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Bevezetés

A biolégiai membranokban lejatsz6dé jelenségek szamos molekularis
szinten lezajlé kémiai és fizikai természetli részfolyamathél tevédnek ossze.
A membranok miikodésének, a transzportfolyamatok mechanizmusanak meg-
értéséhez, tovabba a biolégiailag fontos vegyiiletek, valamint a membran-
receptorok kozott lezajlé reakciok megismerése érdekében sziikség van a rész-
folyamatok tanulmanyozéasira. A membranreceptor és antibiotikum kézotti
kolesonhatas vizsgalatat azonban rendkiviil megneheziti az a tény, hogy teljes
biztonsaggal nem ismerjiik a receptorhely kémiai természetét. Az antibiotikum
molekulak és a baktériumok felszinén levé kotShelyek (feltehetden fehérjék
periféridas aminosav maradékai, lipidek polaros és apolaros csoportjai stb.)
kozotti reakcié létrejohet kémiai kotés kialakulasaval, van der Waals-er6k
sth. révén (ArrisoN 1968, VANDENHEUVEL 1971, VrRANskY 1975).

A polimixin kémiailag bazikus polipeptidnek tekinthetd, a molekula
hidrofil és hidroféb csoportokat egyarant tartalmaz. Modern mérési eljarasok
(NMR, ESR spektroszkopia sth.) segitségével a polimixin és a membran kom-
ponensek kozotti kolesonhatas részletesebb vizsgalata valt lehet§vé. BARRETT-
BEE és munkatarsai (1972) E. colival, ill. membran frakciékkal végzett kisér-
leteik alapjan kimutattak, hogy a polimixin a membran foszfolipid komponen-
seivel 1ép kolcsonhatasba. ANAND és munkatarsai (1960), ENGELBERG és
ARTMAN (1962) véleménye szerint a felvétel elsé féazisiban a sztreptomicin
kationos jellegénél fogva (bazikus aminoglikozid) a sejt negativ toltésti
receptoraival elektrosztatikus kolcsonhatasba 1ép.

Szamos irodalmi adat utal arra, hogy a sztreptomicin és polimixin bak-
teriosztatikus hatésa jelentés mértékben csokken, ha a taptalajban kationok
is vannak (Hancock 1962, Hurwitz, Rosano 1962, Kavanacr 1963, Davis
és munkatarsai 1969, VENis 1969, PacHE, ZAHNER 1969). PITTINGER és
ApamsonN (1972) antibiotikum molekulak (sztreptomicin, polimixin, neomicin)
és anorganikus ionok kozott kompeticiét figyelt meg idegvégzddéseken 1évE
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receptorhelyek elfoglalasaért. TAMAs és munkatarsai (1974) azt tapasztaltak,
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hogy a taptalajhoz adott egy-, ill. kétértéki ionok koncentraciéjanak néve-
kedésével csokken az E. coli sejtek sztreptomicin felvétele.

Munkank kidolgozasaval a fenti megfigyelések magyarazatahoz kivéan-
tunk adatokat szolgaltatni.

Vizsgalati anyagok és médszerek

Vizsgalatainkhoz modellként a membranok foszfolipid komponensei
koziil alecitint (Koch—Light-gyartmany) és a fenti antibiotikumokra érzékeny
Bac. subtilis torzset valasztottuk. A lecitin homogenitasat vékonyréteg-kroma-
tografias médszerrel vizsgaltuk: 60 g lecitint felcséppentve n-butanol : ecet-
sav :viz 10 : 1 : 3 térfogataranyld keverékének szerves fazisaval futtattunk.
Szaritas utan a lemez egyik felét a kolin csoportra jellemz8 Dragendorff-
reagenssel, a masik felét 509 -0s kénsavval fijtuk be a szennyez6k kimutatésa
céljabol.

