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BEVEZETES

Az elmult évtizedekben a rezisztens Candida albicans és nem-albicans fajok okozta
fert6zések szama er6s ndvekedést mutatott. A primycin antibiotikum széles hatasspektrumabél és
sajatos hatasmechanizmusabol eredéen megoldast nydjthat a polirezisztens torzsek altal okozott
fert6zesek kezelesére vagy megel6zésére.

A primycin mér alacsony koncentraciéban (0,02 pg mi?-t8l) hatdsos G-pozitiv
baktériumokra, patogén gombékkal 5 ug ml™-t6l, G-negativ baktériumokkal szemben 10 pg ml™-
tol fejti ki gatlé hatdsat, beleértve a polirezisztens fajokat is. A primycin kilénb6z6 sztatinokkal
kombinalva fokozottabb hatast fejt ki in vivo patogén éleszték és fonalas gomba fajok ellen.
Jelenleg a primycin az Ebrimycin® gél hatéanyaga, melyet felszini mikrobidlis fert6zéseknél igen
eredmeényesen hasznélnak, mivel rezisztencia kialakulasat vele szemben még nem tapasztaltak.
Kiserletes adatok bizonyitjak, hogy a primycin a vér alakos elemeire litikus hatast fejt ki. Mivel a
primycin ilyen sokféle sejttipusra hat, hatasmechanizmusanak vizsgalata igéretes témanak
bizonyult.

Munkdm kezdeti lépéseként meghatdroztuk a primycin tdmadéspontjat. A tamadaspont
meghatarozasa alapjaul néhany korabbi kisérletes adat tampontként szolgalt, melyek szerint
membran permeabilitds valtozast és alkali kation kiaramlast (K*, Rb*, Cs") irtak le primycin
kezelés hatasara human eritrocitdkon. Ezen adatok és a sejtek sokfélesége alapjan feltételeztiik,
hogy a primycin hatdsmechanizmus vizsgélatdban a plazma membran tdmadaspont irdnyéaba kell
elindulnunk. Azonban hozza kell tenni, hogy az ion kidramlas dnmagaban nem jelent membran
tdmadaspontot. Peldaul az azolok esetében tapasztalhato ion kiaramlas, annak a kdvetkezménye,
hogy az ergoszterin bioszintézis egyik enzimje a Cl4-es pozicidban lévd két metilcsoport
eltavolitasat végzd demetilaz enzim gatlodik. Ezaltal ergoszterin helyett metilalt szterinek éptilnek
a plazmamembranba, amelyek megvaltoztatjdk a membran biofizikai paramétereit és bioldgiai
tulajdonsagat, amely fokozott intracellularis ionvesztéssel jar.

A munkéam tovabbi része a primycin hatdsmaddjaval és bioldgiai hatdsanak vizsgalataval
foglalkozik. A kisérletekhez egy klinikai izolatumbol szarmazo C. albicans szul6i torzset és az
ebbdl elballitott ergoszterin hianyos mutans torzset hasznaltuk. Ezek a modellszervezetek lehet6vé
tetttk a primycin hatasara bekdvetkezO membran dezorganizacié és struktura valtozas
tanulmanyozasat, 6sszehasonlito elemzését. Ismerve a modell szervezetek pontos membran
Osszetételét, lehetbségunk nyilt a primycin tamadaspontjanak molekularis szint(i elemzésére is.

Mivel a primycin egy antibiotikum komplex, amely harom fékomponensbél all, munkam
részét képezte az egyes komponensek membran hatasanak vizsgalata, egymassal, valamint

magaval a primycinnel val6 6sszehasonlitdsa. Amely adatok fontos informaciot szolgéaltathatnak a



primycin esetleges ipari szintézisével kapcsolatban. Egy adott antibiotikum tdmadaspontjanak és
hatdsmechanizmusanak ismerete alapvet6 feltétele egyrészt az antibiotikum gyodgyszerként vald
engedélyezési eljarasnak, masrészt szerepet jatszik az antibiotikum illetve annak félszintetikus

valtozatainak alkalmazasaban és tovabbfejlesztésében.

