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1. BEVEZETES

Az elmult évtizedekben a rezisztedandida albicansés nem-albicansfajok okozta
fertozések szama & novekedést mutatott. A primycin antibiotikum saéhatasspektrumabdl és
sajatos hatdsmechanizmusabdl éemdmegoldast nyujthat a polirezisztens térzsek akazott
fertozések kezelésére vagy meipeisére.

A primycin mar alacsony koncentraciéban (0,08 mi*-t8l) hatdsos Gram pozitiv
baktériumokra, patogén gombakkal§ mr'-t3l, Gram negativ baktériumokkal szemben D
mi™-tsl fejti ki gatlé hatdsat, beleértve a polirezisatefajokat is. A primycin kilonbdiz
sztatinokkal kombinélva fokozottabb hatast fejirkvivo patogén élesék és fonalas gomba fajok
ellen. Jelenleg a primycin az Ebrimycin® gél hatga, melyet felszini mikrobialis fézéseknél
igen eredményesen hasznalnak, mivel rezisztenciakkilasat vele szemben még nem
tapasztaltak. Kisérletes adatok bizonyitjak, hogyimycin a vér alakos elemeire litikus hatast fejt
ki. Mivel a primycin ilyen sokféle sejttipusra hdtatdsmechanizmusanak vizsgalata igéretes
témanak bizonyult.

Munkdm kezdeti Iépéseként meghataroztuk a primydiatdsmechanizmuséat. A
hatasmechanizmus meghatarozasa alapjaul néhanypbkokdsérletes adat kiinduloponként
szolgalt, melyek szerint membran permeabilitasozalst és alkali kation kiaramlast'(KRb', Cs)
irtak le primycin kezelés hatasara human eritreona Ezen adatok és a sejtek sokfélesége alapjan
feltételeztik, hogy a primycin hatdsmechanizmusgafataban a plazma membran tamadaspont
irAnyaba kell elindulnunk. Azonban hozz4 kell tervtigy az ion kiaramlas 6énmagaban nem jelent
membran tamadaspontot. Példaul az azolok esetéqmsztalhatdé ion kiaramlas, annak a
kovetkezmeénye, hogy az ergoszterin bioszintéziskeggzimje a Cl4-es pozicidban &ekét
metilcsoport eltvolitasat végzdemetilaz enzim géatlodik. Ezaltal ergoszterin btlymetilalt
szterinek épillnek a plazmamembranba, amelyek megtd@ak a membran biofizikai
paramétereit €s bioldgiai tulajdonsagat, amely zokiointracellularis ionvesztéssel jar.

A munkam tovabbi része a primycin hatasmaédjavabiéogiai hatdsanak vizsgalataval
foglalkozik. A kisérletekhez egy klinikai izolatumblbszarmazdC. albicansszibi torzset és az
ebl®l eléallitott ergoszterin hianyos mutans térzset hasakdEzek a modellszervezetek lehet
tették a primycin hatadsara bekovetkeanembran dezorganizacié eés struktura valtozas
tanulmanyozasat, 0sszehasonlito elemzését. Ismeerveodell szervezetek pontos membran
Osszetételét, lehgtéglnk nyilt a primycin tdamadaspontjanak moleksilézinti elemzésére is.

Mivel a primycin egy antibiotikum komplex, amelyrbé fékomponenstél all, munkam

részét képezte az egyes komponensek membran retaségsgalata, egymassal, valamint



magaval a primycinnel valé 6sszehasonlitasa. Araggtok fontos informaciot szolgaltathatnak a
primycin esetleges ipari szintézisével kapcsolatliagy adott antibiotikum tamadaspontjanak és
hatasmechanizmusanak ismerete aldpveltétel egyrészt az antibiotikum gydgyszerkéntbva
engedélyezés folyamata soran, masrészt szerepstikjabz antibiotikum illetve annak

félszintetikus valtozatainak alkalmazasaban éstofefiesztéseben.



2. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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3. IRODALMI EL OZMENYEK

3.1. A primycin

A primycinrél, mint az el§ magyar antibiotikumrol Valyi-Nagy €s munkatarsiiseor
1954-ben a Nature-ben szamoltak be. A hatéanyagoteb tbrzset a viaszmolyQaleria
melonellg béltraktusabdl izolaltak. A primycinsillé antibiotikum, vizben rosszul (50 pg'mli

1, szerves oldészerekben jobban oldédik (pl. mékam2 pg mt).

3.1.1. A primycin szerkezete

A primycin valojaban egy antibiotikum komplex, ameh nem polién tipusu
makrolidlaktonok csoportjahoz tartozik. Komponehsegtegkromatografids maddszerrel
valasztottdk el. A vizsgalatok alapjan a primyaibkd mint hisz, egymas hatédsabse,
pozitiv toltési, rokon szerkezét (laktongyiris) molekuldkbol all6 anyagkeverék.
Oszlopkromatografias modszerrel 12 vegylletet lakéisztan, amelyek koézil 9 szerkezetét
deritették fol. Az addig megismert szerkézahyagok 3 alcsoportba (A, B és C) sorolhatdk,
termindlis funkcionalis csoporttdl fuggn (1. tdblazat). Igazoltdk, hogy az A1 komponens
50 %-ban, van jelen a keverékben. A primycin szzzkieképletét az 1. 4bra, & f
komponenseinek az R1 és R2 termindlis funkciord@aportok alkotéit pedig az 1. tablazat
mutatja (Aberhart és mtsi., 1970) .

1. &bra

A primycin szerkezete.



Al A2 A3 Bl B2 B3 C1l C2 C3
R1 a-D-arabinofuranozil H H H OH OH OH
R2 butil pentil hexil butil pentil hexil butil peiht hexil
1. tablazat

A primycin szerkezetében megtalalhat6 termindlis

funkcionalis csoportok.

3.1.2. A primycin hatasmechanizmusa

3.1.2.1. A primycin hatasspektruma

A primicin egy széles spektrumu antibiotikum, amatyEbrimycin gél® hatéanyaga. A
gél terapias alkalmazasanak ferllete a pirogen dofertozések megéké kezelése. A
baktériumok tdbbségénél a primycin hatékonysagahb&ptimuma pH: 8-as értéknél van.

Az Ebrimycin gélt felszini mikrobialis fefzések kezelésénél eredményesen hasznaljak,
mivel gatolja a Gram-pozitiv, Gram-negativ baktérak és a gombak novekedéset.
vezikulumok permeabilitasat néveli meg a szubsztrdzemben, a Gram-negativokét nem. E
kulénbséggel magyarazhaté az Ebrimycin® antibaklisrspektruma. Magasabb Ebrimycin®
koncentraciok a membran ATP-aznak gatloszerei, |lerzmgyarazhatdé a Gram-negativ
baktériumokkal szemben medgfigyelt ndvekedés gathas. Ebrimycin® a Gram-pozitiv
baktériumokra, és a polirezistens torzsekre is dvakl hatasd, a Gram-negativokra
bakteriosztatikus. A primycinnel szembeni rezisetarkialakulasat még nem irtak le.vivo
kimutattak, hogy a primycin szamos antibiotikum r(joélin, tetraciklin-szarmazekok,
sztreptomicin, neomicin) hatasat fokozza (Uri és0Ac1979, Uri, 1986, Balint, 1987, Biro és
Varkonyi, 1987, Meszaros és Vezekenyi, 1987, Papptéi., 1990, Nyilasi és mtsi., 2010).

3.1.2.2. ADNS tadmadaspont

A primycin hatdsméd kutatasanal lehetséges tAmadéigmt vizsgaltak a DNS-t és a
DNS illetve RNS polimerézh vitro. A vizsgélatok szerint a primycin kblcsénhatasiyzelt a

DNS-el. Blum (1965) adatai szerint a primycin neraltoztatta meg az izolalt DNS



olvadaspontjat, a poliA és poliu komplex képzéseatlamint a DNS molekuladk kozotti
komplexképzést, annak ellenére, hogy kdlcsonhatégpedt a dSDNS-séh vitro (ss DNS-sel
viszont nem)Esherichia coliban a primycin gatolta az RNS és DNS polimeraz16® puM-
os koncentracioban, amely koncentracio bioldgiaileg relevans hiszen & coli-nal mint
G-negativ baktériumnal a minimalis gatld koncentnaél kozel két nagysagrenddel
magasabb ez a kezelési koncentracié (Blum, 1965).

A fenti eredmények nem nyujtanak érdemi adatot éSBEk, mint tAmadaspontnak

vizsgalatahoz. Nem derul ki, hogy a primycin egplalt bejut-e a sejtbe.

3.1.2.3. Enzimek, enzimindukcid, mint lehetségesr@adaspont

A tovabbi enzimaktivitds primycin okozta valtozasah néhany farmakokinetikai,
toxicitasi adat a kovetkéket mutatta: patkany vérében nem volt kimutattgdoéillus subtilis
elleni aktivitas, ha 10 g kigot adtak orélisan, hasonléan nem volt a vérbemymin aktivitas
kimutathato, ha 150 mg Kgdermalis kezelést kapott a patkany, egérnél az0L®3000 mg
kg’ ordlis adagolas mellett, 56 mg kdntravénas adas esetén. Ez azt jelenti, hogyi allat
szervezetben a gyomorbol ésa@ Eelszinédl a primycin nem jut a vérpalyaba (Valyi-Nagy
€s mtsi., 1954).

Elé patkanyban a primycin géatolta a triptofan piroddzivitasat és 6tszorosére novelte a
maj tirozin aminotranszferaz aktivitasat. A pubtikik koncepcidja szerint ezek a kisérletek
feltételezték am vitro kisérletek alapjan a primycin—DNS kdlcsOnhatastzen keresztil az
enzimindukcios folyamatokra gyakorolt hatasat. Agfigyelt enzimaktivitas valtozadsok a
szerdk prekoncepcios kisérlettervezése ellenére nemsx@l( hogy a DNS—primycin
kélcsbnhatas miatt, hanem a magas dézisu primytag@as hatasara a membrankarositason
keresztll pleiotrop fizioldgiai hatasként jottekréé(Valyi-Nagy és Dardczy., 1967, Nogradi,
1988).

3.1.2.4. Plazma membran tamadaspont

Minden adat arra utal, de nem bizonyitja, hogy ianypein tamadaspontja a plazma
membran. Tisztdzatlan viszont, hogy a primycin anim&n melyik komponensével, milyen
modon lép kélcsdnhatasba.

Blask6 és mtsi. (1986) vizsgalatai ramutatnak ahegy a primycin molekulak,
szerkezetiuktl adédoan, egy lakton @yfit, egy cukor komponenst és egy guanidin csoportot
tartalmaz6 amfifil molekulaként a mesterséges mémiketts lipid rétegének a hidroféb
rétegébe képesek behatolni és dimer formdban iatorcskat képezni. Eritrocitakat és
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vororsvértesteket kezeltek primycinnel, majd méftékizotop kiaramlast a sejtekbmely
mar 3x10° mol I* primycines kezelés hataséara jetenndvekedést mutatott.

Az ismert plazma membran kéarositd antibiotikumokintmpéldaul a polién
antibiotikumok esetében az antibiotikum-plazmamembkolcsonhatas azon alapul, hogy
maga a vegyulet lipofil ezért be tud integralodnimembranba. Kélcsonhatasba 1ép a
szterinekkel addicios komplexet képezve — a koleatés efssége a szterin szerkezétét
flgg — a kélcsbnhatas eredményeképpen membrangdeunécio Iép fel. A dezorganizacio
soran ionok és makromolekula alegységek vesztésskerik be. (Ghannoum és Rice, 1999)

Az azol vegyiletek esetében a membrant karositdshazon alapul, hogy C14
demetilacio gétlas torténik. A demetilacio gatlamasodik és kdvetkézsejtgeneraciokban a
metilalt szterinek feldasuldsat eredményezi. Mindkealtal a membranfunkciéo modosul és a
hatoanyagok koncentraciojatél fitggn sejtpusztulas, kovetkezik be (Ghannoum és Rice,
1999, Hori és mtsi., 1993)

3.1.2.5. loncsatorna képé funkcio

A primycin ioncsatorna képgzmiikddése miatt koncentracidjaval egyenesen aranyos a
B. subtilissejtekisl kidramld ionok okozta vezétépesség ndvekedés. Mitokondriumoknal,
vorosvertesteknél szelektiv ionkiaramlast okoAedLromuszkuléris idegsejtekben fokozta az
acetil-kolin kiaramlasat. Ezen kisérletek is ioratést mutattak ki, de nem bizonyitottak,
hogy a primycin az ioncsatornakra hat (Mészaromts. 1979, Blasko és Gyorgyi, 1981,
Blasko és mtsi., 1979, 1986, Henderson és Marstizi}).

A vizsgalt ionok felvétele aktiv transzporttal ik és igy koncentralédnak a sejtben.
Ezen ionok vesztés#lr leadasarol nincs irodalmi adat. Ugyanakkor Kétés tény, hogy a
sejtek hypotonias kézegben folyamatosan veszitidejeekbe koncentralt ionokat, ami arra
utal, hogy a membranbarrier nem tokéletes és fidkuai, nevezetesen az ozmotikus
viszonyok csokkenése elegéralz ionvesztés kivaltdsahoz.
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3.2.Candida albicanamodellszervezet

3.2.1. ACandida albicangellemzése

A C. albicansegy opportunista patogén mikroorganizmus, amelyrkenzalistaként
megtalalhaté az emberi szervezet gasztrointesi@algenitourinalis rendszerében, valamint
hozzatartozik a & természetes mikroflérajahoz is. A legyengilt inmmandszer
kovetkezmenyekent (példaul kemoterapias kezelgsh aganatos betegek, HIV f&zbttek
€s Ujszulottek esetében) sulyos deéiseket okozhat. Az okozott kérképek sokfélesége és
kimenetele miatt - a gombas fé&rések és halalozasok mintegy 50%-ért, valaminiesz#k
altal okozott bels szervi mikdzisok 85%-ért feléd - az egyik legveszélyesebb human
patogén gombanak tekintik (Odds, 1988, Schereragel], 1990, Juranyi, 1998, Tortorano és
mtsi, 2006).

A diploid C. albicanstermészetben &lorduld izolatumait nagyfokl heterozigétasag
jellemzi, sem szexualis, sem paraszexualis sajigikhincs, illetve nem ismert. Ezért a fajban
lévé genetikai informacié atvitelére egyetlen lehetsegedd a szomatikus hibridizacio.
Kariotipizalasa alapjan az izolatumok kromoszonansz 6-8 (Berman és Sudbery, 2002).

Mivel a C. albicansegy eukariota szervezet a sejtbiolégiai folyanmathiegy része
hasonlé az emberihez, ezért az ellenik alkalmarifungalis szerek karos mellékhatdsokat
okozhatnak. A candidiazis kezelésére hasznalt dbagen okokbdl inkabb fungisztatikusak
mint fungicidek. A C. albicans kutatasokban az antifungalis szerek tamadaspahtjan
meghatarozasa ezért fontos szerepet tolt be (Beem&udbery, 2002).

Tamadaspont és vegyllettipus szerint a leghatasa@sdliungalis szerek: (i) a poliének
(pl. amfotericin-B, nisztatin), amelyek irreverziben kottdnek a gomba sejtmembranjanak
ergoszterin molekulaihoz; (i) az azolok (pl. milk@ol, flukonazol), amelyek gatoljak az
ergoszterin bioszintézist; (iii) és a DNS-analddpk 5-fluorocitozin), amelyek a gombak
fehérje szintézisét gatoljak DNS-szinten (GhannoésnRice, 1999, Berman és Sudbery,
2002).

A C. albicansnak harom sejttipusa létezik: (1) élésgejtalak (vagy blasztospora), (2)
pszeudohifa és (3) hifa (2. abra). A gdmbolydedtindllé éleszisejtek bizonyos kdrnyezeti
tényedk hatasara eltérsejttipusokat hoznak létre. A sejtek szérumbamttshbt képeznek,
amely fonalas képletekben (hifa vagy pszeudohifajomdbb. Az ilyen hiifak hosszlak és
erdsen polarizaltak. Mas korulmeények kozott, paldavtlynmikdzisnal a hifa mellett
kimutathatd a pszeudohifa sejttipus (2. abra). Aepdohifak altaldban egymashoz

kapcsolodo ellipszoid alaku éleégejteknek iinnek és elagaznak. A legfontosabb

12



kulonbségek az élesgtpszeudohifa és hifa sejttipusok k6zott a novekedérizaltsagaban,
a szeptin grii és a sejtmag elhelyezkedése, valamint az anyagejibzonyitott beizédés
elhelyezkedésében van. Mindezek a leanysejtek ds&idbk képességét befolyasoljak (2.
abra). A sejttipus valtas sejtfelszini antigén fghéaltast is jelenti, tehat egy virulencia
faktor, mely leheivé teszi, hogy a korokozo valtoztassa a sejttipaisé& ez altal ki tudjon
bajni” a humén szervezet humordlis és cellularidel@i rendszere alél (Berman és Sudbery,
2002, Sudbery és mtsi., 2004).

A C. albicansra jellem®, hogy tapanyag szegény kornyezetben klamidospé@z,
amelyek kialakulhatnak a pszeudohifak vagy a hif@gén egyarant. A klamidospérak nagy,
megvastagodott fall sejtek, amelyeknek- lés szarazsdg® képessége nagy. Mivel
klamidosporat aCandida fajok kozll csak aC. albicansképez, ezért ezt a tulajdonsagat
azonosito bélyegként hasznaljak (McGinnis, 198988, Barnett és mtsi., 1983).

= P e oy
& o)) b /‘j
F e DA e
O CCC &
Elesz#é )
& 7 ,ﬂ .
! ) ?/"L/;f
I:' _}6 (_j/(“jf { SEJTI\/IAG
\ Pszeudohifa /
K_J x/' C%// -
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2. 4bra
A C. albicanssejttipusai.
(Berman és Sudbery, 2002, Sudbery és mtsi., 2004)

A C. albicansrendszertanilag a fungi imperfecti csoportba takicamely csoport tagjai
mint eukaryota modellszervezetek kivaléan alkalrkasbiokémiai, molekularis és
sejtbioldgiai folyamatok tanulmanyozéséara (Bargstintsi., 2000).

A Candida genuszba tébb mint 150 faj tartozik, ezek kozibrdmn csak néhany
jelentbs orvosilag. A legjeleldsebb patogének &. albicansutan aC. dubliniensis C.

glabrata C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis;. lusitaniae, C. zeylandoides, C.
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pulcherrima, C. norvegica, C. lipolytica, C. incqsuaés aC. guilliermondii(Odds, 1988,
Haynes, 2001).

3.2.2. A kisérletek soran hasznalt torzsek jellemgé

Vizsgélatainkban a huméanpatogénalbicansimperfekt éles#t 2 torzsét hasznaltuk: a
nisztatin érzékenyC. albicans 33erg adenin auxotrof torzsét és ébbnitrozoguanidin
kezeléssel éRllitott nisztatin rezisztens, ergoszterin hianyag-2 mutanst. A mutans
keresztrezisztenciat mutatott az azol vegyuletedpadjaba tartozd6 mikonazollal szemben
(Pesti és mtsi., 1981a).

Meghataroztak négy polién antibiotikum (nisztatiamfotericin B, kandicidin,
piramicin) minimalis gatlé koncentraciéjat (MGK) re#l a két torzsnél. Azt tapasztaltak, hogy
mind a négy antibiotikum esetében em-2 mutans kevésbé volt érzékeny, mint a &izUl
33erg torzs. Nisztatin esetében tizenharomszoros, anmBwdlcszoros, kandicidinnél és
piramicinnél tizenhatszoros volt a kilonbség a k#kzs kozott. Majd megvizsgaltdk az
ergoszterin abszorpcids spektrumat, és mig aodisazdlzsnél az ergoszterin jellegzetes
négycsucsu spektrumat meg lehetett hatarozni, adigitans torzsnél ergoszterin nem volt
kimutathatd. Azerg-2 mutdnsban ergoszterin helyett zimoszterin és fekas intermedierek
felnalmozodasat bizonyitottak, amel\8-A7 izomeraz enzim mutaciéjanak tulajdonithato. A
sejtek a mutans torzs esetében az ergoszterin skiesgilkompenzaltak. Az egyes
foszfolipidek és zsirsavak aranyat oly modon vé#ttak meg, hogy a végeredmény a mutans
membranjanak merevebbé valasa lett, melyet a &zem vitro kisérletekben lipid
extraktumon bizonyitottak (Pesti és mtsi., 1985).

In vivo kisérletben protoplasztokat hasznalva megmérB3esay és azerg-2torzseknél
a plazmamembran rend paraméter (S) értékeit. Alkiek azt mutattak, hogy az ergoszterin
termeb 33erg torzshoz képest a fazistranzicios értélemg2 mutansban 13 °C-rél 17 °C-ra
nétt bizonyitva, hogy nem csak vitro, hanemin vivo is megndvekedett a plazma membran

merevsége (Pesti és mtsi., 2000).

3.3. A plazma membranok funkcioja

A plazma membrannak nemcsak a sejtek védekemdszerének kialakitasaban van
alapveb szereplk, de a transzport és a taplalkozasi fayakban is nélkil6zhetetlenek.

