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Bevezetés 

A biológiai membránokban lejátszódó jelenségek számos molekuláris 
szinten lezajló kémiai és fizikai természetű részfolyamatból tevődnek össze. 
A membránok működésének, a t ranszportfolyamatok mechanizmusának meg-
értéséhez, továbbá a biológiailag fontos vegyületek, valamint a membrán-
receptorok között lezajló reakciók megismerése érdekében szükség van a rész-
folyamatok tanulmányozására. A membránreceptor és antibiotikum közötti 
kölcsönhatás vizsgálatát azonban rendkívül megnehezíti az a tény, hogy teljes 
biztonsággal nem ismerjük a receptorhely kémiai természetét. Az antibiotikum 
molekulák és" a baktériumok felszínén levő kötőhelyek (feltehetően fehérjék 
perifériás aminosav maradékai, lipidek poláros és apoláros csoportjai stb.) 
közötti reakció létrejöhet kémiai kötés kialakulásával, van der Waals-erők 
stb. révén ( A L L I S O N 1 9 6 8 , V A N D E N H E U V E L 1 9 7 1 , V R A N S K Y 1 9 7 5 ) . 

A polimixin kémiailag bázikus polipeptidnek tekinthető, a molekula 
hidrofil és hidrofób csoportokat egyaránt tar ta lmaz. Modern mérési eljárások 
(NMB, ESB spektroszkópia stb.) segítségével a polimixin és a membrán kom-
ponensek közötti kölcsönhatás részletesebb vizsgálata vált lehetővé. B A R R E T T -

BEE és munkatársai (1972) E. colival, ill. membrán frakciókkal végzett kísér-
leteik alapján k imuta t t ák , hogy a polimixin a membrán foszfolipid komponen-
seivel lép kölcsönhatásba. A N A N D és munkatársai (1960), E N G E L B E R G és 
A R T M A N (1962) véleménye szerint a felvétel első fázisában a sztreptomicin 
kationos jellegénél fogva (bázikus aminoglikozid) a sejt negatív töltésű 
receptoraival elektrosztatikus kölcsönhatásba lép. 

Számos irodalmi adat utal arra, hogy a sztreptomicin és polimixin bak-
teriosztatikus hatása jelentős mértékben csökken, ha a tápta la jban kationok 
is vannak ( H A N C O C K 1 9 6 2 , H U R W I T Z , R O S A N O 1 9 6 2 , K A V A N A G H 1 9 6 3 , D A V I S 

és munkatársai 1 9 6 9 , V E N I S 1 9 6 9 , P A C H E , Z Ä H N E R 1 9 6 9 ) . P I T T I N G E R és 
A D A M S O N ( 1 9 7 2 ) antibiotikum molekulák (sztreptomicin, polimixin, neomicin) 
és anorganikus ionok között kompetíciót figyelt meg idegvégződéseken lévő 
receptorhelyek elfoglalásáért. T A M Á S és munkatársai ( 1 9 7 4 ) azt tapasztal ták, 
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hogy a táptalajhoz adott egy-, ill. kétértékű ionok koncentrációjának növe-
kedésével csökken az E. coli sejtek sztreptomicin felvétele. 

Munkánk kidolgozásával a fenti megfigyelések magyarázatához kíván-
tunk adatokat szolgáltatni. 

Vizsgálati anyagok és módszerek 

Vizsgálatainkhoz modellként a membránok foszfolipid komponensei 
közül alecitint (Koch—Light-gyártmány) és a fenti antibiotikumokra érzékeny 
Вас. subtilis törzset választottuk. A lecitin homogenitását vékonyréteg-kroma-
tográfiás módszerrel vizsgáltuk: 60 p.g lecitint felcsöppentve n-butanol : ecet-
sav : víz 10 : 1 : 3 térfogatarányú keverékének szerves fázisával fu t ta t tunk. 
Szárítás után a lemez egyik felét a kolin csoportra jellemző Dragendorff-
reagenssel, a másik felét 50%-os kénsavval fújtuk be a szennyezők kimutatása 
céljából. 

