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1. Bevezetés

Az életet veszélyeztetd, invaziv gombas fertézések szdmanak novekedése
vilagszerte probléma. A leggyakoribb koérokozo tovabbra is a Candida albicans, de
egyre tobb a non-albicans Candida fert6zés, valamint névekszik az Aspergillus sp.

okozta megbetegedések szama is.

A rendelkezésre allo antifungalis szerek kozott évtizedek ota hasznalt,
klasszikus szerek mellett a legutobbi évtizedben bevezetésre keriilt
hatéanyagcsalad is talalhato. Mégis a fert6zések novekvé szama, a rezisztencia
terjedése, a kedvezobb farmakokinetikai és mellékhatas-profil kialakitdsa miatt a
gomba-ellenes szerek kutatasa tovabbra is aktualis teriilet. Ugyanezen okok miatt a
hagyomanyos kimutatasi modszerekhez képest gyorsabb, kisebb id6- és
munkaigény(i diagnosztikai és antimikotikum-érzékenységi vizsgalatok fejlesztése

is id6szerli kérdés.

Az aramlasi citometridt mar régebb oOta hasznaljadk mikrobioldgiai
vizsgéalatokra, baktériumok, gombak, antimikrobialis szerekkel szembeni
érzékenység vizsgalatara. Napjainkban egyre jellemzébb a lab-on-a-chip
rendszerek terjedése, ezeknél a rendszereknél chip-alapon, mikroméretben, kis
mintaigénnyel, gyorsan valdsithatok meg kiilonb6zé analitikai feladatok. Az
aramlasi citometria elvére épiil6, chip-alapti mikrobiologiai vizsgalatokra azonban

egyeldre kevés adat all rendelkezésre.

Munkam soran Candida sp. antimikotikum-érzékenységének vizsgalatat
valdsitottam meg hagyomanyos és mikrofluidikai aramlasi rendszerben. A
klasszikus antimikotikumok mellett potencialis citotoxikus, antibakterialis és
antifungalis hatassal rendelkez6 Mannich-vegyiiletek Candida-ellenes hatasat
vizsgaltam  chip-alapt  aramlasi citometrids és  chip-alapa  kapillaris

gélelektroforézis modszerek felhasznalasaval.



2. Célkitizések

Munkam soran Candida torzsek analitikai, elvalasztas-technikai modszerekkel
valé vizsgalata volt a célom. Ezen igen tdg téman belill az alabbi vizsgélati

iranyokat terveztem megvalositani:

e Candida sejtek vizsgalata aramlasi citometrias modszerrel, elsésorban az

antimikotikum-érzékenység meghatarozasa (irodalmi adatok alapjan).

e Kiilonboz6é antimikotikumok vizsgalata, Candida albicans és non-albicans

torzseken.

e Ezen eredményekre alapozva hasonld elven miikodé, de chip-alapu
antimikotikum-érzékenység meghatarozas tervezése, mivel ilyen céla

felhasznalasat nem talaltam ezeknek a rendszereknek.

e A hagyomanyosan hasznalt antimikotikumok mellett mas tipusti, gombaellenes

hatassal is rendelkezé vegyiiletek, a Mannich-ketonok vizsgalata.

e Candida albicans fehérjeprofiljaban a Mannich-ketonok hatasara bekovetkezé
mindségi és mennyiségi valtozasok vizsgalata chip-alapt elektroforézis

modszer felhasznalasaval.

o Kiilonboz6 tipusu Mannich-ketonok vizsgélata, a fehérje dsszetételre gyakorolt

hatas és a vegyiiletek szerkezete kozti 0sszefiiggések elemzése.



3. Anyagok és médszerek
3.1. Anyagok

Kisérleteim sordn nemzetkozi standard Candida torzseket vizsgaltam: Candida
albicans ATCC 90028, Candida tropicalis ATCC 90874, Candida glabrata 90030, Candida
krusei 30068.

