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1. Bevezetés és célkitiizések

Minden ¢16 sejtet citoplazma membran hatarol, melynek
alapvazat a kozel gombhéj alaku lipid kettOsréteg adja. A
membranok alapvetd tulajdonsagait, stabilitasat és miikodését a
membranokat alkoto lipid, fehérje és szénhidrat molekulak és a
kozottiik 1€vo kolcsonhatasok hatarozzak meg.

A Gram-negativ baktériumok kiils6 boritasa a belsd
citoplazma membranbol, a sejtfalbol, és egy kiilonleges
strukturabol, a kiils6 membranbol all. A belsé és a kiilso
membran is lipid kettsréteg, de mind kémiai Osszetételiikben,
mind pedig szerepiikben eltérnek egymastol. A kiilsé membran
lipid Osszetétele aszimmetrikus, kiilsé rétegében a lipid
komponensek koziil csak a lipid-A molekula taldlhaté meg. A
kiils6 membran fehérje Osszetétele egyszeriibb, mint a belsd
membrané. A kiils6 membran kiils6 lipid rétegében
helyezkednek el a hdstabil, sejthez kotott, hatdsuk miatt
endotoxinként is ismert lipopoliszacharid molekuldk.

Az Osszetett biologiai membranok fiziko-kémiai
tulajdonsagainak megismerésében alapvetd szerepet jatszanak a
lipid/viz alapt modellmembran rendszerek. A lipid/viz
rendszerek keveredési tulajdonsagait és az oldatban spontin
kialakulé formak jellegét dontden a lipid molekuldk alakja és

azok fejcsoportjanak természete hatarozza meg (1. abra).
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1. abra: Lipid polimorfizmus: kettOsréteg és nem kettdsréteg lipidek altal

kialakitott szerkezeti formak.

Bar a membranok elvalasztd szerepét csak a lipidek
réteges szerkezetli formdja képes biztositani, szamos bizonyiték
mutat arra, hogy a kettdsréteg lipidek mellett, nem kettdsréteg
lipidek is jelen vannak. A membran rendszerek lipid Osszetétele
a réteges €s a nem réteges szerkezet kozotti fazisatmenet
tartomanyaba  esik, mellyel finoman  szabdlyozhato
membranmechanizmusok jonnek létre.

Kiilonb6z6 idegen molekulak a finom mikodési
mechanizmusokat megzavarhatjak, és toxikus hatdst valthatnak
ki az ¢él6 szervezetekben. Munkéank soran néhdny gyakorlati
szempontbol jelentds antimikrobidlis anyag hatasat vizsgaltuk,
¢s mivel a biologiai membranok lipid Osszetétele nagy
eltéréseket mutat, az idegen molekuldk hatdsait a lipid

Osszetétel fliggvényében igyekeztiink feltarni. A bakteridlis és
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huméan membranok lipid kettosrétegét modellezd lipid/viz
rendszerekre kifejtett fiziko-kémiai hatdsok tanulmanyozasahoz

a szulfadiazint és néhany aminoglikozidot valasztottuk ki.
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2. abra: A szulfadiazin kémiai szerkezete.

A szulfadiazin egy szintetikus antimikrobidlis
hatéanyag (2. abra), mely szdmos baktériummal szemben
hatdsos. A human gyogyaszatban mar ritkdbban, de az
allattartasban még az utobbi években is széles korben hasznalt
takarmanyadalék. Bar az Europai Unidban az antibiotikumok
adalékanyagként torténd alkalmazasidt mar betiltottdk, ez a
hatdéanyag szamos tarsaval egyiitt nagy mennyiségben keriilt ki
a kornyezetbe sulyos karokat okozva a talajok és vizek
¢lolényeiben, koztiik ezen €lohelyek mikroszkopikus lakoiban
is.

A klinikai gyakorlatban az aminoglikozidok széles
korben elterjedt antibiotikumok az aerob Gram-negativ
fertdzések kezelésére. Az aminoglikozidok alkalmazasa sordn a
mellékhatasok mellett, a korokozo baktériumok rezisztencidja
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is problémat okoz. A lipid-antibiotikum koélcsonhatasok
felderitése céljabol, pontosabban az antibiotikumok sejtbe
jutasanak, hatdsmechanizmusanak, ¢és toxikus hatasanak
megismerésére széles korben modellmembranokon torténd

vizsgalatokat végeznek.
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3. abra: A vizsgalt aminoglikozidok kémiai szerkezete.