CELKITUZESEK

A primycin tdmadaspont es hatdsmechanizmus felderitésére a kdvetkez6, egymasra
épll6 kiserletsorozatot terveztiik abbdl a célbdl, hogy a primycin éleszt6 sejtek in vivo
kolcsonhatasanak adatait figyelembe véve meghatarozzuk a primycin plazma membranra
gyakorolt hatasat két biofizikai mérési modszert alkalmazva. A részletesen jellemzett,
ergoszterin tartalmi (33erg™) és ergoszterin hianyos (erg-2) torzsekre azért esett a valasztas,
mert ezen torzsek alkalmazasaval felvilagositast kaphatunk arra, hogy az eltér6 plazma
membran 0Osszetétel milyen mddon hat a kolcsonhatdsra. Mivel a primycin egy
tobbkomponensl komplex, ezért indokoltnak lattuk f6 komponenseinek plazma membréanra
gyakorolt hatasanak vizsgalatat. Valaszt kerestunk arra is, hogy a vizsgélt C. albicans f6

membrankomponensei kozul, az ergoszterinnel (71 %-a a szterinkomponenseknek), a

foszfatidilkolinnal (53,9 %-a a foszfolipideknek) és az olajsavval (35 %-a a zsirsavaknak)

kolcsonhatasba 1ép-e a primycin. A fenti eredmények ismeretében a primycin-plazma
membran kolcsdnhatas bioldgiai kdvetkezményeit, a barrierfunkcié és a sejtmorfoldgiai hatas
vizsgalatat végeztik el a kovetkez0 kisérletsorozattal:

1. A primycin antifungalis hatasanak vizsgalata a sziil6i (33erg”) és ebbdl el6allitott
ergoszterin-mutans (erg-2) toérzsekre. A primycin minimalis gatld koncentracidinak
meghatdrozasa makrodilucids és mikrodilaciés modszerekkel, valamint a primycin
szaporodas gatlas vizsgalata.

2. A primycin 33erg” és erg-2 torzsek plazma membranjara kifejtett hatdsanak vizsgalata in
vivo ,,Steady-state” fluoreszcens és EPR spektroszkopiakkal.

3. A primycin Al, A2 és C1 komponenseinek in vivo membrandinamikai hatdsanak
vizsgalata 33erg™ térzson EPR spektroszkdpiaval.

4. A primycin f6 membranalkotokkal valo (olajsav, ergoszterin, foszfatidilkolin)
kolcsonhatasanak vizsgalata in vitro ,,steady-state” fluorimetriaval.

5. A primycin biologiai hatasanak vizsgélata. Kozvetlen hatdsa a plazma membranra és
kodzvetett, sejtmorfoldgiara kifejtett hatdsanak vizsgélata.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

A primycin bioldgiai aktivitasanak vizsgélatahoz és két mikroorganizmus torzset
hasznaltunk. Az erg-2 tdrzs egy ergoszterin hianyos mutans, ami az adenin auxotrof,
ergoszterint termel vad tipusd 33erg™ torzsbdl lett elGallitva nitrozoguanidin kezeléssel.

Minimalis gatlé koncentraciéo (MGK) vizsgélata

Meghataroztuk az MGK-t makrodilucios modszerrel a kovetkez6 moédon: 5 ml
fiziologias sdoldatban szuszpendaltunk fel el6kultran novesztett kis telepekbdl vett sejteket.
Beallitottuk a sejts(irliséget ODsgs-6n 0,12 értékre, ez megfelel 4 x 10° sejt ml*
sejtstir(iségnek. Ebb8l 2000-szeres higitast készitettiink, hogy elérjik a 2 x 10° sejt ml™ —es
sejtszamot. A sejtszuszpenzidbdl egy-egy mintahoz 1,35 mi-t mértiink ki félkémcsdvekbe.
Ehhez adtuk hozza 150 pl térfogatban az adott primycin térzsoldatot, amely igy tizszeresére
higult. 48 ora elteltével mértik a szuszpenziok ODsgs értékeit.