Az aramlasi citometria elvén alapuld vizsgalatoknal kiilonb6z6 fluoreszcens festékeket
hasznaltam. Az elolt sejtek jelolésére alkalmas nem-permeabilis nukleinsav-festékek a
propidium-jodid (gerjesztési/emissziés max. 535/617 nm) és a Sytox Green (504/523 nm).
A Syto 60 (652/678) az €16 és elolt sejteket egyarant jeloli.

Az érzékenység-vizsgalatok soran két kiillonbozé hatdsmechanizmusi antifungalis
szert vizsgaltam. Az amphotericin B egy heptaén makrolid antimikotikum. Kisérleteimben
Fungizone injekcidhoz vald por formajaban hasznaltam (ez, az oldodast segitendd, natrium-
dezoxikolatot is tartalmaz). Az amphotericin B fungicid hatasu szer, a gomba-sejtmembran
ergoszterin komponenséhez kotddve porusokat képez és a sejt pusztuldsat okozza. A
flukonazol egy fungisztatikus hatasi triazol vegyiilet, vizsgalataimban Mycosyst
infuzidhoz val6 oldat formaban hasznéaltam Az ergoszterin-bioszintézis tobb 1épését gatolja,

igy a gombasejtek szaporodasat akadalyozza.

3.2. Mannich-ketonok

A gyogyszervegyiiletek szintézisében gyakran hasznalnak Mannich-bazisokat példaul
a vizoldékonysag novelésében vagy intermedierként reaktiv a-metilén-ketonok eléallitasara.
Szamos bioldgiai hatdssal rendelkeznek, kiemelném a citotoxikus, antibakteridlis ¢és
antifungalis hatasu Mannich-vegyiileteket.

A kisérleteim soran hasznalt Mannich-ketonokat témavezetdm, Dr. Lorand Tamas
szintetizalta a PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetében. A klasszikus Mannich-
reakcid soran etanolos kdzegben sosav katalizatort hasznaltak, a szintézis els6 1épésében 2-
arilidéncikloalkanon koztes termékek keletkeztek bazis-katalizalt aldol-kondenzacioban. A
Mannich-ketonokat a megfelel6 2-arilidéncikloalkanon, szekunder amin és paraformaldehid
visszaszoritasara feleslegben alkalmaztak.

A killonb6z6 vizsgalataimban tesztelt telitetlen és kondenzalt vazas Mannich-

ketonokat az 1. és 2. tablazat tartalmazza.
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Ar -
O R
Vegyiilet | n Ar R C. albicans MIC (ug/ml)
1 1| 4> -OCH3-C¢H,4 4-morfolil 3,125
2 1| 2’-OCH3-CgH, 1-piperidil 6,25
3 3| fenil 1-piperidil

1. tablazat — Telitetlen Mannich-ketonok

R (*CHz)n
O R?

Vegyiilet | n R! R? 1\21' C"’"Z'lcg";‘::fi)
4 1 H 1-piperidil 3,125
5 1 H 1-pirrolidil 0,8
6 1 5-OCHj,3 1-piperidil 3,125
7 2 H 1-piperidil 12,5
8 2 H 1-pirrolidil 12,5
9 2 H 4-morfolil 3,125

2-(1,2,3,4-

10 2 H tetrahid(ro)-izokinolil 6,25
11 2 5-OCH; 1-piperidil 12,5
12 2 6-OCHj,3 1-pirrolidil 100
13 2 6-OCH; 4-morfolil 25

14 2 6-OC3H; 4-morfolil 25

15 2 7-OCH; 1-piperidil 6,25
16 2 7-OCHj, 4-morfolil 12,5
17 3 H 1-piperidil 6,25
18 3 H 4-morfolil 12,5

2. tablazat- Kondenzalt Mannich-ketonok




3.3. Médszerek

Aramlasi citometria: eljards vagy mérési modszer, amellyel folyadékaramban,
6nallo részecskék tulajdonsagait vizsgalhatjuk.

