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Jelolések jegyzéke

AHL: acil-homoszerin lakton

AMP: antimikrobialis peptid

ATR-FTIR: csillapitott total reflexios Fourier-transzformacios infravords spektroszkopia
CD: cirkularis dikroizmus spektroszkopia

CF: cisztas fibrozis

DEC: cisz-2-decénsav

DLS: dinamikus fényszoras

DOPC: dioleoil-foszfatidilkolin

DOPG: dioleoil-foszfatidilglicerin

DSSP: Fehérjék masodlagos szerkezeteinek gyijteménye (Dictionary of Secondary

Structure of Proteins)

EPS: extracellularis polimer matrix

HDP: gazdavédo peptid

PAOL1: Pseudomonas aeruginosa baktériumtorzs
PDI: polidiszperzitasi index

PHE: fenazin

PQS: pseudomonas kinolon

PYO: piocianin

QS: quorum érzékelés (quorum sensing)
TEM: transzmisszios elektronmikroszkopia
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Absztrakt

Az antibiotikum rezisztens korokozok egyre nagyobb veszélyt jelentenek nemcsak az
emberi egészségre nézve, hanem a teljes ¢éldvilagra. A szakértdk szerint 2050-re az
antibiotikum rezisztencia lesz a vezetd halalozasi ok, évente akar 10 millio halalesetet okozva.
[11 A bakteridlis fertdzések jelentés hanyadanal biofilm képzédés is fellép, ami nehezebben
kezelhetévé teszi a fertdzést, valamint el8segiti a rezisztencia kialakulasat.[d Az
antimikrobialis peptidek hasznalata igéretes megkozelitést jelenthetnek a biofilmmel
kapcsolatos fertdzések kezelésére, a sejtek kozti kommunikacié megakadalyozasaval. Ezt a
kommunikécidos folyamatot quorum érzékelésnek (QS) nevezzilk, melynek soran a
baktériumok jelatvivé molekulakkal képesek szabalyozni a biofilm méretét, az alkotd sejtek
fenotipusat, a populdcié szdmot és virulencia faktorokat.

Elévizsgalatainkban kimutattuk, hogy a humén LL-37 antimikrobidlis peptid komplexet
képez a pszeudo-kinolon jelzémolekulaval (PQS) Bl Vizsgalatainkat kiegészitettiik tovabbi
természetes ¢és mesterséges eredetli membréanaktiv peptid és QS-ben szerepet jatszo
jelzomolekuldk kolcsonhatasanak tanulmanyozasaval. A jelatvivé molekuldk kirdlis
asszociatumokat képeztek a peptidekkel, melynek jellemzésére cirkularis dikroizmust és
infravords spektroszkopiat, valamint az aggregatumok jelenlétének bizonyitasara dinamikus
fényszorast és  transzmisszids  elektronmikroszkopiat alkalmaztunk. Az  igéretes
kombinaciokat emldsok és baktérium sejtmembran modelleken tovabb vizsgaltuk a biofilm

atjarhat6sagi mechanizmusanak megértésere.
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1. Bevezetés

1.1. Antimikrobialis rezisztencia

Az antimikrobidlis szerek alatt értjiik mindazon antibiotikumokat, virus ellenes, gombadlo
¢s parazita ellenes hatdsu gydgyszerkészitményeket, melyeket fertézések kezelésére
alkalmaznak. Az antimikrobialis rezisztencia soran a kezelt mikroorganizmusok
ellenalloképességet fejlesztenek ki az alkalmazott antmikrobidlis szerre, az adott gyogyszeres
terapiara nem reagalnak.! Emiatt a fertézések nehezebben vagy egyéltalan nem
gyogyithatok, konnyebben terjednek, sulyosbodik a betegség lefolyasa, valamint né a
halalozas kockazata.l!

A mult szdzadban a haldlesetek tobbségét klasszikus koérokozok okoztak. Az ilyen
betegségek tipikus tiinetekkel és lefolyassal rendelkeznek, gyorsan Kifejlodé fertézések, mint
példaul a tetanusz, diftéria, kolera.!®] Ezek a fert6zések antibiotikummal kezelheték voltak,
lefolyasuk soran szabadon usz6 mikrobidlis sejtek terjedtek a gazdaszervezetben. Késébb a
modern orvostudomdny oltdsokat fejlesztett ki sok baktériumtorzs ellen, igy bizonyos
fertézéseket sikeriilt kiirtani, visszaszoritani (pl.: rozsahimlé, tuberkulozis, diftéria).l’l Ezen
oltasok tobbségét a gyermekoltdsi program keretei kozott adjak be csecsemoOkor és
tinédzserkor kozott, a kotelezo és ajanlott véddoltasok listaja orszagonként valtozo.

Sajnos napjainkban a mikrobiologusok és az egészségligy egy nagy kihivassal néz szembe,
mivel a fertézések jelent6s része kronikusan fejlodik, akut jellegi és ellendlld az
antimikrobialis kezelésekkel szemben. Az ilyen fertézések jelentds tobbségében biofilm
képzodik. A biofilmet mikroorganizmusok (gombak vagy baktériumok) sejttelepei alkotjak,
ez egy rendezettebb életforma, a szabadon 1wsz6, planktonikus sejteknél strukturaltabb.l® A
biofilm sejtek bedgyazddnak az altaluk termelt extracellularis polimer matrixba, képesek
fenotipus valtoztatassal befolyasolni a novekedési sebességiiket és a géntranszkripciot.[%10 A
biofilmek a planktonikus sejtekkel ellentétben kotddnek egymashoz, ¢€s altaldban egy
felszinhez is irreverzibilisen kapcsolédnak. Ez a felszin lehet természetes szdvet vagy
mesterséges eredetli - altaldban valamilyen abiotikus orvostechnikai segédeszkoz, példaul:
katéter, szivritmusszabalyozd, endotrachealis tubulus, kontaktlencse, protézis vagy fogorvosi
implantatum.l5* Biotikus feliileteken is megfigyelhetd biofilm képzddés (példaul:
hamfeliileten, nyalkahartyan, fogakon). Cisztas fibrozisban (CF) szenvedd betegek esetén
visszatérd 1éguti megbetegedéseket okozhat, diabéteszes betegeknél fekélyek keletkezhetnek a

labon. Immunhianyos paciensek esetében a biofilmek szamos nem kivéanatos betegséget
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idézhetnek el6: visszatéré hugyuti fert6zéseket, fogszuvasodast vagy periodontitist is
kivalthat, mely stilyos esetben fogvesztéshez vezet.[69]

Napjainkban az emberi szervezetben el6forduld bakterialis fertézések tobb, mint 80%-a
biofilm képzédéssel jar.®'? In vivo vizsgalatok kimutattdk, hogy a biofilmek képesek
befolyasolni a gazdaszervezet immunvalaszat, ami kronikus gyulladasok kialakuldsdhoz
vezet.[t3]

Mivel a biofilm fertézéseket nehéz hagyomanyos antibiotikumokkal kezelni a betegek
mortalitasa magas, foként korhazi koriilmények kozott. Az antibiotikumok napjainkban
konnyen hozzaférhetdek, hasznalatuk elterjedt mind emberi, mind allati célokra. Sajnos
azonban tulhasznalatuk, és szamos esetben helytelen hasznalatuk lehetdséget biztosit
rezisztens baktérium torzsek gyors Kifejlodésére. Mindemellett a biofilm telep lassu
novekedési sebessége, az alvo sejtek jelenléte, illetve a baktériumok alacsony diffiizidja is
hozzajarul a rezisztencia kialakulasahoz.

Emiatt a biofilm fert6zések kezelése kifejezetten nehéz, a kordbban kezelhetd fertdzések
egyre inkabb kezelhetetlenné valnak, ami jelentds klinikai kihivasokat jelent. A hatékony elsé
vonalbeli antimikrobés szerek elvesztése miatt egyre inkdbb a masodik és harmadik vonalbeli
terapiakat alkalmaznak, amelyek gyakran dragabbak, toxikusabbak és hosszabb kezelési id6t
igényelnek, néha csupan az orvostechnikai eszkdz vagy fertdozott szovet miitéti Gton torténd
eltavolitasa jelent megoldast a gyogyulasra.l'l Az elhuzodo betegségek a hosszas korhazi
kezelések miatt elszivjak az egészségligyi rendszer eréforrasait, igy erdsen kutatott teriiletté
téve az antimikrobidlis rezisztenciat, kiilonds tekintettel a hatékony terapidk, gyogyszerek
kifejlesztését.[**l Gyakori megoldas a kombinalt terapia, mely soran két vagy tobb kiilonbozo
tipusu antibiotikumot kombinalnak a szinergikus hatas elérése érdekében, valamint kisérletek

folynak természetes és mesterséges eredetii hatéanyagok kombinalt alkalmazasara.[*>17]

1.2. Baktériumok csoportositasa

Hans Christian Gram (1853-1938) dan kutato fedezte fel 1884-ben, hogy a baktériumokat
két csoportra lehet osztani aszerint, hogy a Gram-festéssel lilara festhetok-e vagy sem.[*8l A
Gram-pozitiv baktériumok kékre/lilara szinezédnek a Gram-festés soran, mig a Gram-negativ
baktériumok rézsaszin/piros sziniivé valnak.'® Ezen kiilonb6z6 viselkedés oka a baktériumok
eltéro sejtfal szerkezete (1. abra).

A Gram-negativ torzsek sejtfalanak harom f6 rétege van kiviilrél befelé haladva: egy kiilsé

membran, egy vékony peptidoglikan réteg és a citoplazmat hatarolo belsé foszfolipid
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membran. A kiils6 foszfolipid membran védelmi hatarvonalként funkcional, Osszetétele
kiilonbozik a bels6 membranétol, glikolipidekbdl épiil fel és foként lipopoliszacharidot
tartalmaz. A human immunrendszer érzékeny a lipopoliszacharidokra, hiszen ez biztos
indikatora a szervezetben jelen 1évd fertdzésnek. Alapvetden a Gram-negativ baktériumok
gyakrabban alakitanak ki rezisztenciat az antibiotikumokkal szemben, emiatt a plusz védelmi
hatarréteg miatt. 8]

A peptidoglikan réteg az N-acetil-gliikozamin-N-aktil-muraminsav diszacharid ismétlédo
egységeibdl all, amelyeket a pentapeptid oldallancok kotnek 6ssze. Ez egy merev szerkezetet
alkot, mely meghatérozza a sejtek alakjat.[t®]

A citoplazmat hatarold foszfolipid kettdsrétegnek kettds szerepe van, nem csak hatarolja a
prokaridta bakteridlis sejteket, hanem a membranfehérjék elvégzik azokat a feladatokat,
melyeket eukariota sejtekben a sejtszervecskék hajtanak végre. A belsé membranon folyik az
energiatermelés, a lipid-bioszintézis, a fehérjék szekrécioja és a transzport.[8]

A lipoprotein kémiai 0sszetételét tekintve olyan molekula, amely egy lipid (zsirmolekula) és
egy fehérje Osszekapcsolddasaval jon 1étre. A sejtmembranokban talalhato lipoproteinek a
membran stabilitasat biztositjak, valamint a peptidoglikan réteget kapcsoljak 0ssze a membran

rétegekkel 18]

Lipopoliszacharid

Kiils6 membran

e e r e 0 e e s e e e

" @lisoPaa®s b . 9paam
Peptidoglikan ‘...."..’.‘..'..’.'