Megakadéalyozza az ionok és molekulak szabad (kamjadiffazidjat, ugyanakkor specialis
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transzportfolyamatok réven biztositjak a szukseggmgok felvételét és eltavolitasat. Ezaltal
a plazma membran hozzajarul az intracellularisagatos osszetételének kialakitdsahoz, ami
a sejt nikodéséhez szilkséges, és biztositja az anyagcsémgtonti szerepet toltenek be a
sejtek kozotti felismerésben, enzim Kkatalizisbeejt sadhézios és membran fuzios

folyamatokban (Gardos és mtsi., 1983, Somogyi, 1989

3.3.1. Allipid kettosréteg

1972-ben Singer és mtsi. leirtdk az ugynevezeyekany mozaik membran modellt,
amely integrans fehérjéirés a ketis réteg aszimmetrikus lipid 6sszetéikls beszamolt.
Singer és mtsi. szerint a fluid rétegbendldipidek Osszetétele homogén volt. Azota ez a
membran modell szamos fejlesztésen és finomitaseti at. A legjelerdsebb valtoztatast
1997-ben Simons és lkonen, és Brown és London (19@Aak le. Ellentétben Singer
-homogén lipid réteg AallitAsaval’ ezek a kutatokyfé deritettek arra, hogy a bioldgiai
membranok nem formalnak homogén folyékony lipididtzA mebran lipidek fazis-
elkilénitett mikrodoménekbe szerdelmek, an. lipid-tutajokba, amelyeknek sajatos
Osszetétele és molekularis mozgasa van. Ezek adaokrének egymastol is és a kornyez
folyékony kristaly fazistdl is kilénb6znek (EamanBeleu, 2010).

A 3. 4bra bemutatja a bioldgiai membranok struk@irésmereteink jelenlegi allasa

szerinti abrazolasban: a képen lathato a fosztidipiheterogenitasa valamint a kilondh6z

lipid-tipusok csoportosulasa és domen formalagaasian és Deleu, 2010).

3. &bra
A biol6égiai membranok modern dbrazolasa.

© Seeger/Heimburg, Niels Bohr Institute.
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3.3.2. Amembranok lipid 6sszetétele

A biolégiai membranok sokkompondéngsszetett szerkezetendszerek. A membran
lipidek amfifil molekulak: hidrofil feji részbl és egy hidroféb zsirsavlanc régiobadl allnak. Ez
utobbi ként alifas szénhidrogén lancokbdl, aromas csokbéio vagy policiklikus
struktlrgju vegyuletekd all (Helenius és Simson, 1975, Lichtenberg és.1t983).

A membran lipidek szerkezetik és kémiai tulajdongaglapjan 3 & csoportra
oszthatok: foszfolipidek, glikolipidek és szterinek

A biolégiai membranokban, legnagyobb szamban jelédvé lipidek a
glicerofoszfolipidek, amelyek az 0Osszes lipid figkc40-60 %-at alkotjak. A
glicerofoszfolipidek vazat egy glicerin alkotja, @iy azsn-1 éssn2 pozicidbban észterezett,
valamint a harmadik szén atomjahogn8) alkohol molekulak kapcsolédnak (kolin,
etanolamin, szerin, glicerin vagy inozitol), ezekhgedig a negativ téltésfoszfat csoport
kapcsolddik és igy alkotja a foszfolipid polarog fégidjat. Azsn-1L pozicidban Ié¥ zsirsav
lanc altalaban telitett és 16 vagy 18 szénatombhola sn2 helyen |éé lancok azonban
hosszabbak és altalaban telitetlenek (McElhan@yé#ésllotte, 1971).

A szfingolipidek a membran lipidek egy masik igeantbs csoportja. Szfingozinbdl
vagy fitoszfingozinbdl allnak, amelyhez egy hos$24 szénatomszamu) telitett zsirsavlanc
kapcsolodik. Az acetilalt szfingozinokat ceramidaknis nevezzik. Szfingomielin és
glikoszfingolipidek jonnek létre, ha a ceramid loxit csoportjahoz egy kolin molekula és
egy oligoszacharid molekula kapcsolodik (Eaman éel 2010).

A szterinek a membran lipidek egy kulonleges csijgorA szterinek policiklikus
strukturaju vegyiletek. Az esd membranban & fszterin a koleszterin, azonban a gombak
€s protozoonok membranjaban az ergoszterin. Aisetebeépillnek a foszfolipidek kdzé
ugy, hogy hidroxil csoportjuk a lipidek poléaris éggl vannak koélcsdnhatasban, merev
szteranvazuk pedig immobilizédlja a szénhidrogérdknazon részeit, amelyek a fejhez
kozelebb esnek. Ennek kovetkeztében gatoljak a m@midzisatmenetét is, mert a lipidek
szénhidrogénlancai nehezebben tudnak kélcsonhatiegira egymassal az alacsonyabb
hémérsékleten (Eaman és Deleu, 2010).

A plazma membranban jelen tévipid asszimetria felés a membran gorbiletéért,
amely alapvét bioldgia folyamatokban fontos szerepet tolt bevpkikula lefizédésnél vagy
membran fazional (Zimmerberg és Chernomordik, 1999)

Tovabba meghatarozza a membran potencialt, amekulekfontossagu szerepe van a

membran-kdzvetitett bioldgia folyamatokban, mintgsbgok, proteinek kétdése a membran
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felszinhez, integrans membran fehérjék beildéde a membranba vagy a membran transzport
folyamatdba (McLaughlin, 1989).

3.3.3. A lipid-tutajok

Szamos, a kodzelmultban megjelent tanulmany szeaintAllati és élesitsejteknél
egyarant megfigyelhéta sejtmembran lateralis szubkompartmentalizackjaikrodomének
egy szterinekben ¢ként koleszterinben) gazdag tipusat 6sszefogla@mdpid-tutajoknak
(lipid-,raft”) nevezzik Egyarant talalhaté bennikgzil-foszfatidil-inozitol kihorgonyzott, a
membranon at nem &rés integrans membranfehérje is. Ezek a lipid dmkdolyamatosan
Ujjaszerveddnek, majd felbomlanak, pl. koleszterin doménekebitetlen foszfatidilkolin
membranokban hozzavdtgesen 10 ns-os éledikl rendelkeznek, tovabba a klatrinnal
bevont ,godrécskék” életideje par masodpercre ggjtadhézioért felég strukturak életideje
pedig tobb orasra teliet(Brown és London, 2000, Wisniewska és mtsi., 20081 és mtsi.,
2006).

A lipid-tutajoknak egyes apikalis (de nem bazoldis) membranfehérjek
szintézishelyl a membranokba valé juttatdsaban és a membrankdd lateralis
kompartmentalizéltsag kialakitasaban tulajdonikottazerepet Aéllati sejtek esetében.
Saccharomyces cerevist@en a lipid-tutajok els felismert funkciéja a fehérjék rendeltetési
helyikre valé szdllitasa volt. Azota a témaban smampublikacio jelent meg, és a lipid-
tutajoknak szadmos mas bioldgiai funkciét tulajdanék, tobbek kozott a jelatvitelben,
sejtadhézidban és bizonyos patogének illetve tdxkédésében. (Damjanovich és mtsi,
2006, Zhu és mtsi., 2006, Brown és London, 2000).

3.3.4. A membranok molekularis mozgasai

A biolégiai membranok dinamikus struktirdk. A me#dnbr ketés rétegben a
lipideknek mind a poziciéja, mind az iranya folyaosan valtozik. Legfképpen a szénhidrat
lanc konformécié valtozasa kovetkezik be (néharkogiekundum alatt). A membranban
jelen 1é\ lipidek mozgésai lehetnek: rotacios diffazio, visgy lipid molekuldk képesek sajat
tengelyuk korul forogni, métegesen a membran sikjara; anguléris mozgas; liateifitzio
ugymint 2 szomszédos lipid molekula helycseréjeflgsflop” mozgas vagy transzverzalis
diffazié, azaz egyik rétedgl a masikba val6 ugras. Ez a folyamat azonban témmamikailag
nem kedved, azaz nagyon ritkan, kdzel havonta egyszer foedél (4. abra). A lipid-

mozgasok sebességét a 2. tdblazat foglalja 6ssrerflihga, 1983).
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4. 4bra
Molekularis mozgéasok a biolégiai membranokban. léskk: rotacios diffazié (A),
angularis mozgas (B), flip-flop (C), lateralis difié (D), fluiditas gradiens
(E), proteinek laterdlis difftzidja (F), anizotrppotein rotacio (G),

lipid fazis tranzicio (H). (Hemminga, 1983 nyoman)

mozgas tipus korrelacios idé, T¢

rotacios diffizié 10-107 s
angularis 10°-10% s

fluiditas gradiens 18s
Jlip-flop” 1-60 perc.
lateralis diffazi6 1Gcn? st
proteinek laterdlis diffiziéja 10° cnf st
anizotrop protein rotacio 10910° s

folyékony kristaly fazis 10°s

gél fazis 10's

2. téblazat

A klldnbd7 molekularis mozgasok sebessége a bioldgiai merokigém.
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3.3.5. A membranok lémerseéklet fliggése, membran fluiditas

A membran fluiditAsnak nagyon fontos szerepe vaiokgiai folyamatokban: példaul
hitésre a membran viszkozitasa mégis a transzport folyamatok leallnak. A fluiditas a
lipidosszetétel és admérséklet fliggvénye (Janiak és mtsi., 1979).

A rovidebb és telitetlen zsirsavakat tartalmazé bré@mokat nehezebb fagyasztani
(alacsonyabb a fagyaspontjuk), mert a rovidebb é@swebb lancok kdz6tt gyengébbek a Van
der Waals €ik, ezért nehezebben Iépnek egymassal kapcsolailial Mmembran fluiditas
létfontossagu a membran folyamatok fenntartasalazgrt a valtakozd dmérsékleten
tartozkodo sejtek szabalyozzak membranjaik lipidésselét a dmérséklet fliggvényében, a
membran fluiditas kdzel allandd értéken tartasakdden. meérséklet csbkkenés esetén a
sejtek tobb telitetlen zsirsavat épitenek be a mémbla, ezért az fluidabb lesz (Janiak és
mtsi., 1979).

Vizes kdzegben a biolégiai membranok lipid &strétege kilonbdefizikai allapotot
vehet fel, amelyet a molekularis rendezettséggel sidek mozgésaval lehet jellemezni (5.
abra). A fizikai-kémiai paraméterek, agyminirhérséklet, pH, ionésség és mas tenyig
mint pl. a lipid Osszeték kémiai szerkezete vagy a szterinek jelenléte,yvh@gnya
nagymértékben befolydsolja a membranok természAtéiét széléséges fazis, amely a
biolégiai membranokban létezik az un. gél (5. Badlés fluid (5. C, D 4bra) fazis. A gél (an.
,Solid-ordered”) fazisban a lipidek egy kétdimermidaromszogbe rendiginek a membran
sikjaban. A zsirsav lancok transz konfiguraciotznek fel €s maximum hosszusagig nyujtva
vannak, amely struktara egy rendkivil tomor lipéddzatot eredményez. Egy ilyen fazisban a
lateralis diffazio, mint mozgas &en korlatozott. A folyékony (un. ,liquid-disordeig
fazisban a fent leirt kétdimenzidés haromszoég aldks teljesen dihik, mivel a lipid lancok
egy rendezetlen, ,transz-gauche” izomerizaciot tmata Eblol kdvetkezik, hogy egy ilyen
strukturgju folyékony ketls réteg a laterdlis diffuzionak és a rotacios difiiak kedvez
(Janiak és mtsi., 1979).

A gél és a fluid fazis kozotti atmenet egyilshomeérséklet tartomanyban megy végbe,
ez a lbmérséklet a fazis atmenetbhérséklet (). Tehat a Tm az adémeérséklet, amely
szlikséges a lipidek olvadasahoz, azaz a gél fdadofyékonyabb fazisba valé atmenetéhez.
Ez a lBmérséklet fligg a lipid hidrofob régidjanak szerkétd és meghatarozhaté pl. EPR
technikdval. Néhany membran lipid esetében, mint aplfoszfatidilkolin a Bmérséklet

emelésével a molekularis rendezetlenseg 2 édmrsalakul ki. A 8 Ty, elétt néhany fokkal,
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létezik egy un. pretranzicio$mmerseklet. Ez a jelenség a lipidek feji régidinakoloszerrel
valé megnovekedett reakcio készségé&lodik. A foszfatidiletanolaminok példaul, amedye
a foszfatidilkolinoktdl feji régioban kulonbéznekem mutatnak pretranziciét (Mcintosh,
1980, Heimburg, 2000).

Heimburg (2000, 2007) szerint a pretranzicidé é8 &atistranzicio is részét képezik a
szénhidrogénlanc olvadasi atmenetének és az ddyiib masikba valé atalakulasuk,
egyidejileg, magaval vonja a lipidek rendezettségének émeamnbran gorblletének a
valtozasat is. Mindeldb az kovetkezik, hogy azoknal a lipideknél, ahol e&pretranzicios
homérséklet tapasztalhatd, van egy tovabbi lamell@zss. Ez az un. ,Ripple-fazis” (5. A
abra), amely egy részlegesen rendezetlen lipics falgllemé ra a periddikusan ismétdo
egy-dimenzios hullamzas a lipid k&t réteg felszinén. Felteldien ez a felszinen
megfigyelhed hullam vonulat a rendezetlen és a rendezett Igndhének periddikusan
ismétbdo elrendeddéséll adodik (Janiak €s mtsi., 1979, Heimburg, 200@72@le Vries és
mtsi., 2005).

Szterinek jelenlétében a lipid ké&strétegben jelen van egy extra lamellaris fazisjraz
Jliquid-ordered” fazis (5. D abra). Az ilyen lipidlrendeddésekben a gél és a fluid fazis
egyarant jelen van (Ipsen és mtsi., 1987).

A ,liquid-disordered” és ,liquid-ordered” fazisokalamint a ,liquid-ordered” és ,solid-
ordered” fazisok ugyanazon lipid k&t rétegben egylttesen is 6ferdulhatnak.
Természetesen az, hogy az adott membranban mébik & dominans, nagymértékben fligg
a membran kémiai struktarajatél. A bioldgiai menmmigban jelen &% glicerofoszfolipidek
nagy része asn2 helyen telitetlen zsirsavakat tartalmaz. A detotések jelenléte a cisz
konfiguraciéban egy ,csomoét” eredményez a szénhitfracban és meggatolja a lipidek
tomorulését. Ebll kovetkezik, hogy a lipideknek ez a csoportja adezetlenebb lipid
doméneket teszi ki. Ellentétben a szfingolipideklahelyek hosszu telitett alkil lancokat
tartalmaznak és akar egymas kozott is |étrehozkataa der Waals és hidrogén kotéseket. A
szfingolipidek tehat rendezettebb lipid fazis kidtdsaban vesznek részt (Rock, 1990, Wang
es mtsi., 2000).
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A lipid kettésréteg kiilénbézfizikai allapotainak sematikus rajza vizes kdzagbe
Jelolések: ,Ripple-fazis” (A), gél vagy ,solid-oneal” fazis (B),
folyékony vagy ,liquid-disordered” fazis (C),
liquid-ordered” fazis (D).

(Eaman és Deleu, 2010 nyoman)

Osszegezve, a membran lipidek laterdlis széokese a feji régid természeiit
nagymértékben fliigg. Azok a membran lipidek, amelyelative kicsi poléris feji részt
tartalmaznak, mint pl. a foszfatidiletanolamin, egynérebb lipid elrendézést engednek
kialakitani, mivel kisebb térfogati akadalyt kedgh6znitik (Brown és mtsi., 2002, Rappolt és
mtsi., 2004).

Tovabba a szterinek kiulénb®meértékben tudnak a kilénkhbpidekhez kapcsolddni,
és pl. a telitetlen zsirsavakat tartalmazo lipidektében csokkentik, mig telitett zsirsavakat

tartalmazo lipidek esetében ndvelik a membran iléasét. Mindezek befolyasoljak a fehérjek
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szervepdését is a membranban, pl. azok a fehérjék, ameiggllmaznak telitett alifas

lancokat, a rendezettebb lipid fazisban vannakjéown és mtsi., 2002).

3.4. Membran fluiditas vizsgalatara szolgalé modszek

A sejtmembran szerkezetére, rendezettségére éds@ dimamikajanak vizsgalatara
szdmos modszer ismeretes. Ide tartoznak az elekikkoovszkopos (EM) és rontgen
diffrakciés vizsgalatok, a fluoreszcencian alapukchnikak, az elektronparamagneses
rezonancia spektroszkopia (EPR), a magneses reaangektroszkopia (NMR), valamint a
differencialis pasztazé kalorimetria (DSC) (Gré®81).

A modellszervezetek membranjanak szerkezetébervbtda® szerkezeti és dinamikai
valtozasok vizsgalatara a fent emlitett modszerekzik a fluoreszcens és

elektronparamagneses rezonancia spektroszkopi&kéihaztuk.
3.4.1. ,Steady-state” fluoreszcencia spektroszkopia

3.4.1.1. Afluoreszcens anizotrépia

A fény transzverzalis hullam (tehat, a magneseegléktromos téréisség vektora a
terjedési irAnyra mélegesen rezeg). A transzverzélis hullamok polanatéik.

A fluoroférok fluoreszcenciara képes molekulak.ldofeszcencia sajatsagaért, azaz az
abszorpcios (excittacidés) és emisszios vektorokjdohsagaiért a fluoreszcens molekula
elektron rendszere a fefsl Az abszorbcids vektor megszabja a foton absEpgpak
valésziriségét. A rendszer a legnagyobb valoézéggel az abszorbciés vektorral
parhuzamos sikban polarizalt fény elnyelésére ké&p#aoroférhoz rendelt emissziés vektor
a rendszer altal emittalt fény polarizacios sikjgabja meg. Ez a két vektor altaldban egybe
esik, vagy nagyon kicsi szdget zar be egymassab@u2002).

Ha egy fluoroférokat tartalmazo oldatot megfélaullamhosszusagu polarizalt fénnyel
vilagitunk meg, akkor az oldatban rendezetlen iitattgaggal elhelyezkéd fluoroférok
Ezt felhasznalva informaciot nyerhetink a fluorotor mozgasarél, valamint a
kornyezetiksl. Ha a fluorimétert kiegészitjik 2 polarizatorraz egyiket a gerjesztési,
monokromator és a minta, a masikat az emissziooknomator és a minta kozé illesztjik,
akkor polarizalt megvilagitas mellett detektalhlatja fluoreszcencia tetéleges sikban
polarizalt komponensét. Ezen intenzitasok segitsgdgéefinialhatdé az additiv fizikai

mennyiség, a fluoreszcencia anizotrépia, amelywatk@&képen adhaté meg:
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[ = lvv — Glvh
Ivv + 2Glvh

Ahol Ivv éslvh: a polarizalt fluoreszcens komponensek. Az alséiakleaz excittacids és
emisszios polarizatorok iranyaira utalnak. Az edgtil a teljes fluoreszcens intenzitas
hatarozhat6 meg (Kuhry, 1983).

A fluoreszcencia intenzitas aranyos a megvilagiéenzitasaval, ezért a két intenzitas
kulonbsége nem kizardlag a polarizaciéra jellénizhat a fényforras intenzitasanak hatasat
ki kell szirni. Ezt a 2 intenzitds kilonbségének a két intdszbsszegével valdo normélasaval
érhetjik el (Lakowicz, 2006).

Az anizotropia esetében a netexz intenzitas 3 komponensének dsszege (e x
és y sikba ésintenzitasok megegyeznek) ezért az anizotropiéiadd
Az anizotrépia meghatarozasahoz figyelembe kellniehogy a készilék nem azonosan
érzékeny a vertikalisan és horizontalisan polari#lyre, ezért a méhv éslvh értékek nem
hasonlithatok. Ennek kikliszobolésére hasznaljukiszerre jellemé, G korrekcids faktort:

_lhy
Ihh

A fluorofér mozgasterét, ha a ,steady-state” mécéalapjan jellemezzik, akkor egy
idoben étlagolt értékhez jutunk. Tehat a ,steady-5tatéréseket a potencidlisan felméril
valtozasok nyomon kovetésére alkalmazzuk, azaz eagkoztatd jellegek. Minderbl
pontosabb képet a fazis fluorimetrids élettartamsgélatok adnak (Lakowicz, 2006).
(Munkank soran a plazma membranban bekovétk@itozasok részletesebb elemzését EPR

spektroszkopiaval végeztik.)

3.4.1.2. ATMA-DPH fluoreszcens membran préba

A TMA-DPH egy olyan, a DPH flouroforbdl szarmaztiitpozitiv toltés amfifil
vegyulet, amelyet kifejezettenéébejteken valé membran fluiditas vizsgalatara $ajlettek
ki. A vegyllet csak akkor fluoreszkal, ha beépiti@mbranba (6. abra) (Lakowicz, 2006).