A szuszpenzids forméban levd sejtekrdl hidrodinamikai fokuszalast, majd 1ézeres

megyvilagitast kovetden detektalhatod optikai jelek:

- eldre iranyuld szoras = forward scatter (FSC): a sejt méretét jellemzi

- oldalirdnyu szoras = side scatter (SSC): a sejt belsd strukturaltsagarol informal

- fluoreszcencia: a sejtek specialis jellemz6irél ad tajékoztatast, a mért emissziods
intenzitas aranyos a sejtekhez kotott fluorofor mennyiségével.

Kisérleteimhez a Becton Dickinson FACS Calibur 4ramlési citométerét
hasznaltam (Becton Dickinson, Fraklin Lakes, NJ, USA). A késziilek egy 15 mW (488
nm) argonion lézerrel és egy vords didda 1ézerrel (~635 nm) is fel van szerelve. Az
adatgyiijtés log/log modban tortént, a fluoreszcencia intenzitas mellett az eldre, ill.
oldalra irdnyuld fényszorast detektaltam (FSC ill. SSC).

Mikrofluidikai Aramlasi citometria (sejt-chip): chip-alapi, az aramlasi
citometria elvein alapulé modszer. Méréseimhez az Agilent 2100 Bioanalyzer aramlési
citometrids blokkjat hasznaltam, itt az elvalasztas 25x75 pm-es kapillarisokban,
nyomasvezérelt rendszerben zajlik. A késziilékbe egy kék LED (470/525 nm) és egy
voros lézer (630/680 nm) van beépitve, igy fluoreszcens detektalasra képes két
tartomanyban. A mérésekhez a sejteket pufferben szuszpendaljuk, a mérés eldtt a chip
kapillarisait egy vizes oldattal, mig az egyik csatornat egy fluoreszcens festékkel
toltjiik fel, a mérés soran ez szolgal referenciaként az optikai rendszer szamara. A
rendszer 2x10° sejt/ml-es koncentracioig idealis.

Chip-alapu elektroforézis: a kapillaris gélelektroforézis elvein alapulé modszer.
Itt is az Agilent lab-on-a-chip rendszerét hasznaltam, de az elektroforézis blokkot, a
Protein 80 és 230 elvalasztasi protokollokkal. A kapillarisokat egy nem keresztkotott
poliakrilamid-szarmazékkal toltjik fel, az elvalasztds méret alapjan torténik.
Fluoreszcens detektalast alkalmazunk, a festék a fehérjékhez SDS-en keresztiil a

chipen kotodik.



4. Eredmeények és kovetkeztetések

4.1. Aramlisi citometrids és sejt-chip eredmények: él6 és elolt

Candida sejtek detektalasa, Candida torzsek megkiilonboztetése

Az aramlasi citometriat régota hasznaljak Candida torzsek vizsgalatara. A sejt-
chip rendszerrel azonban kevés gomba-vizsgalatot végeztek eddig. Kisérleteim
soran aramlasi citometrids eredményekbdl kiindulva terveztem meg a chipes
vizsgalatokat, ezért az eredményeket is igy mutatom be.

Az €16 és elolt gombasejtek megkiilonboztetésére propidium-jodid (P1), Sytox
Green és Syto 60 nukleinsav-festékeket hasznaltam. Az aramlasi citometrias
vizsgalatoknal a PI és Sytox Green festékekkel jelolve az é16 és az elolt Candida
albicans sejtek a megfeleld tartomanyban detektalt fluoreszcencia alapjan
egyértelmiien elkiilonithetdek voltak.

A sejt-chip rendszerben csak fluoreszcens jeleket gyljtink, igy csak
elézetesen festett sejtek vizsgalhatok. A Syto 60 festék az €16 és elolt C. albicans
sejteket is jelolte, Osszsejtszam meghatarozasra volt alkalmas. Az é16 és elolt
sejtek elkiilonitését Sytox Green festékkel valdsitottam meg sikeresen (a Pl nem
kompatibilis a rendszerrel).