A kötődés vizsgálatánál abból a feltevésből indultunk ki, hogy ha a leci-
tin vagy egyéb hasonló jellegű foszfolipid a baktériuinmembránban szerepet 
játszik az antibiotikum megkötésében, akkor a baktérium—antibiotikum 
rendszerhez adott lecitin kompetitív módon gátolja az antibiotikum bakterio-
sztatikus hatását. Amennyiben kationok csökkentik az antibiotikum hatást, 
az antibiotikum—lecitin komplexhez adott kationnak lecitinhez való kötődése 
révén antibiotikumot kell szabaddá tennie. 

A fenti munkahipotézist elsősorban in vivo körülmények között , agar-
diffúziós módszerrel vizsgáltuk. Az antibiotikumot, majd az antibiotikum és 
lecitin, antibiotikum—lecitin—kation különböző molekulaarányú keverékét 
inkubáltuk és mértük a látszólagos szabad antibiotikum mennyiséget. 

In vitro kísérleteinket molekulaszűrésen alapuló eljárással vizsgáltuk, 
mivel ez a módszer lehetőséget nyújt makromolekulák molekulasúlyának meg-
határozására ( D E T E R M A N N , M I C H E L 1 9 6 6 , L E A C I I , O ' S H E A 1 9 6 5 , A C K E R S 1 9 6 8 ) , 

vagy más módszerrel nyert molekulasúly értékkel történő összehasonlításból 
következtetések vonhatók le a molekula alakjára ( K R E M M E R , B O R O S S 1 9 7 4 ) . 

A fentiek alkalmassá teszik a gélkromatográfiát komplexképzési folya-
matok tanulmányozására is. A komplex elúciós tulajdonságai — a megválto-
zott molekulasúly (esetleg molekulaalak) következtében — eltérők a komplex 
alkotórészeinek tulajdonságaitól ( C O O P E R , W O O D 1 9 6 8 , W O O D , C O O P E R 1 9 7 0 ) . 

Amennyiben az egyik komplexképzőt az eluenshez keverjük és koncentráció-
ját mérjük az elúció során, ha a komplex tényleg létrejön, a koncentrációja 
megnő ott, ahol a másik komponens megjelenik az eluátumban, ill. utána 
ennek megfelelően csökkenni fog ( H U M M E L , D R E Y E R 1 9 6 2 ) . 

Kísérleteinkben a lecitin polimixinnel és sztreptomicinnel képezett 
komplexeit tanulmányoztuk a fenti elvek felhasználásával. A komplexképzés 
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létrejöttének vizsgálatához 1,5 X 16 cm-es Sephadex G 25 oszlopot használtunk. 
Eluensként az antibiotikumot és lecitint egyaránt oldó 60%-os etilalkohol 
tartalmú, 6,6 p H értékű 0,02 M nátriumacetát pufferoldatot használtunk. 
A frakció térfogatot 1,5 ml-nek, az elúciós sebességet 0,5 ml/percnek válasz-
tot tuk. Ellenőriztük a gél eluens kötőképességét, mivel az etilalkohol jelenléte 
a duzzadóképességet várhatóan befolyásolja. 

A polimixin—lecitin komplex tanulmányozásánál először tiszta poli-
mixint vittünk fel az oszlopra 0,8—2,4 mg mennyiségben, ma jd a frakciók 
extinkció értékét mértük 230 nm-en. Az elúciós térfogat ismeretében meg-
határoztuk a polimixin molsúlyára jellemző volumetrikus megoszlási hánya-
dosát: 

ahol Ve az elúciós térfogat, F( az oszlop teljes térfogata, Vk az oszlopban az 
eluens által elfoglalt térfogat ^ 0,33 Vt. 