Periplazmatikus

Gram-pozitiv Gram-negativ

1. dbra: Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok sejtfal szerkezete!®

A Gram-pozitiv torzseknél azonban a kiilsé membran hianyzik, csak egy vastagabb
peptidoglikanréteg veszi korbe kiviilrél, mely nagyobb mechanikai védelmet biztosit. A
baktériumsejt citoplazmajat itt is foszfolipid kettdsréteg hatarolja, amely membran stabilitasat

lipoproteinek segitenek fenntartani.él
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A baktériumtorzsek sejtfalanak lipidosszetétele torzsenként eltérd, az 1. tablazatban néhany
jellegzetes baktérium sejtfalosszetételét tiintettiik fel. A sejtmembranokban leggyakrabban
eléforduld foszfolipidek: foszfatidil-etanolamin (PE), foszfatidil-glicerin (PG), koleszterin
(CL), foszfatidil-kolin (PC).

1. tablazat: Foszfolipid komponensek szdzalékos megosziasa az egyes baktériumtorzsek sejtfalaban

Baktériumtorzs PE PG CL PC
E. coli 80 15 0 0
P. aeruginosa 60 21 11 0
S. aureus 0 58 42 0
Emlds majanak 23 18 1 39
plazmamembranja

1.3. Biofilm képzodés

A biofilm kiilonb6z6 mikroorganizmusok egyiittélése és egyiittmiikodése egy adott feliileten
vagy a gazdatest szovetében. A biofilmek viselkedése rendkiviil Gsszetett, szamos olyan
tulajdonsaggal rendelkeznek, mellyel a szabadon Uszd baktérium sejtek nem. Képesek
fenotipus tulajdonsagaikon valtoztatni, a biofilm sejtjei kommunikéalnak egymassal kiilonb6z6
jelatvivé anyagok segitségével, valamint a kornyezeti véltozasokhoz adaptalodnak.[®?1:22]
Ezeket a specidlis tulajdonsagokat mind figyelembe kell venni a biofilm fertézés megeldzési
és kezelési stratégiak kidolgozasakor.

A biofilmek kialakulasa tobb 1épésbdl all, igy a kiilonb6zo kezelési stratégiak is a fejlodés
egyes lépéseibe probalnak beavatkozni. A biofilm kialakulasa egy kezdeti adhézios 1épéssel
indul, ezt koveti egy novekedési, majd egy diszperzios fazis. (2. abra)

A biofilm kialakuldsanak elsd Iépése a szabadon 0sz6 sejtek kotddése valamilyen biotikus
vagy abiotikus feliilethez gyenge, reverzibilis, kdlcsonhatasokkal (pl.: elektrosztatikus vonzas,
hidrofob kolcsonhatas, van der Waals erék, hidrodinamikai erék).!l A kezdeti adhéziot
kovetden a mikroorganizmusok stabilabb kapcsolatot alakitanak ki a feliilettel specifikusabb
molekularis kolcsonhatdsok révén. Ezt az adhézids fazist sok paraméter erdteljesen
befolyasolja: tobbek kozott a lokalis kornyezet, bakterialis tulajdonsagok, a kotofeliilet és az
aramlasi viszonyok.[22324

A kovetkezd 1épésben a biofilmet alkotd sejtek és a feliilet kozott irreverzibilis kotodés

alakul ki. Az irreverzibilis kapcsolat kialakuldsa utdn a biofilm elérkezik a ndvekedési




Ujvari Kamilla 0S8 molekulak és AMP-k kélcsonhatdsa

szakaszba, mely soran a sejtek elkezdik az extracellularis polimer matrix (EPS) termelését. Az
EPS egy poliszacharidokat, lipideket, extracellularis DNS-t és fehérjéket tartalmazoé matrix[2°],
mely megvédi a biofilm sejtjeit a gazdaszervezet immunrendszerével és az antibiotikumos
kezelésekkel szemben, illetve nagyban befolyasolja a biofilm fenotipusat.

Ezek utan a biofilm atlép az érési stadiumba és jelentés mennyiségi EPS-t termel, ezzel
novelve tomegét és méretét, alkalmas kornyezetet biztositva a baktériumsejteknek a
tapanyagok megkotésére. Az EPS nemcsak kitolti a sejtek kozotti teret, hanem szoros
kozelségben is tartja a sejteket egymashoz, ezzel lehetOséget nyit a sejtek kozotti

kommunikacionak  is.[2426-28]

Az ¢érés sordn a biofilm egyre rétegzettebbe valik,
mikrokolonidk és viz csatornak alakulnak ki a matrixban.

Az életciklus utolso 1épése a diszperzios fazis, ekkor a teljesen érett biofilm planktonikus
sejteket vagy oOsszetapadt mikrokoloniakat bocsajt ki a lokalis kornyezetébe.”®l Az igy
kikeriilt klaszterek migracidja tovabb terjeszti a fert6zést a nyirok- és vérkeringés utjan a
gazdaszervezetben, melyek mas feliileteken is megtapadnak, ezzel tovabb sulyosbitva a

fertézés lefolyasat. (3031

/ : (v) diszperziés fazis
Biofilm
—ma=—  aletciklusa

(i) irreverzibilis kotodés

\

(iii) névekedési fazis (iv) érési fazis

\_/'

2. abra: Biofilm életciklusa. Planktonikus sejt hozzatapad egy felszinhez (i), irreverzibilis kotodés
kialakulasa (ii), a novekedési fazis kezdetét veszi (iii), amit egy érési fazis kovet (iv). A ciklus a
diszperziés fazissal végzbdik, mely ijabb planktonikus sejteket bocsdjt a kérnyezetbe. 2
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1.4. Sejtek kozotti kommunikacio a biofilmben

A biofilmet alkot6 sejtek kozott lejatszodd kommunikaciot az angol szakirodalom quorum
sensingnek (QS) nevezi. A sejtek slriiségét ugynevezett auto-inducer molekulak
szabalyozzak, ezaltal elkeriilve a fenntarthatatlan populacioszintet.”>®! Amikor a jelatvivd
molekuldk mennyisége elér egy kritikus szintet (Quorum), a populacid tagjai ezt érzékelik
(Sensing), viselkedésiiket a populécié siirliségének fiiggvényében megvaltoztatjak.®

A sejtfal felépitésén feliil mas kiilonbségek is megfigyelhetoek a két baktérium tipus kozott:
Gram-negativ baktériumokban féként acil-homoszerin-lakton (AHL) molekulak, mig Gram-
pozitiv baktériumok esetén a biofilm altal termelt szerves kismolekulak toltik be a jelatvivo
vegyiiletek szerepét QS soran.[6:23:24.26.33]

Ez a belsé modulacios folyamat az oka annak, hogy a biofilmek a tobbsejtii szervezetekhez
sorolhatok. A QS nemcsak segiti a biofilmet elérni és fenntartani idedlis méretét, de
szabalyozza a virulens faktorok kibocsatasat. Az informacidk terjesztése a bakterialis
kozosségben eldsegiti a biofilm adaptalodasat a valtozod kornyezeti viszonyokhoz, példaul:
megvaltozott dramlasi viszonyokhoz vagy a korlatozott tipanyag hozzaféréshez. 262

A QS a populaciosiiriiség szabalyozasan til lehetové teszi a baktériumtelep szamara, hogy
egy elonyds mutaciot elterjesszen a kolonidban, mely antibiotikum rezisztencia
kialakulasdhoz vezethet. Az inhibitormolekuldk szamos QS utvonalat megzavarhatnak,
akadalyozhatnak, ezért jelentds szerepiik van a biofilm fertdzések kezelésekor. Az mar
bizonyitott, hogy bizonyos antagonista molekuldk és QS-gatlo vegyiiletek igéretes jeloltek
kiegészitd kezelésként.[?®l Christensen és munkatarsai egy aminoglikozid tipusu antibiotikum,
a tobramicin hatasat tanulméanyoztdk kombinalva QS inhibitor molekuladval, ez a szinergikus
kezelés antibakterialis hatast mutatott az intraperitonealis idegentest fertdzéssel szemben az

egerekben. 34

1.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa egy Gram-negativ baktérium, mely szamos emberi fert6zésért és
tobb ezer korhazi esetért felelSs, csak Eszak-Amerikaban évi mintegy180 000 megbetegedést
okoz ez a baktérium torzs.[>%!

Cisztés fibrozisban szenvedd betegek esetén is igazoltak a biofilm képzddését, a baktériumot
kitenyésztették a betegek kopeteibél. Minden kétséget kizardan ez a baktérium a vezetd

halalozasi ok a cisztas fibrozisban szenvedd betegek és az immunhidnyos betegek esetében
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is.6371 A" Pseudomonas aeruginosa el6forduldsa a nozokomialis fertézések kozott 7,1-
7,3%!%, azonban az intenziv osztilyokon ennél sokkal nagyobb ezen baktérium aranya.
Vincent és munkatarsail® vizsgalatai kimutattak, hogy az intenziv osztalyon a paciensek
16,2%-nak szervezetében jelen volt a baktérium, mig az intenziv 0Sztalyon szerzett fert6zések
23%-ért volt felelés ez a torzs. Egy kozelmultbeli tanulmany™ kimutatta, hogy a
cukorbetegeken elvégzett évi 100 000 labamputécid 80%-ért a Pseudomonas aeruginosa és a
Gram-pozitiv Staphylococcus aureus baktériumok altal kivaltott fert6zések a feleldsek.
Mindezen kimutatasok és trendek alapjan a Fert6z6 Betegségekkel foglalkozo Amerikali

Tarsasag (Infectious Diseases Society of America) 2020-ban kiadott kezelési utmutatoban
srea o [41]