A mikrodillcios technika soran a ferde taptalajon két napig novesztett sejteket lemostuk
3 ml desztillalt viz hozzaadasaval. Ezt kdvetden Blrker-kamraval, beallitottuk a sejtszamot
10° sejt ml™*-re. 0,8-6,4 mg ml™* primycin torzsoldatokat 50-szeresére higitottuk RPMI
tapoldatban. A microplate lemezre a kdvetkez6 modon vittik fel: minden Gregbe 100
primycin oldatot és 100 pl sejtszuszpenziét pipettaztunk. A lemezt 48 éran keresztll 37°C-on
inkubaltuk. A lemezek leolvasasa szobah6meérsekleten A=595 nm hulldmhosszon tortént.

A szaporodas gatlas vizsgalata soran 100 ml-es lombikokban 20-20 ml tenyészetet
razattunk. A tenyészetekhez hozzaadtuk a megfelel6 primycin térzsoldatokat (0,8- 25,6 pg ml
). 3 6ranként megmértik a tenyészetek ODsgs-at. Az OD eredményeket grafikonon
abrazoltuk az id6 fuggvényében.

Membrandinamikai vizsgalatok ,,steady-state” fluoreszcencia spektroszkopiaval

Meéréseinkhez 10° sejt ml™ protoplaszt szuszpenziét készitettiink, amelyet 15 percig
kezeltiink 128 pg ml™ primycinnel. A mintakat 2-szer mostuk, majd TMA-DPH fluorofdrral
jeloltiik 5 percig, dvatos keverés mellet, sotétben tartva. Az excitacios hullamhosszt A=340, az
emissziés hullamhosszt A=430 nm-en detektaltuk. Meghataroztuk a fluoreszcens
anizotropiakat 0 és 35 °C kozott 5 °C-ként haladva.

Membrandinamikai vizsgalatok elektronparamagneses rezonancia (EPR) spektroszkopiaval

Meéréseinkhez 10° sejt mI™ protoplaszt szuszpenziét készitettiink, amelyet 15 percig
kezeltiink 0-128 pg ml™ primycinnel illetve primycin Al, A2 és C1 komponensekkel. A
mintéakat kétszer mostuk, majd 500 pl, 10® sejt mlI™ protoplaszt szuszpenziéhoz 3 pl-t adtunk

az 5-SASL (13 mM) térzsoldatbol. A mintakat 3 percig jeloltik, félpercenkénti kevergetéssel.



Konvencionalis EPR mérések: Az EPR spektrumokat 0 és 30 °C kozott vettik fel 2 °C
ként. A mszer beéllitasai a kovetkez6k voltak: mikrohullama teljesités 10 vagy 20 mW, tér
modulécié 100 kHz, amplitudo 2 G, mégneses térerésség 3480 és a pasztdzott tértartomany
100 G. A Kkiértékeléshez a konvencionalis spektrumok 2A’,, paraméterét hataroztuk meg,
amely a spektrum magaster(i és alacsonyter(i szélséértékének kilonbségei. A kapott 2A’,;
értékeket Arrhénius-abrazolas szerint, a reciprok hémérséklet fliggvényében értékeltiik. Az
Arrhenius-abrazolas soran téréspontot tapasztaltunk, amely azt jelentette, hogy a membranban
bekdvetkezett a fazisatalakulas.

Szaturacios transzfer (ST-)EPR mérések: Méréseink sordn masodik harmonikus, 90°
fazison kivuli, abszorpcids spektrumot vettlink fel 63 mW teljesitmény, 50 kHz tér modulacio
és 5,5 G amplitudd mellett. A spektrumot fazison kivil, 100 kHz-en detektaltuk. Megmértik a
C’IC és L”/L csucsaranyokat, amelybdl a spin jelol6 hozzavet6leges rotacios korrelacios
idejét tudtuk meghatarozni (t.).

A primycin koélcsonhatasanak vizsgalata kilonb6z6é membranalkotékkal: In  vitro

fluoreszcencia mérések

Meéréseink soran 10°M olajsavhoz névekvé koncentraci6ju primycint adtunk. Mindkeét
komponens oldészere DMSO volt. Steady-state fluoreszcens méréseket végeztink. Felvettiik
az emisszios spektrumokat 16 °C és 36 °C kozott 2 fokonkent. Az integrécids id6: 0,2 s volt.
A primycin bioldgiai hatdsanak vizsgélata.