Az elmualt néhany évben a biolégiai membranok flsacens jelblése kdénnyebb
feladatta valt azaltal, hogy a lipid-probak szélétasztéka kerilt forgalomba. Ezek a lipid-
prébak koddhetnek a zsirsavlancokhoz vagy magahoz a fosifekpez is. Az, hogy a jelél
molekula a lipid ketisréteg milyen mélységében jeldl, az adott molekal#allancanak
hosszusagatol fugg. A TMA-DPH a membran-viz intaghoz kozel tud elhelyezkedni
azéltal, hogy az egyik fenilgyiih6z trimetilammaonium csoport kapcsolédik. A TMA-DPH
gyorsan be tud épllni a kezelt sejtek membranjébahuzamosabb ideig ott tud maradni

23



specifikusan elhelyezkedve. Mivel a molekula TMApsrtja a foszfolipidek kits polaros
alkalmazasa soran a negativan toltétt membran dekridn vagyis a membranok béls
oldalardl és a lipidek fejcsoport régiojardl is agdnt kapunk informaciot (Prendergast és
mtsi., 1981, Kuhry, 1983, Ferretti, 1993).

Ha a fluorofér hozzakapcsolodott a foszfolipid Kifsji részéhez, a fluorofér rotacios
mozgasanak kinetikai véaltozasa (anizotropia vakpZagja jellemezni a membranfluiditas
valtozast. A fluoreszcens anizotropia a molekul@aids diffuziéjanak az inverze, azaz az
anizotropia értek csokkenése, a membran fluiditAekvésére utal (Ferretti, és mtsi., 1993,

Jourd’Heuil és mtsi., 1993).
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6. abra

A TMA-DPH molekula szerkezete és elhelyezkedésemlbnanban. (Sajat abra)

3.4.2. EPR spektroszkopia

Az EPR technika az egyik legalkalmasabb médsz@uidek, membranok és fehérjéek
szerkezeti és dinamikai tanulmanyozaséra. Az ERRtgpméter a mintdban lé\parositatlan
elektronnal rendelkézanyagok, pl. szabad gyokok vagy spin j@omikrohullama energia

abszorpcigjat tudja mérni a magneses &g fliiggvényeében (7. abra).
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7. &bra
Az elektronok spin allapotai (A) és az EPR jel (B)
a magneses téggég fliggvényében.

(www.muszeroldal.hu/measurenotes/ESR).pdf

Mivel az elektronnak magneses momentuma van, aomnoz hasonléan 2 energia
nivéval rendelkezik. Elektronspin rezonancia 1éph Fa a kil§ magneses térben ,pdry
elektron spinallapota atfordul. A nettd energiazapgcido akkor kovetkezik be, amikor a
molekula parositatlan elektronjai az alacsonyabérgia szintél a magasabb, megengedett
energia szintre kertlnek. Ez az &tmenet deteki@ksimegjelenithétaz EPR spektrum altal,
valamint fligg a parositatlan elektront tartalmazodlakula mennyiségét, orientacidjatol,
mozgasatol és kornyezetének magneses tulajdondlagamoddszer csak a kompenzalatlan
spini elektront tartalmazd vegylletek vizsgalatara afieed. A rezonanciaabszorpcio
energijat a kovetkéképen lehet meghatéarozni:

E =hv = gfH«
Ahol v az alkalmazott sugarzas rezgésszama, h a Plamdéll g a spektroszképiai
felhasadasi faktor (amely altaldban 2 korili értékszabad elektronnal 2,0023) és fiigg a
molekula és a kristalyszerkez#ftf a Bohr magneton ésyH kil magneses tér é&sége.
Az EPR készilék a konstans frekvencigju elektroraggs sugarzas mellett a magneses teret
valtoztatja. Az EPR spektrum a mikrohullamu eneapazorpcids spektrum élsglerivaltja a

magneses téréfliggvényében abrazolva (Burger, 2002).
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3.4.2.1. A spin jel6lt zsirsavak, mint membran-prolk

A membran vizsgalatokhoz gyakran hasznalnak olyasirsavakat, melyek
szénhidrogén-lancanak valamelyik C atomjahoz nitragyok (NO®) van kovalensen
kapcsolva. A zsirsav-jelék a foszfolipek hossztengelyével parhuzamosan hkgdnek el.
illetve valtozasanak nyomon kovetésére a membrddnkdzd meélységeiben. llyen spin
jelolék pl. az 5-, 7-, 12- és 16-SASL-k (doxilsztearireldy amelyek elhelyezkedése a
membranban jol ismert (8. abra). (Az elnevezésakatlapjan kaptak, hogy a nitroxil gyok a
zsirsav lanc hanyadik C atomjahoz kapcsolodik.)5Agés 7-SASL a lipidek polaros, feji
régiojarol szolgaltatnak informaciot, mig a 12 ésSIASL a lipid ketbsréeteg bels, hidrofob

részének allapotat tikrozik.

FsC

' 5-SASL 12-SASL 16-SASL

8. abra
Az 5-SASL szerkezete (A) és az 5, 12 és 16-SASL-k
elhelyezkedése a liposzéma membranban (B)
(Hoebeke, 2000).

A zsirsavak karboxil csoportja €s a szénhidrogémwr lditroxil gyokot tartalmazo C
atomja kozotti tavolsagot kiszamitottak, feltételmzhogy a molekula linearisan nyujtott
allapotban van jelen. Ez alapjan a molekularis l&agrendre 8, 10,5, 17 és 285z 5-, 7-,
12-, 16-SASL-k esetében. A metanolban oldott 5;,12-, 16-SASL-k EPR spektruma 3

szimmetrikus abszorpcios vonalbdl all (mivel a ouit gyok magspinje a magneses térben
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harom lehetséges orientacioval rendelkezik, =m +1, 0, -1), amelyek szinte azonos
tavolsaguak (magneses mértékegységben mérve)etzitasuk is hozzawdegesen azonos
(9. A. abra) .
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9. dbra

EPR abszorpcids spektrumok. Jeldlések: Metanolbdottd-SASL (A),
Lipidbe beagyazott 5-SASL (B), 7-SASL (C), 12-SA&D)
€s 16-SASL (E) EPR spektrumai.
(Hoebeke, 2000)

Az EPR spektrum érzékeny a spin jéldlrotacids mozgaséara. Drasztikus valtozas
kovetkezik be a spektrumban, ha a paramagneseglmszdul (ilyen jelenség pl. akkor jon
létre, ha a mintaban Ié\paramagneses vegyllet gyorsabb vagy lassabb nozgges).

Attél figgéen, hogy a nitroxil gyok hol helyezkedik el a medrtivan, a spektrum képe
a kulonb6d membran mélységek dinamikajat és rendezettségyélzi((9. B-E. abra).

Hoebeke és mtsi., 2000 dimirisztol foszfatidilkoliposzémakba ultettek 5-, 7-, 12- és
16-SASL-ket és elemezték a jélKlEPR spektrumait. A liposzémakat alkoto lipideKgos
feji része, amel@l az 5- és 7-SASL szolgaltatta az informéaciét eggrem és rendezett
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struktarat mutatott (9. abra, B és C), mig a 121@&SASL-el jelolt hidroféb betsmembran
részek fluidak voltak (9. &bra, D és E) (Hoebek®®.

3.4.2.2. EPR spektrumok és paraméterek

A lipid rendszerekben és bioldgiai membranokbaa@ndp molekuléris mozgasok
vannak jelen. Az EPR spektrum alakja fligg a szomdieknla forgdsanak frekvenciajatol
(pontos megfogalmazassal: a szondamolekula rotédfagiojatol).

A disszertacio alapjaként szolgalé vizsgalatainkbemn 5-SASL-el jel6lt mintak
konvencionalis és szaturacios transzfer (ST)-ERRtapmait elemeztik ki.
A konvenciondalis méréseinknél az alacsony mikr@mil teljesités mellett az 1.

harmoénikus fazison belili jelet detektaljuk (V1 kpam), amelynek képe a 10. abran lathato.

10. abra

A V1 spektrum és a 24y spektralis paraméter meghatarozasa. (Sajat abra)

Az értékelés soran a V1 spektrumok magéstes alacsonytérszél$ értékeit, amely a
spinjeléb hiperfinom csatolasi allandoja (24), vettik figyelembe. A 2A; a
membranokban lejatszodo valtozasok jellemzésérenhisegyik leggyakoribb paraméter,
amely egy olyan anizotrop mozgast jellemez, ahst@damolekula a hossztengelye koérul
egy B nyilassz6g kapon belil mozog. Ez a nyilasszog az S (rendnpéter) ismeretében
kiszamithaté (Goldma®s mtsi., 1972, Israelachvili és mtsi., 1974, Gaffi976, Marsh
1980, Farkags mtsi., 2003).

Az ST-spektroszképia egy nem linearis elektron pa@gneses rezonancia modszer,

amely képes a spin jel6lt zsirsav rotacios diffiigigs vagy lassabb édkalan detektalni. A
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modszer azon az elven alapul, hogy az ST-EPR spek{/2’' spektrum) integralja a spin
jelolé parositatlan elektronjanak racs-relaxacibjara kiag, amely fliigg a jel6l rotacios
korrelacios idejéil. Bizonyos mikrokdrnyezetben a spin jélbek relaxacios idejgs-s skalan
mozog. A spin jeld spektrumanak paraméterei fuggenek a geltiikrokdrnyezetének
polaritasatol, szerkezetétés dinamikgjatol. Az V2' spektrumbol a spin jélkl tobbféle
korrelaciés ideje hatarozhaté meg. Az ST-mérésnsonagas mikrohullamu teljesitmény
mellett a 2. harmoénikus fazison kivili jelet detdktk. Ennél a teljesitménynél szaturacios
kondiciok mellett a spin rendszer nem képes a tEtutdciot kdvetni és ez fazis eltolodasként
mutatkozik a jelben. Az V2’ spektrum kdzépssucsaranya, C'/€ 1y, a spin jeltd anizotrop
mozgasat (,forgasat”) jellemzi a molekula sajatdrengelye korul. A spektrum L"/& tL és
H’/H csucsaranyai (11. A 4bra) maganak a hossztgmgle korrelacios mozgasat, illetve
idejét hatarozzak meg (Krinichnyi, 1991, Hemmingardési., 1999, Marsh, 2007)

11. 4bra
5 SASL V2’ spektrumanak képe és spektralis paramiéfa),
valamint a paraméterekhez tartozé
molekularis mozgéasok (B).
(Sajat abra)

3.4.2.3. A spin jeltbk rotacids-korrelacios ideje

A bioldgiai rendszerekbe bevitt spin jelil mozgékonysaga jellemezliead rotacios
korrelacios idvel (tc). (A rotacidés korrelacios id alatt azt az it értjuk, amely alatt a
szabadgyok vagy molekula kitlintetett tengelye egygeé térszdggel elfordul). A lipid
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rendszerek €s membranokésen rendezett strukturak, a bennlnk létr&jdwolekularis
mozgas sebessége valtozhat az ,igen lass{®s) mozgasoktdl, mely a gélster
rendszerekben tapasztalhat6, a ,gyors=~10'°s) mozgasokig, amely pedig a folyékony
kristaly allapotra jellemz A konvenciondlis EPR, amely megkozélég a 10-10°%s
nagysagrendl molekularis mozgasokra érzekeny, kivaléan alkalraafolyékony kristaly
szerkezdt membranok, vagy membran fazisok tanulmanyozastemtinga, 1983).

A membranokban lezajlé ,igen lassu” molekuléris gé@sok nyomon kovetésére
viszont az ST-EPR a megfalemddszer, amely 1910°s-0s nagysagrefidmozgéasokra
erzékeny (Hemminga és mtsi., 1983).

A konvencionalis és ST-EPR mddszerekkel nyomontlddieetni szinte az 0sszes
molekularis mozgast (Id. 4. abra és 2. tAblazatglg a membran rendszerekben megy végbe.
Azonban a spin jelék rotacids mozgasanak természete anizotrop lipidm&snbran
rendszerekben nagyon osszetett lehet. Altalabaan@otrop Brown reorientaciohoz és a
spinjel6b mozgasanak meghatarozdsahoz harom fliggetlenidsfémefficiens (vagy harom

rotacios korrelacios i) sziikséges (Hemminga, 1983).
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4. CELKIT UZESEK

A primycin tamadaspont és hatasmechanizmus fefdére a kovetkéz egymasra
epub kisérletsorozatot terveztik abbdl a célbol, hogyprimycin éleszi sejtekin vivo
kdlcsbnhatasanak adatait figyelembe véve meghatdkoa primycin plazma membranra
gyakorolt hatasat két biofizikai mérési modszertalhazva. A részletesen jellemzett,
ergoszterin tartalmiB@erg) és ergoszterin hianyosr@j2) térzsekre azért esett a valasztas,
mert ezen torzsek alkalmazasaval felvilagositagth&unk arra, hogy az elémplazma
membran dsszetétel milyen médon befolyasolja askolbatasra. Mivel a primycin egy
tobbkomponens elegy, ezért indokoltnak lattuké fkomponenseinek plazma membranra
gyakorolt hatdsanak vizsgalatat. Valaszt kerestémé& is, hogy a vizsgalt. albicansfé
membrankomponensei kozil, az ergoszterinnel (71 %-a&zterinkomponenseknek), a
foszfatidilkolinnal (53,9 %-a a foszfolipideknek} @z olajsavval (35 %-a a zsirsavaknak)
kdlcsbnhatasba lép-e a primycin. A fenti eredményakeretében a primycin-plazma
membran kolcsénhatas bioldgiai kbévetkezmenyei, radséunkcio és a sejtmorfoldgiai hatas

vizsgalatat végeztik el.

1. A primycin antifungalis hatasanak vizsgalata zils (33erd) és ebbBl elsallitott
ergoszterin-mutans efg-2) torzsekre. A primycin minimalis gatlo koncenidtcak
meghatarozasa makrodiliciés és mikrodiliciés maegkel, valamint a primycin

szaporodas gatlas vizsgalata.

2. A primycin 33erg éserg-2 torzsek plazma membranjara kifejtett hatasanaggdlatan

vivo ,Steady-state’fluoreszcens és EPR spektroszkdpiakkal.

3. A primycin A1, A2 és C1 komponenseinekvivo membrandinamikai hatasanak vizsgalata

33erg torzson EPR spektroszkopiaval.

4. A primycin © membranalkotékkal valé (olajsav, ergoszterin, fasdilkolin)
kolcsbnhatasanak vizsgalatavitro ,steady-state”fluorimetriaval.

5. A primycin biolégiai hatasanak vizsgalata. Kdbe hatasa a plazma membranra és

kozvetett, sejtmorfologiara kifejtett hatdsanaksgalata.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Mikroorganizmusok

Két mikroorganizmus térzzsel dolgoztunk, amely sk adatait a 3. tablazat foglalja
0ssze. Azerg-2 torzs egy ergoszterin hianyos mutans, ami az adamxotrof, ergoszterint

termeb vad tipus(B3erg torzskbl lett elballitva (Pesti és mtsi., 1981).

Faj Torzs ATCC kod Jellemzik
Candida albicans 33efly ATCC44829 ade ergoszterin termél
Candida albicans erg-2 ATCC44831 ade,ergoszterin deficiens

3. tablazat

C. albicansmodellszervezetek adatai

5.2. Tapoldatok, taptalajok, oldatok

A taptalajok 6sszetétele mindenben azonos a tapdldsszetételével, kivétel, hogy 2%
agar-agart is tartalmaznak pH-juk pedig 5,6.

RPMI-1640 tapoldat, pH 7,0 (Sigma-Aldrich)
A tpoldat kiegészit: RPMI-1640 vitamin oldat (Sigma), RPMI-1640 améaw oldat

(Sigma), Na-bikarbonat, L-glutamin, MOPS, 50 nigbenin.

YPD tapoldat, pH 6,5

éleszbkivonat 1%
pepton 2%
gliik6z 2%
adenin 50 mg litér

0,1 M-os Na-foszféat puffer, pH 7,2
28 ml 0,2 M NaHPO,
72 ml 0,2 M NaHPO,
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Desztillalt vizzel kiegészitve 400 ml-re

2,5 %-0s glutaraldehid oldat
90 ml 0,1 M Na-foszfat puffer
10 ml 25 % glutaraldehid

2 %-0s ozmium-tetroxid-oldat
0,2 g OsQ

100 ml desztillalt viz
(Sotétben, +4C-on taroltuk.)

0,6 M-os KCl-oldat
22,368 g KCl-ot 500 ml desztillalt vizben oldunk fe

Fiziologias soéoldat
9 g NaCl-ot 1000 ml desztillalt vizben oldunk fel.

Sorensen foszfat puffer, pH: 6,5
Reagensek:

A” oldat: 0,2 M dinatrium-hidrogén foszfat térzsoldat

NagHPO, X 2 H,O 35,619
vagy NaHPO, X 7 H,O 53,659
vagy NaHPO, X 12 H,O 71,64 g

desztillalt vizzel kiegészitve 1000 ml-re
B” oldat: 0,2 M natrium-dihidrogén foszfat térzsoldat
NaH,PO, X H,0O 27,60 g
vagy NahBPO, X 2 H,O 31,219
desztillalt vizzel kiegészitve 1000 ml-re
pH 6,5-6s pufferhez: 15,75 ml "A” oldat
34,25 ml "B” oldat

Sejtfalbonté enzim oldat
* csigaenzim” 2%

Trihoderma harzianumbatolalt lizalé enzim (Sigma) 0,2 %
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0,6 M-os KCl-ban feloldva.

A sejtfalbont6 oldatot miutan a komponensei feldlidd, 10 percig centrifugaltuk 10000
fordulat peré-es fordulatszamon (Heraeus Multifuge 3S-R, ra#8834), majd atontottik
steril falkonc$be, hogy a killepedett szenngdésekdl megszabaditsuk.

* Csigaenzim”: Helix pomatiaszaritott gyomornedv preparatum. A preparatumey&di
Tudomany Egyetem, Természettudomanyi és Informatikaranak, Mikrobioldgiai

Tanszékén készlilt.

Primycin térzsoldatok
25,6 mg primycint 1 ml DMSO-ban oldottunk fel. Ebkfelezo higitast készitettiink
DMSO-val a 0,8; 1,6; 3,2; 6,4; 12,8 mg htbrzsoldatokhoz. A térzsoldatok mindig 1%-

ban kertltek a mintakba.

TMA-DPH torzsoldat (2 mM)
4 mg TMA-DPH-t feloldottunk 4,332 ml dimetil-formadban.
Sotétben, + 4°C-on taroltuk. A TMA-DPH torzsoldadig 1 %- ban kerilt a mintaba.

5-SASL torzsoldaf13 mM)

5 mg 5-SASL -t oldottunk fel 1 ml etanolban.
-25°C-on taroltuk.
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5.3. Anyagok

anyag neve O0sszegképlet mol. témeg, g mof gyarto cég
adenin GHsNs 135,13 Sigma
agar-agar - Merck
amB G7H73NOy7 924.08 Sigma
bacto-pepton @ -—-- Difco
dinatrium-hidrogén foszfat NaHPO, 141,96 Reanal
5-SASL CooH4oNOy 384,57 Sigma
éleszp kivonat - Merck
ergoszterin CogH4O 396,66 Sigma
etanol, 96% CKCH,OH 46,07 Spektrum-3D
glukéz CeH1206 180,16 Sigma
foszfatidilkolin - 760,09 (atlag) Sigma
kalium-klorid KCI 74,56 Reanal
L-glutamin GH10N203 246,14 Sigma
MOPS C/H1s.NNaOsS 231,25 Sigma
natrium-bikarbonat CHNap 84.01 Sigma
natrium-klorid NaCl 58,44 Reanal
natrium-dihidrogén foszfat
o-hidrét NaHPOy x 2H,0O 156,02 Reanal
N,N-dimetil-formamid C3sH/NO 73,09 Sigma
olajsav GsH3402 282,46 Sigma
*primycin (komplex) Cs5H10MN3021S 1178,5 (atlag) PannonPharma Kift.
primycin A1 GoH114N3017 1137,55 PannonPharma Kift.
primycin A2 CeoH11eN3017" 1151,57 PannonPharma Kift.
primycin C1 GaH106N3013" 1005,43 PannonPharma Kift.
TMA-DPH CoiH24N - GH705S 461,62 Csertex

4. tdblazat
Felhasznalt anyagok.
*A PannonPharma Kft. altal 2006.11.07-én részimkresatott 8,08 g kristalyos
primycin minta. Az atadott dokumentacié alapjaniatemahatéanyag tartalma
865,03 E mg. A mintat +4 °C-on taroltuk.
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5.4. A tbrzsek fenntartasa, tenyésztése

A sejteket YPD taptalaj fellletén Petri-csészémtka tenyésztettilk 30 °C-on, minden
héten friss tenyészetet készitettiink. A kisérlktesoran mindig 1 napos &dultaraval
dolgoztunk. A tenyészetek razatasa 30 °C-on éSdrBdlat pere fordulatszamon tortént. A
kezdeti sejtriség ORes0n: 0,12 volt (ez 4 x fOsejt mi*-nek felel meg). Az OD-t
Spectronic® GenesY42 spektrofotométerrel mértilk. A méréseket kozépiogikus
stadiumban lé¥ sejtekkel végeztik. A torzsek tartds tarolasa 50d glicerint tartalmazé
tapoldatban -80 °C-on kétévenkénti felljitassdkritr(Spencer, 1996).

5.5. Sejtek gyijtése, mosasa

A 100 ml térfogatu kozéplogaritmikus tenyészeteD®BCfordulat per¢ (1017 g)
fordulatszamon 5 percig centrifugaltuk (HeraeustiWude 3S-R, rotor: #3334 centrifugaval),
majd kétszer mostuk fizioldgias séoldatban (praisptok esetében 0,6 M-os KCI oldatban)

ugyanazon centrifugalasi paraméterek mellett.