A kot8dés vizsgalatanal abbdl a feltevésbdl indultunk ki, hogy ha a leci-
tin vagy egyéb hasonlé jellegii foszfolipid a baktériummembranban szerepet
jatszik az antibiotikum megkotésében, akkor a baktérium—antibiotikum
rendszerhez adott lecitin kompetitiv médon gatolja az antibiotikum bakterio-
sztatikus hatésat. Amennyiben kationok csékkentik az antibiotikum hatast,
az antibiotikum

lecitin komplexhez adott kationnak lecitinhez valé kotdése
révén antibiotikumot kell szabadda tennie.

A fenti munkahipotézist elsGsorban in vivo korilmények kozott, agar-
difféziés médszerrel vizsgaltuk. Az antibiotikumot, majd az antibiotikum és
lecitin, antibiotikum—Ilecitin—kation kilonb6z§ molekulaaranyd keverékét
inkubaltuk és mértik a latszélagos szabad antibiotikum mennyiséget.

In vitro kisérleteinket molekulasziirésen alapulé eljarassal vizsgaltuk,
mivel ez a médszer lehetdséget nydjt makromolekulak molekulasilyanak meg-
hatarozasara (DETERMANN, MIcHEL 1966, LEAcH, O’SHEA 1965, ACKERS 1968),
vagy mas médszerrel nyert molekulasily értékkel torténd osszehasonlitasbol
kévetkesztetések vonhatdok le a molekula alakjara (KrReEmMER, Boross 1974).

A fentiek alkalmassa teszik a gélkromatografiat komplexképzési folya-
matok tanulmanyozasara is. A komplex eliciés tulajdonsigai — a megvilto-

zott molekulasily (esetleg molekulaalak) kovetkeztében
alkotérészeinek tulajdonsagaitél (CoorEr, Woop 1968, Woop, Coorer 1970).
Amennyiben az egyik komplexképzdt az eluenshez keverjik és koncentracio-

eltérék a komplex

jat mérjiikk az elicié soran, ha a komplex tényleg létrejon, a koncentracigja
megné ott, ahol a masik komponens megjelenik az eluatumban, ill. utina
ennek megfelelden csokkenni fog (HummEL, DREYER 1962).

Kisérleteinkben a lecitin polimixinnel és sztreptomicinnel képezett
komplexeit tanulméanyoztuk a fenti elvek felhasznalasaval. A komplexképzés
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létrejottének vizsgalatahoz 1,5 X 16 cm-es Sephadex G 25 oszlopot hasznéltunk.
Eluensként az antibiotikumot és lecitint egyarant oldé 609%,-os etilalkohol
tartalmd, 6,6 pH értékd 0,02 M natriumacetat pufferoldatot hasznaltunk.
A frakeié térfogatot 1,5 ml-nek, az eliciés sebességet 0,5 ml/percnek valasz-
tottuk. Ellenériztiik a gél eluens kotdképességét, mivel az etilalkohol jelenléte
a duzzadoképességet varhatéan befolyasolja.

A polimixin—Ilecitin komplex tanulmanyozasanal el§szor tiszta poli-
mixint vittiink fel az oszlopra 0,8—2,4 mg mennyiségben, majd a frakciék
extinkcié értékét mértik 230 nm-en. Az eliciés térfogat ismeretében meg-
hataroztuk a polimixin molsilyéra jellemzd volumetrikus megoszlasi hanya-
dosat:

Kasze—Vk’
Vl_Vk

ahol V, az elicios térfogat, V; az oszlop teljes térfogata, V) az oszlopban az
eluens altal elfoglalt térfogat ~~ 0,33 V..

A vizsgéalatokat tiszta lecitinnel is elvégeztiikk. A polimixin és lecitin
1:0,5;1:0,75; 1 : 1 és 1:6 molaranyi keverékét kromatografaltuk és mér-
tiikk a frakciok extinkciéjat 230 nm-en. A polimixin eliciés térfogatatél eltérd
helyen lejovs, feltételezetten a komplexet tartalmazé frakeiét a polimixin és
lecitin szétvalasztasa céljabél ugyanolyan térfogati kloroformmal kiraztuk,
a kloroformos fazist szarazra paroltuk és felvettiitk a maradék infravoros szin-
képét. A vizes fazishoz az IR felvételt zavaré acetat-ion eltavolitasa céljabol
1,5 ml 0,1 N HCI oldatot adtunk, majd szobah&mérsékleten szarazra paroltuk
és a maradékbél szintén IR felvételt készitettiink. A tovabbi azonositas cél-
jabol a frakciét szilikagél lemezen n-butanol : ecetsav : viz 10 : 1 : 3 térfogat-
aranyd keverékének szerves fazisaval futtattuk, majd a lemez felét 0,29,-0s
alkoholos ninhidrin oldattal torténd bepermetezés utan 120 °C-on a polimixin,
masik felét Dragendorff-reagenssel fajtuk be a lecitin kimutatasara.