1.6. Liposzomak, mint modellmembran rendszerek

A természetes vezikula egy olyan sejtszervecske, mely a sejteken kiviil és beliil is eléfordulod
lipid kettdsréteggel koriilhatarolt citoplazma vagy folyadék. A liposzomédk olyan
mesterségesen eldallitott nanostruktaralis egységek, melyek foszfolipid kettdsrétegbdl
épilnek fel. Megkiilonboztetiink multilamellas és unilamellas liposzémakat aszerint, hogy egy
vagy tobb foszfolipid kettdsrétegbdl allnak. A liposzomat alkotd foszfolipidek amfipatikus
molekulak, foszforsav és két tetszéleges zsirsav glicerinnel alkotott észterei.*?l A lipidek
vizes kozegbe keriilve elsdként kettdsrétegekbe onrendezddnek, melyben ugy helyezkednek
el, hogy a polaris ,,fej-része” a molekuldknak -vagyis a foszforsav rész- kifelé all, mig a
hosszu apolaris szénlancu zsirsavak befelé fordulnak, egymassal érintkezve. (3. abra) Spontan
onrendezédésre képesek, gombbé zarodnak 6ssze.[*31 Ezeket a rendszereket napjainkban egyre
inkabb elterjedten alkalmazzak gyogyaszati és biologiai teriileteken.[*?] Hatékony hatéanyag-
hordozo6 rendszerek, ugyanis mind apolaris és mind polaris karakteri hatdéanyagokat képesek
célba juttatni, akéar célzottan is, ezért a rakterapids alkalmazisok teriiletén is intenziven

kutatjak.[4]
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Polaris fej-rész
(hidrofil)

Apolaris lab-rész
hidrofob

Foszfolipid

Liposzoma

3. dbra: Liposzoma felépiilése )

4. abra: Dioleoil-foszfatidilkolin (DOPC, a), és b) Dioleoil-foszfatidilglicerin (DOPG, b) foszfolipidek
szerkezete

1.7. Jelatvivo molekulak

A biofilmet alkoto sejtek QS utvonalakon keresztiil kommunikalnak, amely exogén jelatvivé

molekulak (5. abra) szekréciojaval valosul meg.
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5. dabra: A kisérletekben haszndlt autoindukalo molekuldak kémiai szerkezete a) fenazin, b) pyocianin,
¢) pseudomonas kinolon és d) cisz-2-decénsav. A molekulaszerkezetek a ChemDraw szoftver
segitségével lettek meg rajzolva.

1.7.1. Fenazin

A fenazinok nitrogéntartalmt heterociklusos vegyiiletek, melyeket szamos baktérium
nemzetség (pl.: Pseudomonas aeruginosa, Streptomyces kebangsaanensis (SUK12),
Streptomyces anulatus) termel, az ilyen természetes eredetli fenazinszarmazékok szama
meghaladja a 150-et.[*64"1 Ezen vegyiiletek a redox-aktiv pigmentek csoportjaba tartoznak,
széles spektrumit antibiotikus hatast mutatnak.*’#81 A Pseudomonas aeruginosaban a
fenazintermelést a QS folyamata valtja ki, termel6dését a nagy sejtsiirliség, a kornyezeti jelek
¢és a sejten beliili fiziologias koriilmény is befolyasolja. Fenazin-antibiotikumokat a tiid6
tarsfert6zésének, a kialakult Staphylococcus aureus fert6zés kezelésére mar alkalmaznak.

A fenazin (9,10-diazaantracén) alapszerkezetét az 5. abra mutatja. A kiilonb6z6
baktériumfajok altal termelt egyéb metabolikus vegyiiletek altalaban hidroxil- és/vagy

[49]

karboxil-szubsztitualt szarmazékokat tartalmaznak, és feltételezhetben a biofilm

képzédéssel osszefiiggésbe hozhatok.[ 8]

1.7.2. Piocianin

A piocianin (5-N-metil-1-hidroxifenazin, PYO)PY az egyik természetes eredetii fenazin-
szdrmazék (5. 4bra), kék szinli, a Pseudomonas aeruginosa altal termelt, szintén redox-aktiv
vegyiilet. Biofilmen beliili szerepét tekintve befolyasolja a jelatvive utvonalakat és a
virulenciafaktorok expresszi6jat.B%% A QS-en keresztil az N-(3-oxododekanoil)-L-
homoszerin-lakton és az N-butiril-1-homoszerin-lakton, &sszefoglald neviikén acil-

homoszerin-laktonok (AHL-ek) szabalyozzak a PYO szintézisét, a virulenciafaktor gének
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transzkripciojanak aktivalasaval.®”l A PYO-t kimutattak cisztas fibrozisban szenvedé betegek
kopetében (2. tablazat) és az emberi hamsejtekben is.F”%Y Tovabba kimutattak, hogy
antagonista hatassal van a gazdaszervezetre, foként a gyulladasok kialakulasat elésegitd
folyamatokra és a szabad gyokok kibocsatasara nézve, amelyek membrankarosodashoz és
sejthalalnoz vezetnek. Ezenkiviil a Pseudomonas aeruginosa PYO-t expresszal, hogy
elnyomja vagy elpusztitsa a kornyezetében 1évé mas baktériumokat, ezaltal kedvezébben

hozzaférve a tapanyagokhoz.%?

1.7.3. Pseudomonas kinolon

A Pseudomonas kinolon jelatvivé molekula (2-heptil-3-hidroxi-4(1H)-kinolon, PQS) egy
hidroxikinolon-szarmazék, a QS f6 szabalyozé molekulaja (5. abra), mivel nemcsak a PYO
termelését befolyasolja, hanem a fenazin-1-karboxamid eléallitasat is.53551 Megallapitottak,
hogy a Pseudomonas aeruginosa torzsekben gatolja a két f6 AHL-fiiggd QS-jelatviteli
titvonalat.®® A PQS molekula nagy affinitist mutat a vashoz, hozza kotédve ioncsapdaként
viselkedik a sejtmembranokban, ezaltal ionokat képes a baktériumsejtekbe szallitani.l>”]
Ezenkiviil hozzajarul a kiils6 membran vezikulak képzddéséhez, ezekben a vezikulakban
felhalmozodhat a termelt PQS. Fontos kiemelni, hogy a PQS funkciok altalaban
egylittmiikodé modon, kiemelkedd szerepet toltenek be a tapanyag-lekotésben és a biofilm

kozosség védelmében. 7]

2. tabldazat: PYO ES POS molekulik koncentrdcidja in vitro és in vivo koriilmények kozott.
CF: cisztas fibrozis, PAO1: Pseudomonas aeruginosa torzs

m Ogiu la Koncentracio Hol? Forras
Y0 50-130 uM CF-es betegek kdpetében [58-60]
~210 uM Fiilvaladék filgyulladasbol [61]

PQS 0,5-25 uM PAO1 baktériumtdrzsekben [53,62,63]

1.7.4. Decénsav

A decénsav, mas néven kaprinsav egy 10 szénatomos, egyenes lancu telitett zsirsav. Bar a
zsirsavmolekulakat régota hasznaljdk szappanként, antimikrobidlis hatasuk sokaig hattérbe
szorult. A decénsav antimikrobilis hatisat Nair és munkatarsai [ vizsgaltak részletesen,

ahol fert6zott tejmintdkat kezeltek. A telitett ¢és telitetlen zsirsavak a leggyakoribb
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togygyulladas-korokozok  (pl.  Streptococcus agalactiae, Streptococcus aureus és
Streptococcus uberis) ellen is hatékonynak bizonyultak.

Ennek telitetlen formajat, a cisz-2-decénsavat (DEC) (5. abra) a Pseudomonas aeruginosa
termeli, melynek segitségével képes a kornyezetében mas mikroorganizmus altal eléalllitott
biofilmeket lebontani.®® Antibiotikumokkal (ciprofloxacin vagy ampicillin) kombinalva

elosegiti a katétereken képzOdott biofilm lebontasat, degradaciojat.[®®!

Nanomolaris
tartomanyban, jelzomolekula jellegébdl adoddan a biofilm ndvekedését nem gatolja, azonban

magasabb koncentracidban igéretes jeldlt biofilmellenes terapiakhoz.[67]

1.8. Gazdavédoé peptidek

A gazdavédd peptidek (HDP), més néven antimikrobidlis peptidek (AMP) kulcsszerepet
jatszanak minden €16 szervezet velesziiletett immunitasaban. A HDP-K nagyon sokféle
bioldgiai hatassal rendelkeznek, els6sorban immunmoduldlé hatasuk van, tovabba
kifejthetnek biofilm-, virus-, gomba- illetve rakellenes hatast is.%8% Terminologiai
szempontbol a HDP kifejezést a rendkiviil sszetett biologiai hatasu peptidekre hasznaljuk,
mig az AMP specifikusabb. AMP-nek minésiilnek azok a peptidek, melyek antimikrobialis
hatast fejtenek ki.

A HDP-k antimikrobialis hatasa in vivo koriilmények kozott drasztikusan lecsokken az in
vitro kisérletekhez képest, azonban a gyulladassal ¢és sebgyogyulassal kapcsolatos
immunvélaszokat jelentés mértékben befolyasoljak.®®’% A HDP-k jellemzéen 10-50
aminosavbol felépiild, altaldban kationos peptidek, +2 ¢és +9 kozotti nettd toltéssel
rendelkeznek.[%®7 A peptid masodlagos szerkezete igen véltozatos, az a-helikalis és/vagy P-
lemezes szerkezeten kiviil random szerkezet is megtalalhaté benniik, és gyakran Oriasi
szerkezeti plaszticitassal rendelkeznek, ezéltal konnyen véltanak konformaciot rendezetlenbdl
strukturalt szerkezetiivé vagy forditva.[>6%

Napjainkban a HDP-k egy intenziven kutatott teriiletté valtak, mivel fontos szerepet toltenek
be mind az adaptiv mind a velesziiletett immunitdsban. A velesziiletett immunitds a
sziiletésiinktdl fogva veliink van, ez az els6dleges védelmi vonala a szervezetnek a
korokozokkal szemben. A nyalkahartya, borfeliiletek, véraram és szovetek ham- és fagocita
sejtjei olyan korokozo-felismerd receptorokkal rendelkeznek, melyek észlelik a jellemzo
mikrobialis molekuldkat. Az immunsejtek aktivalodasa kiilonb6zé immunvalaszokat indit el a

szervezetben: a baktériumok szamara kedvezodtlen kornyezetet teremtenek (példaul laz), vagy
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specifikusabb reakciokat valtanak ki a korokozoval szemben, mint példaul reaktiv oxigén-
vagy nitrogén-gyokok termelését.[5%721

A HDP-k bizonyos szekvencia részletei eldsegithetik vagy gatolhatjak a biologiai aktivitast,
mely a szekvenciat alkotd peptidektdl és az azon beliili elhelyezkedésiiktsl fiigg.[62%721
Mindezen immunmodulétor szerepiik miatt a HDP-re kiemelt figyelem irdnyul, napjainkban
tobb, mint 2600 HDP-t ismeriink. Ezek, az immunsejtek altal termelt HDP-k nagyon
valtozatos szekvencidval rendelkeznek, szdmos jelatvive utvonalat befolyasolnak, koztiik az
immunitast, gyulladési és génexpresszids folyamatokat.[®%72]

A természetes kationos antimikrobialis peptidek bazikus karakterii (arginin vagy lizin) és ~
50% hidrofob karakteri aminosavakat tartalmaznak. Amfipatikus jellegiiknek koszonhetéen
tobb célpontot tamadnak meg kiilonb6zé6 mechanizmusokkal, ami a hagyomanyos
antibiotikumokkal ellentétben kevésbé teszi ket hajlamossa a rezisztencidra. Jelenleg tobb
mint 3100 olyan bejegyzés talalhatdo az antimikrobialis peptid adatbazisban (Antimicrobial