A sejtbdl kiaramld 260 nm-en abszorbeald anyagok mérése spektrofotométerrel:. A
kisérlet soran 10° sejt mI™ sejtszdmu szuszpenziot készitettiink Sorensen foszfat pufferben,
amelyhez 64 pg ml™ primycint adtunk. A mintakbél a 0., 1., 2., 3., 5. és 9. 6raban 1-1 ml
mintat vettlink eppendorf csdvekbe, és mértik a sejtmembranon atszivargd fehérjék és
nukleinsavak mennyiségét a kovetkez6 keépen: a mintakat centrifugaltuk és megmértik a
fellillsz6 abszorbanciajat A=260 nm hullamhosszon. A sejtben maradt 260 nm-en abszorbeald
anyagok mennyiségét az alabbi médon hataroztuk meg: az eppendorf csévekben maradt
uledéket, 100 °C-os desztillalt vizzel felszuszpendaltuk, kevertik és 30 percig 100 °C-on
inkubaltuk. Az inkubalast kovetben lecentrifugaltuk majd a feltiliszébdl ujbdl abszorbanciat
mértiink A= 260 nm-en.

Pasztazo elektronmikroszképos (SEM) vizsgalat: 15 ml 24 éras tenyészetet 15 percig
4000 fordulat perc™ fordulatszammal centrifugaltunk 4°C-on. A sejteket kétszer mostuk Na-
foszfat pufferben. A mosast kdvetéen az Uledéket Gjra szuszpendaltuk 5 ml glutaraldehid-
oldatban. Ezt kdvet6en 1 oran at szobahémersékleten fixaltuk a sejteket, majd centrifugaltuk

és mostuk Na-foszfat pufferben. A mintakhoz egyenkeént 1 ml OsO, oldatot adtunk és 1 oran



keresztll inkubaltuk szobahémérsekleten, sététben. Az inkubalas utdn mostuk a mintakat Na-
foszfat pufferben, majd kétszer steril desztillalt vizben. A mintak dehidratalasat etanol higitasi
sorral végeztik (30, 50, 70, 80, 90, 95, 100 %).

EREDMENYEK
Minimalis gatlé koncentraciok vizsgalata

A primycin makro- és mikrodiliciés modszerrel végzett MGK értékei jelentds
killonbséget mutattak a C. albicans 33erg” és erg-2 torzsek kozott. A vizsgalat alapjan a
sziil6i torzs (33erg™) érzékenyebbnek bizonyult, mint a mutans (erg-2) torzs (8 ug ml™ és 12
ng ml™ makrodildciéval és 12 és 16 pg ml™ mikrodiluciéval).

A primycin szaporodas gatlas vizsgalataban a sziil6i, C. albicans 33erg™ torzs ismét
érzékenyebbnek bizonyult, mint az ergoszterin hidnyos mutans, erg-2 (sziil6inél 64 pg ml™, a
mutans térzsnél pedig 128 pg ml™ primycin koncentracié eredményezte a teljes szaporodas
gatlast). Ahogy a fenti adatokbol latszik hogy, a primycinre valo érzékenységet jelentésen
befolyasolja a plazma membrén Osszetétele. A legnagyobb kulénbség a két térzs plazma
membran 0sszetételében egyrészt a mutans ergoszterin hianya, masrészt a telitetlen zsirsavak
aranya.