A vizsgalatokba kiilonbozé Candida torzseket is bevontam. Mindegyik torzs
esetén egyértelmiien elkiilonithet6k voltak az €16 és eldlt sejtek mindkét modszer

esetén. A kiilonb6z6 torzsek egymastol nem voltak elkiilonithetek.

4.2. Antimikotikum-érzékenység meghatarozasa
Az antimikotikum-érzékenység meghatarozasat az €él6 és elolt sejtek
elkiilonitésére alapozva végeztem. Az antimikotikum-érzékenység jellemzésére a
minimalis gatlé koncentraciét (MIC) hasznaltam, ez az antifungalis szer azon
legkisebb koncentracioja, mely képes gatolni a gomba ndvekedését. Az aramlasi
citometrias és sejt-chip vizsgalatokat a standard makrodiliciéos modszerhez

hasonlitottam.
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Az antimikotikumokbol felezd higitasi sort készitettem, az el6készitett
Candida torzsoldatokbol 10-10 upl-t adtam a sor minden csovéhez. 24 Oras
inkubaciot kovetéen a mintak felét festettem, a masik felét a festés elott
hékezelésnek vetettem ald, majd mindegyik mintat megmértem.

Aramlasi citometrias eredményekre példaként az 1. dbrdn C. albicans
kiilénbdz6 amphotericin B koncentracioval kezelt mintainak eredményeit mutatom

be.
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1. dbra - C. albicans amphotericin B higitasi sor aramlasi citometrias képe,
Sytox Green festéssel, h6kezelt mintak, a fluoreszcenciat az SSC fiiggvényében
megjelenitve. Az amphotericin B koncentracié az a abran 0.625 pg/ml, b abran

0.312 pg/ml, mig c abranal 0.156 pg/ml.
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Az aramlasi citometrias eredményekre alapozva a mikrofluidikai sejt-chip

rendszerre is adaptaltam a mddszert. Az eredményekre példaképp a 2. és 3. dbrdn

mutatom be C. albicans amphotericin B-, ill. flukonazol-érzékenységi vizsgalatat.
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2. dbra - C. albicans amphotericin B 3. dbra - C. albicans flukonazol higitasi
higitasi sor sejtchip eredményei, sor sejtchip eredményei, hdkezelt mintak,
hoékezelt mintdk, Sytox Green jeloléssel. Sytox Green jeloléssel. A flukonazol
Az amphotericin B koncentracidja: a 0.625 koncentracioja a 1pug/ml, b 0.5 pg/ml, ¢
ug/ml, b 0.312 pg/ml, ¢ 0.156 pg/ml. 0.25 pg/ml.

s

Az antimikotikum nagyobb koncentraciojanal a gombak ndvekedése
akadalyozott, a mintaban viszonylag kevés sejt 1athatd, azok nagy része nem él.
MIC alatti koncentracional a gombak névekedése nem akadalyozott, a mintdkban
sok sejt talalhatd, ezek jo része €16 sejt, Sytox Green festésnél ezért hokezelés utan
lathatok. MIC értéknek azt a koncentraciot hataroztam meg, ahol az €16 sejtek
aranya szignifikdnsan (min.50%) csokkent az antimikotikummal nem kezelt,
pozitiv kontrolhoz képest. Az amphotericin B esetén élesebb valtas tapasztalhato,
mint a flukonazolnal. A kiilonbség egyik lehetséges oka, hogy az amphotericin B
fungicid, mig a flukonazol fungisztatikus hatasu szer.

A 4 Candida torzs kiilonb6zé modszerekkel meghatarozott, amphotericin
B- és flukonazol-érzékenységi eredményeit (MIC[ug/ml]) a 3. tdblazatban
foglalom Gssze.
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Amphotericin B Flukonazol

- Sejt- - Sejt-

Csdéhig. FC chip Csdéhig. FC chip
C. albicans 0,312- 0,312-
ATCC 90028 0,312 0,625 0,625 1 1 0.5
C. glabrata
ATCC 90030 0,625 0,625 0,625  >64 >64  >32
C. krusei
ATCC 30068 0,312 0,312 0,156  >64 >64  >64
C. tropicalis
ATCC 90874 0,156 0,156 0,156 >64 >64  >64

3. tablazat - Candida torzsek cs6higitassal, aramlasi citometriaval és sejt-chip
moédszerrel meghatarozott MIC értékei (ng/ml).