Peptide Database (unmc.edu)), amelyek hatékonyak a rezisztens korokozokkal szemben.["]

Planktonikus fazis 5 Adhézios fazis

AMP

Kezdeti adhézidé
inhibici6ja

Biofilm érési fazis Diszperzios fazis
MBioﬂlm életfolyamatainak Diszpergalt sejtek
gatlasa \ ./ elleni hatas

‘/ L 4 @ 48
o 02 ¢ |x® :
0 9 e/ 0. (XY,
T2 o0 0(/62 g4~ 0
¢ w.‘. ‘ —~ / = A g
—o <%0 | =g el
“,.._. M.AN .{) . M.‘)‘
T I —

6. dbra: A "jo" biofilmellenes agens kiilonbozd kélesonhatasi modjai: gatolja a baktériumok
megtapadadsdt a feliilethez, beavatkozik az érett biofilm folyamataiba, gdtolja a biofilm dltal
kibocsdtott aktiv baktériumokat.™?
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Az antimikrobialis peptidek igéretes jeloltek a visszatérd fertozések kezelésére, mivel
képesek gatolni a biofilm novekedésének kiilonbozd szakaszait és/vagy kolcsonhatasba 1épni
ezek Osszetevoivel (6. abra). Mivel a biofilm egy dinamikusan valtoz6 szervezddés, az
antimikrobialis hatéanyagnak gyorsan kell kolcsonhatasba lépnie, miel6tt a célsejtek a
kozosség részévé valnak.[?l

Egy masik lehetséges stratégia a biofilmben 1év6 lassan novekvd, vagy nem ndvekvo sejtek
megcélzasa. Az érett biofilmek rendkiviil heterogén egységek, mind pH-juk, mind a
tapanyagok, az oxigén ¢és a hulladékanyagok koncentracidja a biofilm belsejében valtozo,
mivel az EPS-en keresztiil lasst a diffuzid. E mikrokornyezeti kiilonbségek hatassal vannak a
kialakult biofilm fizikai-kémiai jellemzdire, ezaltal az antibiotikumok aktivitasa csokkenhet a
biofilmekkel szemben. Az aminoglikozidok példaul nem hatnak a mély biofilmrétegekre, ahol
oxigénhianyos allapot van és a pH-szint alacsony.®74]

A biofilm-populaciéo e térbeli heterogenitasa miatt a sejtek nem egyforma sebességgel
novekednek, ami hozzajarul a perziszter (nyugvd) sejtek szamanak ndvekedéséhez, mely
kulcsszerepet jatszik az antibiotikum-rezisztencia kialakulasaban, mivel ezekre a sejtekre a
hagyomanyos antibiotikumok nem hatasosak. Mindezeket Gsszefoglalva egy idealis biofilm-
ellenes hatdéanyagnak a kiilonb6zé novekedési iitemii sejteket kell megcéloznia, beleértve a
perziszter sejteket is.

A kvorumérzékeld molekuldkkal vald kolcsonhatasok vizsgalatdhoz 6t membranaktiv
peptidet vélasztottunk (1. tabldzat, 5. 4bra). Ezek koziil a f6 hangsulyt a természetes
eredetiikre helyeztiik, mint példaul a human katelicidin peptid (LL-37), és annak aktiv
fragmense, az FK-16. Vizsgaltuk tovabba a human nyalhisztatinok egyik variansat, a Dhvar4-

et és két szintetikus peptidet, az IDR - 1018 ¢€s az 1037 peptidet is.
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7. abra: @) LL-37, b) FK-16, ¢) Dhvar4 peptidek aminosav szekvencidja (az abra a HELIQUEST
programmal késziilt)
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1.8.1. LL-37

A human katelicidin peptid, azaz az LL-37 (7. abra) egy 37 aminosav hosszi
gazdaszervezet-védo peptid, amelyet immunsejtek (pl. monocitak, NK-sejtek, T-sejtek) és
hamsejtek termelnek, de homeosztazisban ez az expresszid viszonylag alacsony. Az elmult
évtizedekben az LL-37-et széles korben vizsgaltak, mivel igéretes tulajdonsdgokat mutat
terdpias felhaszndlas szempontjabol.’>"®1 Nemcsak a velesziiletett immunvélaszt modulalja,
hanem bizonyitottan a biofilm novekedését is képes gatolni.l’® Tovabba az LL-37
antibakterialis aktivitast mutat mind a Gram-negativ, mind a Gram-pozitiv baktériumokra is
(pl. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ¢és Listeria
monocytogenes nemzetségekre).[’>76]

A kozelmultban bebizonyitottak, hogy az LL-37 képes gatolni a Pseudomonas aeruginosa
biofilm novekedését és felgyorsitani a biofilmek felbomlasat. Ridyard és munkatarsail’’l
tanulmanya az LL-37 szerkezeti modositasara 6sszpontosit oly modon, hogy egy optimalizalt
antimikrobialis hatéanyagot hozzon létre. Ez a vegyiilet nem csak antibakterialis aktivitast
mutat, hanem immunmoduléciés tulajdonsagokat is, és gyulladasellenes folyamatokat
egyarant szabalyoz a szervezetben.

A peptid elsédleges mechanizmusa a sejtmembranhoz vald kapcsolodés, mivel a +6 nettd
toltéssel rendelkezd LL-37 elektrosztatikus kolcsonhatasba 1ép a biofilm negativ toltési
membranjaval.l’’l A gatl6 hatds nemcsak a baktériumsejtek kotddésének akadalyozasan
keresztiil érvényesiil, hanem a sejtek mozgékonysagat is serkenti, ezaltal befolyasol két QS-

utvonalat, valamint és a biofilm fejlédéséért felelds géneket is szupresszalja.

1.8.2. FK-16

Az FK-16 peptid az LL-37 aktiv fragmense, egészen potosan a szekvencia 17-32. aminosav
szakasza, +5 netto toltéssel (7. abra). Szintézise olcsobb a hosszabb LL-37-hez képest, és
szamos korokozot képes elpusztitani, de nem okoz drasztikus immunologiai valaszreakcidkat
és szoveti toxicitast.[”®! Az antibiotikumokkal (pl. gentamicin, amikacin) valé kombinacioja
befolyasolja az antimikrobialis aktivitasat, pl. Pseudomonas aeruginosa térzsekben fiziologias
koriilmények kozott kétszer nagyobb baktericid aktivitast mutattak ki.l’® Az ortopédiai és
fogaszati implantatumok gyakran titanbol késziilnek, azonban a biofilm kolonizacioja ezeken
az eszkozokon is sulyos fertézések kialakulasahoz vezethetnek. Mishra és munkatarsai [

FK-16Cys bevonatu titanfoliak antibakterialis hatasat vizsgaltak, amelyrél bebizonyitottak,
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crer

baktériumok novekedését.

1.8.3. Dhvar4

A Dhvar4 egy 12 aminosabdl allé peptid (7. abra), amelynek netto toltése +6, és a human
nyal eredtii peptidbdl (hisztatin 5) szarmazik.[B%® Erés antimikrobialis hatdst mutat mind a
Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ baktériumokkal szembenl®ll, tovabba alacsony
koncentracidban gombaold hatasukat is kimutattak.[®2®] Megfigyelték, hogy képes

membranokon keresztiil transzlokalddni, mik6zben membrankarosodast okoz.

3. tablazat. Peptidek tulajdonsdgai (szekvencia, hossz, téltés), mikroorganizmusok elleni aktivitdasuk

. Aminosav Netto . Baktérium torzsek Refer-
Peptid . Hossza verex Hatasa s e e .
szekvencia toltése elleni inhibicidja enciak
LLGDFFRKSK antibiofilm Pseudomonas. aeruginosa,
LL-37 EKIGKEFKRIV 37 +6 anticancer ' Staphylococcus aureus, [75.76]
(human) QRIKDFLRNL antibacteriél Escherichia coli,
VPRTES-NH, Listeria monocytogenes
antibacterial, Pseudomonas. aeruginosa,
FK-16 FKRIVORIKDFL 16 +4 antimicrobial, Staphylococcus aureus, [73,79.84]
RNLV-NH; anticancer, S .
L Escherichia coli,
antibiofilm
. Pseudomonas aeruginosa
KRLFKKLLFSL antifungal, A . ' (82:83]
Dhvar4 RKY-NH, 14 +6 antibacterial Escherichia coli,

Staphylococcus aureus

2. Célkitiizés

Elsddleges célunk volt, hogy 6t természetes €s mesterséges eredetii peptid (LL-37, FK-16,
IDR-1018, Dhvar4, 1037) és négy, a quorum-sensingben szerepet jatszéd jelatvivomolekula
(PYO, PHE, PQS, DEC) kdolcsonhatasat vizsgaljuk. A vizsgalatok soran cirkularis dikroizmus
spektroszkopidval kovettik nyomon a peptidek szerkezetének valtozasat a QS molekula
novekvO koncentracioban torténd hozzaadasanak hatasara. Amennyiben a peptidek
kolesonhatasba 1épnek a jelatvivé-molekulakkal, és megkotik Oket, aggregatumokat képeznek
veliik az egy lehetséges mod a biofilmben fellépd QS gatlasara, igy konnyitve meg a biofilm-

fert6zés kiirtasat, valamint akadalyozva az antibiotikum-rezisztencia kialakulasat.
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4. tablazat: Peptid- OS molekula kélesonhatdasok. ++: peptid mdsodlagos szerkezetében bekdvetkezd
Vdltozds, +: indukalt CD jel megjelenése, -: nem detektdlhato kélesonhatds.

PYO PHE PQS DEC
++
LL-37 ++ ++ (publikalt ++
eredmény)
FK-16 + + ++ ++
IDR-1018 - + ++ -

1037 - + ++ ++
Dhvar4 ++ + + ++

A Kkapott eredményeket a 4. tablazat foglalja 6ssze, melynek alapjan valasztottuk ki azt a
harom peptidet és harom QS molekulat, melyek erds kolesonhatast mutattak. Ezeket a
kombinaciokat tovabb vizsgaltuk, hogy jobban megértik a QS gatlas mechanizmusat.
Rendszeriinket kibdvitettiikk baktériumok és emldsok sejtmembran modelljével, igy azt is
tudtuk vizsgalni, hogy ez a peptid-QS komplex hogyan viselkedik, ha baktériummembran is a
kozelében van, valamint, ha a rendszerben a peptid és a sejtmembran is egyszerre van jelen,

akkor a QS molekula melyikkel alakit ki erésebb kolcsonhatast.