5.6. Szaporodasi gorbe felvétele és generacioé meghatarozasa (Stephenson, 2003)
Szilard taptalajon nevelt @ultarabol 100 ml folyékony tenyészetet készitettiA

kezdeti ORgst 0,1 re allitottuk be. A tenyészeteket razattgk3éoranként mintét vettink,

ODsgst mériink, és sejtszdmolast végeztink Birker-kaalra@ parhuzamos mérést

végeztiink. A szamolasnal, 1Aagysagrend milliliterenkénti sejtszamnal tizszeres 4l

szazszoros higitast alkalmaztunk.

A generacios iét a kovetke# egyenlet alapjan hataroztuk meg:

K= log(N) —log(NO) 0301

t

és tgener=

Ahol N: a sejtszam a kdzeéplogaritmikus fazis keezkiet, NO:a sejtszam a kdzéplogaritmikus

fazis végén ét a 2 mintaveétel kdzott eltelt éd

5.7. A primycin szaporodasgatlasanak meghatarozagalyékony tenyészetben

100 ml-es lombikokban 20-20 ml tenyészetet razattArtenyészetekhez hozzaadtuk a
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megfeleb primycin torzsoldatokat (0,8- 25,6 mg H 3 6ranként megmértiik a tenyészetek

ODsgs-at. Az OD eredmeényeket grafikonon abrazoltuk @zfigjgvenyeben.

5.8. A primycin MGK értékeinek meghatarozasa makroducios modszerrel (Gyetvai és
mtsi., 2006)

5 ml fiziolégias soéoldatban szuszpendaltunk fékelturan novesztett kis telepakb
vett sejteket. Bedllitottuk a sejtiiséget ORus-0n 0,12 értékre, ez megfelel 4 x°id@jt mt*
sejtdiriségnek. Ebll 2000-szeres higitast készitettiink, hogy elérjikkxalC sejt mI* —es
sejtszamot. A sejtszuszpenziobol egy-egy mintdh8% inl-t meértink ki félkémcsovekbe.
Ehhez adtuk hozza 150 térfogatban az adott primycin térzsoldatot, anigly tizszeresére
higult. (Ennél a kisérletnél a primycin torzsolddtkeszilt higitdsokat tapoldattal készitettiik)

48 ora elteltével mértik a szuszpenzidksg@rtékeit.

5.9. A primycin MGK értékeinek meghatarozasa mikrodltcios modszerrel (CLSI, 2008)

A kisérlet soran a ferde taptalajon két napig nbtetssejteket lemostuk 3 ml desztillalt
viz hozzdadasaval. Ezt koveh Birker-kamraval, bedllitottuk a sejtszamot 46jt mi*-re.
0,8-6,4 mg mf primycin torzsoldatokat 50-szeresére higitottuk MRR&poldatban. A
microplate lemezre a kévetkemaodon vittik fel: minden tregbe 100 pl primycinatot és
100 pl sejtszuszpenzibt pipettaztunk. A lemezt 48ndkeresztil 3T-on inkubaltuk. A
lemezek leolvasdsa MULTISKAN EX PRIMARY EIA V. 2.3miszerrel tortént

szobalbmérsékletern=595 nm hullamhosszon.

5.10.C. albicansprotoplasztok képzésének menete (Pesti és mtsio0D)

Az EPR és a fluoreszcens membranfeldholekulak plazma membranba valo
bejutasanak megkodnnyitése érdekében, a sejtfakzédsése volt sziikség.

100 ml kozéplogaritmikus stadiumua tenyészet 50-3@tsteril centrifugacsévekbe
szétosztottuk, majd centrifugaltuk és mostuk aekejt A tisztitott sejtekhez 5-5 ml
sejtfalbonté enzimet mértiink. Razégépben 37 °C-@9® fordulat peré fordulatszammal
kevertettik egy O6ran keresztul. Kozben fénymikrogzksegitségével 15 percenként
ellendriztik a protoplasztok allapotat, hogy elkertljuk sejttormelékek feldusuldsat a
mintadkban. (Erre azért volt szikség, mert a kuladbodsigaenzim preparatumok etiér
hatékonyséaggal bonthatjak a sejtfalat.)
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5.11. Primycin protoplasztlizis indukalo hatasanakvizsgalata

Beadllitottuk a protoplasztszamot ®1@ejt mi'-re. A tenyészetekhez hozzaadtuk a
primycin tdrzsoldatokat és 30 °C-on inkubaltuk.dféhként sejtszamolast végeztink Blrker-

kamraval, és meghataroztuk a mintak-gxat.

5.12. Membrandinamikai vizsgalatok ,steady-state” luoreszcencia spektroszkopiaval
(MBongo és mtsi., 1997, Younsi és mtsi., 2000)

Méréseinkhez 10sejt mI* protoplaszt szuszpenzi6t készitettiink, amelyet d%ig
kezeltiink 128 pg rifl primycinnel. A mintakat 2-szer mostuk, majd TMA-BRiuoroférral
jeloltik 5 percig, évatos keverés mellet, sotétlagtva.

Méréseinkhez termosztalhaté mintatartoval felster€lerkin-Elmer LS50B tipusu
spektrofluorimétert hasznaltunk. Az excitacios &olhosszt A=340, az emisszios
hullamhosszta=430 nm-en detektaltuk. A réseket mind a gerjegztésd az emisszios
oldalon 5 nm-re allitottuk be. Meghataroztuk a fegzcens anizotropiakat® 35°C kozott 5
°C-ként haladva.

5.13. Membrandinamikai vizsgalatok elektronparamagmeses rezonancia

spektroszkopiaval

Méréseinkhez 10sejt mI* protoplaszt szuszpenzi6t készitettiink, amelyet d%ig
kezeltiink 0-128 pg il primycinnel illetve primycin Al, A2 és C1 komporseikkel. A
mintakat kétszer mostuk, majd 500 pI® s@jt mi* protoplaszt szuszpenziéhoz 3 pl-t adtunk
az 5-SASL torzsoldatbél. A mintakat 3 percig jeldlt félpercenkénti kevergetéssel.

A méréeseket diTC 20076meérsekletszabalyozéval ellatott ESP 300E spektremedt
(Bruker BioSpin, Germany) végeztik. Adrérsékletet £ 0,2 °C pontossaggal tudtuk
meghatarozni.

A spektrométer OS 9 operacios rendszert haszrakol fajl az MS-Kermit program
segitségével alakithatdo at IBM operacios rendsiéfla. Az IBM fajlokat KONV_DAT
program segitségével ASCII kodu szoveges fajllavkailtuk. A spektrumok kiértékeléséhez
a laboratériumban kifejlesztett ILPC ille§zprogramot hasznaltuk, amely képes az EPR
spektrum szétg@rtékeire polinomot illeszteni, meghatarozza azdkimmum és maximum

helyeit és megadja azok egymastol valé tavolsagat.
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5.13.1. Konvencionalis (V1) EPR mérések (Belagyi égsi., 1999)

A V1 EPR spektrumokat 0 és 30 °C kozott vettukfélC ként. A niiszer beallitasai a
kovetkedk voltak: mikrohullamu teljesités 10 vagy 20 mW;y téodulacié 100 kHz,
amplitud6 2 G, magneses térsség 3480 és a pasztazott tértartomany 100 G.

A kiértékeléshez a konvencionalis spektrumok 2paraméterét hataroztuk meg, amely
a spektrum magastees alacsonytérszelgértékenek kilénbségei. A kapott 2Aértékeket
Arrhénius-abrazolas szerint, a reciprakrérséklet fiiggvényében értékeltik (1/T x,19K
). Az Arrhenius-abrazolas soran toréspontot tapétszik, amely azt jelentette, hogy a
membranban bekovetkezett a fazisatalakulas.

Ha a pontokra valo illesztés soran a két élt@eredekség egyenes jobb kozelitést
eredményez, mint egyetlen egyenes, akkor a lineégsesszio feltételezésével szamitott
rezidualis négyzetdsszeg (RSnagyobb lesz a mértémérsékleti tartomanyban létez
toréspontnal a két egyenesre vonatkozo reziduélig/zetosszegek dsszegénél (RYSA
négyzetdosszegek kulonbségei émiérséklet vagy pontparok fluggvenyében masodfoku
parabolat fognak mutatni; ennek minimumanal vabrésjpont.

Az atlagos négyzetes eltérést becsulhetjik a ledd@pen szamitott rezidualis
négyzetdsszegek (egy illetve a két egyenes illeéntd) kilonbségének a felével:

(RSS — RSSin)/2 —vel,
Ez tartalmazza a fizikai-kémiai folyamatbdl szariaeltéréseket (szisztematikus ok),
valamint a mérési hibat (véletlen ok) is.
Szamitsuk ki a két kilonb6z megkdzelitésnél a szérast. (Az atlagos négyzetdssz
négyzetgyoke), ahol n a mintaszamot jeldli, & egy egyenesre szamitott szoras |tedig a

két egyenesre szamitott széras:

Sin = RSﬁn Smin = RS%in
V n V n

A két szoras nem teljesen fuggetlen egymastdl (@snéiba és a fizikai-kémiai folyamatbol
szarmazo eltérés). Ha a két szoras azonos folyahsthrmazna (tehat nincs szisztematikus
ok, ekkor a szabadséagi fok f = 1), akkor a kétararia (szords) nem kilonbdzhet egymastol.
Ezt F proba segitségével elieizhetjik.

Ha az F préba értékét a p = 0,95 szignifikanciatsmiellett valasztjuk, akkor a baloldalt
nézve (kulonbség) megkapjuk a 95 %-o0s konfidenetarvallum geometriai Gton tortén

becslésének lehgtégét.
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A szamitasokat a Johns és munkatarsai altal leftagjan, a PTE AOK-on fejlesztett
szamitégépes program segitségével végeztik elllesztett egyenesek metszéspontja adta
meg a membran fazistranzicidémérsékletét (Jones Molitoris, 1984).

5.13.2. ST-EPR (V2’') mérések (Fajer és Marsh, 1982)

Méréseink soran masodik harmonikus, 90° fazisonilkivabszorpcidos spektrumot
vettink fel 63 mW teljesitmény, 50 kHz tér modufa@s 5,5 G amplituddo mellett. A
spektrumot fazison kivil, 100 kHz-en detektaltuledvhértiik a C’/C és L"/L csucsaranyokat,
amelyldl a spin jeléb hozzaveileges rotacios korrelaciés idejeit tudtuk meghatidirge.) a

12. abran lathato kalibracié segitségével.

i

1078 1078 o) g%  e=
T, (sec)

12. 4bra
A rotacios korrelacios itimeghatarozasahoz hasznalt kalibraciok.
(Thomas és mtsi., 1976)

5.14. A primycin kdlcsbnhatasanak vizsgalata kuloniizé membranalkotokkal: In vitro

fluorescencia mérések (Kunsagi-Maté és mtsi., 2000b

Méréseink soran 1M olajsavhoz névekd koncentracioja primycint adtunk. Mindkét
komponens olddszere DMSO volt. Steady-state flzoesss méréseket végeztink.iudder:
Fluorolog t 3 spectrofluorometric system (yobbin/von SPEX))vE#ik az emisszids
spektrumokat 16 °C és 36 °C kozott 2 fokonként.idtegracios id: 0,2 s volt. 60Qul-es

kvarc kiuvettakat hasznaltunk a mérésekhez.
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5.15. A sejtlhl kiaramlé 260 nm-en abszorbealéo anyagok mérése dimfotométerrel
(Lee és Lewis, 1968, O'Neil és mtsi, 2004)

A kisérlet soran 10sejt mi™ sejtszdmu szuszpenziét készitettiink Sérensen afoszf
pufferben, amelyhez 64 pg primycint adtunk. A mintakbél a 0., 1., 2., 3.,é% 9. 6raban
1-1 ml mintat vettiink eppendorf csévekbe, és méatgkjtmembranon atszivargo fehérjék és
nukleinsavak mennyiségét a kovetkelzépen: a mintakat centrifugaltuk és megmértik a
feltlisz6 abszorbanciajatE260 nm hullamhosszon. A sejtben maradt 260 nmbsnabeald
anyagok mennyiségét az aldbbi médon hataroztuk raegeppendorf csdvekben maradt
Uledéket, 100 °C-os desztillalt vizzel felszuszj#tuk, kevertik és 30 percig 100 °C-on
inkubaltuk. Az inkubalast kovéen lecentrifugaltuk majd a feltliszobol Ujbol abrbamciat

mértinki= 260 nm-en.

5.16. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalat

15 ml 24 6rds tenyészetet 15 percig 4000 fordularc’p fordulatszammal
centrifugaltunk 4C-on. A sejteket kétszer mostuk Na-foszfat puffarb&® mosast kovéen
az Uledéket ujra szuszpendaltuk 5 ml glutaraldeldatban. Ezt kovéen 1 oran at
szobaldmeérseékleten fixaltuk a sejteket, majd centrifugéléis mostuk Na-foszfat pufferben.
A mintdkhoz egyenként 1 ml OgOoldatot adtunk és 1 déran keresztil inkubdltuk
szobalbmeérsékleten, sotétben. Az inkubalds utdn mostukiraakat Na-foszfat pufferben,
majd keétszer steril desztillalt vizben. A mintakhitratalasat etanol higitasi sorral végeztik
(30, 50, 70, 80, 90, 95, 100 %). A pasztazo elekii@roszkopos vizsgalatokat JEOL JSM
6300 Scanning Microscopeiiseerrel végeztik. A minta aranyozasahoz JEOL foa ©n
sputter JFC 1100 fiszert hasznaltunk.

5.17. Szignifikancia vizsgélatokhoz hasznalt kétmtas t-proba

Minden esetben legalabb harom parhuzamos mintéggatiik a meréseket illetve a
kiértékeléseket. A kapott értékek szignifikanci&étmintas t-proba alkalmazaséaval
vizsgaltuk. Eész6r meghatéaroztuk a kilonkbmintak szérasat:

ORI

S

n-1
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Ahol S: a szoras, n: a mintaszam, x: a mért értékek

A szo6rasok ismeretében meghataroztuk a becslésasthhibgjat:

d:/ﬂ
n

Ahol d: a becslés standard hibajaéS $: a valdszifiségi valtozok atlagoktdl valo

eltéréseinek dsszegei a kulonbdaintakban, n: a mintaszam.

Kovetked lépésben meghataroztuk a t-préba t értékét:

X,-X)
t=L - =

J— €sFG= n(n-1)

Ahol X, és X, : a mérési eredmények atlagai, FG a szabadséadi &#dma. A t értéket a
szamolt szabadsagi fok ismeretében behelyettésitett-proba kritikus értékeit tartalmazo
tablazat megfelélhelyére és a megfetevalosziriségi szint kivalasztasaval meghataroztuk a

szignifikancia fokat.
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6. EREDMENYEK
6.1. A primycin antifungalis hatasanak vizsgalata

6.1.1.C. albicans33erg éserg-2tdrzsek generacios idejének meghatarozasa

A torzsek altalanos jellemzése céljabol meghatédkoz térzsek szaporodasanak
id6fuggeését, valamint a két torzs generacios idejét.
A 33erd szibi torzs generacios ideje: 1,6 ora, kozéplogaritaikarzisa: 8 6ra, a mutans
erg-2generacios ideje: 2,78 6ra, a kozéplogaritmikasé& 10 6ra volt (13. abra, 5. tablazat).
Az ebl®l adddo eltérések kikliszoboléséhez a tovabbi miénésa mutans torzs esetében két

ora faziseltolassal korrigaltunk.

0 5 10 15 20 25
n 25 T T T r : r : r T r T
\©
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[} ®
5 204 A
‘S
X
53
o 154
=
‘
1S
< 1,04
@
IS
c
n .
o 0,5
n
0,0
T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
idd, 6ra
13. abra

A C. albicans33erg (m) éserg-2(e) torzsek szaporodasi gorbéi.

torzs generacios id

33erg 1,60 ora

erg-2 2,78 ora
5. tablazat

A C. albicans33erg (m) éserg-2(e) térzsek generacios ideje.
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6.1.2. Minimalis gatlé koncentraciok meghatarozasanikrodilicios médszerrel.

A munkank el lépéseként meghataroztuk a primycin MGK értéke@3arg ésaz
erg2 torzsekre mikrodilicios modszert alkalmazva. Wisgté anyagként az amB-t
hasznaltuk (6. tablazat).

A nisztatin rezisztengrg-2 mutans keresztrezisztenciat mutatott amB-vel beem
ugyanakkor toleransabbnak bizonyult primycinnelnsizen is mint 833erd torzs A szubi
torzs 12 ug mt, a mutans torzs 26 pg thbrimycin MGK értékekkel rendelkezett. AmB
esetében a siil térzsnél mar 0,063 upg fhlviszont a mutansnal csak 2 pg “ml
koncentracidnal tapasztaltuk a MGK-t.

torzs primycin amB
C. albicans (33erd 12 0,063
C. albicang(erg-2) 16 2
6. tablazat

Primycin és amfotericin B minimalis gatlé koncenita értékei (ug mi) a

C. albicans33erg éserg-2torzsekre mikrodilliciés madszerrel.

6.1.3. A primycin MGK meghatarozasa makrodiliiciés nédszerrel aC. albicans33erd és

erg-2 torzseinél

Yy

Meghataroztuk a primycin minimdlis gatld koncenib@ a vizsgalt két térzson
makrodilicios modszerrel is, amely eredményeket. afira mutatja.
A MGK meghatarozasnal az 5 % alatti értéket vetilasnak. Ez alapjan 38erg

torzs 8 pg mt, azerg-2térzs 12 pg mMGK értékkel rendelkezett.
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14. &bra
C. albicans33erg (e ) éserg-2(A) torzseinek
primycinnel szembeni érzékenysége

makrodillciés modszerrel.

6.1.4. A primycin szaporodas gatlasanak vizsgalaf. albicans 33er§éserg-2torzsein

Ezt koveben meghataroztuk a primycin szaporodasgatlé hat&sdaty informaciot
nyerjunk arrél, melyik az a legkisebb primycin kentracid, ami mar gatolja a sejtek
szaporodasat, illetve, hogy melyik az a koncendtaami még nem letalis, de késlelteti a
szaporodast. Az eredményeket az 15. abra foglafjaed

A két torzs kozott jelets kilonbség volt tapasztalhatd. B4 mi* primycin a szidi
torzsnél 83erg) kozel teljes mérték szaporodasgatlast okozott, ugyanez a koncentedcio
erg-2 mutansnal 18 oraval késleltette a logaritmikusfdminduldsat és mintegy 60 %-kal
csokkentette a sejtek hozaméat. Ezen és a korabbimények sejtették, hogy a két vizsgalt
torzs plazma membranjanak 6sszetétele meghatardddmszerepet jatszanak a primycin és

a sejtek kdlcsbnhatasaban.
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15. abra

Primycin szaporodas gatla€a albicanssejtekre Jeldlések33erg (A),
erg-2 (B), primycin koncentraciék: kontrolb], 16 (A), 24 (e),
32 (), 64 (), 128 (¥)ug mi*.

6.2. A primycin plazma membranra kifejtett hatasan& vizsgalata

6.2.1. A primycin protoplaszt lizist indukalé hataginak vizsgalata

A membrandinamikai kisérletek megkezdéséttelizsgalatot végeztiink a primycin
protoplaszt lizist okoz6 tulajdonsagara. A proteptakat egy o6raig kezeltik a 16. abran
feltiintetett primycin koncentraciék mellett. Ennek kisérletnek a célja az volt, hogy
informaciot nyerjunk arrdl, hogy membrandinamikaizsgalatok soran alkalmazandé
nagyobb, 128 pg mlprimycin koncentraciot elbirjak-e viselni a sejtfaiél megfosztott
sejtek. Ugyanis, ha a vizsgalatokban alkalmazattoplasztok lizist szenvedtek volna, akkor
a mért eredmények, nem sejtes allapotot tikrozdikav

A 18. abra bizonyitja, hogy primycin kezelés nenozil a protoplasztok lizisét.
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16. &bra
Kulénb6z primycin koncentraciok protoplaszt lizist indukdlétasa.
JelolésekC. albicans33 erdg (m) éserg-2-).

6.2.2.In vivo "Steady-state’fluorimetrias membrandinamikai vizsgalatok

A primycin plazma membranra kifejtett direkt hat#sié& vizsgalatara a fluoreszcens
anizotropia valtozast vizsgaltuk. Kisérleteinkh€z albicans 33erg és erg-2 torzsek
kozéplogaritmikus fazisu tenyészei€éb készllt protoplasztokat hasznaltunk. A
protoplasztokat 15 percig kezeltiik 128 pg'mtimycinnel. Méréseink soran a protoplasztok
meg (17. abra, 7. tablazat).