A sztreptomicin komplexképzd tulajdonsagainak vizsgalatara a fentiek-
ben ismertetett kisérleteket végeztiik el, csupan a sztreptomicin mennyiségi
meghatarozasara alkalmaztuk a VI. Magyar Gyd6gyszerkonyv el8irasain ala-
pulé, de kisérleti koriilményeinknek megfelelen médositott médszert: minden
frakciéhoz 0,3 ml N NaOH oldatot adtunk, 15 percig 70—75 °C hémérsékleten
tartottuk, lehiitottiik, majd hozzaadtunk 0,3 ml 39,-0s Fe(NH,)(S0O,), oldatot,
a keletkez6 voros szin intenzitdsat mértikk 540 nm-en.

A komplexek varhaté molekulasilyanak ismeretében a molekulasilyt
a G 25-6s oszloppal azonos méretli Sephadex G 50 oszlopon kivantuk meg-
hatarozni a fenti kisérleti feltételek mellett PolLec, PolLec;, SztrLecg Gssze-
tételd komplexek felvitelével.
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A gélkromatografias vizsgalatoknal a lecitin és a lecitin—polimixin
komplex anomailias viselkedése sziikségessé tette a kritikus micella-koncent-
racié meghatarozasat, mely folott az anyag feltehetGen molekula asszociatu-
mokat képez. A vizsgalatokat 22 °C hdmérsékleten végeztiik el viszkoziméteres
mérésekkel lecitint, polimixint, ill. PolLec; komplexet tartalmazé oldatokkal
0,001—0,059, koncentracié tartomanyban. A lecitin oldatokat elkészitésiik
utan kozvetleniil, majd 24 és 48 6ra milva is mértiik.

A lecitin komplexek létrejottét potenciometrikus médszerekkel is vizs-
galtuk, felvettiik a tiszta lecitin és polimixinnel, sztreptomicinnel, szerinnel,
Zn, Mg, Na, K, Cs és Li ionnal képezett komplexének potenciometrikus gorbé-
jét. A vizsgalatokat Metrohm-gyartmanyd automata titriméterrel végeztik
609,-o0s etilalkoholban. Azonos koncentraciéaranyok mellett a lecitin és komp-
lexe titralasi gorbéjének eltérése felvilagositast nyijt a komplex stabilitaséra.

Eredmények és értékelésiik

A lecitin homogenitas vizsgalatanal megallapitottuk, hogy a Koch-Light-
gyartméanyu lecitin egyetlen, Dragendorff-reagenssel reagalé foltot ad, a kén-
savas el6hivassal sem tudtuk a lemezen egyéb anyag jelenlétét kimutatni.

Az agardiffiziés médszerrel nyert jellegzetes gorbék koziil kettdt az 1. és
2. abran mutatunk be.