A vizsgálatokat tiszta lecitinnel is elvégeztük. A polimixin és lecitin 
1 : 0,5; 1 : 0,75; 1 : 1 és 1 : 6 molarányú keverékét kromatografáltuk és mér-
tük a frakciók extinkcióját 230 nm-en. A polimixin elúciós térfogatától eltérő 
helyen lejövő, feltételezetten a komplexet tartalmazó frakciót a polimixin és 
lecitin szétválasztása céljából ugyanolyan térfogatú kloroformmal kiráztuk, 
a kloroformos fázist szárazra pároltuk és felvettük a maradék infravörös szín-
képét. A vizes fázishoz az IR felvételt zavaró acetát-ion eltávolítása céljából 
1,5 ml 0,1 N HCl oldatot adtunk, majd szobahőmérsékleten szárazra pároltuk 
és a maradékból szintén IR felvételt készítettünk. A további azonosítás cél-
jából a frakciót szilikagél lemezen n-butanol : ecetsav : víz 10 : 1 : 3 térfogat-
arányú keverékének szerves fázisával fut tat tuk, majd a lemez felét 0,2%-os 
alkoholos ninhidrin oldattal történő bepermetezés után 120 °C-on a polimixin, 
másik felét Dragendorff-reagenssel fúj tuk be a lecitin kimutatására. 

A sztreptomicin komplexképző tulajdonságainak vizsgálatára a fentiek-
ben ismertetett kísérleteket végeztük el, csupán a sztreptomicin mennyiségi 
meghatározására alkalmaztuk a VI. Magyar Gyógyszerkönyv előírásain ala-
puló, de kísérleti körülményeinknek megfelelően módosított módszert: minden 
frakcióhoz 0,3 ml N NaOH oldatot adtunk, 15 percig 70—75 °C hőmérsékleten 
tar tot tuk, lehűtöttük, majd hozzáadtunk 0,3 ml 3%-os Fe(NH4)(S04)2 oldatot, 
a keletkező vörös szín intenzitását mértük 540 nm-en. 

A komplexek várható molekulasúlyának ismeretében a molekulasúlyt 
a G 25-ös oszloppal azonos méretű Sephadex G 50 oszlopon kívántuk meg-
határozni a fenti kísérleti feltételek mellett PolLec, PolLece, SztrLec5 össze-
tételű komplexek felvitelével. 
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A gélkromatográfiás vizsgálatoknál a lecitin és a lecitin—polimixin 
komplex anomáliás viselkedése szükségessé tette a kritikus micella-koncent-
ráció meghatározását, mely fölött az anyag feltehetően molekula asszociátu-
mokat képez. A vizsgálatokat 22 °C hőmérsékleten végeztük el viszkoziméteres 
mérésekkel lecitint, polimixint, ill. PolLec6 komplexet tartalmazó oldatokkal 
0,001—0,05% koncentráció tartományban. A lecitin oldatokat elkészítésük 
után közvetlenül, majd 24 és 48 óra múlva is mértük. 

A lecitin komplexek létrejöttét potenciometrikus módszerekkel is vizs-
gáltuk, felvettük a tiszta lecitin és polimixinnel, sztreptomicinnel, szerinnel, 
Zn, Mg, Na, K, Cs és Li ionnal képezett komplexének potenciometrikus görbé-
jét . A vizsgálatokat Metrolim-gyártmányú automata titriméterrel végeztük 
60%-os etilalkoholban. Azonos koncentrációarányok mellett a lecitin és komp-
lexe titrálási görbéjének eltérése felvilágosítást nyújt a komplex stabilitására. 

Eredmények és értékelésük 

A lecitin homogenitás vizsgálatánál megállapítottuk, hogy a Koch-Light-
gyártmányú lecitin egyetlen, Dragendorff-reagenssel reagáló foltot ad, a kén-
savas előhívással sem tud tuk a lemezen egyéb anyag jelenlétét kimutatni . 

Az agardiffúziós módszerrel nyert jellegzetes görbék közül kettőt az 1. és 
2. ábrán mutatunk be. 