A 33 erd szubi torzs kontroll mintainak esetében az anizotrd@ptaékek 0,26 (+ 0,011)-
rol 0,13 (£ 0,029)- ra, a primycinnel kezelt mimigk esetében pedig 0,23 (+ 0,013)- rdl 0,10
(x 0,022)- re csokkentek a@imérséklet fokozatos (5 °C-onkénti) emelésével. pokiaertekek
fluidabb membranszerkezetre utalnak. Az ergosztéiimyos mutans térzs esetében a
kontroll minta anizotropia értékei 0,25 (+ 0,01%Hl 0,11 (£ 0,016)- re csokkentek a
homérséklet emelésével, a kezelt mintaknal pedig @28 18)- 6l 0,12 (x 0.009)-re, amely

ertékek rigidebb membranszerkezetre utalnak.
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17. abra

A plazma membranba Ultetett TMA-DPH fluorofér anidpia valtozasai.

JeldlésekC. albicans 33erg(A) éserg-2 (B). Kontroll (o) és 128 pg mi primycinnel kezelt ¢) mintak.

Szamszdisitett adatok a 7. tablazatban lathatok.

Homérséklet,°C

10
15
20
25
35

33erg

+SD  kontroll £SD

0,2311 0,0133 0,2567 0,01123
0,1976 0,02026 0,2428 0,02979
0,1438 0,01377 0,2044 0,00847
0,1195 0,0246 0,1725 0,02814
0,108 0,03104 0,157 0,0144
0,1055 0,01491 0,14
0,1018 0,0222 0,125 0,0294

kezelt

0,02618

kezelt
0,2926
0,2434
0,2226
0,2065

erg-2
+SD  kontroll £SD
0,01811 0,2502 0,01737
0,006880,2144 0,00826
0,00932 0,1988 0,00811
0,001 10,1728 0,03122

0,17667 0,01976 0,1412 0,02003

0,15583 0,01491 0,12

0,1275

0,02618
0,00954 0,1125 0,01618

7. tablazat

A 17. dbra szamszésitett adatai.

Ot fiiggetlen kisérlet anizotropia értékeinek aflegD) adatai.

A félkovér betitipussal jelzett értékek szignifikans kilénbségetatiak
a Student-féle t-teszt szerint (P < 0,05).
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6.2.3.In vivo membrandinamikai vizsgalatok EPR spektroszkopiaval

Mivel a biologiai rendszerinkben a fluoreszcenciarések nem bizonyultak elég

erzekenynek, a tovabbiakban a membranvizsgalatERRitechnikat alkalmaztunk.

6.2.3.1. Konvencionalis EPR vizsgéalatok

Kisérleteinkhez C. albicans 33erg és erg-2 torzsek kozéplogaritmikus fazisu
tenyészetéll készilt 5-SASL-el jelolt protoplasztokat hasznak. A protoplasztokat 15
percig kezeltiik 0, 32, 64, 128, 256 pg'mtimycinnel. Felvettiik a killbnbdZoncentracioji
primycin kezelt mintak konvenciondlis (V1) spekt@in?0 °C-on. Meghatdroztuk a 24’
spektralis paramétert és vizsgaltuk a koncentriéiggesét (18. abra).

A ndvekw primycin koncentracio hatasara szélesebb 2Artékeket kaptunk (18.
abra), amelyek mindkét torzs esetében telitésigydnutattak. A két torzs kozotti kilénbség a
gorbék eltés exponencidlis fazisaban jelentkezett. A éeléts a33erg torzs esetében 64 pg
ml™, azerg-2t6rzs esetében pedig 256 pg'mprimycin kezelésnél mutatkozott (19. abra).

Felvettik a V1 spektrumokat 30 °C és 0 °C kozotCxeént majd a 2A; ertékeket a
homérséklet fliggvényében abrazolva meghataroztuk mhménokra jellemi fazisatmeneti
homérsékletet (Tm). A fazisatmenet vizsgalatahoz, lagglasztott koncentracioval, 128 ug
ml™ primycinnel kezeltiik a protoplasztokat (20. &bra).

A 33erg torzs kezeletlen protoplasztjain mért Tm°Cl azerg-2 protoplasztokon mért
pedig 12,5°C. A 128 pg mif primycin kezelés mindkét torzs esetében megno\edteaz
értéket, mégpedig 1€ és 17,5C —ra (20. abra).

A Tm novekedése valamint a 2Akiszélesedése azt mutatta, hogy primycin hataséara
mindkét torzs plazmamembranja rigidebbé valt (18-@rak). A rigiditas meértéke pedig

koncentraciéfliggést és télitési gorbét mutatott (19. abra).
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18. abra

A C. albicans33erd torzs reprezentativ EPR spektrumai.
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19. 4bra

A C. albicans33erg (A) és erg-2(B) torzsek konvencionalis EPR spektrumanak
2A’,, értékeinek primycin koncentracio figgése 20 °C-on.

(Az értékek 3 fliggetlen mérés atlagai, £SD).
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A Homérséklet, T B Homérséklet, T

319 211 12.7 48 2.7 319 211 12.7 48 2.7
T T T T T T T T T T
65 -]

T T 65

20 G
2z
2 .G

T T T T
3.3 34 3.5 3.6 3.7

UTx10°, K * UTx10% K *

20. abra
A C. albicans 33er(A) éserg-2(B) térzsek Tm-e
kontrol (@) és 128 pg il (m) primycin kezelés hatasara.

(3 fuggetlen kisérlet reprezentativ abraja.)

6.2.3.2. ST- EPR vizsgalatok

A konvencionalis spektrumok kiértékelésekor azasapaltuk, hogy a mintakban egy
lassabb mozgas is jelen van, ezért meghataroztuktik ST-EPR spektrumait is (21, 23.
abra). A 0-128pugml™* primycin kezelt mintak ST-EPR (V2’) spektrumait 20-on vettiik
fel, meghataroztuk a C’/C csUcsaranyt ésoeldivetkeztettiink a hozzawdeges rotacios
korrelacios idkre (tc) (8. tablazat).

Primycin kezelés hatasara 1-1,5 nagysagrenddebdbssnozgasokat tapasztaltunk
mindkét torzs esetében. 38erd torzsnél azonban ez a valtozas szeinigdtb, a kontroll
mintan mertt. 0,06-r018 us-ra lassult a kezelést ko¥eh. Az erg-2 térzsnél ez ac-beli
lassulas 0,1é1 1 us-ra valtozott. A 22. abra 6sszehasonlitjia a kétst@ésetében tapasztalt

rotacios korrelacios iiket, amely mindkét torzs esetében egy nem lingatiszast mutat.
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21. abra
5-SASL-el jeldltC. albicans33erg protoplasztok membranjanak reprezentativ
V2’ spektrumai. Jeldlések: 128 ughA) és 32 ug mt (B)

primycinnel kezelt membranok.
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22. abra

A C'/C cslcsarany és az 5-SASL szonda molekula @gdarrelacios idejének
reprezentativ abraja. Jelslés€k:albicans33erg (m) éserg-2(e).

Szamszdisitett adatokat a 8. tablazat tartalmazza.
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primycin koncentracié, pg ml™*

torzsek 0 32 64 128 256
csucsarany, C'/C
33erg -1,30 (+0,1) -0,64 (+0,03) -0,23 (+0,03) -0,17 (+0,01) 0,14 (+0,01)
erg-2 -0,91 (+0,03) -0,7 (+0,02)  -0,5 (+0,02) -0,6 (+0,03) -0,6 (+0,04)
rotacios korrelacioés id, tc 10° s
33erg 0,06 0,5 3 4 8
erg-2 0,1 0,5 1 1 1
8. tablazat

A 22. abra szamszigitett adatai.
Harom fliggetlen kisérlet C'/C értékeinek atlag (3%Datai

és az ezeki becsiltt; értékek.

6.3. A primycin Al, A2 és C1 komponensekn vivo membrandinamikai hatasanak
vizsgélata33erd torzson EPR spektroszkopiaval
Megvizsgaltuk, hogy a primycin Al, A2 és Cl1 kompasek milyen maodon
befolyasoljak a membran allapotat. A vizsgalathogzabi, 33erg torzsek protoplasztjait
hasznaltuk és kezeltiket 128 ug mi* adott tipusi primycin komponenssel. A kezelés
paraméterei megegyeztek a primycin komplexnél alkabtt kezeléssel.

6.3.1. Konvencionalis EPR vizsgalatok

Meghataroztuk és abrazoltuk @nhérséklet fliggvényében a 24’paramétereket. A
vizsgalat menete megegyezett a primycin kompleatk&lmazott vizsgalattal. Meghatéroztuk
a kulénb6d primycin komponensek okozta Tm-beli kiilonbségéRat abra).

A primycin komponensek kozo6tt jeléist Tm-beli eltérést tapasztaltunk. A Tm a
primycin Al esetében 21 °C, A2 esetében 14,3 °Clessetében 15 °C-nak bizonyult. Ezek
az értékek @3erd kontroll mintan mért Tm értékéhez képest (11 °Ggasabbak, tehat a
komponensek kulon-kulon is rigidizald hatasuak, ndem a primycin komplex hatasara

kapott Tm értéknél (16 °C) csak a primycin Al akd&ozott Tm bizonyult magasabbnak.
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Tehat az 6nmagaban alkalmazott primycin Al rigidebémbranstruktirat okozott, mint

keverékben.

zz

2A

3,3 3,4 3,5 3,6 3,7
1T x 10, °K *

23. abra
33erg torzs fazistranziciosdmérséklete 128 pg rhiprimycin Al @),
A2 (A) &s C1t) komponensekkel valé kezelés hatasara.

(3 fuggetlen kisérlet reprezentativ abrgja.)

6.3.2. ST- EPR vizsgalatok

Ezt koveben felvettik a V1 és V2' spektrumokat 20 °C-on ésghataroztuk a
mintadkban &% spin jelob rotacidés korrelacios idejeittd 1), majd dsszehasonlitottuk a
kordbban mért primycin komplex eredményeivel. Akspanbeli kilonbségeket a 24. abra
mutatja. A szamszésitett adatokat, feltintetve a kordbban meért kdintletve primycin
(koplex) -el kezelt mintakon mért adatokat, a 8ldaat foglalja 6ssze.

A C'/C csucsaranybdl becsiilt értékek a kovetkézképen valtoztak az adott primycin
komponensekkel valé kezelések utan: primycin Alésm 5 x 10, A2 esetében 9 x 10és
C1 esetében 1 x T0 Az L"/L cslcsaranybdl becsiil értékekben is jeletis valtozast
tapasztaltunk, mégpedig: primycin Al1-nél 1 X1\2-nél 9 x 10és C1-nél 1 x 1B -nak

adodtak a; értékek.
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kontroll  primycin komplex Al A2 C1
2A",,(G) 61,11 61,67 60,15 59,32 50,01
Tm (°C) 11 16 14,3 15 21
CIC kes) 2x10¢ 4x 10° 5x10° 9x10° 1x10°
L"/L (t,s)  8x10° 6 x 10° 1x10° 1x10* 5x10°
9. tablazat

A kulonbo® primycin komponensekkel keze&lt albicans33erd torzs plazma

V1

membranjan mért spektralis paraméterek 20 °C-on.

Al

A2

Ci

24. abra

IR

A C. albicans 33ergtorzs V1 és V2’ spektrumai 20°C- on
128 ug mi primycin A1, A2 és C1 komponensekkel valé kezekéseten.

(3 fuggetlen kisérlet reprezentativ abrgja.)
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6.4. A primycin f6 membranalkotokkal valé kdlcsbnhatasanak vizsgalatan vitro

~Steady-state” fluorimetriaval

6.4.1. A primycin kblcsénhatasa az olajsavval

Kordbbi, gyenge kolcsdnhatasok fluoreszcencids atégbeasara alkalmazott
modszereket (Kunsagi-Méaté és mtsi., 2008, 2009&p¢tve ,steady-state” fluoreszcencia-
spektrumokat vettiink fel. Méréseink soran>1M olajsavhoz noveky koncentracioju
primycint adtunk. Mindkét komponens oldoszere DM$OIt. Felvettik az emisszios
spektrumokat, 390nm-en gerjesztve, 16 °C és 36640tk 2 fokonként (25. abra). A vizsgalt
primycin és olajsav koncentraciokat a 10. tablazatatja.
bontottuk és az igy kapott spektralis adatokat meBieHildebrand mddszer alapjan értékeltik
ki (26. és 27. abra) (Id. 7.4.Eredmények érték¢l@Benesi és Hildebrand, 1949). Az entalpia
(AH) és entropiaAS) valtozasokat a 28. abra alapjan szamoltuk ki.

[primycin] (M)  [olajsav] (M)

oldatl 8x10" 1x10°

oldat2 6x10 1x10°

oldat3 4x10* 1x10°

oldat4 2x10" 1x10°

oldat5 1x10* 1x10°
10. tablazat

A fluoreszcencia mérés soran hasznalt koncentraciok
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25. abra
Az olajsav reprezentativ fotolumineszcens (PL) spehai kilonbo#
primycin koncentraciok jelenlétében, 295,16 &rtérsékleten mérve.
A szaggatott vonalak az egyensulyi allandé megé#iaphoz

hasznalt cstuicsokat emelik ki.
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26. abra
A Gauss-gorbék alatti terliletek arhérséklet fliggvényében abrazolva.

A gorbe alatti teriilet értékei tetdeges egységben vannak fieltetve.
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27. abra
Az olajsav-primycin komplexél szarmazé fotolumineszcens (PL)

jel Benesi-Hildebrand abrazolasa.
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28. abra

Egyensulyi allandék (K) logaritmusa aZ fliggvényében abrazolva
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6.5. A primycin direkt és indirekt biolégiai hatdsénak vizsgélata
A fenti eredmények bizonyitottdk a primycin plaznmaembran tdmadaspontu
tulajdonsagat. A tovabbiakban a primycin-plazma tm&m kdlcsOnhatas bioldgiai

kovetkezmeényeire, a barrierfunkciora és a sejtnhdgia valtozasara végeztink vizsgalatokat.

6.5.1. A primycin kdzvetlen membranra gyakorolt hadsanak vizsgalata

Megmértiik aC. albicans33erg éserg-2torzsekisl készitett sejtszuszpenzidban a 260
nm-en abszorbealé anyagok (nukleotidok, nukleoziédsk szabad bazisok) sejtbvalo
kidramlasat az extracellularis terébe. Amennyiber26® nm-en abszorbedalé anyagok
mennisége & a pufferben és az Odsszesejtszadm nem valtozikazamal membran barrier
funkciéjanak elvesztése kovetkezik be (29. abra).

A primycin jelen8s anyagkiaramlast okozott 64 pg irkezelés hatasardindkét
vizsgalt torzs kontrol sejtszuszpenzidja ~ 45-508¢% mennyiséget vesztett a vizsgalt
anyagokbdl 5-9 éra elteltével, azonban a primyczekt sejtek mar 2 6ra elteltével ~62-
76 %-0s anyagkiaramlast mutattak. A vizsgalat saékezdeti 6sszsejtszam Sk@jt mit
kordli érték maradt a vizsgalat végéig. Tehat plaznembran barrier funkciojanak elvesztése

bizonyitast nyert.
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29. abra

64 pg mi* primycin hatasara kiaramlé 260 nm-en abszorbe@agok vizsgalata.
JelolésekC. albicans33erg (o) éserg-2(A) kontroll; 33erg (o) éserg-2(A) kezelt
mintak. (3 figgetlen kisérlet atlagainak repreziwntzbraja.)
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6.5.2. A primycin kdzvetett, sejtfalra gyakorolt hdaasanak és a sejtmorfolégia

valtozasdnak vizsgalata pasztazo elektron mikroszippal

Vizsgalatainkhoz a széil 33erd torzs 24 oras tenyészetét hasznaltuk, amelye? @s3
64 pug mtt primycinnel kezeltiink.

A SEM felvételeken a kezeletlen sejtek felszine asinplt €s néhany kozuluk
multipolaris sarjsejtekkel rendelkezett, amelyej@tel lehetett kuloniteni széil és leany
sejtekre (30. A. abra). Azonban 32 ug mprimycin kezelés hataséara csak unipolaris
sejtosztédasok voltak megfigyeltiet (30. B. &bra), mig 64 pg thlkezelésnél pedig
pszeudohifédkat lehet latni (30. abra C, D, E). Aekeegy része mély horpadast mutatott a
sejtfalban, masik része pedig deformalt éeditigfés-szdr mintazatot, amely valésZileg a
sejt intracellularis anyagainak a plazma membrakeresztil tortéé kiaramlasanak a

koévetkezmeénye.

30. abra
C. albicans 33erg SEM felvétele.
Jeldlések: A: kontroll, 3500x-0s nagyitas; B:i@2ml*, 5000x;
C: 64pg mit, 5000x, D: 64ug mI* 2500, E: 641g mI* 5000 x-es nagyitas.
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7. EREDMENYEK ERTEKELESE

7.1. A primycin antifungalis hatasanak vizsgalata

7.1.1. Minimalis gatlé koncentraciok meghatarozasanikrodiliciés modszerrel.

A primycin, amely el§sorban egy antibakteridlis szer, 4-64 pg'rkbzott mutatott
MGK értékeket 13Candidafaj esetében, ezzel szemben az amB 0,015-0,5 ftkoabtti
MGK értékeivel, sokkal hatasosabbnak bizonyult feémigota adatai, PTE, TTK, Altalanos
es Kdrnyezeti Mikrobioldgiai Tanszék).

Az amB MGK értéke &. albicansergoszterin mutanerg-2 tdrzsén magasabb (2 pg
ml?) volt, mint a szidi 33erg torzson (0,063 pg nl) és irodalmi adatok
keresztrezisztenciarol is beszdmoltak mas poliéméawmtikumokkal kapcsolatban, mint pl.
filippin, candacidin vagy piramicin (Pesti és mtdi981a). A primycin MGK értékei viszont
kdzel azonosak voltak mind a s&ijlmind a mutans térzs (12 és 16 pgnesetében. A
kozel azonos MGK értékek arra utalnak, hogy a pcimmek nem az ergoszterin & f
tamadaspontja (6. tablazat).

Tanszékunkon kollégaim, Dr. Juhasz Akos és Pénzgstal elvégezték 74 dicC.
albicans Klinikai izolatumon a primycin és amB MGK meghatZisat mikrodilicids
modszerrel. Az izolatumok mindkét antibiotikumrakenyek voltak. A primycin MGK-ja 19
esetben (25,7 %) 16 pg Mks 55 esetben (74,3 %) 32 ug'miolt. AmB esetében a
kovetked MGK értékeket kaptuk: a 74 izolatumbél 13 esettiEn6 %) 0,063 pg it 43
esetben (58,1 %) 0,125 ughil7 esetben (23,0 %) 0,250 pugndls 1 esetben (1,3 %) 0,500
ng mit. Primycinre rezisztens human patog€andida fajt vagy C. albicans klinikai

izolatumbdl szarmaz6 térzset sem mi, sem a szaMwatban még nem irtak le.

7.1.2. Minimalis géatlé koncentraciok meghatarozasenakrodilticios modszerrel

A primycin makrodiliciés mddszerrel végzett MGK ékti is jelents kilonbséget
mutattak a33erg és erg-2 torzsek kozott. A vizsgalat alapjan a saulorzs @3erd)
érzékenyebbnek bizonyult, mint a mutaaesy(?) toérzs (8ug mi* és 12ug mr*, 14. abra). A
torzsek kozotti kulonbség abbol is adddhatott, hagket torzs plazma membranjabanslév
telitetlen zsirsavak (16:2, 16:3 és 18:3) aranyatkojelents kilonbség van. A 16:2-es
zsirsav @33erg esetében 0,9 mig axg-2 esetében 1,7 %-ban van jelen, ugyanigy a 16:3-as
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2,2 valamint 3,7 és a 18:3-as 2,3 és 4.2 %-banakajeten a sziéh €s mutans torzsek plazma

membranjaban (Pesti és mtsi., 1985).

7.1.3. Szaporodas gatlas vizsgalata

A primycin szaporodas gatlas vizsgalataban aségz(@. albicans33erg torzs ismét
érzékenyebbnek bizonyult, mint az ergoszterin fo&nyutanserg-2 (sziibinél 64 pg mt, a
mutéans torzsnél pedig 128 pg hgrimycin koncentracié eredményezte a teljes szafiso
gatlast, 15. abra).

Ahogy a fenti adatokbol (7.1.1, 7.1.2, 7.1.3 fefekg is latszik, a primycinre val6
érzékenységet jelefgen befolyasolja a plazma membran 0sszetéteRB8ehg torzs plazma
membranjaban &fszterinek az ergoszterin (71,5 %) és az ergostia-P-ol (14,3 %), ezzel
szemben azerg-2 térzsben ad& membrant merevit molekuladk a fekoszterin (55,6 %) és a
zimoszterin (42,7 %), amely a8-A7 izomerdz mutaciojanak a kovetkezménye. A
megvaltozott szterin dsszetétel egy foszfolipidpadeiohoz vezetett agrg-2-es torzsben.
Azaz csokkent a ,fluidizalo lipidek”, ugymint a fotidilkolin vagy a foszfatidilszerin,
mennyisége és ot a foszfatidiletanolamin, foszfatidilinozitol éfoszfatidsav, azaz a
,rgidizalo lipidek” mennyisége a membranban. Tehdkegnagyobb kilénbség a két torzs
plazma membran Osszetételében egyrészt a mutdoszeagn hianya, masrészt a telitetlen
zsirsavak aranya (Pesti és mtsi.,1985). A zsirsaedétel fontos szerepet jatszik a membran
fluiditAsban. Példaul a tobbszorosen telitetlenrsasbk felhalmozdédasa alacsonyabb
membran fluiditashoz vezet (Shinitzky és Henka®80d, MBongo és mtsi., 1997).