Membréandinamikai vizsgalatok ,,steady-state” fluoreszcencia spektroszkdpiéval

A primycin membran struktdraban elGidézett valtozas vizsgalatara elsésorban ”Steady-
state” fluoreszcens anizotropia méreseket végeztiink. A vizsgalatok soran mind a szul6i, mind
pedig a mutans torzs eseteben membrandinamikai valtozasokat tapasztaltunk. A névekvo
hémeérséklet hatdsara tapasztalt csokken6 tendencia a mérés hitelességét tdmasztotta ald
(mivel magasabb hémérsékleten a membréan folyékonyabba valik, tehat a szonda molekula
korrelacios ideje n6, az ezt jellemzd anizotrdopia pedig csokken). Mivel az altalunk hasznélt
jellemzi és a kezelt mintdk szignifikansan alacsonyabb anizotrdpia értékliek voltak minden
hémérsékleten - a kontroll mintakhoz képest a C. albicans 33erg™ torzsnél - a kapott adatok
arra engedtek kovetkeztetni, hogy a primycin kezelés hatasara a jel6l6 molekula anizotrop
mozgasa noétt. Tehat a membran felszinhez kozeli hidroféb regidjanak viszkozitasa csokkent,
ami a primycin hatasara bekovetkezé lazabb membran struktara jelenlétére utalt. Az
ergoszterin hidnyos mutans torzs esetében a kezelt minta anizotropia értékei a hémérséklet
emelésével végig nagyobb értékeket mutattak, mint a kontroll mintanal. Az adatok azt
tikrozik, hogy a mutans torzs membran szerkezete a primycin hatasara merevebb lett a

vizsgalt régioban. A két torzs kozotti, primycin okozta membrandinamikai valtozasban kapott



ellentmondas a kovetkezd 6sszefliggések kovetkezményeként magyarazhatd. A C. albicans
erg-2 torzsben a szterin/ foszfolipid arany csokkent és a telitetlen zsirsavak megndvekedett
szintézise miatt a membran eleve rigidebb allapotban volt. Tehat a kilénbdz6 plazma
membran osszetetel( torzsek eltéréen reagaltak a kozvetlen primycin kezelésre. A modszer
érzékenysége a mi, in vivo bioldgiai rendszertinkben (a nagy szoréas értekek miatt, ami a sejtek
bels6 szOrasabdl is adodhatott) alacsonynak bizonyult, ezért a tovabbiakban EPR
spektroszkopias modszert alkalmaztunk a primycin okozta membran struktdra valtozasok
vizsgalatara.

Membrandinamikai vizsgalatok EPR spektroszkdpiaval

A konvencionalis és ST-EPR technikakkal szinte a lipid és membran rendszerekben
talalhatdé Osszes molekuldris mozgas sebessége leirhatd. A konvencionalis mérések soran
szamitott 2A’;, spektralis paraméter egyik a legtdbbet hasznalt EPR-paraméterek kozil,
amelyet a membrandinamikai valtozasok nyomon kovetésere hasznalnak. A 2A’;
paraméterrel a membranba beékel6dott proba molekula ns-os korrelacios ideje becstilhet6
meg, valamint a molekula anizotrop mozgésa jellemezhet6, amely az adott régio ,,fluiditasat”
tikrozi. Kiserleteinkben a primycin koncentracio fliggvenyében névekvd 2A’;, értékek azt
mutattak, hogy a jel6l6 molekula mozgékonysaga a ndévekvé primycin koncentracio hatasara
csokkent a vizsgalt régidban. A mindkeét torzs esetében kapott 2A’,, értékek telitédése a
névekvd primycin koncentracié fliggvényében a plazma membran ,ns-os régidjanak”
primycin felvételének korlatjat bizonyitotta. A telitédés a C. albicans 33erg” torzs esetében
64 pg ml™, az erg-2 torzs esetében pedig 256 pg mi™ primycin kezelésnél mutatkozott, amely
értékeknél a szaporodas gatlasban mar teljes gatlast tapasztaltuk. A 2A’,, értékeket a reciprok
hémérséklet flgvényében abrazolva egy nem- linearis Osszefiiggést kapunk és egy jol
meghatarozhatd fazis-tranzicios hémersékletet (TM) lehet bel6lik megallapitani 0 és 30 °C
kézott. A 128 ug ml™ primycin kezelés mindkét térzs esetében 5 °C-kal névelte a Tm-et. A
kontrolltdl eltér6 Tm-ek utalnak arra, hogy a primycin molekuldk kélcsonhatésba tudnak 1épni
a membrant alkotd vegyuletekkel és ezéltal egy kevésbé flexibilis membran szerkezet jon
létre. A két torzs membranja kozott tapasztalt fazisdtmenet kulonbségek pedig a mar fentebb
emlitett szterin dsszetétel és a telitetlen zsirsavak megvaltozott ardnyanak a kdvetkezménye.
Mivel a C. albicans erg-2 térzs membranja nem tartalmaz eroszterint, megallapithatd, hogy a
primycin f6 tAmadaspontja nem az ez a vegydilet.