Az abrakbdél kitinik, hogy lecitin hozzaadasa rendkivili médon csok-
kenti az antibiotikumok baktériummembran altal hozzaférhet§ mennyiségét.
A hatasgatlas az antibiotikum és lecitin kozott létrejové komplexképzddéssel
magyarazhaté. Megéllapithaté tovabba, hogy a gorbék az 1:5 molariny
tartomanyban torést mutatnak, meredekségiik fokozatosan csokken, nagyobb
molaranyok esetén a molarany és a kidiffundalt antibiotikum mennyisége
kozott djra linearis osszefiiggés mutathaté ki. Vizsgalatainkbél az a kovetkez-
tetés vonhaté le, hogy a lecitin a polimixinnel és sztreptomicinnel molaranya-
t6l fiiggen polimixin—Ilecitin,, ill. sztreptomicin—Ilecitin, osszetételd komp-
lexet képez. A maximalis ligandumszam (x maximalis értéke) a gorbék torés-
pontjabél meghatarozhaté: polimixin esetében x = 5 vagy 6, sztreptomicinnél
x = 4 vagy 5. A komplexek stabilitasi allandéinak alapjan azonban a mértnél
egy nagysagrenddel kisebb kidiffundalt antibiotikum mennyiséget kellett volna
kapnunk, ez a latszélagos antibiotikum mennyiségvaltozas a molekulasilyok
kiilonbségével nem magyarazhaté. Az eltérés okat abban latjuk, hogy a kiilon-
b6z8 6sszetétellii komplexek nagyobb molekulasilyuknak megfelelgen kisebb
sebességgel, de bediffundalnak az agarlemezbe. A baktériummembran recep-
torhelyein és a komplexben az antibiotikum kémiai potencialjanak azonosnak
kell lennie. Amennyiben feltételezziik, hogy a membran receptorhely és a leci-
tin ,,kémiai affinitdsa” az antibiotikumokhoz azonos, természetesen mennyi-
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2. dbra. Kidiffundalt sztreptomicin mennyiségének csokkenése lecitin jelenlétében (kiindulési
mennyiség 108 ug)

ségiik 1 : 1 aranyban oszlik meg a membran receptorhelyek és a lecitin kozott.
A tényleges megoszlast kotéserdsségiik aranya mellett koncentracié viszonyaik
is meghatarozzak. A receptorhelyek szamanak, valamint a komplex difftziés
dllandéjanak segitségével szamolt koncentraciéjanak és a komplex stabilitasi
allandéjanak ismeretében lehetdség nyilik a receptorhelyek kotéserfsségének

” ” rd
meghatarozasara.
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Kationos kisérleteink két jellemz§ sorozatanak eredményét az 1. tabla-
zatban foglaltuk 6ssze:

1. tablazat

Antibiotikum —lecitin —kation komplexek

Mérhetd

Osszetétel Molarény mﬁbiot::kum

menuyiség

(G

Polimixin | 240
Polimixin : Lecitin Lsh 64
Polimixin : Lecitin : Zn Libsl 150
Polimixin : Lecitin : Mg 1:5i:5 125
Sztreptomicin 108
Sztreptomicin : Lecitin L:5 29
Sztreptomicin : Lecitin : Zn Lebdigl 38
Sztreptomicin : Lecitin : Mg 1255 33

Az adatokbdl megallapithaté, hogy a kationok szintén képesek a lecitinnel
komplexet képezni, ezért feltehet8en az alabbi egyensiilyi reakeié jatszédik le
kétértékl kationok jelenlétében: 2 AntibiotikumLecitin, + Me=2 Antibio-
tikumULecitine_; -+ MeLecitin,. Egyértékii kationok hozzdadasa esetén pedig:
AntibiotikumLecitine + Me = AntibiotikumILecitin,_; + MeLecitin reakcié
megy végbe. Az egyensilyt mindenkor molaris koncentraciéik és komplex
stabilitasi allandéik aranya szabja meg. A latszélagos szabad antibiotikum
mennyiség novekedés oka a kisebb ligandumszami, nagyobb mozgékonysaga
és kevésbé stabilis komplex keletkezése. A tablazat adataibél lathatd, hogy
a cink a lecitinnel koriilbeliil azonos, a magnézium kozelit8leg egy nagysag-
renddel kisebb ergsségi komplexet képez, mint az antibiotikumok. A biol6giai
kisérletekben igazolt komplex létrejottének kémiai vizsgalatakor az aldbbi
eredményeket kaptuk: a szaraz Sephadex gél duzzadoképességét vizsgalva
megallapitottuk, hogy a vizre, ill. vizes puffer rendszerekre megadott 2,5 ml/g
szaraz gélérték az altalunk alkalmazott pufferben 2,1 ml/g értékre csokkent.
A duzzadéképesség csokkenése maga utan vonhatja a pérusméretek megval-
tozasat, ezért a szamitott volumetrikus megoszlasi hanyadosokbdl (kalibrals
globuléris fehérjék hidnyaban) a molekulak alakjara felvilagositast nem tud-
tunk nyerni. A polimixin K,, értékét 0,54-nek talaltuk, a tiszta lecitin azonban
kisebb molsilya ellenére a kizarédasi térfogatban jelent meg, azaz latszélagos
molsilya 1500-nal nagyobbnak adédott. A polimixin—lecitin komplex vizs-
galatara jellemzé kromatogramot mutatunk be a 3. abran.