A mutans,erg-2 torzsben |é§ ergoszterin hiany a® szterinek felhalmozédasahoz, a
zsirsavlancok hosszanak révidiléséhez és a tefitetbirsavak csokkenéséhez vezetett a
sziibi, 33erg torzshoz képest (Pesti és mtsi., 1982, Pesti é5,m085). Mivel a mutans
torzs az ergoszterin hianyat tulkompenzalta, ésvatpzott a plazma membranjanak lipid
Osszetétele, hogy a totél lipid extraktumon méndrgaraméter érték (0,640 + 0,005)
magasabb volt, mint a s#il torzs esetében (0,611 + 0,003), ezért egy konaydkt
membranszerkezettel rendelkezett (Pesti és mt8i95)1 Meghataroztakn vivo EPR
kisérletekben a két torzs plazma membran dinamikégotti kilonbséget. A sejteket 5-
SASL-el jelolték, és meghatéroztakAl(+1) spektrélis paramétert, valamint a hiperfinom
csatolasok (24) kozotti tAvolsagot, amely a membranba beépit&ASL jel6lb molekula
mozgékonysagat jellemezte. 23erg torzs esetében ez az érték kisebb volt valamennyi
homérsékleten (0-30 °C) mérve, tovabba a&zilkzs membranjara 1% a mutanséra pedig

18,5°C volt a jellems fazisatmenet (Pesti és mtsi., 2000, Belagyi é&,m&99)
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7.2. A primycin plazma membranra kifejtett hatdsan&k vizsgalata

7.2.1. A primycin protoplaszt lizist indukalé hatasnak vizsgalata

Mivel a fenti eredmények ramutattak arra, hogy ampcin antibiotikum
membranhatasu, ezért a tervezett membrandinamikasgalatok megalapozottnak
bizonyultak. Mivel aC. albicans egy erés poliszacharid (glikan, mannan) és fehérje
komplexbdl all6 sejtfallal rendelkezik, ezért a niwén vizsgalatokhoz protoplasztokat,
sejtfaluktdl megfosztott sejteket hasznaltunk. Migekisérletekben magas koncentracioju
direkt primycin-plazma membran kdlcsénhatast viteg&, meg kellett g§zédnink arrdl,
hogy befolyasolja-e a primycin az érzékeny protepiek szamat az édfiggvényében. Azt
tapasztaltuk, hogy a primycin még 12§ mi'-es koncentraciéban sem okozott a vizsgalt
idétartam alatt (120 perc) protoplasztlizist (16. bra

7.2.2.In vivo "Steady-state"fluorimetrias membrandinamikai vizsgalatok

A primycin membran strukturabansalézett valtozas vizsgalatara @srban’Steady-
state” fluoreszcensnizotropia méréseket végeztink. A vizsgalatokrsarénd a szidi, mind
pedig a mutans torzs esetében membrandinamikabzédlbkat tapasztaltunk. A néveékv
homérséklet hatasara tapasztalt csokkeéandencia a meérés hitelességét tdmasztotta ala
(mivel magasabb dmérsékleten a membran folyékonyabba valik, tehaxanda molekula
korrelacios ideje &, az ezt jellem& anizotrépia pedig csdkken) (17. A. abra).

Mivel az altalunk hasznalt membran jéloimolekula (TMA-DPH) a membran
felszinhez kozeli hidrofob régidjanak mozgasaejalti (Prendergast és mtsi., 1981, Kuhry és
mtsi.,, 1983, Ferretti, 1993) és a kezelt mintakgmsiikansan alacsonyabb anizotropia
értékiek minden Bmérsékleten - a kontroll mintakhoz képes83erg torzsnél - a kapott
adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a primkeirelés hatasara a jélomolekula
anizotrop mozgasaéit. Tehat a membran felszinhez kdzeli hidrofob dgggiak viszkozitasa
csokkent, ami a primycin hatasara bekoveikezabb membran struktlra jelenlétére utalt.
Hasonlé eredményeket kaptak Younsi és mtsi., 280B kezelés hatdsara az ergoszterint
szintetizalo Kluyveromyces lacti®leszén. Ugyanezt a modszert alkalmazva az AmB-vel
kezelt mintak alacsonyabb anizotrépia ertékeketttak (Younsi és mtsi., 2000).

Az adatokbdl a kdvetkézfeltételezéseket allapitottuk meg: (i) az AmB gwimycin is

membran komponensekhez &dik (ez éleszt sejtek esetében a membranban, legnagyobb
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szamban |é&¥ vegyuletek, az ergoszterin és/vagy a zsirsavak)A (kémiai kotés létrejotte
aranylag gyors folyamat és a membrant alkoté vedgllatszervézéséhez vezet. (iii) Ez az
atszerveéddés membran csatorndk kialakuldsat eredményezhetelyek a membrant
stabilizal6 Mg* és CA&" ionok kidramlasahoz vezethetnek. A foszfolipidelere kationok
jelenléte nélkll elvesztik az egymassal valo sitaisilkat. (Allwood és Russel, 1970, Blasko
€s mtsi., 1981, Blasko és mtsi., 1986).

Az ergoszterin hidnyos mutans torzs esetében altkedeta anizotropia értékei a
homérséklet emelésével végig nagyobb értékeket naktamhint a kontroll mintanal (17 B.
abra). Az adatok azt tukrozik, hogy a mutans ténesnbran szerkezete a primycin hatasara
merevebb lett a vizsgalt régidban.

Korabbi adatokra tdmaszkodva (Pesti és mtsi., 188%gt torzs kozoétti, primycin
okozta membrandinamikai valtozasban kapott ellentthe a kovetkéz Osszefliggések
kovetkezmeényekéent magyarazhatéey-2 térzsben a szterin/ foszfolipid arany csékkerd és
telitetlen zsirsavak megnovekedett szintézise miatembran eleve rigidebb allapotban volt.
Tehdt a kiulonbdz plazma membran Osszetételorzsek eltéren reagéltak a kodzvetlen
primycin kezelésre. A modszer érzékenysége ammijvo biolégiai rendszertinkben (a nagy
szoras értekek miatt, ami a sejtek Bedgdrasabol is adodhatott) alacsonynak bizonyeérte
a tovdbbiakban EPR spektroszkopias moddszert alkalmia a primycin okozta membran

struktara valtozasok vizsgalatara.

7.2.3.In vivo membrandinamikai vizsgalatok EPR spektroszkopiaval

A konvenciondlis és ST-EPR technikak a lipid és im&m rendszerek kiulénb®z
molekularis mozgasainak jellemzésére kivaléan amikal modszerek. Vizsgalatainkban 5-
SASL spin jelod molekulat hasznéltunk a plazma membran felszirkiezli hidrofob

régiéjanak tanulmanyozasara (Hemminga, 1983).

7.2.3.1. Konvencionéalis EPR mérések

A konvenciondlis mérések soran szamitott,28pektralis paraméter egyik a legtbbbet
hasznalt EPR-paraméterek kozil, amelyet a membramdkai véaltozasok nyomon
kovetésére hasznalnak. A ZAparameéterrel a membranba bed&étt préba molekula ns-os
korrelacios ideje becsulitetmeg, valamint a molekula anizotrop mozgasa jelldras,
amely az adott régio fluiditasat” tikrozi (Hemmagl983). Kisérleteinkben a primycin
koncentracié fliggvényében novékeA’,, értékek azt mutatjak, hogy a jéidmolekula

YRV

mozgékonysaga a ndvekyprimycin koncentracio hatdsara csokken a vizsg@gtoban (18.
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es 19. abrak). A mindkét torzs esetében kapott, 2&kiekek telitdése a ndveldv primycin
koncentracié fuggvényében a plazma membran ,nségjanak” primycin felvételének
korlatjat bizonyitja. A teltidés a33erd torzs esetében 64 pg hlaz erg-2 torzs esetében
pedig 256 pg mi primycin kezelésnél mutatkozik (19. &bra), ametgkeknél a szaporodas
gatlasban mar teljes gatlast tapasztaltuk (15)abra

A 2A’,; értékeket a reciprokdmérséklet fligvényében abrazolva egy nem- linearis
Osszefliggést kapunk és egy j6l meghatarozhato-ti@rizicios Bmérsékletet lehet b#lik
megallapitani 0 és 30 °C kozott. A 128 pg'mtimycin kezelés mindkét térzs esetében 5 °C-
kal ndvelte a Tm-et (20. abra). MagasaldinBrsékleten a kidsés bel§ csatolasi allandok
intenzitisa mar nem megoldhaté és a spektrum haglamotrép ,three-line” EPR
spektrumnak latszani.

A kontrolltol elté Tm-ek utalnak arra, hogy a primycin molekulak Isdlichatasba
tudnak lépni a membrant alkotdé vegyiletekkel édtalzagy kevésbé flexibilis membran
szerkezet jOn létre. A két torzs membranja koAjasztalt fazisatmenet kilonbségek pedig a
mar fentebb emlitett szterin 6sszetétel és a tlelitezsirsavak megvaltozott ardnyanak a
kovetkezmeénye. A membran ergoszterin tartalmisesr befolyasolja a plazma membran
dinamikgjat: magasabb ergoszterin tartalom nagyebt paraméter eértékeket eredményez az
5-SASL-el jelolt membranban (Pesti és mtsi.,, 200@hat a membran rendezettebb
struktaraju magasabb ergoszterin tartalom esetémelMiaz erg-2 térzs membranja nem
tartalmaz ilyen vegylletet, megallapithatd, hogypramycin 6 tamadaspontja nem az

ergoszterin.

7.2.3.2. ST-EPR mérések

ST-EPR méréseket végeztink, hogy jellemezzik a yorm kezelés hataséara
bekovetkezett ,igen lasst” molekularis mozgésokaipal kettss rétegben. Az ST-EPR
moédszer olyan mozgéasok detektalasara alkalmas,yakndl0’ és 10° s kozétti rotacios
korrelacios idvel (tc) rendelkeznek (Hyde 1978, Hyde és Dalton, 1979nidanga, 1983,
Marsh, 1980).

Munkank sordn az 5-SASL 20 °C-on felvett ST-EPRk#pen C'/C csuUcsaranyat
hataroztuk meg, majd eblkovetkeztettlink a. értékekre (Squire és Thomas, 1986).

Reprezentativ ST-EPR spektrumot a 21. dbra mutatja3erg és erg-2 torzseknél
tapasztalt lipid mozgasok becsiilt értékeit az 8. tablazat tartalmazza. Az alacsonyabb

korrelacios idk azt mutatjak, hogy a spin jetbimozgékonysaga primycin kezelés hataséara
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csokkent, amely a primycin-lipidek kdzoétti kolcs@eis kovetkezménye a vizsgalt membran
régioban.

Primycin kezelés hatdsara a membranba beépll i janizotrop mozgasa
megvaltozott. A kontrol plazma membranban angulérizzgas {~10°- 10® s) és a jeld
hossz tengelye koriili forgast£10°- 10° s) is ki lehetett mutatni (Hemminga, 1983) Kezelés
hatdséara, azonban, ezek a mozgasok mar nem veliaktélhatok és a membran proba sokkal
lassabb mozgasokat mutatott (22. abra). Kdzel swohérsékleten a folyékony kristaly fazis,
amelynek a korrelacios ideje 18, kezelés hatasara a gél fazis¥(&p allapotahoz kozelitett.
A kontroll mintdhoz viszonyitott 1-1,5 nagysagreedidsabb mozgasok pedig a kezelt minta

atszerveddott membran szerkezetére utaltak.

7.2.3.3. Akonvencionalis és ST-EPR mérések osszége

A protoplasztok direkt primycines kezelése soraprimycin molekuldk egy része
bejutott a membranba. (A kezelés soran az extrdéall térben maradt felesleges primycin
mennyiséget mosassal eltavolitottuk.) A membrankéasi primycin egy része bizonyos
membranalkotd vegyuletekkel, felteblety a zsirsavakkal (Id. 7.4 fejezet) stabil kotések
hozott létre, masik része a membranban maradtj&ddansagabdl adédoan (a primycin lipid
oldékony vegyilet) nem tavozott a vizes fazisba.

A primycin kezelés hatasara a membranban a kovefidzamatok jatszodtak le:

A konvenciondlis méréseink soran a spin jeloltdgsire karakterisztikus spektrumokat
kaptunk (Hoebeke, 2000). A V1 spektrumok a spiélfehs-os korrelacids idéjmozgasarol
adtak informaciét, amely egy anizotréop mozgashazdethet (2A’;; értékek: 50-60 G
kozottiek voltak). Ez a mozgas arra utalt, hogyaima membranban volt olyan fazis ahol a
jelolének szabad rotacids-diffuziéja van. (A foszfoligideheterogenitasa miatt, a
membranban eltdr molekuléris sebességel rendelketazisokat detektaltunk.) A 24
ertékek a primycin koncentracio emelésével egyéesligérbét mutattak (19. abra), tehat a
szonda molekula korrelacios ideje egy ideig csokkerajd beallt egy allando értékre. A
membrannak ezen fazisaban kialakult egy olyan biétds, amely mar nem volt
csokkenthet tovabbi primycin molekulak hozzdadasaval.

A mintaban detektalt ST-EPR jel (21. 4bra) arraeelett kovetkeztetni, hogy a plazma
membranban volt egy lassabb molekularis mozgasokdadelke# fazis, ahol a szonda
molekula korrelacios idejas-os skalan mozgott (8. tablazat) (Krinichnyi, 19BfEmminga

és mtsi.,, 1999, Marsh, 2007). Ez a fazis a lipitkdseétegnek egy olyan régidja ahol a
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primycin képes volt kémiai kotést kialakitani bizos membranalkotd vegyuletekkel
(valészirii ez a zsirsav lancok régidja.) Ha noveltik a balidgendszerbe bevitt primycin
molekuldk szamat, akkor a kémiai kotésbe kepiimycinek szadma isdatt mindaddig, amig
szabad kdthelyeket talaltak a primycin molekuladk. Bizonyosnkentracié felett ebben a
fazisban is telitést tapasztaltunk. Feltélegg a ,feleslegben” hozzaadott primycin molekulak
a membran mélyebb rétegeibe kerlltek, valaminttb#ak a sejtbe. (Mivel az altalunk
hasznalt spin jeldl csak a membran felszinhez kozeli hidroféb régibjadott tajékoztatast a
primycin mélyebb rétegekben kifejtett hatasat nediuk detektalni.)

Egy koztes koncentraciot kivalasztva megvizsgalukm-et, amelydl kiderult, hogy
primycin kezelés hatdsara a membran magasdbiénsékleten valtott &t a gél fazisbol
folyékonyabb fézisba, tehat a primycin merevebbiie ta membrant, amely jelenség
0sszefuggésben allt a fent emlitett primycin és bréamalkoto vegyiletek kdzoétt kialakuld
kémiai kotésekkel.

Szembedtné a telitési gorbék killonbsége a €iills mutans torzsek kdzott, amely a két
torzs eltéd membran szerkezetdb adddik. Az erg-2 térzs esetében magasabb
koncentracional tapasztaltunk tétiest a ns-os fazisban, tehatsaos fazisban tébb primycin

specifikus vegyluletet tartalmazhatott a mutans nranjh.

7.3. A primycin Al, A2 és C1 komponensek vivo membrandinamikai hatdsanak
vizsgalata33erg torzson EPR spektroszkopiaval

Az egyes primycin komponensek hatasmechanizmusaédd megjelent szakirodalmat
nem taldltam. Mivel a primycin (komplex)- nek bizdiott plazma membran karosité hatasa
van, feltételeztik, hogy az egyes komponensekssriié tulajdonsaguak. Ezért elvégeztik a

membrandinamikai vizsgalatokat az Al, A2 és Clamaponensekkel is.

7.3.1. Konvencionéalis EPR mérések

A Tm alapjan a primycin komponensek a spin jeKibrnyezetének a fluiditasat a ns-os

fazisban a kovetkézsorrendben csokkentették (23. abra):
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.Legfluidabb”

.Legrigideb’
kezeletlen < A2 < cl < primycin < A1l
Tm: 12,5°C 14,3 °C 15 °C 17,5 °C 21 °C

7.3.2. ST-EPR mérések

Mivel az altalunk vizsgalt biologiai membran reneilden létezett olyan fazis, illetve
fazisok aholus-os nagysagrefidmolekularis mozgasok mentek végbe, az ST-mérédek (
tablazat) a kovetkézosszefliggéseket mutattdk. Az L"/L csucsok (meétgrs membranok
esetében) a szonda molekula hossztengelyének mizobzgasat (szogelfordulasat) irjak le
(Hemminga és mtsi., 1999, Marsh, 2007), azonban iainmvivo biolégiai membran
rendszeriinkben ez a tipusi mozgas a membran dsszggemiatt csak valosZisithet volt.

Az L"/L csucsokbdl becslilt; sebessége valtozo volt a kilénBgarimycin komponensek
esetében és a kdvetkezepen valtozott a primycin komponensek hatasara:

.Leglassabb” ,Leggyorsabh
A2 <  primicyn < c1 < Al = kezeletlen
1x10%s 6 x10°s 5 x10° 10's 10's

A C’/C csucsaranyokban is szignifikans kulonbségdlpasztaltunk, mely szerint a
szonda molekula sajat hossztengelye korll valtehaességben tudott forogni a kilonddz
primycin komponensek membranban valé jelenlétéBanek a, rendszerinkben feltételezett,

mozgasnaki) a sebessége az alabbi moédon valtozott:
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.Leglassabb”

.LeggyorsabB
primycin < C1 < A2 < AL < kezeletlen
4 x10°% 10°s 9x 10’ 5x10’ 2 x 10°

Ha Osszevetjik a mozgas tipusokat, megallapithad@y a primycin valamennyi
vizsgalt komponense kulon-kilon, vagy egyuttesemmiin komplexként) névelte a plazma
membran viszkozitasat a kezeletlen membranhoz képes

A primycin komponensek kézil az A1 komponefiatta legdestruktiv hatasunak a
fazistranzicios mérések alapjan. Azonban ennelggivetnek a membranban valo jelenléte a
szonda molekulays-os membranfazisban” vatimozgésat nem befolyasolta (vagy csak igen
kis mértékben).

Hasonlé volt megfigyelhét a tobbi komponens esetében is. Mindez arra enged
kovetkeztetni, hogy a vizsgalt primycin komponenseikdegyike be tud épilni a plazma
membranba és szerkezettlkiiiggéen novelik a viszkozitast, vagyis szerkezeailikiiggoen

kisebb-nagyobb mértékben rigidizaljak a membrant.

7.3.3. ST- és konvencionalis mérések 6sszehasoshta

A lipidek heterogenitasanak nemcsak strukturahsiem funkciondlis kbvetkezménye is
van. Az egyes lipid tipusok csoportosulhatnak a bréamban, és Iétre hozhatnak ,raft’-okat,
amelyek fazis elkuloniléshez és fazisformalashozetvek (Brown és mtsi., 2000,
Wisniewska és mtsi., 2003). Ezeknek a fazisoknghktess Osszetétele és mozgasa van
(Simons és lkonen, 1997, Brown és London, 1997jphAl [kettsrétegben kétsffazis van,
amelyet a Btimérseéklet befolyasol. A fazisok az egyes membramdarakterisztikusak és
nagymértékben fliggenek az alkil lancok hosszUshgégda szaturacid mértékét A
fazistranziciot tekintve az egyik fazist a Tnétélszakasz definialja, ez a gél fazis. Ebben a
fazisban a lipid alkil lancok rendezettebb struéittmutatnak és mozgasuk is visszafogottabb.
A Tm utani szakasz a folyékony kristaly vagy ,lidudisordered” fazist jellemzi, amelyben az
alkil lancok rendezetlenek és gyorsabb mozgastareie(Eaman és Deleu, 2010). Ha a lipid
kettosréteg legalabb két olyan lipidet tartalmaz, amekynTm-je kulonbozik, fazis
elkilénulés fog a membranban bekovetkezni és &kolyy kristaly és gél fazisok egyittes
jelenléte lesz megfigyelh&t A biologiai membranokban a (tiszta) gél fazis @gdban nem

létezik, a szterinek jelenléte miatt. Azonban afkét fazis kdzott fazis szeparacioé jelensége
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meg figyelheb. Azaz a ,liquid ordered” fazis elkilonil a liquiisordered fazistél, amely
szeparacio meértéke figg a szterinek mennyigégBrown és London, 1998). (A pimycin
jelenlétében is egy ilyenfajta faziselkulonilészéidhatott le a membranban.)

A raft’”doméneknek funkciondlis szerepuk, a legljddutatasok szerint, igen jelést
Rendezettségik eltérésélmddddan befolyasoljak a proteinek konformaci@mzdsat ezaltal
a jelatviteli rendszereket. A ,raft”-okban l&proteinek pedig ékegithetik a domének kdzotti
interakciokat. A szterinek kivonasa a ,raftok” fumjat tonkreteheti és bizonyitottan & K
csatornakhoz kotott domének funkcio vesztéseheet\(®¥isniewska és mtsi., 2003, Brown,
2000).