3. Vizsgalati modszerek

3.1. Cikrularis dikroizmus spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia széles korben hasznalt technika a molekulak
szerkezetének, valamint konformacios valtozasainak vizsgalatara. CD-spektrumok kiilonb6z6,
fényt ateresztd folyékony mintdkban vehetéek fel. A technika nagy elénye, hogy
makromolekulas oldatok esetében nincs felsé mérethatar. [

A fényt egy elektromagneses sugarzas, igy rendelkezik egy elektromos (E) és magneses (B)
mezével is, melyek a fény terjedési iranyara (k), és egymasra merdélegesen oszcillalnak. Ez a
harom vektor a tér és az id6 minden egyes pontjan merdleges egymadsra, ezt a 8. abran lathato
modon — a jobbkéz-szaballyal lehet egyszeriien vizualizalni. Cirkularisan polarizalt fény

esetében az elektromos térvektor iddben allando nagysaga marad, de egy periodikus korkoros

mozgast ir le, amely spirdlis fénysugarat hoz létre. A korkords mozgas perioduisideje akkora,
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hogy a fény hullamhosszanak megfeleld tavolsag megtétele alatt tesz meg egy teljes

fordulatot.[®]

Cirkularisan jobbra polarizalt fény

8. dbra: Cirkularisan polarizalt fény és a harom vektor irdnya (E, B, K) jobbkéz-szabdly segitségével.
[85]

Miko6zben a cirkularisan polarizalt fény athalad a mintan, a fény jobb- és balmenetes fotonjali
kolesonhatasba 1épnek a minta optikailag aktiv részével. A molaris extinkcids egylitthatok a
két sugdriranyra eltérdek, ez sebességkiilonbséget eredményez a kiilonbdzd irdanyban
polarizalt fénysugarak kozott. (&

A CD-jelek a mintaban a balra és jobbra cirkularisan polarizalt fény abszorbanciajanak
kiilonbsége a hullamhossz fiiggvényében (9. 4bra), ezért a nem nulla CD-jel eldfeltétele az
eltéré abszorbancia, vagyis a fentiek alapjan csak a kiralis molekuldk rendelkeznek CD-
spektrummal. Ezzel a modszerrel a leggyakrabban vizsgalt mintak nagyobb méretii
molekuldk, valamint makromolekulak, példaul fehérjék, peptidek és a DNS. A tavoli UV
tartomanyba (180 — 260 nm) esé CD spektrumbol informacié nyerhet6 a fehérjék masodlagos
szerkezetérdl, és nyomon kovethetd a masodlagos kolcsonhatasok vagy egyéb kornyezeti
véltozasok konformaciora gyakorolt hatasa.®®! Mig a kozeli UV tartomanyban (260 — 320

nm) az aromas oldallancokrol és a harmadlagos szerkezetrdl nyerhetiink informaciot.

cirkuldrisan jobbra  cirkularisan balra nem orientalt
polarizélt fény polarizalt fény kiralis molekula CD spektrum

CD= [ 6 6 — OD* ] +@ = +I/\\/’Q}‘rgmhossz

9. dbra: A CD-spektrum felvételének folyamatal®!
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3.2. Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopia

Az infravoros (IR) spektroszkopia 2-25 um hullamhossztartomanyba esé polikromatikus
fénnyel vilagitja meg a mintat, melynek energiaja elegendé a molekulak rezgési és forgasi
atmeneteinek a gerjesztésére. A kapott IR spektrumot mennyiségi és mindségi analizisre IS
lehet hasznalni. A funkcids csoportokra jellemz6 savok egyszeriibb molekuldknal lehetoveé
teszik a teljes szerkezet meghatarozasat, mig bonyolultabb szerkezeteknél részinformaciok
nyerhetdek, szerkezeti valtozasok kovethetéek nyomon az IR spektroszkdpia segitségével. Az
IR mérésekhez polikromatikus fényforrast haszndlnak, mely az interferométeren athaladva jut
a mintara. Az interferométerben a fénysugar egy 50%-osan ateresztd fényoszto tiikorre jut,
mely a fénysugar felét egy allotiikkorre, felét pedig egy mozgé tiikorre iranyitja. Végiil a
fényoszton ujbol egyesiil a 2 fénysugar, azonban az thosszkiilonbségiik miatt interferalnak,
ez a sugar halad at a mintan, majd jut a detektorba. A kapott interferogram, egy id6-intenzitas
fliggvény, ebbdl Fourier-transzformacioval (FT) kapjuk meg a hullimszam-intenzitas
spektrumot.

Az ATR-FT-IR gyakori mintazasi technikaja nem igényel kiilondsebb mintael6készitést,
ennek soran a mérendd oldatot egy ugynevezett ATR kristalyra cseppentik, majd az olddszer
elparolgasa utan veszik fel a spektrumat. Az ATR rovidités az angol Attenuated Total
Reflection kifejezésbol ered, mely a csillapitott teljes visszaverddés jelensége. Vagyis, a 10.-
abran lathatd modon az ATR feltét hullaimvezetOként mikodik, a fénysugar tobbszor
talalkozik a kristalyon 1év6 mintaval.

Az ATR kristaly-minta hatarfeliileten torténd visszaver6dés soran evaneszcens hullam
keletkezik a hatarfeliileten, mely néhany tiz um-es mélységig a mintaba hatol, majd a
visszaverddési ponttdl tavolodva exponencialisan lecsokken. Ezekben a csomdpontokban
evaneszcens hullam keletkezik, ahol a minta Osszetételétdl fliggden az IR-sugar bizonyos
részei elnyelddnek. A tovdbbhaladd fénysugarbol hianyoznak az elnyelt részek, ez enyhén

csillapitott teljes visszaverédéshez vezet.[®']
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Evaneszcens hullam

/
Minta > / |
ATR-kristély ——p | M .

o

Belépd infravords Kilép6 infravorés
sugarzas sugarzas

10. abra: Az ATR kristdalyon torténd csillapitott teljes reflexio jelensége!®

3.3. Dinamikus fényszéras

A dinamikus fényszoras (DLS) a szuszpenziok és makromolekulds oldatok részecskéinek
méreteloszlasat vizsgalo biofizikai modszer, amely a diszpergélt részecskék Brown-mozgasan
alapul. Az iitkozések soran atadott energia nagysaga allando, ezért az iitk6zések a kisebb
méretll részecskékre nagyobb hatassal vannak, nagyobb sebességgel fognak mozogni, mint a
nagyobb méretli részecskék. A részecskék hidrodinamikai sugara a Stokes-Einstein-egyenlet
alapjan szamithato ki, figyelembe véve a részecskék sebességét (a transzlacios diffuzios

egyiitthato) és a diszpergaldszer paramétereit. (8%

_ kgT
~ 6mnRy

1. egyenlet: Stokes-Einstein egyenlet D: Transzlacios diffuzios koefficiens [m?/s]; ks: Boltzmann
allando [m?kg/Ks?]; T: Homérséklet [K]; n: Viszkozitas [Pas]; Ru: Hidrodinamikai sugdr [m]

A DLS késziilék egy lézerbdl all, mely megvilagitja a kiivettdban 1évé mintat, a detektor
pedig 90 °-0s szoget zar be a fényforrassal, hogy a minta altal szort fotonokat detektalja (11.
abra). A kapott szort fény - id6 diagram intenzitasa az idoben fluktual, a gyors valtozas a kis
méretll részecskékre, mig a lassabb fluktuacido a lomhan mozgd, nagy atmérdjii részecskékre
jellemzd. A korrelacids fliggvény a szort fény intenzitas-ido fiiggvényébdl allithatd eld oly
modon, hogy egy késleltetési iddvel eltolt parjaval hasonlitjdk Ossze az eredeti intenzitas
adatokat. A fiiggvény kezdetben alland6, majd exponencialisan csékken, amikor a részecske
helyet valtoztat. Minél meredekebb lefutasti a gorbe, annal gyorsabban valtozik a részecske
helye, tehat annal Kisebbek a diszpergalt részecskék. A korrelacios fliggvénybdl lehet a
transzlacios diffazidés egyiitthatot meghatarozni, amibél a Stokes-Einstein-egyenlettel a

részecskeméret kiszamithaté. 69
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Szort fény
Intenzitasa
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Szort fény
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11. dbra: DLS késziilék felépitése és a mérés elve

Ezen kiviil a DLS mérésbdl részecskeméret eloszlas és polidiszperzitasi index (PDI) is
kinyerhetd. A PDI a részecskék méretének szorasat és eloszlasat kvantifikalja. Az alacsony
PDI esetén a részecskék mérete egységes, (0,1 koriili vagy alatti érték) tehat homogén,
monodiszperz rendszert jelez, mig a magasabb értékek (0,7 felett) széles méreteloszlasra,
polidiszperz rendszerre jellemzoek. 9% Az intenzitas szerinti részecskeméret eloszlas a
részecskék altal szort fény mennyiségén alapul, és inkabb a nagyobb részecskéket emeli ki,
igy jol hasznalhat6 aggregatumok detektalasara.®

A DLS kiilonosen népszerli modszer a makromolekuldk hidrodinamikai viselkedésének
meghatarozasaban, mivel informacioét ad mind a részecskék méretrdl és eloszlasardl, mind a

vizsgalt minta homogenitasarol, esetlegesen bekdvetkezd aggregacidjarol.

3.4. Transzmisszios elektronmikroszkopia

A transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM) egy olyan képalkotd eljaras, mely
elektronnyalabot bocsajt a mintara, majd a transzmittalt elektronokat egy fluoreszcens
detektor detektalja, végil egy szamitogépes képalkotd rendszer segitségével az emberi szem
szamadra lathatova teszi a képet, igy digitalis kameraval felvételek készithetdek a mintarol. Az
elektronsugarat egy elektronagyu biztositja, ami egy nagy fesziiltségii gyorsitotéren halad at,
majd a minta elétt kondenzatorlencsék fokuszaljak, utdna objektiv €s projektiv lencséken
keresztiil jut a detektorra. A minta extrém vékony, igy az elektronnyalab képes athaladni rajta.
A TEM-et szdmos anyagtudomanyi vizsgalatra alkalmazzak, foként kirtalyszerkezetek,

fémek, félvezetok felderitésére. Biologiai mintak is vizsgalhatéak vele, azonban ehhez a
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mintak el6készitése soran azok megfestése sziikséges (leggyakoribb az uranil-acetattal térténd
festési eljaras), amely segit a finom részletek és sejtszerkezetek megjelenitésében.®™!

Mivel az elektronnyalab hulldmhossza nagyon kicsi, ezért nagyon kis méretii részecskék
vizsgalhatoak vele, mig a fénymikroszkop felbontoképességének hatara 0,2 um, addig TEM
esetén 0,1-0,2 nm kozotti felbontas érhetd el. Az elektronmikroszkdp altal alkotott képen a
kontraszt nagy mértékben fiigg a minta vastagsagatol és anyagi Osszetételétdl. Vastagabb
terlileteken az elektronok nagyobb mértékben szorddnak, ezért kevesebb elektron jut a

detektorra, s6tétebb képet eredményezve.l®!