Az 1:0,5 és1:0,75 polimixin—Ilecitin molekulaaranyoknal a kromato-
gramon két csicsot kaptunk, a kizarodasi térfogatban a komplex, K,y = 0,54
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értéknek megfelel§ eluens térfogatban pedig a polimixin jelent meg. 1 : 1 mole-
kulaaranynal azonban a polimixin csicsa megsziint, az 6sszes polimixin a leci-
tinnel egyiitt a kizarasi térfogatnal lejové frakciéba keriilt.

Ex30f
10-

0.51

0 T T
1 1 21
frakcioszdm

3. dbra. A polimixin—Ilecitin komplex vizsgalatira jellemz8 kromatogram

A kizarasi térfogatnal megjelend frakciéban mind vékonyréteg-kromato-
grafias, mind IR médszerrel a lecitin és polimixin azonosithaté volt. A sztrepto-
micin vizsgalatanal a tiszta sztreptomicin elnyilé mezében K,, = 0,54—1,04
megoszlasi hanyados értékek kozott elualédott. Viselkedését e rendszerben
mutatott csekély oldhatésdga nem igazolja, nem képezett a lecitinnel komp-
lexet, ezért arra a megallapitasra jutottunk, hogy a sztreptomicin a hasonlé
szerkezetd dextran géllel reakcioba lép, igy a Sephadex-gyantidk nem alkal-

masak sztreptomicin —lecitin komplex tulajdonsidgainak tanulmanyozasara.

A Sephadex G 50-es oszlopon végzett kisérleteinknél a lecitin, a PolLec és
a PolLecy komplexek egyarant a kizarasi térfogatban talalhaték, tehat latszo-
lagos molekulasilyuk tizezer f6lotti, ami molekula asszociatumok képzddé-
sére utal.

A viszkozitas valtozasokra nyert adatainkat a 4. abran ismertetjiik. Az
adatok arra engednek kiovetkeztetni, hogy a 0,001—0,019, koncentracié felett
a lecitint, ill. a komplexet tartalmazé oldatokban aggregalédasi jelenségek
Iépnek fol, melyek 0,029%, koncentracié koril befejezédnek. A lecitin oldatok
id6beli vizsgalatabol megallapithaté volt, hogy a viszkozitas-gérbe minimum-
pontja kisebb koncentracick felé tolédik el, ebbél a kisebb koncentraciék ese-
tén lassabban lejatsz6dé aggregalddasi, oregedési folyamatokra kovetkezte-
tiink. A viszkozitas mérés atlagszorasat: s = 0,29%-nak talaltuk.

A potenciometrikus titralasokkal nyert eredményeinket az 5—9. abra-
kon mutatjuk be. A potenciometrikus mérések atlagos szérasa: s = 0,003 ml.

Biolégiai kisérleteinkkel j6 egyezésben megallapithaté, hogy a cink
a magnéziumnal lényegesen erdsebb komplexképzé tulajdonsagi, az egyértéki
kationok sorrendje Na > Li > Cs > K. A polimixin ergsebben kotédik a leci-
tinhez, mint a sztreptomicin.