Az ábrákból kitűnik, hogy lecitin hozzáadása rendkívüli módon csök-
kenti az antibiotikumok baktériummembrán által hozzáférhető mennyiségét. 
A hatásgátlás az antibiotikum és lecitin között létrejövő komplexképződéssel 
magyarázható. Megállapítható továbbá, hogy a görbék az 1 : 5 molarány 
tartományban törést mutatnak, meredekségük fokozatosan csökken, nagyobb 
molarányok esetén a molarány és a kidiffundált antibiotikum mennyisége 
között újra lineáris összefüggés mutatható ki. Vizsgálatainkból az a következ-
tetés vonható le, bogy a lecitin a polimixinnel és sztreptomicinnel molarányá-
tól függően polimixin—lecitinx, ill. sztreptomicin—lecitinx összetételű komp-
lexet képez. A maximális ligandumszám (x maximális értéke) a görbék törés-
pontjából meghatározható: polimixin esetében x = 5 vagy 6, sztreptomicinnél 
x = 4 vagy 5. A komplexek stabilitási állandóinak alapján azonban a mértnél 
egy nagyságrenddel kisebb kidiffundált antibiotikum mennyiséget kellett volna 
kapnunk, ez a látszólagos antibiotikum mennyiségváltozás a molekulasúlyok 
különbségével nem magyarázható. Az eltérés okát abban látjuk, hogy a külön-
böző összetételű komplexek nagyobb molekulasúlyuknak megfelelően kisebb 
sebességgel, de bediffundálnak az agarlemezbe. A baktériummembrán recep-
torhelyein és a komplexben az antibiotikum kémiai potenciáljának azonosnak 
kell lennie. Amennyiben feltételezzük, hogy a membrán receptorhely és a leci-
tin „kémiai affinitása" az antibiotikumokhoz azonos, természetesen mennyi-
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polimixin 
1. ábra. K i d i f f u n d á l t pol imixin mennyiségének csökkenése lec i t in jelenlétében (ki indulási 

polimixin m e n n y i s é g 240 /tg) 

mol. Iec.+ 0,2 mol. s z t r . 

2. ábra. K i d i f f u n d á l t sz t rep tomic in mennyiségének csökkenése lec i t in jelenlétében (ki indulás i 
mennyiség 108 /tg) 

ségük 1 : 1 arányban oszlik meg a membrán receptorhelyek és a lecitin között . 
A tényleges megoszlást kötéserősségük a ránya mellett koncentráció viszonyaik 
is meghatározzák. A receptorbelyek számának, valamint a komplex diffúziós 
állandójának segítségével számolt koncentrációjának és a komplex stabilitási 
állandójának ismeretében lehetőség nyílik a receptorhelyek kötéserősségének 
meghatározására. 
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Kationos kísérleteink két jellemző sorozatának eredményét az 1. táblá-
zatban foglaltuk össze: 

1. táblázat 

A n t i b i o t i k u m — l e c i t i n — k a t i o n k o m p l e x e k 

összetéte l Molarény 
M é r h e t ő 

an t ib io t i kum 
menny i ség 

(PS) 

P o l i m i x i n 
P o l i m i x i n : Lecitin 
P o l i m i x i n : Lecitin : Z n 
P o l i m i x i n : Lecitin : Mg 

1 : 5 
1 : 5 : 1 
1 : 5 : 5 

240 
64 

150 
125 

S z t r e p t o m i c i n 
S z t r e p t o m i c i n : Leci t in 
S z t r e p t o m i c i n : Leci t in : Z n 
S z t r e p t o m i c i n : Leci t in : M g 

