatasokra kialakult morfologidkat, amellyel valaszt kaphatunk a kérdésre, miszerint a
morfologiai valtas Osszefliggésben van-e a kereszttolerancia jelenségével, tehat az ESR-rel.

Ennek ¢érdekében C. albicans sziildi, illetve oxidativ stressz tolerans mutans torzseket
oxidativ, ozmotikus, nehézfém, sejtfal, sejtmembran, UPR-t generald, hé, hideg és pH stressz
kezelésnek tettiik ki, majd vizsgaltuk a kialakult morfologiat. A stresszorok alkalmazasakor a
C. albicans torzseket alacsony glikkozfogyasi rataval jellemezhetéek. A stresszmentes
tenyészetekben kizarolag élesztd sejteket figyeltiink meg, a stresszorok alkalmazasa pedig
eltérd esetekben valtott ki E—PH/H morfologiai valtozast. A tesztelt stresszkoriilmények
koziil, a 42 °C-os hoéstressz, valamint a KoCr,07 és HoO; kezelések valtottak ki leggyakrabban
a fonalas morfologiat (H, PH). Lathato, hogy a morfologiai atalakulasok erésen fliggenek az
alkalmazott stressztdl, és a fajon beliil is eltérnek, nem fiiggenek a sejtek oxidativ stressz

A szerzett tBOOH tolerancia nem gatolta és nem is serkentette az E—PH/H atalakulést
szamos alkalmazott stressz koriilmény alatt, ugyanis a fonalas morfologiai formak (PH, H)
eléfordulasanak gyakorisdga nem kiilonbozott szignifikansan a tBOOH tolerdns mutdns €s
vad torzseknél. A morfoldgia valtdsok szazalékos aranya 17,50% a sziildi és 16,67% a mutans
torzsek esetében. Fontos megjegyezni, hogy a fonalas sejt morfologia (H, PH) csak kevert

formaban (H+E, PH+E) figyelhet$ meg a tanulmanyozott tenyészetekben.
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A morfologiai atalakulasok tehat erdsen fliggenek az alkalmazott stressztdl, és a fajon beliil is

Gasch (2007) és Enjalbert és mtsai (2006) megallapitasa miszerint a gomba kornyezeti
stresszre morfoldgiai valtozassal valaszol az ESR haszndlata helyett, nem helytall6. A
dolgozatban Osszefoglalt eredményinkb6l ugyanis megallapithato, hogy a C. albicans a
kornyezeti stresszre valaszolhat morfologiai atalakulassal, de ez stresszkoriilmény és
torzsfiiggd, azaz minden bizonnyal nincs a kereszttolerancidval 0sszefiiggésben és igy nem az

ESR indikatora.
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