Vizsgalatainkhoz az aminoglikozid csoport harom tagjat
valasztottuk ki (3. abra). A Pseudomonas torzsek ellen hatasos
tobramicin (TOB) a human gydgyaszatban gyakran hasznalt
tipikus aminoglikozid. A sztreptomicin (STR) az egyik
legtoxikusabb aminoglikozid, és mara szinte teljesen kiszorult a
terapias drogok koziil. A szpektinomicin, (SPE) bar hasonlo
hatdsmechanizmusa miatt az aminoglikozidok ko6zé soroljak,

valojaban egy eltérd kémiai szerkezetli molekula.
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Az aminoglikozidok hibasan atirt fehérjéken keresztiil
kozvetett modon romboljak a bakteridlis membranokat. Ezért a
tovabbi kutatdsok soran a lipid/viz alapu rendszerekben
megjelend  valtozasokat  Osszetett — modellrendszerekben
kivantuk utolérni. Kezeletlen vagy eldzetesen antibiotikummal
kezelt, baktériumbol kivont membran fehérjéket ¢és
lipopoliszacharidokat kevertiink a szintetikus foszfolipid
rendszerekhez. Ezek a rendszerek a biologiai ¢€és a

modellmembranok jellemzdit is mutatjak.



2. Kisérletek

A human sejtmembranok modellezésére teljesen
hidratalt 1,2-dipalmitoil-foszfatidil-kolin (DPPC)/viz rendszert,
a bakteridlis citoplazma membran modellezésére pedig,
kiilonb6z6é lipid aranyok mellett, teljesen hidratalt 1,2-
dipalmitoil-foszfatidil-etanolamin (DPPE) — 1,2-dipalmitoil-
foszfatidil-glicerol (DPPG)/viz rendszereket hasznaltuk. Az
alkalmazott lipid molaranyokat a rendszer fiziko-kémiai
tulajdonsagai és bioldgiai relevancidja alapjan valasztottuk ki.

A lipidek fazisatmeneti homérsékletét és a hozza tartozo
entalpiavaltozast differencialis pasztazé kalorimetria (DSC)
segitségével hatdroztuk meg. A kisszogli rontgenszorasos
mérések (SAXS) a nagyobb tavolsighoz, mig a nagyszogi
mérések  (WAXS) a kisebb tavolsagokhoz  tartozé
szerkezetekrdl adnak informacidt. A fagyasztvatoréses (FF)
elektronmikroszkopia széles mérettartomanyban direkt vizudlis
informaciot ad a mintadkban kialakult struktirakrol.

A Pseudomonas fluorescens baktérium
lipopoliszacharid, illetve bels6 ¢és kiils6 membranfehérje
profiljainak  feltarasara, valamint a molekulatomegek

meghatarozasara elektroforetikus technikékat alkalmaztunk.

3. Eredmények

A szulfadiazin  (SD) jelenléte a  bakteridlis
modellrendszer  szabalyos  rétegszerkezeti ~ formainak
leépiiléséhez vezet. A szulfadiazin koncentraciojatol fiiggd
vezikulaiban (DPPG/DPPE+DPPG=0,05) figyelhetok meg (4.
abra). A rétegek kozotti rendezettséggel egyiitt a rétegek kozotti
kolcsonhatds is megszinik, szétcsatolodasi effektus 1ép fel,
mely a Dbiologiai rendszerekben a membran-membran

kapcsolatok megsziinését okozza.
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4. abra: A DPPE-DPPG/viz rendszer kisszOgli rontgenszorasi (SAXS)
gorbéinek Bragg csucsai a szulfadiazin hatdsara kiszélesednek (gél allapot
(40, 50, 60 °C), folyadékkristalyos  allapot (70  °C),
DPPG/DPPE+DPPG=0,05, SD/lipid=0 (a), 10~ (b),107 (¢),10™" (d) és 10°
(e)).



A rétegszerkezet szulfadiazin koncentraciotol fiiggd
valtozdsa nem jar egyiitt az alrdcs perturbalodasaval. Gél
allapotban a lipidek kettdsrétegen beliili pakolodasara jellemzo
diffrakcios csucs nem tolddik el, a szulfadiazin a fejcsoport és
a szénlancok alracsat. A hatéanyag 0,1 — 1 SD/lipid moélarany
tartomanyban 6nallé szerkezeti formaban, mikrodoménekben
kiilontl el, amit a ladncpakolodéasra jellemzd csucs mellett

detektalhat6 tovabbi diffrakcios csucsok jeleznek (5. dbra).

rel.int. (a.u.)