1 : 5 
1 : 5 : 1 
1 : 5 : 5 

108 
29 
38 
33 

Az adatokból megállapítható, hogy a kationok szintén képesek a lecitinnel 
komplexet képezni, ezért feltehetően az alábbi egyensúlyi reakció játszódik le 
kétértékű kationok jelenlétében: 2 An t ib io t i kumLec i t i n x Me^2 2 Antibio-
tikumLecitinx_1 ! MeLecitin2. Egyértékű kationok hozzáadása esetén pedig: 
AntibiotikumLecitinx -j- Me AntibiotikumLecitinx-j + MeLecitin reakció 
megy végbe. Az egyensúlyt mindenkor moláris koncentrációik és komplex 
stabilitási állandóik aránya szabja meg. A látszólagos szabad antibiotikum 
mennyiség növekedés oka a kisebb ligandumszámú, nagyobb mozgékonyságú 
és kevésbé stabilis komplex keletkezése. A táblázat adataiból látható, hogy 
a cink a lecitinnel körülbelül azonos, a magnézium közelítőleg egy nagyság-
renddel kisebb erősségű komplexet képez, mint az antibiotikumok. A biológiai 
kísérletekben igazolt komplex létrejöttének kémiai vizsgálatakor az alábbi 
eredményeket kaptuk: a száraz Sephadex gél duzzadóképességét vizsgálva 
megállapítottuk, hogy a vízre, ill. vizes puffer rendszerekre megadott 2,5 ml/g 
száraz gélérték az általunk alkalmazott pufferben 2,1 ml/g értékre csökkent. 
A duzzadóképesség csökkenése maga után vonhat ja a pórusméretek megvál-
tozását, ezért a számított volumetrikus megoszlási hányadosokból (kalibráló 
globuláris fehérjék hiányában) a molekulák alakjára felvilágosítást nem tud-
tunk nyerni. A polimixin Kav értékét 0,54-nek találtuk, a tiszta lecitin azonban 
kisebb molsúlya ellenére a kizáródási térfogatban jelent meg, azaz látszólagos 
molsúlya 1500-nál nagyobbnak adódott. A polimixin—lecitin komplex vizs-
gálatára jellemző kromatogramot mutatunk be a 3. ábrán. 

Az 1 : 0,5 és 1 : 0,75 polimixin—lecitin molekulaarányoknál a kromato-
gramon két csúcsot kaptunk, a kizáródási térfogatban a komplex, Kaw = 0,54 
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értéknek megfelelő eluens térfogatban pedig a polimixin jelent meg. 1 : 1 mole-
kulaaránynál azonban a polimixin csúcsa megszűnt, az összes polimixin a leci-
tinnel együtt a kizárási térfogatnál lejövő frakcióba került. 

f rakc io 'szdrn 

3. ábra. A pol imixin—leci t in komplex vizsgála tára je l lemző k roma tog ram 

A kizárási térfogatnál megjelenő frakcióban mind vékonyréteg-kromato-
gráfiás, mind IR módszerrel a lecitin és polimixin azonosítható volt. A sztrepto-
micin vizsgálatánál a tiszta sztreptomicin elnyúló mezőben Kav = 0,54—1,04 
megoszlási hányados értékek között eluálódott. Viselkedését e rendszerben 
mutatot t csekély oldhatósága nem igazolja, nem képezett a lecitinnel komp-
lexet, ezért arra a megállapításra jutot tunk, hogy a sztreptomicin a hasonló 
szerkezetű dextrán géllel reakcióba lép, így a Sephadex-gyanták nem alkal-
masak sztreptomicin lecitin komplex tulajdonságainak tanulmányozására. 
A Sephadex G 50-es oszlopon végzett kísérleteinknél a lecitin, a PolLec és 
a PolLece komplexek egyaránt a kizárási térfogatban találhatók, tehát látszó-
lagos molekulasúlyuk tízezer fölötti, ami molekula asszociátumok képződé-
sére utal. 

A viszkozitás változásokra nyert adatainkat a 4. ábrán ismertetjük. Az 
adatok arra engednek következtetni, hogy a 0,001—0,01% koncentráció felett 
a lecitint. ill. a komplexet tartalmazó oldatokban aggregálódási jelenségek 
lépnek föl, melyek 0,02% koncentráció körül befejeződnek. A lecitin oldatok 
időbeli vizsgálatából megállapítható volt, hogy a viszkozitás-görbe minimum-
pontja kisebb koncentrációk felé tolódik el, ebből a kisebb koncentrációk ese-
tén lassabban lejátszódó aggregálódási, öregedési folyamatokra következte-
tünk. A viszkozitás mérés átlagszórását: s = 0,29%-nak találtuk. 

A potenciometrikus titrálásokkal nyert eredményeinket az 5—9. ábrá-
kon mutat juk be. A potenciometrikus mérések átlagos szórása: s = 0,003 ml. 