A fenti, sejt-chipes modszer egy tovabbfejlesztett valtozataval, Syto 60 és
Sytox Green fluoreszcens jel6léssel telitetlen Mannich-keton vegyiiletek MIC
értékeit is meghataroztam, C. albicans torzsre. Az eredmények jol korrelaltak a

standard modszerekkel, az 1 vegyiilet eredményeit 4. dbrdn demonstralom.
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4. dbra - 1 Mannich-keton MIC meghatarozasa C. albicansra sejt-chippel,
Syto 60 (a abra) és Sytox Green (b) festéssel. Az 1 vegyiilet koncentracidja: 1.
3,125 pg/ml, 2. 1,56 pg/ml, 3. 0,78 pg/ml.
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4.3. Mannich-ketonok hatasa C. albicans fehérjeprofiljara

Kisérleteimben 15 kondenzalt vazas Mannich-keton hatasat vizsgaltam C.
albicans fehérje-profiljara. Valtozasnak értékeltem 1j fehérje-cstics megjelenését
az elektroferogramon, meglevd fehérje mennyiségének ndvekedését vagy
csokkenését (a kontrolhoz képest min. 20 %).

A nagy mennyiségli (400ml) tapoldatban termelt Candida sejteken a
Mannich-ketonokat két kiilonbozd koncentracioban alkalmaztam, 1 oras kezelési
idovel, parhuzamosan minden anyaghoz készitettem antimikotikum-mentes
kontrolt. A fehérjéket 0,37 M tris-HCI (pH=7,5), ImM EDTA, 5mM 2-merkapto-
etanol, 1% Triton X-100 és 1mM fenil-metil-szulfonil-fluorid Gsszetételii
extrakcios pufferrel vontam ki a sejtekbdl.

A fehérje mintdkat, a szokvanyos poliakrilamid-gélelektroforézis mellett, a
kapillaris gélelektroforézis elvén miikodé chip-alapu rendszerrel teszteltem.
Az elvélasztds itt méret alapjan torténik, koszonhetden a felhasznalt
redukaloszernek és az SDS-nek, a kapott elektroferogramokon a fluoreszcenciat a
migraciés id6 fiiggvényében abrazoljuk. A moédszer belsé és kiilsé standardok
hasznalataval kvalitativ és szemikvantitativ analizisre is alkalmas.

A kondenzalt Mannich-ketonok vizsgalata alapjan kijelenthetd, hogy egyes
vegyiiletek hatassal vannak a C. albicans fehérjéire.

Az altalam vizsgalt 15 anyag koziil 4: az 5, 11, 13, 15 anyagok okoztak
értékelhetd valtozast. Uj fehérje megjelenését nem sikeriilt kimutatnom egyik
mintanal se, a hatas adott fehérjék mennyiségének ndvekedésében jelentkezett, a
30-70 kDa kozti tartomanyban.

Az 5. dbrdn a 13 és 15 Mannich-ketonok C.albicans fehérjéire gyakorolt
hatasat mutatom be az elektroferogram kiemelt részletén, a fluoreszcencia
intenzitast az id6 figgvényében abrazolva. A chip-alapu elektroforézissel nyert

elektroferogramon a kontrol mintdt kék, a megfelel6 anyag 2xMIC
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A fehérjék identifikdlasara MS vizsgalatokat végeztiink, melynek soran egy-
és kétdimenzios elektroforézis eredményeképp nyert gélekbdl is vettiink mintat.
Egyelére nem sikeriilt azonositani a fehérjéket, sem 0j fehérje megjelenését

igazolni a kezelés hatésara, itt tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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5. dbra — C. albicans 13 ill. 15 Mannich-vegyiilettel kezelt mintainak chip-alapia
elektroforézissel nyert elektroferogramjanak részlete, a kontrolt kék, a 2xMIC
Mannich-ketonnal kezelt fehérjemintat piros szinnel abrazolva.