ST-EPR méréseket végeztink, hogy jellemezzik a primycin kezelés hatéséra
bekovetkezett ,,igen lassu” molekularis mozgasokat a lipid kett6s rétegben. Munkank soran

20 °C-on felvett ST-EPR spektrum C’/C csucsaranyat hataroztuk meg, majd ebbdl



kovetkeztettiink a 1. értékekre. Primycin kezelés hatasara a membranba beépult spin jel6l6
anizotrop mozgasa megvaltozott. A kontrol plazma membréanban angularis mozgas (t1=107-
10°® s) és a jelé16 hossz tengelye koriili forgast (tc=10%- 10 s) is ki lehetett mutatni. Kezelés
hatasara, azonban, ezek a mozgasok mar nem voltak detektalhatok és a membran préba sokkal
lassabb mozgasokat mutatott. Kézel szobah6mérsekleten a folyékony kristaly fazis, amelynek
a korrelacios ideje 10 s, kezelés hatéasara a gél fazis (10 s) allapotahoz kozelitett. A kontroll
mintdhoz viszonyitott 1-1,5 nagysagrenddel lassabb mozgasok pedig a kezelt minta
atszervez6dott membran szerkezetére utaltak.

A primycin Al, A2 és C1 komponenseinek in vivo membrandinamikai hatasanak vizsgalata

C. albicans 33erg" torzson EPR spektroszkopiaval

Mivel a primycin (komplex)- nek bizonyitott plazma membran kéarositdé hatdsa van,
felteteleztiik, hogy az egyes komponensek is hasonlo tulajdonsaguak. Ezért elvégeztik a
membrandinamikai vizsgalatokat az Al, A2 és Cl-es komponensekkel is. A Tm alapjan a
primycin komponensek a spin jel616 kdrnyezetének a fluiditasat a ns-os fazisban a kdvetkez6
sorrendben csokkentették: kezeletlen (12,5 °C) < A2 (14,3 °C) < C1 (15 °C) < primycin
komplex (17,5 °C) < Al (21 °C). Az L”/L csucsok aranyaibdl a kovetkez6 mozgasokat
becsiltilk: A2 (1 x10™ s) < primycin komplex (6 x10°s) < C1 (5 x10®° ) < Al = kezeletlen
(107 s). A C’/C cslcsaranyokban is szignifikans killonbségeket tapasztaltunk, mely szerint a
szonda molekula sajat hossztengelye koril valtozo sebességben tudott forogni a kilonbdz6
primycin komponensek membranban vald jelenlétében. Ennek a, rendszeriinkben feltételezett,
mozgasnak (T.) a sebessége az alabbi médon véltozott: primycin komplex (4 x10%) < C1 (10
®5)< A2 (9x107) <Al (5x107) < kezeletlen (2 x 10®).

A primycin f6 membranalkotokkal valo kdlcsdnhatasanak vizsgélata in vitro ,,steady-state”

fluorimetriaval. A primycin kdlcsdnhatasa az olajsavval.

Miutan felvettik az emisszids spektrumokat, sziikséges, de ugyanakkor elégséges szamu
Gauss-gorbékre bontottuk. Osszesen 4 Gauss-gorbét tudtunk gy illeszteni a spektrumokra,
hogy az a legkisebb négyzetes hibaval illeszkedjen. A véaltozast mutatd Gauss-gorbekre a
Benesi-Hildebrand modszert alkalmazva egyenest kaptunk, ami arra utalt, hogy a primycin és
olajsav kolcsonhatasanak eredményeként el6alld termék sztochiometriai aranya 1:1. A
termodinamikai paramétereket a Van’t Hoff elmélet alapjan szamitottuk ki, amely szerint az
egyensulyi allandék homérséklet fliggvényében &brdzolt pontjaira illesztett egyenes
meredekségébdl az entalpiavaltozas (AH), tengelymetszetébdl az entrdpiavaltozas (AS)
hatarozhato meg. A kdlcsonhatas er6ssége, vagyis a szabadentalpia valtozas mértéke (~23-24