0215 0235 0.255 0.275
s (1/A)

5. ébra: A DPPE-DPPG/viz rendszer nagyszogl rontgenszérasi (WAXS)
gorbéinek véltozasa szulfadiazin hatésara (gél allapot (40, 50, 60 °C),
folyadékkristalyos allapot (70 °C), DPPG/DPPE+DPPG=0,05, SD/lipid=0
(a), 107 (b),107 (c),10™ (d) és 10° (e)). A nyillal jeldlt cstics a szulfadiazint

nagy koncentracioban tartalmazo mikrodomének képzddését mutatja.
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A humén sejtek membranjat modellezd szabalyos,
sokrétegli DPPC/viz rendszerben az aminoglikozidok a réteges
szerkezet periodikus ismétlddését megsziintetik (hasonléan
ahhoz a hatashoz, amit a szulfadiazin okoz a 0,05

DPPG/DPPE+DPPG rendszerben).
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6. abra: A DPPC/viz rendszer kisszogii rontgenszorasi (SAXS) gorbéinek
valtozasa szpektinomicin hatasara (gél (26 °C), hullamos gél (37 °C) és
folyadékkristalyos (45 °C) allapotok, SPE/lipid=0 (a), 10 (b), 10™" (c), 10°
(d)).

Az eltér6 kémiai szerkezeti aminoglikozidok a
modellrendszerekben is eltérd mértékii valtozésokat okoznak.

Az aminoglikozidok a DPPC/viz rendszer szerkezetében
9



kiilonb6zé mértékli  korrelacido-csokkenést okoznak. A
legnagyobb mértékili szétcsatolddasi effektust a szpektinomicin
idézi el6 (6. abra).

Az aminoglikozidok a DPPE-DPPG rendszerben a
szulfadiazin hatasaval ellentétes valtozast okoznak, a lipid
alaprendszer rendezetlen rétegszerkezetét periodikus formava
alakitjak. A hatds kiilonosen a 0,2 DPPG/DPPE+DPPG

moltortt rendszerben szembeting.
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7. abra: DPPE-DPPG/viz rendszer kisszogli rontgenszérasi (SAXS)

gorbéinek  valtozdsa és  fagyasztvatoréssel  feltart  morfologiaja
aminoglikozidok (AG) hatasara (DPPG/DPPE+DPPG=0,2, AG/lipileO_l,
szpektinomicin (SPE), tobramicin (TOB)).

Az alaprendszer tobramicin hatdsara torténd, szabalyos
10

sokréteges, valamint a szpektinomicin hatdsara bekdvetkezo, a
membranszerkezettdl teljesen eltérd, nem réteges formava
torténd  atalakulasait  kisszogli  szordsi  gorbékkel  és
fagyasztvatoréssel azonositottuk (7. abra).

Pseudomonas  fluorescens baktériumbodl, tobramicin
kezelés el6tt és utan preparalt membranfehérjék vizsgélata
alapjan, az aminoglikozid hatdsdra nagy moltomegli, hibas
atirodasbol keletkezett fehérjéket mutattunk ki. A kezelt ¢és
kezeletlen baktérium kiilsé és bels6 membranjabol szarmazé
fehérjék elvalasa nem volt teljes, ezért a fehérjekeverékek
kiilonb6z6 modellmembranokhoz torténd hozzéadéasakor a lipid
rendszer tipusa és nem a fehérjék szarmazasi helye (belsé vagy
kiils6 membranbol preparalt) volt a meghataroz6. A DPPE-
DPPG/viz alapt rendszerben a fehérjék hatdsara kétféle lipid-
pakolodasu sziget (a lipidek laterdlis iranya domén
szervezddései, lipidraftok) alakul ki. A legnagyobb mértékii
szerkezeti valtozasokat a drasztikus moédon kezelt mintabol
szarmazd membranfehérjék okozzdk (8. &bra). A DPPC/viz
rendszer szabalyos rétegszerkezete a fehérjék jelenlétében
jelentésen leromlik. Alacsonyabb kezelési id6nél a szabalyos
rétegszerkezet teljesen eltlinik, mig a hosszabb kezelések utan
preparalt fehérjék hozzdadasaval komplex (amorf jellegli, ezért

nem azonositott) szerkezet jelenik meg.
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8.abra A belsé membranfehérje (IMP)/DPPE-DPPG/viz rendszerek SAXS
(A) és WAXS (B) gorbéi (DPPG/DPPE+DPPG=0,05, kezeletlen referencia
rendszer (IMP), tobramicinnel kezelt rendszerek: MIC dozis, 1 6ras kezelés
(IMP-MIC-1), MIC doézis, 2 oras kezelés (IMP-MIC-2), MBC dozis, 1 oras
kezelés (IMP-MBC-1), MBC doézis, 2 oras kezelés (IMP-MBC-2)).