Az EPR mérések soran szamolt molekularis mozgasaipmozva, a kontroll (illetve az
Al komponens esetében) két fazist tapasztaltunk. ndéghatarozhaté volt a ,liquid
disordered”, azaz a fluid fazis (10s-os molekularis mozgésokkal, a 2ABrtékek alapjan)
és a ,liquid ordered” fazis (1B10® s-os mozgasokkal, ST-mérések alapjan). Azonban a
primycin kezelt mintaknél kimutathaté volt, egy medik, a gél fazis is, amely a természetes,
biolégiai membranokban, 6nmagéaban, nincsen jeléit-{D°s-0s mozgasokkal, ST-mérések
alapjan, Id. 11. tablazat) (Wisniewska és mtsiQ30A gél fazis létrejotte tehat a primycin
hatasara bekovetkédipid kettosréteg atszervédéseének a kdvetkezmeénye. ValOsirdg a
primycin a telitetlen zsirsavakat tartalmaz6 fobgidekkel, kapcsolatba 1ép (Id. 7.4. fejezet)
és szegregalddik. A telitett foszfolipidek pedigrédoznak egy ésen rendezett, gél fazist
(31. &bra).

31. bra

Membran fazisok elképzelésének vazlata. Jeldldgekroll membran (A) a ,liquid

disordered” (Id) és ,liquid ordered” (lo) fazisokksalamint a primycin kezelt
membran (B) amelyben mar a gél fazis (gel) is megijk

a két masik fazis mellett.
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A primycin hatasara atrendefbtt membranban a transzport fehérjék, valamint a
csatornaképzfehérjék konformacio valtozast szenvednek, amdédgiwetkeztében elveszti a
membran a eredeti fiziologias barrier funkcidjatigtWewska és mtsi., 2003).

Tovabba irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy a primygidtolja az RNS polimeraz | és a
triptofan pirolaz aktivitasat, valamint noveli a jg&jtek tirozin aminotranszferaz aktivitasat,
amely adatok bizonyitékul szolgalnak a jelatvitelinkciok sérulésére, a membran fazisok
atalakuldsanak kovetkeztében (Blum, 1965, ValyiyNég Daroczy, 1967, Nogradi, 1988).

gél "liquid ordered" "liquid disordered"
kezeletlen nincs 2x1% >10"%
primycin komplex 6x10°s 4x10°% >10"%
primycin Al nincs 1x10s >10"%s
primycin A2 10%s 9x10’s >10"%
primycin C1 5x10s 10°s >10"%
11. tablazat

A primycin és primycin komponensek hatasara léttejo

membranfazisok molekularis mozgéasainak ideje.

7.4. A primycin f6 membranalkotokkal valo kdélcsdnhatasanak vizsgalatan vitro

~Steady-state” fluorimetriaval

7.4.1. A primycin kélcsénhatasa az olajsavval

Miutan felvettik az emissziés spektrumokat (25.afibszilkséges, de ugyanakkor
elégséges szamu Gauss-gorbékre bontottuk. Oss#é&sanss-gorbét tudtunk Ugy illeszteni a
spektrumokra, hogy az a legkisebb négyzetes hibbestkedjen. Miutan a 16-36 °C kozotti
hémérseéklet-tartomanyban megmértik, majd Gauss-gtebékntottuk a fluoreszcencia-
spektrumokat, a Gauss-gorbék alatti terlletetbmérséklet fliggvényében abrézoltuk (26.
abra).

A homeérseklet emelésével ezek kozul 2 Gauss-gorbépasztaltunk valtozast. Ebb
az oldatbeli kémiai egyensuly vagy egyensulyok léttasara kovetkeztettiink. Ezért a
tovabbiakban ezekkel végeztik el a szamitasokatkiéhtékelést aBenesi-Hildebrand

modszerrel végeztik (Benesi és Hildebrand, 1949):
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A Benesi-Hildebrand egyenlet lényege, hogy amennyiben a kodlcsdnhatas
eredményeként a reaktansokbol 1:1 sztbchiomettdjpinplex képadik, akkor az adott
hulldAmhosszon mért fluoreszcencia-intenzitas vakomeciprokat abrazolva a hozzaadagolt,
egyre novekg koncentraciéju  vendégmolekula koncentraciéjanak ciprekanak
fuggvényében egyenest kell kapnunk. Amennyibenalomplex sztochiometriai aranya,
akkor egy olyan egyenest kapunk, amelynek tengdbaetét elosztva a meredekségével az
egyensulyi allandét (K) kapjuk eredményll. A sza&slioz természetesen ugyanazon
hulldAmhosszon mért intenzitds adatokat kell hasinal

Esetlinkben, a korabban valtozast mutato (gausgauss4) Gauss-gorbékr&anesi-
Hildebrandmaddszert alkalmazva egyenest kaptunk, ami artg btagy a primycin és olajsav
kolcsbnhatasanak eredményekétitkbd termék sztbéchiometriai ardnya 1:1 (27. abra).

A termodinamikai paramétereket a Van't Hoff elméédpjan szamitottuk ki, amely a
kovetkedkon alapul. Ha az egyensulyi allandok logaritmusé T* fliggvényében
abrazoljuk, egy egyenest kapunk. Az egyenes mesédélil a AH, tengelymetszetéba AS

hatarozhaté meg (28. 4bra):

K o BH 1,88
R T

R
1. reakcid 2. reakcio
AH (J mol) -27769,22 8078,66
AS (J motK) -10,14 53,94
AGgoec (3 molh) -25798,20 23884,16
12. tablazat

A rendszerben megjelér2 reakcio (a primycin —olajsav asszociatumok kialasa)

Van't Hoff elméletlapjan szamitott termodinamikai paraméterei.

A kolcsonhatas éssége, vagyis a szabadentalpia valtozas mértéke24-%3 mot')
szobaldmérséklet kozelében masodlagos kotések kialakalaséal, ami esetiinkben a

molekula szerkezetét figyelembe véve H kitéselakidbsat jelenti (32 abra).
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A termodinamikai paraméterek két olyan reakciot atnak, melyekhez kozel azonos
szabadentalpia véltozas tartozik, vagyis a kialaklétféle asszociatum stabilitdsa
szobaldmérséklet kozelében Iényegében egyforma. Ugyanakk@hhez tartoz6 entalpia és
entropia értékek igen nagymértékben eltérnek. Ezasgzociatumot stabilizald ébr
jelentsen eltés természetét mutatja.

Az olajsav-primycin kdlcsbnhatasban az abran lathadrogénkotések kialakulahatnak
egyenként és egyuttesen is (32. abra). Konnyerthagd hogy a kulon-kilén kialakulé H
kotések esetében a komplex |ényegesen nagyoblbifigédsal rendelkezik, mint amikor az
abran lathato keis H kotés alakul ki. A kétféle kotés egyiddjialakulasa tehat mereviti az
olajsav molekulat, egészen pontosan az olajsav asatgatolja.

Fontos megemliteni, hogy a mozgas korlatozasa &adsagi fok korlatozasat is
eredményezi, ami a rendszernek a molekularis as&zdickovet nagyobb rendezettségét
vonja maga utan. Tehat ilyen reakciok soran apra(AS) csokken. Mérési eredményeink

is pontosan ezt mutatjak.

el DL i
1§—€ %, HY
\\ \\\ %
_ a,.
32. abra

Az olajsav (1) —primycin (2) kdlcsénhatasban kialakhidrogénkétések
A kilén-kilon kialakul6 H hidak (a) vagy (b) egykéal flexibilisebb

komplexet eredményeznek, szemben a kétféle

hidrogén kotés egyidéjelenlétével
Az els reakcioban, a két hidrogénkoétés kialakulasa esetZrentalpiavaltozas (~-27

kJ mol) mintegy haromszorosa a méasodik reakciéban megjfingk (~-8kJ mat), amikor

csak egyetlen hidrogénkotés stabilizalja az olagawycin komplexet.

73



Lathato tehat, hogy a két H kotés joval éisebb, mint az egy H kotés. Ugyanakkor az
entropiavaltozas az egyes H kotés esetében p@aitgyobb), mig a keéts H kdtés esetében
negativ (kisebb).

Fontos megjegyezni, hogy e tekintetben az entr@fieeas abszolut értéke a Iényeges,
az ebjel kevésbé fontos. Ugyanis azt, hogy ez milyenggnid-tartomanyban térténik, egy
additivnak tekinthét tag hatarozza meg. Ez az additiv tag abbdl szdkmaogy a
molekularis asszociaciot egy legaldbb részlegegothestacié abzi meg, ami a sok kis
oldészermolekulanak a szolvatburokbdl toététhvozasa, azaz szabadda valasa miatt
entropiantvel hatasu (Kunsagi-Maté és Ilwata 2009c¢). Ezért, halmaolekularis asszociacioé
a rendezettséget noveli (az entropiat csokkentgeszolvataciéo az entrdpia olyan métiték
novekedését eredményezheti, hogy a bruttd folyaamadiz entropiavaltozas pozitiv is lehet,

mint ahogy azt egyik fenti esetben is lathatjuk AdreakcidAS értéke).

7.5. A primycin direkt és indirekt biolégiai hatasénak vizsgélata

7.5.1. A primycin kézvetlen membranra gyakorolt hafsanak vizsgalata

Az intracellularis térBl szarmazé 260 nm-en fényabszorpcidéval rendélkez
nukleotidok, nukleozidok, és szabad bazisok kiaéadmak nyomon kovetése egy$§zés
alkalmas modszer a primycin membran barrier funk@éosodasat okozo tulajdonsaganak
kimutatasara (Lee és Lewis, 1968, O'Neill és mt8D04). Ezen anyagok kiaramlasaval
parhuzamosan ionos és nem ionos oldészerekbera(péfiz, 1M szukréz, 0,5M NaCl) Mg
ion, aminosav és protein kiaramlast is leirtak \(@lbd és Russel, 1970).

A plazma membran barrier funkciéjanak elvesztésgazelodott a vizsgalat soran. A
64 pg mtt primycines kezelés hatdsara megnoévekedett szaB@dngh-en abszorbeald
anyagok mennyisége az extracellularis kzegbenal2@.).

Korabbi adatok is alatamasztjak a primycin ezemjdwnsagat A primycin i és
koncentraciotol fuggen novelte a human eritrocitdkon mért szelektiv io@m permeabilitast
alkali fém kationokra nézve a kévetkegorrendben: Cs Rb = K™ » N& (Blaské és mitsi,
1981, 1986).
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7.5.2. A primycin sejtfalra gyakorolt hatasanak visgalata

A dimorf C. albicanssejtek morfolégiai valtozason mentek keresztilltagdhogy a
primycin megvaltoztatta a sejtek bélmilligjét és a sejtmorfoldégia szabalyozasat (Odds,
1988).

A C. albicansesetében kilonbdzilss kdrnyezeti tényak befolyasolni tudjak a hifa
illetve a pszeudohifa formalédast kulonboglatviteli utakon keresztil. A pszeudohifa
formalddaseért, amelyet az élasaejtalak efs polarizaltsaga é& meg (unipoléaris sejtek), a
cAMP (tvonal a feléls (Berman és Sudbery, 2002).38erg torzs esetében a 64 pugml
primycin koncentracional tapasztalt pszeudohifatipas a primycin okozta jelatviteli
funkciok valtozasanak is lehet a kévetkezményee@@ben, valosziteg a cAMP Gtvonal
aktivitasat néveli) ami a fent emlitett membranigéatrendeédés kovetkezménye lehet (31.
abra) (Wisniewska és mtsi., 2003).

A SEM felvételeken hatarozott sejtfelszini eltodmultapasztaltunk, ami a plazma
membran barrier funkcié elvesztésének lehet a kéweténye (30. E abra). Hasonlo
sejtfelszini elvaltozast lehetett latni ugyanezefirzs fagyasztva-toréses elektron
mikroszkopos felvételein nisztatin €s mikonazolegetést kdveéten. A mikonazolos kezelés
plazma membran, és ebbdl kifolydlag, sejtfaldezoimiciot okozott 83erd torzson, amely
a sejtmembranba beépilt metilalt szterinek kovetiéewe volt (Pesti és mtsi.,, 1981a,

Accoceberry és Noel, 2006).
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8. OSSZEFOGLALAS

1.

3.

A kisérletsorozat els lIépéseként meghataroztuk a primycin MGK-jat mikrés
makrodilticiés technikakkal, valamint szaporodaggstl aC. albicans 33ery sziibi és
ennek ergoszterin mutamsg-2 torzseire. Az MGK értékek meghatarozasara azdtt vo
szliikséges, hogy bioldgiailag relevans koncentr&eailbkégezzik el a membran-biofizikai
méréseinket, illetve a primycin - plazma membrén Icé@nhatas bioldgiai
kovetkezmeényeinek vizsgalatat. Kimutattuk, hogy @&rzdek kozott jeleds
érzékenységbeli killonbség va8Berg esetében 12 és 8, amy-2nél pedig 16 és 12 pg
ml™* MGK értékeket kaptunk mikro- és makrodilticiés mdasezl. A szaporodasgatlas a
szUbi torzsnél 64, a mutans torzsnél pedig 128 pg ndl volt kimutathatd, ami egyben
arra is utalt, hogy a plazma membranbané Iépid alkotok mennyisége és aranya

alapveben befolyasolja a primycin antimikrobialis hatasat.

~Steady-state” fluoreszcens anizotropia mérésemmérsbebizonyitottuk, hogy a primycin
megvaltoztatia a membran dinamikajat. Ennek pobtosagellemzésére EPR
spektroszkopiat alkalmaztunk. Konvencionalis EPRések segitségével bebizonyitottuk,
hogy a primycin néveli a plazma membran fazisatrmérienérseékletét 11 °C-rol 16 °C-ra
a szubi 33erg torzs esetében és 12,5 °C-rol 17,5 °C-ra az ergasanutanserg-2torzs
esetébernn vivo. ST-EPR technikat alkalmazva fényt deritettiinkaahogy a primycin
bizonyos, a membranban természetesen jele) @welekularis mozgasokat korlatozza a
Us-0s tartomanyban. A spin jedoiolekula rotaciés korrelacios ideje38erg éserg-2
kontroll mintédk esetében 60 és 100 ns volt. Ez mekacios id fokozatosan csokkent a
névekw primycin koncentracio fligvényében egészen 8 és-ity.u

A primycin f6 komponenseinek (Al, A2 és C1l) membrandinamikasgaratat szintén
konvencionalis és ST-EPR moddszerekkel vizsgaltukfaAisatmenet vizsgalatainkban
kimutattuk, hogy az Al komponens (128 pgmioncentraciéban) rendelkezik a
legnagyobb fazisatmenetéimérséklettel, 21 °C-al, vagyis ez bizonyult a legkanyabb
primycin alkoté vegyiletnek. Az A2 komponens 143 €s a Cl-es komponens 15 °C
fazisatmeneti émérséklettel rendelkezett. Az ST-EPR vizsgalatusdeirt molekularis
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mozgasok segitségével bebizonyitottuk, hogy a mimgs a vizsgaltékomponensei
létrehoznak egy harmadik, gél allapotu fazist, gmermészetes korilmények kodzott
nincs jelen a plazma membranban. Ezaltal bebizottyk, hogy a primycin atszervezi a
lipidkettésréteget, amely a membranhoz kotott transzport rjighé valamint a
csatornaképz fehérjék konforméacié valtozasat, ezaltal a norsdbiarrier funkcid

elvesztését és a jelatviteli rendszerek sérileséja maga utan.

4. A primycin- membranalkoté vegyuleteln vitro vizsgalataiban meghataroztuk egy
primycin-olajsav komplex I|étrej6ttét, amely molekukomplexet két hidrogénkdtés
egyuttesenAH:-27,77) vagy kulon-kilonAH:-8,08) stabilizal.

A fenti kisérletsorozattal bizonyitottuk, hogy enpycin tAmadaspontjai a membranban

jelen |éw zsirsavak.

5. Bizonyitottuk, hogy a plazma membran biofizikai teabsainak a kodzvetlen biolégiai
kovetkezménye olyan nagy molekulasulya sejtalkotdlint a 260 nm-en abszorbedlo
nukleotidok, nukleozidok, és szabad béazisok, 64mig-es 2 6ras primycin kezelés
hatasara, ~62-76 %-0s vesztésalarg éserg-2 torzseknél. A sejt barrier funkcidjanak
elvesztése kozvetetten azt eredményezte, hogy 64nffgkoncentraciju primycin
kezelés hatdsara unipolaris pszeudohifa formalésasejtfelszini torzulas tortént.
albicansesetében ez a valtozas feltételedbeta sejt bets milijenek, ionvesztésének és
nukleinsav vesztésének, valamint cCAMP jelatvitelidszerben toérténvaltozasanak lehet

a kovetkezmeénye.

Munkankkal ebszor bizonyitottuk - biofizikai médszerekkel - arpycin-plazma membran
direkt kblcsonhatasat és magyarazatot adtunk hogy a primycin hogyan képes szinte az
0sszes sejt-féleségre hatni, valamint a korabbimywin kutatasok soran kapott
ellentmondasosnakiné hatdsmechanizmus eredményeket is tisztdztuk.

Uj eredményeknek szamitanak: (i) a primycin plaamambran rigidizalé hatasa és (ii) a
membran fazis atrendédést kivaltd hatasa, (iii) a primycin zsirsavakk@itérs hidrogéen
kotés kialakitasanak képessége valamint, (iv) mymin fskomponenséinek elt@membran

dinamikét kivalté hatasanak bizonyitasa.

77
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munkamat, valamint leh&éget adott arra, hogy bepillantast nyerhessekileafbonyolult,
am rendkivil izgalmas vilagaba.

Halds koszonet illeti dr. Kunsagi-Maté Sandor dscasrat, hogy azin vitro
fotolumineszcencia vizsgalatokban Utmutatast adédt tlrelmével, sedikészségével
hozzajarult, hogy metodikai ismereteimet szinvomallorimetrias és kvantum kémiai
modszerekkel &vithessem.

Kdszondom Pallos Jézsef Péternek a PannonPharmaig&figatdjanak, hogy az
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megvaldsitdsaval biztositva a kutatasi programj@agolgalé szakmai ismereteket és ezaltal
lehetve tette a kutatas forrasainak biztositasat.

Koszonoém Pénzes Agotanak és Juhasz Akosnak hogwjaozitak, az altaluk végzett
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Szeretném megkoszonni az Altalanos és Kornyezetkrddioldgiai Tanszék
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PhD, Horvath Eszternek PhD, Papp Gabornak PhD ksdtaNikolettanak, akik, batoritottak
és ellattak értékes és praktikus szakmai tanackokka

Nem utolsé sorban szeretném megkdszonni szuleimessadomnak, hogy minden

feltételt megteremtettek ahhoz, hogy ez a disszér&készilhessen.

78



10. IRODALOMJIEGYZEK

Aberhart, J., Fehr, T., Jain, R. C., de Mayo, PotIMO. J. Primycin. 1970. Am. Chem. Soc.
92: 5816-5817.

Accoceberry, 1., Noel, T. Antifungals cellular tatg and mechanisms of resistance. 2006.
Therapie 61: 195-199

Allwood, M. C., Russel, A. D. Influence of ionic @dmonionic materials on thermally-induced
ribonucleic acid degeneration and leakag8tephylococcus aureu$970. J. Pharm.
Sci. 59: 180-183.

Balint, B. Favourable observations with Ebrimyciel gn the outpatient department of
surgery. 1987Ther. Hung. 35: 140-142.

Barnett, J. A., Payne, R. W., Yarrow, D. Yeast: @bteristics and identification. 1983.
Cambridge University Press, Cambridge Cambridgesind New York.

Barnett, J. A., Payne, R. W., Yarrow, D. Yeast: @bteristics and identification, 3rd edn.
2000. Cambridge University Press, Cambridge.

Belagyi, J., Pas, M., Raspor, P., Pesti, M., Pali,Effect of hexavalent chromium on
eukaryotic plasma membrane studied by EPR speopgscl1999. Biochim.
Biophys. Acta. 1421: 175-182.

Benesi, H., Hildebrand, J. A. Spectrophotometrigestigation of the interaction of iodine
with aromatic hydrocarbons. 1949. J. Am. Chem. 3&c2703-2707.

Berman, J., Sudbery, P. Eandida albicansA molecular revolution built on lessons from
budding yeast. 2002. Nature Rev. Gen. 3: 918-930.

Biro, J., Varkonyi,V. Ebrimycin gel in the treatment of pyodermas #&adterialsecondary
infections. 1987. Ther. Hung. 35: 136-139.

Blasko, K., Gyorgyi, S., Horvath, I. Effect of pyin on monovalent cation transport of
erythrocyte membrane and lipid bilayer. 1979. Xil#iat. 32: 408-413.

Blasko, K., Gyorgyi, S. Alkali ion transport of prycin modified erythrocytes. 1981. Acta
Biol. Med. Germ. 40: 465-469.

79



Blasko, K., Shagina, L. V., Gyorgyi, S., Lev, A. Ahe mode of action of some antibiotics on
red blood cell membranes. 1986. Gen. Physiol. Bieph: 625-635.

Blum, J., Inhibition of growth oEuglenaand Astatia by primycin and prevention of the
effect by polynucleotides. 1965. Arch. Biochem. @igs. 111: 635-645.