kJ mol™) szobahémérséklet kozelében masodlagos kotések kialakulasara utalt, ami



esetiinkben a molekula szerkezetet figyelembe véve H kotések kialakuldsat jelentette. A
termodinamikai paraméterek két olyan reakciot mutatnak, melyekhez kozel azonos
szabadentalpia Vvaltozds tartozott, vagyis a kialakuldé kétféle asszociatum stabilitasa
szobah6meérséklet kozelében 1ényegében egyforma volt. Ugyanakkor az ehhez tartozé entalpia
és entrOpia értékek igen nagymértékben eltértek. Ez az asszociatumot stabilizalé er6k
jelent6sen eltérd természetét mutatta. Kovetkezésképen az olajsav-primycin komplex 2-féle
kialakuldsa a kovetkez6: i) egyszeres hidrogen kotések kialakuldsa az olajsav karboxil
csoportjadnak —OH csoportja as a primycin —OH csoport kozott és ii) hidrogén kotés
kialakulasa a primycin —OH csoport és az olajsav karboxil csoportjanak O atomja kdzott. A 2
fele kotés kialakulhat egyenként de egydittesen is.

A primycin bioldgiai hatésai

A plazma membran barrier funkcidjanak elvesztése beigazolddott a vizsgalat soran. A
64 pg ml™ primycines kezelés hatasara megnovekedett a szabad 260 nm-en abszorbeald
anyagok mennyisége az extracellularis kdzegben. A dimorf C. albicans sejtek morfoldgiai
valtozason mentek keresztill azaltal, hogy a primycin megvaltoztatta a sejtek belsé milli6jét és
a sejtmorfolégia szabalyozasat. A SEM felvételeken hatarozott sejtfelszini eltorzulas
tapasztaltunk, ami a plazma membran barrier funkcio elvesztésének lehet a kdvetkezménye. A
C. albicans 33erg” térzs esetében a 64 pg ml™t primycin koncentraciénal tapasztalt
pszeudohifa sejttipus a primycin okozta jelatviteli funkciok valtozasat is jelenthette.

OSSZEFOGLALAS

1. A Kkisérletsorozat elsd lépéseként meghataroztuk a primycin MGK-jat mikro- és
makrodiltcids technikakkal, valamint szaporodasgatlasat a C. albicans 33erg®, sziilGi és
ennek ergoszterin mutans erg-2 torzseire. Az MGK értékek meghatarozasara azért volt
sziikséges, hogy biologiailag relevans koncentraciokkal végezzik el a membran-biofizikai
méréseinket, illetve a primycin - plazma membran koélcsonhatas bioldgiai
kovetkezményeinek vizsgalatat. Kimutattuk, hogy a torzsek kozott jelent6s
érzékenységbeli kiilonbség van: 33erg™ esetében 12 és 8, az erg-2-nél pedig 16 és 12 ug
ml™ MGK értékeket kaptunk mikro- és makrodiliciés mddszerrel. A szaporodésgatlas a
sziil6i torzsnél 64, a mutéans torzsnél pedig 128 ug mi™ nél volt kimutathat6, ami egyben
arra is utalt, hogy a plazma membranban 1évd lipid alkotok mennyisége és aranya
alapvet6en befolyasolja a primycin antimikrobialis hatasat.