Biológiai kísérleteinkkel jó egyezésben megállapítható, hogy a cink 
a magnéziumnál lényegesen erősebb komplexképző tulajdonságú, az egyértékű 
kationok sorrendje Na j> Li j> Cs j> K. A polimixin erősebben kötődik a leci-
tinhez, mint a sztreptomicin. 
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A receptorhely közelebbi megismeréséhez segíthet hozzá az a 8. és 9. ábrá-
ról leolvasható megállapítás, hogy a membránfehérjék alkotóelemei közül 
a szerin a lecitinnel komplexet képez, ami ismét valószínűsíti a receptorhely 
fehérje—lipid összetételű komplex jellegét. Megerősíti továbbá ezt a feltétele-
zésünket a szerin és sztreptomicin között is fellépő komplexképződés. 

л 
— leci t in-pol imix in komplex 

4. ábra. A leci t in , polimixin és a l e c i t i n - p o l i m i x i n oldatok r e l a t í v viszkozitása 

A lecitin—sztreptomicin telített ligandumszámú komplexéhez szerint 
téve a potenciometrikus görbe lecitin—sztreptomicin—szerin vegyes terner 
komplex képződését mutatja (10. ábra), tehát a vegyes komplex termodina-
mikailag stabilabb, képződési valószínűsége nagyobb, mint a lecitin—sztrepto-
micin komplexé. 

Adatainkból nem állapítható meg a vegyes komplex összetétele, ugyanis 
a nagy ligandumszám miatt: 

SztreptomicinjLecitinjSzerinj 
SztreptomicinjLecitin 2Szerin 2 

SztreptomicinjLecitingSzerinj 

létrejötte mellett a maximális ligandumszámú biner és kisebb ligandumszámú 
biner és terner komplexek esetleges jelenléte a számításokat rendkívül bonyo-
lulttá teszi. 

Adatainkból arra következtetünk, hogy a membrán receptorhely az anti-
biotikummal nem egy kötést létesít, a kötésekben részt vevő membrán alkotó-
részek különbözők, részben lipid, részben fehérje jellegűek lehetnek, az így 
létrejövő membrán-antibiotikum kölcsönhatás jobban biztosítja az antibio-
tikum feldúsulását a baktériummembránon, mint az egyszerű lipid-antibioti-
kum kötés. 

MTA Biol. Oszt. Közi. 22 (1979) 
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5. ábra. Leci t in ké t é r t ékű ka t ionokka l a l k o t o t t komplexének potenc iomet r ikus görbéi 

6. ábra. Lecit in egyér tékű ka t ionokka l a l k o t o t t komplexének potenc iomet r ikus görbéi 

MTA Biol. Oszt. Közi. 22 (1979) 
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7. ábra. Lecit in a n t i b i o t i k u m o k k a l a l k o t o t t k o m p l e x é n e k po tenc iomet r ikus görbéi 

8. ábra. Lecit in—szerin komplex po tenc iomet r ikus görbéje 

MTA Biol. Oszt. Közi. 22 (1979) 
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3| . T T , , ^ 
о 10 20 ml NaOH 

9. ábra. Szerin —sztreptomicin komplex potenc iomet r ikus gö rbé j e 

0 10 20 ml NaOH 
10. ábra. Leci t in —sztreptomicin —szerin terner k o m p l e x po tenc iomet r ikus görbéje 

MTA Biol. Oszt. Közi. 22 (1979) 
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Összefoglalás 

Vizsgáltuk a polimixin és sztreptomicin lecitinhez való kötődését. Meg-
állapítottuk, hogy a lecitin jelenlétében a fenti antibiotikumok bakterioszta-
tikus hatása csökken, ez a gátlás kationok adagolásával visszaszorítható. 
A jelenség az antibiotikumok és lecitin, ill. lecitin és kationok közötti komplex 
képződésével magyarázható. Vizsgálataink alapján feltételezzük, hogy a recep-
torhely lipid—fehérje komplex jellegű lehet, mely az antibiotikummal terner 
komplexet hoz létre. 
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