4. Felhasznalt anyagok
4.1. Anyagok

A Kkisérletekhez hasznalt peptidek a bizonyitott biofilm ellenes hatasuk alapjan lettek
kivalasztva. Az alabbi természetes és mesterséges eredetii peptideket LL-37, FK-16, Dhvar4,
IDR-1018 ¢és 1037 hasznaltuk. A kisérletekhez piocianint (PYO), decénsavat (DEC),
pseudomonas quinolone signal (PQS) és fenazin (PHE) jelatvivé molekulakat alkalmaztam. A
liposzomakat DOPC és DOPG lipidekbdl készitettem, melyek az Avanti Polar Lipids-t6l
(Merck, Magyarorszag) lettek beszerezve.

A peptideket a NovoPro Bioscience Inc. (Sanghai, Kina) szintetizalta. Molekulatomegiik
(M) tomegspektroszkopiaval volt meghatarozva, a peptid tisztasaga > 95%-nak felelt meg (5.
tablazat). Peptid torzsoldatkészitéshez liofilizalt port oldottam ultranagy tisztasagu vizben,
majd az ImM toménységli torzsoldatot 100 pl-es részletekben taroltam a fagyasztoban,
-18°C-on.

5. tablazat: alkalmazott peptidek moldris tomege, tisztasdga, netto eptid tartalma

Peptid: Mo[l;ill;:?oli?meg Tisztasag I\Itzt:faroegtid
LL-37 4492,28 >95% 72,12%
FK-16 2044,4 95.071% 72.04%
Dhvar4 1839,3 >95% 50,5%

IDR-1018 1536,9 95,705% 70,93%
1037 1229,5 95,809% 60,28%

Valamennyi jelatvivé kis molekula piocianin (M = 210,23 g/mol), decénsav (M = 170,25

g/mol), PQS (M=259,34 g/mol), fenazin (M = 180,21 g/mol) a Merckt6l lett beszerezve.
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Ezeket a jelatvivd molekulakat spektroszkopiai tisztasdgu etanolban oldottam fel 8 mM
amelyet -18 °C-on ¢és sotét livegben taroltam. A piocianin esetében néhany nap utan
aggregatumképzodést tapasztaltam, ezért a koncentraciocsOkkenés elkeriilése érdekében
minden mérést frissen készitett torzsoldatbol végeztem. Az Gsszes tobbi felhasznalt vegyszer

analitikai tisztasagu volt.

4.2. Vizsgalati koriilmények
A mérések soran Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) és PBS (10 mM pH 7,4) pufferoldatot

hasznaltam a fiziologias kortilmények biztositasara. A DLS mérésekhez és CD spektroszkopia

crer

cre

5. Kisérletek menete

5.1. Cirkularis dikrizmus (CD) spektroszkopia

A CD-spektrumok JASCO J-1500 spektropolariméterrel szobahémérsékleten lettek mérve,
Tris-HCI, illetve PBS pufferoldatokban. A spektrumokat folyamatos pasztaz6 tizemmodban
vettiik fel 190 és 420 nm kozott 50 nm/perc sebességgel, 2 nm savszélességgel, 2-szeres
ismétléssel, 1 mm-es Gthosszusagu, cirkularis kvarckiivettat hasznalva. A PQS-titralasok CD-
spektrumat 190 és 500 nm kozott vettem fel. A decénsav esetében, a spektrumokat 190 és 270
nm kozott rogzitettem, ugyanazokkal a paraméterekkel. A CD-titralasi kisérletekhez 280 pl,
utan az adott jelzdmolekula tdrzsoldatdnak részleteit pipettdztam a kiivettdba, és minden
egyes koncentraciohoz CD-spektrumokat mértem. Az adatokat 20, 40, 80, 160, 200, 300, 400
uM QS molekula esetén gytiijtottem.

A hérom-komponensii rendszerek esetében magasabb peptidkoncentraciot alkalmaztam, 80
pM-os peptidoldatok CD spektruménak felvétele utdn adtam hozzd a masik két komponens
oldatat. A QS-molekula tdrzsoldatabol annyit, hogy a koncentracidja 80 uM legyen, a
liposzéma torzsoldatabol pedig 635 uM legyen a végso koncentracio. A kisérleteket mindkét
Osszekeverési sorrendben elvégeztem, egyszer eldszor a QS-molekuldt adtam hozzd a
peptidoldathoz, majd a pipettaval valo homogenizalas utan felvettem a CD spektrumat, ezutan
kevertem hozza a liposzomat, amirél szintén CD spektrumot készitettem. Mindezt

megcsinaltam forditott sorrendben is, elobb a liposzoméat majd utana a QS molekulat
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hozzaadva a rendszerhez. A haromkomponensii rendszerek CD spektrumait decénsav esetén
190-270 nm kozott, PQS és PYO esetében 190-500 nm tartomanyban vettiik fel.

Minden CD-mérést a reprodukalhatosag ellendrzése érdekében kétszer ismételtem. A
spektrumokat korrigaltam a megfeleld pufferoldat hatterének levonasaval, és simitottam. Bar
a méréseket 420 nm-t6l végeztem, azokban az esetekben, amikor 270 nm felett nem
észleltiink kolcsonhatast vagy indukalt CD jelet, a jobb szemléltetés érdekében a

spektrumokat csak 190 és 270 nm kozott abrazoltuk.

5.2. Liposzémak eldallitasa

A liposzémak eléallitasahoz 8:2 molaranyban a DOPC és DOPG lipideket mértem ki, majd
egy gomblombikban feloldottam kloroform/metanol 2:1 térfogataranyi keverékében. Ezt
kovetden 10 perc szonikalas utdn a desztillacios vakuumbeparld késziilékkel szarazra
paroltam az oldatot, majd egy éjszakara nyomas alatt, szaritészekrényben helyeztiik, hogy az
oldoszermaradvanyok is eltdvozzanak. A lombik aljan keletkezd szarazfilmet pufferoldattal
hidrataltam, 12,7 mM toménységli oldatot készitve, melyet hétornanak vetettem ald. Ennek
soran az oldatot 40°C-os vizfiirdobe tettem kb. 5 percre, majd 30 masodpercre a -16 °C-0S
fagyasztoszekrénybe helyeztem, ezt a folyamatot tizszer megismételtem. Minden melegitési
1épés utan 1 percig vortex-el kevertettem az elegyet, segitve a lipidek homogenizalasat. A
hétornat kovetden kezdetben 200, majd 100 nm porusadtmérdjii sziirdon extrudaltam az oldatot
legalabb tizszer, hogy a kialakult multilamellas vezikuldk unilamellds, 100 nm atmérdji
liposzomakka alakuljanak. A liposzomakészités fobb 1épésit a 12. abra jelzi. A kész

liposzomas oldat méretét DLS méréssel ellendriztem.

lipidek kloroform/ szerves oldészer lipid szarazfilm
metanol elegyben elparologtatasa hidratéldsa

liposzéma

hétorna és vortex extrudalas polikarbonat filteren
(adott porusatmérd)

12. dbra: Liposzomakészités sematikus rajza (az abra a BioRender programmal késziilt)
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5.3. Infravoros spektroszkopia (IR)

Az ATR-FTIR méréseket egy Varian 2000 FTR Scimitar Series tipust spektrométerrel
(Varian Inc., USA) végeztiik, amely folyékony nitrogénnel hiitétt higany-kadmium-tellurid
(MCT) detektorral és egy "Golden Gate" reflexidos gyémant ATR feltéttel (Specac Ltd.,
Orpington, UK) volt felszerelve. A gyémant ATR feliiletre 3 ul mintat cseppentve, a
pufferoldat lasst elparolgasa utan (kb. 20 perc alatt) szobahdmérsékleten vettik fel a
spektrumokat. A spektrumokat 2 cm™ névleges felbontassal és 64 ismétléssel rogzitettik. A
kapott spektrumok elemzését az Origin szoftvercsomaggal (OriginLab, Northampton, MA,
USA) végeztiik.

5.4. Dinamikus fényszéras (DLS)

Dinamikus fényszords mérése sordn a mintdkat egy W130i dinamikus fényszord késziilék
(DLS, Avid Nano, Ltd., High Wycombe, UK) segitségével mértem. A késziilék 660 nm
hullamhossza diddalézerrel és egy fotodidda detektorral rendelkezik, a mintakat kis térfogatq,
eldobhatd, 1 cm-es uthosszusagu kiivettakban (UVette, Eppendorf, Bécs, Ausztria, GmbH)
helyeztiik a gépbe. A korrelacios fliggvényeket 10 masodpercig mértem, 10 ismétléssel, majd
a mellékelt iSize 3.0 szoftverrel elemeztem. A kapott spektrumok abrazolasat az Origin

szoftvercsomaggal (OriginLab, Northampton, MA, USA) készitettem el.

5.5. Transzmissziés elektronmikroszkopia (TEM)

A TEM-felvételeket Morgagni 268D miiszerrel (FEI, Hollandia) készitettiik. 80 uM

s

készitettlink felvételeket. A képek 5600x és 36000x nagyitas kozott késziiltek.

Részletesen, a PBS-ben eldkészitett minta egy cseppjét (2 pl) egy 200 szemil rézracsra
pipettaztuk, amely formvarbol késziilt hordozofilmmel volt bevonva. A felesleges folyadékot
20 s érintkezési id6 utan eltavolitottuk, ezt kdvetden a Kontrasztanyagként hasznalt uranil-
acetatot azonnal hozzaadtuk. 1 perc érintkezési id6t kovetden a felesleges folyadékot ismét

eltavolitottuk, majd a mintat levegén szaradni hagytuk.
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6. Eredmények és értékelésiik

A Kutatocsoport korabbi tanulmanya kimutatta, hogy a Pseudomonas kinolon molekula LL-
37 peptid jelentlétében kiralis szupramolekularis aggregatumokat képez, melyben
feltételezhetden a gazdaszervezet véddé peptid quorum quenchingre gyakorolt hatasa jatszik
szerepet.l®!

TDK dolgozatomban harom, az eldvizsgalataink alapjan a jelatvivd molekulakkal
(pseudomonas kinolon, decénsav, piocianin) erds kolcsonhatast mutatod peptidet (LL-37, FK-
16, Dhvar4) vizsgaltam CD-vel, DLS-el és IR-rel. Vizsgalataink soran DOPC/DOPG
liposzomat is adtunk a rendszerhez. Ezaltal lehetéségiink nyilt a peptid, valamint peptid-QS

molekula aggregatumok kolcsonhatasat megfigyelni sejtmembran modellekkel is.