2. ,,Steady-state” fluoreszcens anizotropia méreseink soran bebizonyitottuk, hogy a primycin

megvaltoztatia a membran dinamikajat. Ennek pontosabb jellemzésére EPR



spektroszkopiat alkalmaztunk. Konvencionalis EPR mérések segitségével bebizonyitottuk,
hogy a primycin ndveli a plazma membran fazisatmeneti homérsékletét 11 °C-rél 16 °C-ra
a szll6i 33erg™ torzs esetében és 12,5 °C-rél 17,5 °C-ra az ergoszterin mutans erg-2 torzs
esetében in vivo. ST-EPR technikat alkalmazva fényt deritettiink arra, hogy a primycin
bizonyos, a membranban természetesen jelen 1év6, molekularis mozgasokat korlatozza a
ps-os tartomanyban. A spin jel6l6 molekula rotacids korrelacios ideje a 33erg™ és erg-2
kontroll mintak esetében 60 és 100 ns volt. Ez a korrelacios id6 fokozatosan csokkent a
novekvad primycin koncentracid fugvényeben egészen 8 és 1 ps-ig.

A primycin f6 komponenseinek (Al, A2 és C1) membrandinamikai vizsgalatat szintén
konvencionalis és ST-EPR modszerekkel vizsgaltuk. A fazisatmenet vizsgalatainkban
kimutattuk, hogy az Al komponens (128 pg ml™ koncentraciéban) rendelkezik a
legnagyobb fazisatmeneti hémerséklettel, 21 °C-al, vagyis ez bizonyult a leghatékonyabb
primycin alkoté vegyuletnek. Az A2 komponens 14,3 °C és a Cl-es komponens 15 °C
fazisatmeneti hdmérséklettel rendelkezett. Az ST-EPR vizsgalat soran leirt molekularis
mozgasok segitségével bebizonyitottuk, hogy a primycin és a vizsgélt fékomponensei
letrehoznak egy harmadik, gél allapotl fazist, amely termeészetes korilmények kozott
nincs jelen a plazma membranban. Ezaltal bebizonyitottuk, hogy a primycin atszervezi a
lipidkettOsréteget, amely a membranhoz kotott transzport feherjék, valamint a
csatornaképzd fehérjéek konformécié valtozasat, ezaltal a normdlis barrier funkcio
elvesztését és a jelatviteli rendszerek sériilését, vonja maga utan.

A primycin- membranalkotd vegyiiletek in vitro vizsgalataiban meghataroztuk egy
primycin-olajsav komplex létrejottét, amely molekula komplexet két hidrogénkdtés
egylttesen (AH:-27,77) vagy kilon-kilon (AH:-8,08) stabilizal.

A fenti kisérletsorozattal bizonyitottuk, hogy a primycin tamadaspontjai a membranban
jelen 1évo zsirsavak.

Bizonyitottuk, hogy a plazma membran biofizikai valtozésainak a kdzvetlen bioldgiali
kdvetkezmenye olyan nagy molekulasulyd sejtalkotok, mint a 260 nm-en abszorbeélo
nukleotidok, nukleozidok, és szabad bazisok, 64 pg ml™-es 2 éras primycin kezelés
hataséara, ~62-76 %-0s vesztése a 33erg” és erg-2 torzseknél. A sejt barrier funkciojanak
elvesztése kozvetetten azt eredményezte, hogy 64 pg ml™ koncentraciéjd primycin
kezelés hatasara unipolaris pszeudohifa formalddas és sejtfelszini torzulas tortént. C.
albicans esetében ez a valtozas feltételezhetben a sejt bels6 mili6jének, ionvesztésének és
nukleinsav vesztésenek, valamint CAMP jelatviteli rendszerben torténd valtozasanak lehet

a kdvetkezménye.
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Munkankkal el6szor bizonyitottuk - biofizikai modszerekkel - a primycin-plazma membran
direkt kdlcsonhatdsat és magyarazatot adtunk arra, hogy a primycin hogyan képes szinte az
Osszes sejt-féleségre hatni, valamint a kordbbi primycin Kkutatasok soran kapott
ellentmondéasosnak t(in6 hatasmechanizmus eredmenyeket is tisztaztuk.

Uj eredményeknek szamitanak: (i) a primycin plazma membran rigidizalo hatasa és (ii) a
membran fazis atrendez6dést kivaltd hatésa, (iii) a primycin zsirsavakkal torténé hidrogén
kotés kialakitasanak képessége valamint, (iv) a primycin fékomponenséinek eltér6 membran

dinamikat kivalto hatasanak bizonyitasa.
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