Brown, D. A., London, E. Structure of detergentisesit membrane domains: does phase
separation occur in biological membranes? 1997cHgim. Biophis. Res. Commun.
164: 103-114.

Brown, D. A., London, E. Structure and origin ofdered lipid domains in biological
membranes. 1998. J. Membr. Biol. 164: 103-114.

Brown, D. A., London, E. Structure and function gphingolipid- and cholesterol-rich
membrane rafts. J. Biol. Chem. 2000. 275: 172212472

Brown, M. F., Thurmond, R. L., Dodd, S. W., Ottéh, Beyer, K. Elastic deformation of
membrane bilayers probed by deuterium NMR relarat02. J. Am. Che. Soc.
124: 8471-8484.

Burger, K. Az analitikai kémia alapjai, Kémiai ésisaeres elemzés. 2002. Alliter, Budapest.

CLSI; Clinical and Laboratory Standards InstituReference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeasts; apmw\standard. Third edition. 2008.
CLSI document M27-A3. CLSI, Wayne, PA, USA.

Damjanovich, S., Fidy, J., Sza#i, J. Orvosi biofizika. 2006. Medicina, Budapest.

de Vries, A. H., Yefimov, S., Mark, A. E., Marrink. J. Molecular structure of the Lecithin
ripple phase. 2005. Proc. Natl Acad. Sci. USA, BB92-5396.

Eamann, M., Deleu, M. From biological membranebitomimetic model membranes. 2010.
Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 14: 719-736.

Fajer, P. G., Marsh, D. Microwave and modulatia@idiinhomogenities and effect of cavity
Q in saturation transfer EPR spectra. 1982. J. MBgson. 49: 212-224.

Farkas, N., Pesti, M., Belagyi, J. Effects of heataat chromium on the plasma membranes
of sensitive and tolerant mutants $€hizosaccharomyces pomben EPR study.
2003. Biochim. Biophys. Acta 1611: 217-222.

Ferretti, G. Properties of a phosphatidylcholine@ive of diphenyl hexatriene (DPH-PC)

in lymphocyte membranes. A comparison with DPH &mel cationic derivative

80



TMA-DPH using static and dynamic fluorescence. 1948mbr. Biochem. 10: 17-
27.

Gaffney, B. J. Fatty acid chain flexibility in the membranes rdrmal and transformed
fibroblasts. 1975. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 724-&668.

Gaffney, B.J. Practical consideration for calculation of ordergmaeters for fatty acid or

phospholipids spin labels in membranes. 1976. Atacl@ress. New York.

Gardos, G., Szész, |, Sarkadi, B. Membranok és brémbetegségek. 1983. Medicina
Koényvkiadd. Budapest.

Ghannoum, M. A., Rice, L. B. Antifungal agents: reaaf action, Mechanism of resistance,
and correlation of these mechanisms with bacteggbtance. 1999. Clin. Microbiol.
Rev. 12: 501-517.

Goldman, SA., Bruno, G.V., Freed,J. H. Estimating slow-motional rotational correlation
times for nitroxides by electron spin resonance/219). Phys. Chem. 76: 1858-
1869.

Grell, E. Membrane Spectroscopy. 1981. SpringetageBerlin.

Gyetvai, A., Emri, T., Takéacs, K., Dergez, T., FekeA., Pesti, M., Pdcsi, I., Lenkei, B.
Lovastatin possesses a fungistatic effect agdlastdida albicans but does not
trigger apoptosis in this opportunistic human pgéro 2006. FEMS Yeast Res. 6:
1140-1148.

Haynes, K. Virulence i€andidaspecies. 2001. Trends Microbiol. 12: 591-596.

Helenius, A., Simson, K. Solubilization of membrary detergents. 1975. Biochim. Biphys.
Acta. 415: 29-79.

Heimburg, T. A model for the lipid pretransitioroupling of ripple formation with the chain-
melting transition. 2000. Biophys. J. 78: 1154-1165

Heimburg, T. Thermal biophysics of membranes. 200ifey. Germany, Weinheim

Hemminga, M. A. Interpretation of ESR and saturatiansfer ESR spectra of spin labeled
lipids and membranes. 1983. Chem. Phys. Lipids333:383.

Hemminga, M. A., Van der Dries, I. J., Magusin .M. M., Van Dusschoten, D., Van der

Berg, C. Molecular mobility in food components sadd by magnetic resonance

81



spectroscopy. 1999. Leslie and P.J. Lillford (ed&/ater management in the design

and distribution of quality foods. Technomic Pubirg), Langcaster.

Henderson, F. Marshall, I. G. The effects of thdibéotic, primycin, on spontaneous

transmitter release at the neuromuscular juncti®B4. Br. J. Pharmac. 81: 61-67.

Hoebeke, M. ESR associated to spin label methothénstudy of photosenzitization in
liposomal solution. 2000. Bulletin. Roy. Sciencegie. 69: 103-110.

Hori, K., Sakaguchi, A., Ishida, K., Nomura, T.,zZ84i, K., Tsuchiya, S. Azole derivatives
and antifungal drugs containing the same as aweactbmponent. 1993. United
States Patent N. pat: 5, 183: 824.

Hyde, J. S. Methods in enzymology. Enzyme structii®&8. Academic Press. New York. p
480.

Hyde, J. S., Dalton, L. R. Spin labeling: theory applications, Vol. 2. 1979. L. J. Berliner.

Academic Press. New York.

Ipsen, J. H., Karlstrom, G., Mouritsen, O. G., Werstrom, H., Zuckermann, M. J. Phase
equilibria in the phosphatidylcholine-cholestergstem. 1987. Biochim. Biophys.
Acta. 905: 162-172.

Israelachvili,J., SjonstenJ., EricssonL. E. G., MEhrstrom,M., GraslundA., Ehrenberg, A.
Theoretical analysis of the molecular motion ofnsfabels in membranes. ESR
spectra of labelle@acillus subtilismembranes. 1974. Biochim. Biophys. Acta 339:
164-172.

Janiak, M. J., Small D. M., Shiplay, G. G. Temperatand compositional dependence of the
structure of hydrated dimyristoyl lecithin. 1979Biol. Chem. 254: 6068-6078.

Jones, R. H., Molitoris, B. A. A statistical methfmat determining the breakpoint of two lines.
1984. Anal. Biochem. 141: 284-290.

Jourd’Heuil, D., Vaananen, P., Meddings, J. B. digeroxidation of the brush-border
membrane: membrane physical properties and glut@sesport. 1993. Am. J.
Physiol. Gastroint. Liver Physid264: 1009-1015.

Juranyi, R. A feiiz6 betegségek altalanos és részletes jarvanytana8. 19@dicina,

Budapest.

82



Krinichnyi, V. I. Investigation of biological systes by high resolution 2 mm wave band
ESR. 1991. Appl. Magnet. Res. 2: 29-60.

Kuhry, J. G., Fonteneau, P., Duportail, G., Maeh|C., Laustriat, G. TMA-DPH: a suitable
fluorescence polarization probe for specific plasmambrane fluidity studies in
intact living cells. 1983. Cell. Biophys. 5: 129614

Kulcsér, G. Microbiological activity of the activerinciple (primycin) of Ebrimycin gel.
Chinoin Dokumentation 11/9-11/18.

Kunsagi-Maté, S., Csok, Zs., Tuzi, A., Kollar, Lerittivity-dependent entropy driven
complexation ability of cone and paco tetranitrtxfdlarene toward para-
substituted phenols. 2008. J. Phys. Chem. B 11243-11749.

Kunsagi-Méaté, S., Kumar, A., Sharma, P., Kollar, Nikfardjam, M. P. Effect of molecular
environment on the formation kinetics of complegésalvidin-3-O-glucoside with
caffeic acid and catechin. 2009a. J. Phys. Chetrd 3 7468-7473.

Kunsagi-Méaté, S., Bakonyi, S., Kollar, L., DesbRt, Temperature-dependent solvent effect
on the kinetic energy distribution on p-cresol ncale as building block of
calixarene capsules. 2009b. J. Incl. Phen. Macto€em. 64: 283-288.

Kunsagi-Maté, S., Iwata, K. Effect of cluster fotioa of solvent molecules on the
preferential solvatation of anthracene in binargohblic solutions. 2009c. Chem.
Phys. Lett. 473: 284-287.

Lakovicz, J. Principles of fluorescence spectrogcofhird Edition. 2006. Springer. New
York.

Lee, T. C., Lewis, M. J. Mechanism of release otleotidic material by fermentating
brewer's yeast. 1968. J. Food Sci. 33: 124-128.

Lees, N. D., Kemple, M. D., Barbuch, R. J., Smith,A., Bard, M. Differences in membrane
order parameter and antibiotic sensitivity in etgod-producing strains of

Saccharomyces cerevisig©84. Biochim. Biophys. Acta 776: 105-112.

Lichtenberg, D., R. J., Dennis, E. A. Solubilizatiof phospholipids by detergents: structural
and kinetic aspects. 1983. Biochim. Biophys. AZ&/: 285-304.

Marsh, D., Molecular motion in phospholipid bilagein the gel phase: long axis rotation.
1980. Biochem. 19: 1632-1637.

83



Marsh, D. Saturation transfer EPR studies of slottional motion in membranes. 2007.
Appl. Magn. Res. 31: 387-410.

MBongo, N. M., Loiseau, P., Billon, M. A., Roberet, M. Mechanism of amphotericin B
resistance inLeishmania donovanipromastigotes. 1997. Antimicrob. Agents
Chemother. 42: 352-357.

McElhaney, R. N., Tourtellotte, M., E. 1971. Thé&t®nship between fatty acid structure and
the positional distribution of esterified fatty dsiin phosphatidylglycerol from
Mycoplasma laidlawiB. Biochim. Biophys. Acta 202: 237-246.

McGinnis, M. R. Laboratory handbook of medical miggy. 1980. Academic Press. New
York.

Mcintosh, T. J. Difference in hydrocarbon chain t tilbetween hydrated
phosphatidylethanolamine and phosphatidylcholinkaybrs. 1980. A molecular
packing model. Biophys. J. 29: 237-246.

McLaughlin, S. The electrostatic properties of mesmies. 1989. Annu. Rev. Biophys.
Biophys. Chem. 18: 113-136.

Mészaros, L., Konig, T., Pardczai, M., Nahm, K. r#&dh, I. Effect of primycin on the inner

membrane permeability of rat liver mitochondria729J. Antibiot. 32: 161-166.

Meszaros, C., Vezekenyi, K. Use of Ebrimycin getlexmatology. 1987. Ther. Hungp: 77-
79.

Noégradi, M. Primycin* (Ebrimycin®) — A new topicantibiotic. 1988. Drugs of Today 24:
563-566.

Nyilasi, I., Kocsubé, S., Pesti, M., Lukacs, G.ppaT., Vagvolgyi Cln vitro interactions
between primycin and different statins in theireefs against some clinically
important fungi. 2010. J. Med. Microbiol. 59: 20052

Odds, F. CCandidaand candidiasis. A review and bibliography. 19Bailliére. Tindall.
London, United Kingdom.

O'Neill, A. J., Miller, K., Oliva, B., ChopraJ. Comparison of assays for detection of agents
causing membrane damage Btaphylococcus aureus2004. J. Antimicrob.
Chemother. 54: 1127-1129.

84



Papp, T., Ménesi, L., Szalai, I. Experiences in ébeémycin gel treatment of burns. 1990.
Ther. Hung38: 125-128.

Pesti, M., Campbell, J. M., Peberdy, J. F. Altenatdf ergosterol content and chitin synthase
actyvity inCandida albicans1981a. Curr. Microbiol. 5: 187-190.

Pesti, M., Novak, E. K., Ferenczy, L., Svoboda,Feeze fracture electron microscopical
investigation ofCandida albicanscells sensitive and resistant to nystatin. 1981b.
Sabouraudia 19: 17-26.

Pesti, M., Paku, S., Novak, E. K. Some charactesigif nystatin-resistant sterol mutants of
Candida albicans1982. Acta Microbiol. Hung. 29: 55-66.

Pesti, M. Becher, D., Bartsch, G. The effect of on@zole on ergosterol-less mutant of
Candida albicans1983. Acta Microbiol. Hung30: 25-29.

Pesti, M., Horvath, L., Vigh, L., Farkas, T. ESRatenination of plasma membrane order
parameter, lipid content and phase transition paintCandida albicanssterol
mutants. 1985. Acta Microbiol. Hung. 32: 305-313.

Pesti, M., Sipiczki, M., Pintér, I. Scanning electmicroscopy characterisation of colonies of
Candida albicansnorphological mutants. 1999. J. Med. Microbiol: 487-172.

Pesti M., Gazdag, Z., Belagyi, J. In vivo interantof trivalent chromium with yeast plasma
membrane, as revealed by EPR spectroscopy. 200dSHHicrobiology Letters
182: 375-380.

Prendergast, F. G., Haugland, R. P., Callahan, .P1-#-(trimethylamino)phenyl]-6-
phenylhexa-1,3,5-triene: synthesis, fluorescenopegties and use as a fluorescence
probe of lipid bilayers. 1981. Biochemistry 20: 333338.

Rappolt, M., Laggner, P., Pabst, G. Structure dastieity of phospholipid bilayer sin theuL
phase: a comparison of phosphatidylcholine and piteigdylethanolamine
membranes. 2004. Recent Res. Dev. Biophys. 3: 983-3

Rock, P. Organization of glycosphingolipids in pploatidylcoline bilayers: use of antibody
molecules and Fab fragments as a morphologic m&r€&90. Biochemistry. 29:
8484-8490.

Scherer, S., Magee, P. T. Genetic€ahdida albicans1990. Microbiol. Rev54: 226-241.

85



Shinitzky, M., Henkart, P. Fluidity of cell membgsicurrent concepts and trends. 1980. Int.
Rev. Cytol. 60: 121-147

Singer, S. J., Nicolson, G. L. The fluid mosaic mlodf the structure of cell membranes.
1972. Science 1975: 720-731.

Simons K., Ikonen, E. Functional rafts in cell mear®s. 1997. Nature 387: 569-572.
Somogyi, J. A biomembranok szerkezete ékddése. 1989. Akadémiai Kiado. Budapest.

Spencer, F. T. Maintenance and culture of yeastsY¢ast protocols. Methods in cell and

molecular biology. 1996. Humana Press Inc. Totdwew Jersey.

Stephenson, F. H. Calculations in molecular bioland biotechnology. 2003. Elsevier

Science. San Diego, California.

Sudbery, P., Gow, N., Berman, J. The distinct mogemic states d€andida albicans2004.
Trends Microbiol. 12: 317-324.

Squire, T. C., Thomas, D. D. Methodology for inaea precision in saturation transfer
electron paramagnetic resonance studies of ro&dtidynamics. 1986. Biophys. J.
49: 921-929.

Thomas, D. D., Dalton, L. R., Hyde, J. S. Rotatlafifusion studied by passage saturation
transfer electron paramagnetic resonance. 19Them. Phys. 65: 3006-3024.
Tortorano, A. M., Kibbler, C., Peman, J., Bernhardt, Klingspore, L., Grillot, R.
Candidaemia in Europe: epidemiology and resista2@@6. Int. J. Antimicro. Ag..
27: 359-366.
Uri, J. V. Actor P. Crystallization and antifungattivity of primycin. 1979. J. Antibiot. 32:
1207-1209.

Uri, J. V. Antibacterial activity of primycin agastmultiple strains of Gram-positive bacteria.
1986. Acta Microbiol. Hung. 33: 141-146.

Valyi-Nagy, T., Uri, J., Szilagyi, I. Primycin, a&w antibiotic. 1954. Nature 174: 1105-1006.

Valyi-Nagy, T., Dardczy, A. Effects of primycin ailne synthesis of tryptophan pyrrolase.
Biochem. 1967. Pharmac. 16: 1051-1055.

Wang, T. Y., Leventis, R., Silvius, J. R. Fluorescbased evaluation of the partitioning of
lipids and lipidated peptides into liquid-orderepid microdomaines: a model for
molecular partitioning into lipid rafts. 2000. Bioygs. J. 79: 919-933.

86



Wisniewska, A., Draus, J., Subczynsky, W. K. Is laidf mosaic model or biological
membranes fully relevant? Studies on lipid orgaimrain model and biological
membranes. 2003. Letters Cell. Molec. Biol. 8: 14B-

Younsi, M., Ramanandraibe, E., Bonaly, R., Donndr, Coulon, J. Amphotericin B
resistance and membrane fluidityiuyveromyces Lactistrains. 2000. Antimicrob.
Agents Chemother. 44: 1911-1916.

Zhu, D., Xiong, W. C., Mei, L. Lipid rafts serve as signaling platform for nicotinic
acetylcholine receptor clustering. 2006. J. Neur@&: 4841-4851.

Zimmerberg, J., Chernomordik, L. Membrane fusio@99. Adv. Drug. Delivery Rev. 38:
197-205.

Internetr 6l elérheté adatbazisok:

http://www.om.hu/eisz/
http://www.bmn.com
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

http://highwire.stanford.edu/

87



ANGOL NYELV U OSSZEFOGLALAS (SUMMARY )

Summary, presentation of novel findings

1.

In the series of experiments the MICs of primycynrbicro- and macrodilution methods
and the primycin induced growth inhibition in shakequid medium for the strains of
parentalC. albicans33erg and its ergostrol mutargrg-2 have been determined. The
determination of MIC was necessary to continue wwek with biologically relevant
concentrations of primycin during the membrane- phisical measurements and
investigations of the biological consequences ahycin-plasma membrane interaction.
We have been demonstrated significantly differed€81between the two investigated
strains. In the micro- and macrodilution testing tharental strain proved to be more
sensitive (MICs: 12 and 8 pg Mlthan its membrane mutaetg-2 (16 and 12 ug ri).
The MIC concentrations of growth inhibition in skeakliquid medium were 64 pg thfor
the straind33erg and 128 ug i for erg-2 These data suggested that the composition of
plasma membrane influenced the mechanism of aofitime antibiotic primycin.

Alterations in the dynamic of plasma membrane, asomsequence of 128 pg Tl
primycin treatment have been demonstrated by mesamnts of Steady-state”
fluorescence anisotropy. More accurate charactesizaf the structural and dynamical
changes of the plasma membrane was carried outPB $pectroscopy. We proved a
significantly higher phase transition temperatureghe case of both treated strains than
untreated. The phase transition temperatures ofated strairC. albicans33erg” and its
mutanterg-2were 11 °C and 12.5 °C, respectively. After 128npg primycin treatment,
these values increased to 16 °C and 17.5 °C, iiegeal significant reduction in the
phospholipid flexibility. The saturation transfePE measurements demonstrated that, the
rotational correlation times of the spin label noole were changed after the treatment.
The molecular motions, detected in the plasma man&of untreated samples of strain
33erg anderg-2,were 60 ns and 100 riEhese correlation times decreased gradually by

addition of increasing primycin concentrations,cteag 8 us and 1 us.
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3. The effect on the membrane dynamic of the main amapts (Al, A2 and C1) of
primycin was investigated by conventional and SRERethods. Highest phase transition
temperature has ben demonstrated in the case qfa@mt Al (21 °C) after 128 pg 1hl
primycin treatment indicating that it was the meéfiective primycin compound. The
phase transition temperatures of A2 and C1 desvatge 14.3 °C and 15 °C. Describing
different molecular movements, calculated from 8 EPR spectra- the existence of a
(gel) membrane-phase in the plasma membrane otthen C. albicans33erg was
demonstrated, that was formed by the contributiotmh® molecules of primycin. Thereby
we have proved that the primycin reorganized tpigl Ibilayer leading to conformational
changes of the membrane-bound transport- and chmneng proteins, supposedly that
biological consequence is the losing of physiolablzarrier function and disturbance in

the signal transduction systems.

4. Thein vitro fluorescence experiments of membrane-forming cam@e and primycin
interaction shown a primycin-oleic acid complexnhation, stabilized by one or two
hydrogen bonds that can be formed togethét: (-27,77) or separatel\AH: -8,08). The
above described series of experiments proved tiatattack points of the antibiotic

primycin were the membrane-forming fatty acids.

5. We have demonstrated that, the direct biologicakequences of the biophysical changes
of plasma membrane were: (i) the loss of high mdécweight cell-constituents, such as
the 260 nm absorbing nucleotides, nucleosides medlfases caused by 64 pg'rdr 2
hours primycin treatment (~ 62-76 % loss in Gealbicans33erg” anderg-2strains); (ii)
the loss of barrier function of cells that causedirectly the unipolar pseudohypha
formation and cell-surface distortion after a tneant of 64 pg mt primycin. In the case
of C. albicans these changes may be induced by the alteratiamexior milieu of cells,
the loss of essential ions and nucleic acids andhbyalteration of cAMP signaling
pathway, supposedly.

In our work the primycin - plasma membrane diratteiaction was firstly demonstrated with
biophysical methods. We explained that the antibiptimycin how can be effective against
almost all cell-types. We clarified the apparembntradictory results of previous researches

about the mode of action of primycin.
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Novel findings are: (i) rigidizing effect of primyt on the plasma membrane, (ii) inducer
effect of primycin on the membrane phase rearraegéntiii) primycin - fatty acid complex
formation in the plasma membrane, (iv) alteratiérplasma membrane dynamic caused by

the main components (A1, A2 and C1) of primycin.
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