6.1. Pseudomonas kinolon kélcsonhatasa antimikrobialis peptidekkel

A PQS jelatvivé molekula mind Tris-HCI, mind PBS pufferoldatban felvett abszorpcios
spektrumat (13. abra) tobb csucs jellemzi. TRIS pufferben a legintenzivebb cstics 263 nm-nél
talalhato, 221 nm-nél van egy vall, 300nm felett megjelenik egy széles sav, amelynek két
maximuma 354 ¢és 377 nm-nél taldlhat6. A PBS pufferben valtozik a spektrum lefutasa, a
csucsok kismértékben eltolodnak, és egy vall jelenik meg a 219 és 260 nm-es csicsok kdzott
(Fuiggelék, 1. abra). A PQS szerkezete alapjan a csucsok a kinolongyiirii m-elektrojainak
gerjesztésébdl szarmaznak. Mindkét pufferoldatban a PQS-koncentracio novelésével
valamennyi cslcs intenzitdsa nd, mig az alapvonal eltolodik a nullatol, ami aggregatumok
kialakulasara utal (13. abra). A PQS-aggregatumokat elsGsorban az aromas gyirik -
elektronjainak kolcsonhatésa stabilizalja, ami delokalizalt gerjesztett allapotokat eredményez
az 0sszes kromofor csoport kozott, ezt a jelenséget exciton csatolasnak nevezzik.

A PQS CD-spektrumai a molekula akiralis jellege miatt azonosak a pufferoldat
spektrumokkal (Fiiggelék, 1. abra). A kivalasztott antimikrobialis peptidek hozzaadasa
azonban tobb csucs megjelenését indukaljak. Az FK-16 peptid énmagaban, PQS nélkiil egy
negativ jelet mutat ~ 200 nm-en, amely a n-n* atmenethez rendelhetd, és egy nagyon gyenge,
széles vallat~ 225 nm-en, amely az n-n* atmenetnek felel meg (14. abra). A Dhvar4 tavoli
UV-gorbéje egy negativ csucsot mutat ~ 197 nm-en (15. abra), ami a peptidlanc rendezetlen

allapotara utal.
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13. dbra: PQS abszorbancia spektruma TRIS-HCI pufferben

A PQS fokozatosan novekvé koncentracioban FK-16 peptidhez torténé hozzaadasara
indukalt CD jelek jelentek meg ~ 265 és 375 nm-en (14. abra). Indukalt spektrum akkor
jelentkezik, amikor egy kiralis és egy akiralis molekula 1ép kolcsonhatasba egymassal.
Erdekes modon a két megjelendesucs nagy intenzitast indukalt jelet adott a PQS abszorpcids
maximumai kornyékén, lefutasuk ellentétes iranya. A 354 nm-es vall egybeesik a monomer
PQS molekulék abszorpciéjaval.®l Tovabba a f6 negativ cstics enyhén jobbra tolédik (1-3 nm-
rel) és intenzitasa fokozatosan csokken a PQS hozzaadasaval, ami aggregatumok
kialakulasara utal. Ezen kirdlis szupramolekularis aggregatumok kialakuldsat feltehetéen
befolyasolja a peptid szerkezete. A PQS eldidézheti a peptid szerkezetének részleges
helikalissa alakuldsat, amely tulajdonsagat korabban mas kis molekuldk, tobbek kozott
élelmiszerfestékek, gyogyszerek és endogén metabolitok esetében is kimutattak. %2

Az FK-16 spektrum lefutdsa hasonlit a Zsila tanulméanyaban®® vizsgalt LL-37 peptid PQS-
sel torténd titralasakor kapott spektrumképéhez, ahol az indukalt jeleket a PQS molekula J-
dimerjeinek tulajdonitjak (16. abra), melyek kolesonhatnak az LL-37 peptidlancaval.
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14. abra: CD és abszorbancia spektrum az FK-16 peptid PQS-sel torténd titraldasarol

A PQS hatasa a Dhvar4 peptid szerkezetére hasonld titralasi gorbéket eredményezett (15.

abra), a negativ csucs intenzitasa kissé csokkent, €s enyhén jobbra tolodott, mig a vall

hangstlyosabba alakult. Az itt megjelend indukalt CD-jelek az FK-16 - PQS rendszerhez

képest ellentétes iranyuak, tehat a kialakult aggregatum ellenkezd kiralitasa. Ez 6sszhangban

van a ~ 265 és 375 nm-en detektalt kiilonb6z0 intermolekuléris aggregatumok kialakulasaval.
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15. abra: Dhvard PQS-sel torténd titrdalasanak CD spektruma

- ——
H-dimer monomer J-dimer

16. abra: PQOS lehetséges dimer aggregatumait

A dinamikus fényszoras adatai nagyobb méretli részecskék jelenlétét mutattdk a vizsgalt

mintak esetében, ami az aggregatumképzodés kiilonbozo szintjeire utal (Fliggelék 3. abra).
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6.2. Piocianin kélcsonhatasa antimikrobialis peptidekkel

A piocianin kék szinii vegyiilet, igy a lathato tartomanyban is van spektruma, melyben tébb
cstics megjelenik rendre 237, 311 és 379 nm kornyékén (17. abra). A PYO-koncentracid
novelésével az Osszes csucs intenzitasa novekszik. A PYO CD-spektrumain TRIS
pufferoldatban 300 uM koncentracio felett egy gyenge indukalt CD-csucs detektalhatd 300-
320 nm kozott (Fiiggelék 4. abra), mely kiralis szupramolekularis aggregatumok

kialakulasanak tulajdonithato.

Piocianin titralas
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L 238 nm ' gg M
5 1 —80uM
5 151 I —— 160 uM
'g ) 200 uM
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0,6 |
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17. abra: A piocianin UV-Vis abszorbancia spektrumai Tris-HCI pufferben kiilonbozd
koncentraciokban felvéve.

A PQS-es titralasokhoz hasonldan, a PYO hozzaadasa az LL-37 oldathoz a f6 negativ cstcs
csokkenését és enyhe jobbra tolodasat eredményezte, amelynek kézéppontja 201 nm koriil
talalhatd, mig a vall intenzitasa nagyrészt allando maradt (18. abra). Az FK-16 és a Dhvar4
esetében is megfigyelhetd volt a CD jelintenzitdsok valtozasa, a ~ 200 nm-nél 1év6 negativ
csucs folyamatosan csokkent a PYO koncentracié novelésének hatdsara, tovabba ennél a két

peptidnél ~ 300-320 nm-nél indukalt CD jelet is észleltiink (19. abra).
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18. dbra: Az LL-37 PYO-val torténd titrdalasdanak CD-spektrumai Tris-HCI pufferben. A spektrumokat
40 uM peptidkoncentracio mellett vettiik fel.
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19. dbra: Az FK-16 () és Dhvar4 (b) peptidek PYO-val torténd titralasanak CD-spektrumai Tris-HCI
pufferben. A spektrumokat 40 uM peptidkoncentrdcio mellett vettiik fel.

6.3. Decénsav kolcsonhatasa antimikrobialis peptidekkel
Az LL-37 és FK-16 esetében végzett CD-mérések spektrumai azonos lefutastiak. A
decénsav egyre novekvd koncentracidja eldidézi a peptidek masodlagos szerkezetének

megvaltozasat. A QS molekula koncentracidjanak novekedésével a CD spektrumokban
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el0szor enyhe jobbra tolodas kovetkezik be, mikdzben a vall hangstlyosabba valik, majd 300
uM decénsav koncentracié felett mindkét peptid rendezett, a-helikalis konformaciot vesz fel.
Az o-hélix szerkezetre jellemz6 CD- spektrum figyelheté meg kettds minimummal 208 és 222
nm-nél mind LL-37 (20. abra), mind FK-16 esetében (20. abra).

A decénsav hozzaadasa a Dhvar4 peptidhez a f6 negativ csucs intenzitasanak (~ 200 nm)

csOkkenését eredményezte (Fliggelék 5. abra), mig ~ 230 nm-en talalhat6 vall nem valtozott.
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20. dbra: Az LL-37 (A) és az FK-16 (B) CD-spektrumai decénsav hozzaaddasakor Tris-HCI pufferben.
A spektrumokat 40 uM peptidkoncentracio mellett vettiik fel.

6.4. Pufferoldat hatasa

A konszekutiv titralasoknal, ahol a peptid - QS molekula kolcsonhatasanak vizsgalata volt a
célunk TRIS-HCI pufferoldatot alkalmaztunk. A hiromkomponensii liposzomas rendszerek
méréséhez egy masik, szintén 7,4-es pH-ju pufferoldatot, PBS-t haszndltunk. Emiatt
lehetéségiink nyilt 6sszehasonlitani a két pufferoldat hatasat. A Dhvar4 - PQS rendszer esetén
TRIS-ben is megjelenik az indukalt CD jel, azonban intenzitasa sokkal kisebb, még 400 uM
PQS koncentraciondl is csupan 3,79 és -5,14 kozott valtozik az indukalt jel nagysaga. Ezzel
szemben PBS pufferben, ahol csupan 80 uM PQS volt jelen 10,8 és -21,6 kozott valtozik a jel,
mikozben jobbra tolodik. A két pufferoldatban kozott tovabbi kiilonbség, hogy TRIS-ben 259
nm-nél is megjelenik egy cslics, amely sokkal hangstlyosabb, mint PBS-ben, ahol inkabb
csak vallként jelenik meg a spektrumon. A PBS-ben kialakult indukalt jel nagysagara az

alkalmazott peptidkoncentracid (40 és 80 uM) nem volt hatassal.
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21. abra: 40 uM Dhvar4 titralasa PQOS-sel TRIS pufferben, 40 és 80 uM Dhvar4 oldathoz 80 uM PQS
hozzaadasa PBS pufferben

6.5. Pseudomonas kinolon kélcsonhatasa liposzomakkal

Amikor a kisérletekbe bevontuk a baktériumok sejtmembranjainak modellezésére szolgald
DOPC/DOPG liposzomat akkor lehet6ségiink nyilt vizsgalni, hogy a haromkomponensii
rendszer dsszekeverésének sorrendje befolyassal van-e a kialakulo kolcsonhatasokra.

Azt tapasztaltuk FK-16 és Dhvard4 peptidek esetében, hogy ha a peptid elébb 1ép
kolcsonhatasba a PQS-sel, akkor nagy indukalt jel figyelhetd meg a CD spektrumokon, és a
keletkezett adduktot a liposzoma hozzédkeverése nem tudja jelentdsen szétbontani, a
jelintenzitas kortlbeliil a felére csokken. Azonban, ha a peptidekhez elébb adjuk hozza a
DOPC/DOPG liposzomat, akkor a peptid nagy valoszinliséggel szétteriil a liposzoéma
felszinén, mikozben az FK-16 esetében rendezett helikalis szerkezet alakul ki, Dhvar4
esetében a 230 nm-nél 1évé vall valik hangsulyosabba. A peptid hozzatapad a liposzoma
felszin¢hez, igy kevés szabad peptid marad a rendszerben, amely a jelatvivé molekulaval
kolcsonhatasba tudna 1épni. Ha a PQS-t adjuk hozza utolsoként elhanyagolhatoan kis
intenzitast indukalt jel jelenik meg az FK-16 esetében 373 nm-nél, mig Dhavr4-nél 380 nm
kortil. Az indukalt jel elébbinél a PQS UV-Vis spektrumdnak abszorbancia maximumanal
(374 nm, Fuggelék 2. abra) talalhato.