A 15 vizsgalt kondenzalt Mannich-keton fenti eredményei alapjan altalanos

Osszefliggéseket a vegyiiletek szerkezete és a C. albicans fehérjéire gyakorolt hatas

ko6z6tt nem tudtam levonni.
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Az eredményeim és a vegyliletek logP értéke kozott professzor Prokai Laszlo
(Department of Pharmacology & Neuroscience, University of North Texas, Health
Science Center at Fort Worth, USA) altal végzett QSAR szamitasok alapjan tgy
tiinik, hogy a fehérjeprofilra gyakorolt hatas szempontjabol idealis logP érték 1,8-
2,5 kozt van, mig a tal lipofil (logP > 2,5) vegyiileteink nincsenek hatassal a
fehérjeprofilra [Prokai L. nem publikalt eredmények].

5. Osszefoglalas

Kisérleteim soran Candida sejtek aramlasi citometrids antimikotikum-
érzékenység meghatarozasat valésitottam meg. A vizsgalatban két klinikai
gyakorlatban hasznalt antimikotikumot, egy fungicid és egy fungisztatikus hatdsu
szert is bevontam. Az érzékenység-vizsgalatot Candida albicans és non-albicans
torzseken teszteltem.

Ezen eredményeket adaptaltam egy hasonld célra eddig nem hasznalt,
mikrofluidikai aramlasi rendszerre. igy elséként sikeriilt kifejlesztenem egy
gyors, konnyen Kivitelezheté chip-alapti dramlasi citometrias diagnosztikai
moédszert antimikotikum-érzékenység meghatarozasara.

Ezt kovetden a klasszikus antifungalis szerek mellett egy érdekes,
gombaellenes hatassal is rendelkez6 vegyiiletcsalad, a Mannich-ketonok
vizsgélatara koncentraltam. A kifejlesztett mikrofludikai modszer egy valtozataval
meghataroztam néhany telitetlen Mannich-keton standard C. albicans torzs
elleni hatékonysagat (MIC).

A Mannich-ketonok citotoxikus és antimikrobialis hatasa tobb tényezére
vezethetd vissza. ElsOdleges a célsejt tiol-csoportjainak alkildlasa, emellett
azonban mas tényezOk, mint a fehérje-szintézis gatlasa és gombaknal az
ergoszterin- és kitin-bioszintézis gatlasa is fontos lehet. Ezek kozil a
mechanizmusok koziil a fehérje-0sszetétel megvaltoztatasat valasztottam ki. Ennek

monitorozasara egy korszerti, chip-alapu gélelektroforézis technikét hasznaltam.
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A mikrochip elektroforézis alkalmasnak bizonyult Candida albicans
fehérjéinek elvalasztasara. Célom volt a C. albicans fehérjeprofiljaban Mannich-
keton kezelés hatasara fellépd mindségi és mennyiségi valtozasok megfigyelése; és
ilyen értelmi szerkezet-hatas 6sszefiiggések felallitasa.

A Mannich-ketonok koziil a kondenzalt vazas vegyiiletek egy csoportjat
(15 vegyiilet) teszteltem. Megallapitottam, hogy a vegyiiletcsalad egyes tagjai az
alkalmazott egy 6ras kezelési id6 mellett is befolyasoltak a fehérjeprofilt, a hatas
egyes fehérjék mennyiségének novekedésében jelentkezett. Szerkezet-hatas
Osszefiiggések levonasahoz egyeldre nem sikeriilt elég eredményt gylijtenem.

Vizsgalataim alapjan megallapithatd, hogy a mikrofluidikai citometrias és

elektroforézis rendszerek alkalmasak egyes ¢élesztégombak vizsgalatara.
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