11* MTA Biol. Osst. Kaal. 22 (1979)
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A receptorhely kozelebbi megismeréséhez segithet hozza az a 8. és 9. abra-
r6l leolvashaté megallapitds, hogy a membranfehérjék alkotéelemei koziil
a szerin a lecitinnel komplexet képez, ami ismét valészintsiti a receptorhely
fehérje—lipid Gsszetételii komplex jellegét. Megerdsiti tovabba ezt a feltétele-
zésiinket a szerin és sztreptomicin kozott is felléps komplexképzidés.

— lecitin-polimixin komplex

} ---polimixin

2 1021 ---lecitin
(9]

S

N

o

=X

0 .

=
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&
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4. dbra. A lecitin, polimixin és a lecitin—polimixin oldatok relativ viszkozitésa

A lecitin—sztreptomicin telitett ligandumszami komplexéhez szerint
téve a potenciometrikus gorbe lecitin—sztreptomicin—szerin vegyes terner
komplex képzddését mutatja (10. abra), tehat a vegyes komplex termodina-
mikailag stabilabb, képz6dési valészintisége nagyobb, mint a lecitin—sztrepto-
micin komplexé.

Adatainkbél nem éllapithaté meg a vegyes komplex 6sszetétele, ugyanis
a nagy ligandumszam miatt:

Sztreptomicin, Lecitin, Szerin,
Sztreptomicin,Lecitin,Szerin,
Sztreptomicin,Lecitin,Szerin,

létrejotte mellett a maximalis ligandumszam biner és kisebb ligandumszami
biner és terner komplexek esetleges jelenléte a szamitasokat rendkiviil bonyo-
lultta teszi.

Adatainkbél arra kévetkeztetiink, hogy a membran receptorhely az anti-
biotikummal nem egy kotést 1étesit, a kotésekben részt vevé membran alkoté-
részek kiilonbo6z6k, részben lipid, részben fehérje jellegliek lehetnek, az igy
létrejové membran-antibiotikum kélesénhatas jobban biztositja az antibio-
tikum feldisulasat a baktériummembranon, mint az egyszerid lipid-antibioti-
kum kotés.
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5. dbra. Lecitin kétérték{i kationokkal alkotott komplexének potenciometrikus gorbéi

pH
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, — lecitin

—--Na-lecitin
—-Cs-lecitin
B5 1 petia il e e e Li -lecitin
—-K -lecitin
6,0 T T T -
74 8 85 9 ml NaOH

6. dbra. Lecitin egyértékii kationokkal alkotott komplexének potenciometrikus gorbéi

MTA Biol. Osst. Kézl. 22 (1979)
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pH
7o

70

6,5
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— lecitin
—~-polimixin-lecitin
—.— sztreptomicin - lecitin

’

LT

80 8,5 9 ml NaOH

7. @bra. Lecitin antibiotikumokkal alkotott komplexének potenciometrikus gorbéi

pH
11

3

— lecitin

. i ’
——-—szerin-lecitin

0

10 20 ml NaOH

8. dbra. Lecitin—szerin komplex potenciometrikus gorbéje

MTA Biol. Osst. Kial. 22 (1979)
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pH
"

— szerin
——~— sztreptomicin-szerin

10

20ml NaOH

9. dbra. Szerin—sztreptomicin komplex potenciometrikus gorbéje

pH
1

10

lecitin
—- - lecitin-sztreptomicin
————— lecitin
sztreptomicin
szerin
20 ml NaOH

10. dbra. Lecitin—sztreptomicin —szerin terner komplex potenciometrikus giorbéje

MTA Biol. Osst. Kasl. 22 (1979)
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Osszefoglalis

Vizsgaltuk a polimixin és sztreptomicin lecitinhez valé kotgdését. Meg-

allapitottuk, hogy a lecitin jelenlétében a fenti antibiotikumok bakterioszta-

tikus hatasa csokken, ez a gatlas kationok adagolasaval visszaszorithaté.

A jelenség az antibiotikumok és lecitin, ill. lecitin és kationok kozotti komplex

képzbdésével magyarazhaté. Vizsgalataink alapjan feltételezziik, hogy a recep-

torhely lipid—fehérje komplex jellegli lehet, mely az antibiotikummal terner

komplexet hoz létre.

10.
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