P. fluorescens baktériumbdl nyert S-lipopoliszacharid a
teljesen hidratalt DPPC/viz modellrendszerben, alacsonyabb
koncentraciotartomanyban a liposzomak szabalyos
rétegszerkezetének  leépiilését  eredményezi. A nagy
lipopoliszacharid molaranyoknal — ahol a lipopoliszacharid
mint gazdamolekula szerepel — komplex, a hémérséklettdl
fliggetlen szerkezeti formdk alakulnak ki, melyek a
lipopoliszacharid altal indukalt nem réteges, a lipidek altal

preferalt réteges és e szerkezetek amorf formainak keverékei.
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4. Tézispontok

1. A teljesen hidratalt 1,2-dipalmitoil-foszfatidil-etanolamin
(DPPE) - 1,2-dipalmitoil-foszfatidil-glicerol (DPPG)/viz

modellrendszerekben a szulfadiazin (SD) jelenléte a szabalyos

crer

crer

DPPE aranynal (DPPG/DPPE+DPPG=0,05) kovetheté. A
leromlott rétegszerkezet Osszetett morfologiai képpel és domén
képzddéssel tarsul. A valtozasok jelentdés mértékben fliggnek a
rendszer lipid 6sszetételétdl, a DPPE/DPPG aranytol. (1., 2., 3.,
6. cikkek)

2. Megallapitottam, hogy a SD lipid kettdsrétegbe torténd
beépiilése mennyiségileg limitalt: az 1/10 SD/lipid moélarany
tekinthet6  hatarértéknek. = Ennél  nagyobb  SD/lipid
koncentracionadl domének alakulnak ki, amit nagyszogi

diffrakcios modszerrel igazoltam. (6. cikk)

3. Az aminoglikozidok, kiilondsen a szpektinomicin (SPE)
megsziinteti a teljesen hidratalt 1,2-dipalmitoil-foszfatidil-kolin
(DPPC)/viz rendszer szabalyos, tobbréteges szerkezetének

crer

kozotti tavolsagok véletlenszerti megnovekedése kisér. (4. cikk)
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4. Az aminoglikozidok jelenléte a DPPE-DPPG/viz
modellmembran rendszer (DPPG/DPPE+DPPG=0,2)
szabalytalan, rosszul korrelalt rétegszerkezetét periodikus,
szabalyos formava valtoztatja (szerkezetépitd hatis). A SPE
(SPE/lipid=0,1) a réteges membranszerkezetet hexagonalis

szerkezeti formava alakitja. (5. cikk)

5. A tobramicin baktériumok fehérjeszintézisére gyakorolt
hatasat a kezelt baktériumokbdl kinyert fehérjékbol és
szintetikus lipidekbdl felépitett modellrendszerben kovettem.
Kimutattam, hogy a bels6 membranfehérjékkel preparalt
DPPE-DPPG/viz alapu rendszer kettdsrétegében, lateralis
iranyban kétféle pakolodast domén alakul ki. Rontgenszorassal
bizonyitottam, hogy a kiils6 membranfehérjékkel preparalt
DPPC/viz rendszerben a rétegszerkezet szabalyossaga csokken.

(kézirat elokésziiletben)

6. Alacsony lipopoliszacharid (LPS) koncentracional
(LPS/lipid=107, 10?) a P. fluorescens baktériumbél nyert LPS
a hidratdlt DPPC alapu liposzémak rétegszerkezetének
leépiilését eredményezi, mig az LPS koncentracié ndvelésével
(LPS/lipid=10", 10%) hémérséklettsl fiiggetlen, Gsszetett

formak alakulnak ki. (kézirat el6késziiletben)
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5. Biolégiai relevancia

A vizsgalt gytirlis szerkezetli molekulak vizben ¢és
apolaris oldoészerekben is rosszul oldodnak. A szerkezeti
hasonlésagok ellenére azt tapasztaltuk, hogy a szulfadiazin és a
kiilonboz6  aminoglikozidok  eltérd  modédon  1éptek
kolcsonhatasba a modellmembranokkal. Ko6zos jellemzdjiik,
hogy a lipid/viz alapt rendszerek szerkezetében csak magasabb
hatoéanyag/lipid molaranynal okoztak drasztikus valtozast. Ezek
alapjan  biologiai rendszerekben a szulfadiazin lipid
kettOsrétegre gyakorolt hatasat csak a molekula lokalis
felhalmozodasa esetében varjuk. Az  aminoglikozidok
modellrendszerekhez valdé nagy mennyiségben torténd
adagolasa nagyobb bioldgiai relevanciaval bir, mivel ezen
antibiotikumok napi egyszeri, nagy mennyiségli adagolasa
sz¢les korben elterjedt a human terapidban.

A lipopoliszacharidok karos hatasuk kifejtése kozben,
elso 1épésként beépiilnek a gazdaszervezet membranjaba. Ezért
kettOsrétegbe valod beépiilésiiket vizsgalva, feltarhatjuk az
endotoxin molekulak koncentraciofiiggd toxikus hatdsat. A
fehérje/lipid/viz alapt rendszerek tanulmanyozasaval pedig
kozelebb juthatunk a komplex, bioldgiai membranok

megértésé¢hez.
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