A PQS hozzaadidsa minden esetben aggregatumok képzodését idézi eld, ezt mutatja a
korrelacios fliggvényeken (24. abra) fekete nyillal jelolt platdé kialakulasa. Ezen 1-2 um
nagysagu aggregatumokat a PQS-ben megtaldlhatd szalak okozhatjdk, melyek a TEM
felvételeken lathatdak (23. abra).
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22. abra: FK-16, Dhvar4 és LL-37 peptidek PQS-sel és DOPC/DOPG liposzomakkal alkotott haromkomponensii rendszereinek CD spektrumjai.
A peptidek 80 uM koncentrdcioban, a POS 80 uM, a liposzomdk 635 uM koncentrdacioban voltak alkalmazva
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23. abra: TEM felvételek a) 200 uM PQS PBS pufferben, b) 80 uM FK-16, c) 80 M Dhvar4 80 xM PQS, d) 80 xM LL-37 80 xM PQS
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24. abra: FK-16, Dhvar4 és LL-37 peptidek DOPC/DOPG-vel és POS-sel alkotott rendszereinek korrelacios fiiggvényei
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25. dbra: FK-16 peptid (P) PQS-sel (0S) és DOPC/DOPG liposzémdaval (L) alkotott
haromkomponensii rendszereinek IR spektruma, 1: (P+QS)+L; 2: (P+L)+QS; 3: P+L; 4: L; 5:
L+QS; 6: P 7: P+QS, alkalmazott koncentraciok: 80 uM FK-16 (P), 635 uM DOPC/DOPG (L), 80
1M PQS (QS)
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A peptidek kolcsonhatasait ATR-FTIR spektroszkodpidval is nyomonkovettiik, a 25. abran a
jellemzd IR spektrumokat fogom bemutatni, az FK-16 peptid rendszerén. A CH-régidoban
mind a szimmetrikus, mind az aszimmetrikus CH> csoport savja csak az L+QS és (P+L)+QS
esetén tolodott el enyhén jobbra. Ez 6sszhangban van a CD-méréseink eredményével, mivel,
ha elébb keverjiik a peptidet a QS-molekulaval, akkor a kialakult addukt stabil, nem fog az
utdlagosan hozzaadott liposzomaval kolcsonhatasba 1épni. Azonban, ha a peptidhez a
liposzéma van el6bb hozzakeverve, akkor azok kolcsonhatasba 1épnek, feltehetden a pozitiv
toltésti peptid hozzatapad a negativ feliileti t6ltéssel rendelkezé liposzomahoz. Emiatt a
kovetkezd 1épésként hozzaadott PQS nem tud a peptiddel kdlcsonhatast kialakitani, ezért a
liposzomaval fog, ami a CH-régioban eltolodast eredményez.

Az amid-régioban 1738 cm™lnél a liposzomat tartalmazd rendszereknél jelentkezik egy
csucs, ez a lipid karbonil-csoportjanak rezgésébdl szarmazik. Az amid régidja jol leirja a
peptidek masodlagos szerkezetét, 1700 - 1650 cm™ kozotti régioban ha a bal oldali vall a
hanstilyosabb akkor a B-redds szerkezet jelentds, 1640 cm™ nél talalhatd cstics az a-helikalis

szerkezetre jellemz0o.

6.6. Decénsav kolcsonhatasa liposzomakkal

A decénsav rendszerhez torténd hozzdaadasa minden esetben intenzitas csokkenést okoz.
Mivel ezeknél a méréseknél a decénsavat kis koncentracidban alkalmaztuk (80 uM), ezért
nem okozza a peptid helikalis szerkezetének kialakuldsat, amikor a peptidhez elsoként van
hozzaadva csak intenzitascsokkenést idéz el6 (26. abra és Fiiggelék 6. abra). A liposzoma
hataséra az LL-37 és az FK-16 peptid helikalis méasodrendli szerkezetbe rendezddik akar
elsoként vagy masodikként van hozzdadva a peptidoldathoz. A Dhvar4 esetében is jelentds
szerkezeti valtozas figyelheté meg a liposzoma hozzaadasat kovetden, de nem alakul Ki
ennyire szabalyos helikalis szerkezet, csak a vall valik hangsulyosabbd mikodzben a kezdeti

nagy negativ csucs intenzitasa lecsokken, és erésen jobbra tolodik (Fiiggelék 6. abra).
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26. abra: FK-16 és LL-37 peptidek decénsavval és DOPC/DOPG liposzomakkal alkotott
haromkomponensti rendszereinek CD spektrumjai

Az IR spektrumok CH-régidiban minden peptidet tartalmazo spektrum balra tolodik a tiszta
DOPC/DOPG spektruméhoz képest, csicsmaximumuk egybeesik,egyediil a Dhvard+L+QS
rendszer esetében tolodik 2 cm™-el jobbra (27. 4bra).

A foszfat régioban a POz szimmetrikus (1090 cm™) és aszimmetrikus (1242 cm™)
csticsainak rezgései nem tolodnak el egymaéshoz képest. Dhvard esetében az 1090 cm™-nél
1év6 cstics bal oldali valla hangsulyosabb, mint az FK-16-nal.

Az amid régiodja jol leirja a peptidek masodlagos szerkezetét, 1700 - 1650 cm™ kozott a bal
oldali vall a hanstlyosabb, tehat a B-redds szerkezet jelentds, 1640 cm™ nél talalhato vall a

decénsav hozzaaddsdra még hangsulyosabbd valik. Megfigyelhetd, hogy DEC +
DOPC/DOPG hozaadasara az B-reddre jellemzé csucs valik kiemelked6vé, mig forditott
sorrendben a két csucs intenzitasa hasonld. Az FK-16 esetében 1959 cm™-nél nagyobb a

csucsintenzitds minden esetben, amikor a liposzoma is hozzd van adva a rendszerhez, ez
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Osszhangban van a CD mérés soran tapasztaltakkal. Az amid II régi6 nem valtozik, (Dhvar4 +

L)+DEC esetén ettdl balra 1575 cm™-nél megjelenik még egy cstics, mely a t&bbi esetben

nem keletkezik.
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27. abra: FK-16 és Dhvar4 peptid (P) decénsavval (QS) és DOPC/DOPG liposzomaval (L) alkotott
haromkomponensii rendszereinek IR spektrumai, 1: P+QOS+L; 2: P+L+QS; 3: P+L; 4: L; 5: P+0S;

6: P
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6.7.

Piocianin kolcsonhatasa liposzomakkal

A piocianint szintén vizsgaltuk haromkomponensii rendszerben, azonban itt indukalt CD jel

nem keletkezett a PQS-sel ellentétben, a PYO hozzaadasa minden esetben kismértékii

jelintenzitas csokkenést okozott, mig a liposzoéma is hasonldéan viselkedett a korabban

leirtakhoz, a peptidek masodlagos szerkezetére volt hatassal (28. abra).
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28. abra: FK-16 és Dhvar4 peptidek piocianinal és DOPC/DOPG liposzomdakkal alkotott
haromkomponensii rendszereinek CD spektrumjai
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29. abra: TEM felvételek a) 200 M PYO PBS-ben, b) 200 uM PYO PBS-ben, c) 80 xM FK-16 80 xM
PYO d) 80 xM Dhvar4 80 xM PYO

A TEM mérésekkel sikeriilt igazolni a képzddott adduktok jelenlétét. A PYO esetén az
alkalmazott 80 uM koncentracional nem detektalunk asszociatumokat, azonban 200 uM
koncentracional kiilonféle strukturaju szalak jelennek meg. A peptid - piocianin rendszereknél
a Dhvar4 esetén a szalak megtalalhatéak voltak, mig FK-16 esetén a DLS-el sem tudtunk
kimutatni aggregatum jelenlétet, ¢s a TEM-mel sem talaltunk széalakat. (29. abra) A tobbi

vizsgalt rendszer esetén a TEM mérések folyamatban vannak.

7. Osszefoglalas

Kisérleteink soran célunk az volt, hogy a peptid-jelatvivd molekula kolcsonhatasokat
jellemezziik, valamint vizsgaljuk hogyan viselkednek liposzoma membranmodellekkel a
peptid, illetve peptid-QS molekula adduktok.

A haromkomponensii rendszerek mérésekor PBS pufferoldatot hasznaltunk, mig az
elokisérletekben TRIS-HCI pufferoldat felhasznaldsaval biztositottuk a fiziologids
koriilményeket. A peptidek CD spektruménak alakjadban nem volt eltérés a 2 pufferoldat
kozott, azonban a PQS FK-16 oldathoz keverve mar sokkal kisebb, 80 uM koncentracidban is
szignifikdnsan nagyobb intenzitasu indukalt jelet adott.

Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a PQS az FK-16 ¢és Dhvar4 peptidekkel is kiralis
aggregatumokat képez, melynek a szimmetriaja filigg az alkalmazott peptidtol.
Haromkomponensii rendszerek esetén az indukalt jel szintén kialakul, de annak intenzitdsa
fiigg az Osszekeverés sorrendjétdl. Ha a peptid el6szor a QS molekulaval 1ép kolesonhatasba,
akkor kialakul az indukélt CD-jel, és ezt kovetden a liposzoma hozziadéasara sem csokken

jelentésen a jel, tehat a liposzoéma nem tudja szétbontani a keletkezett peptid-PQS
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aggregatumokat. Azonban, ha a QS molekula csak a liposzéma utan van a rendszerhez adva,
akkor az aggregatum nem tud kialakulni.

Ezeket a megfigyeléseket a quorum sensing gatlés teriiletén lehetne alkalmazni, a jelatvivo
molekuldk célzottabb inhibicioja érdekében. Tovabbi vizsgalataink sordn, egyiittmitkodésben
a Szegedi Biologiai Kozpont kollégaival kisérletet teszliink a kialakult adduktok

baktériumtenyészeten, in-vivo koriilmények kozotti tesztelésére.
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Fiiggelék
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2. fiiggelék abra: PQS abszorbancia spektruma PBS pufferbent!
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3. fiiggelék abra: FK-16 és Dhvar4 korrelacios fiiggvényei
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4. fiiggelék abra: A pyocianin CD spektrumai Tris-HCI pufferben, kiilonbozé koncentrdaciokban
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Dhvar4 titralasa decénsavval
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5. fiiggelék dbra: Dhvard titralasa decénsavval Tris-HCI pufferben, a spektrum 40 uM
peptidkoncentacio mellett lett felvéve.
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6. fiiggelék abra: CD spektrum Dhvar4 kélcsonhatasa decénsavval és DOPC/DOPG liposzomaval
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