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Roviditések jegyzéke

5-FC

BEDG

ABPA

ACD
ALT
AMB
AST
ATP
AUC
cDNS
M

COPD

cps
CT
CYP
Da
DMSO
DN
DNS
exp

FICI

5-fluorouracil

2-[18 F]fluoro-2-deoxi-D-gluk6z (2-[18 F]fluoro-2-deoxy-D-
glucose)

Gompertz paraméter

allergiis bronchopulmonalis aspergillosis (allergic
bronchopulmonary aspergillosis)

savas citrat dextroz (acid-citrate dextrose)
alanin transzaminaz

amfotericin-B

aszpartat aminotranszferaz
adenozin-trifoszfat

gorbe alatti teriilet (area under the curve)

komplementer dezoxiribonukleinsav
teljes tapkozeg (complete medium)

chronicus obstruktiv tiidébetegség (chronic obstructive
pulmonary disease)

beiitésszam/masodperc (count per second)
computer tomographia

Cytochrom P-450 enzimrendszer

Dalton

dimetil-szulfoxid

diszkrét nodulus (discrete nodule)
dezoxiribonukleinsav

exponencidlis fiiggvény

frakcionalis géatlasi koncentraci6 index (fractional inhibitory
concentration index)
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FLC egybeolvadt lobularis konszolidacié (fused lobular

consolidation)

GDP guanozin-difoszfat

GOT szérum glutamét oxaloacetat transzaminaz,

GPT glutamét piruvét transzaminaz

GTP guanozin-trifoszfat

H>DCFDA diklorodihidrofluoreszcein diacetét (dichlorodihydrofluorescein
diacetate)

H&E hematoxilin-eosin festés

HEPA nagyhatékonysagu részecske szlird

(High-efficiency particulate arrestance)

HPLC nagy teljesitményii folyadékkromatografia (high performance
liquid chromatography)

In hiperpolarizaci6 aktivalt nem specifikus kation aram

Ik késleltetett (rectifier) K* dram

IgG immunglobulin G

IL-6 interleukin-6

IL-8 interleukin-8

1P intraperitonealis

IPA invaziv pulmonalis aspergillosis (invasive pulmonary
aspergillosis)

iv intravénas

LAS LEICA Application Suite V3 szoftver

LPS lipopoliszacharid

mBq milli Becquerel

MIC minimalis gatlé koncentracié (minimum inhibitory
concentration)

mPAF érett PAF (mature PAF)



MRM/SRM

mRNS

MTT

NADPH oxidaz

NRE

ODe20

PA
PAF

PAS

PBS

PET

PMA

PS

Ro

Rm
RGS
ROS
RMLM
RNS

ROI

tobbszoros reakcid monitorozas/szelektiv reakcié monitorozas
(multiple reaction monitoring/selected reaction monitoring)

messenger ribonukleinsav

3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil-tetrazolium-bromid
(3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium-bromide)

nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-oxidaz (nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate-oxidase)

{6 nitrogén szabalyozo fehérje
(major nitrogen regulatory protein)

620 nm-es fénnyel mért optikai denzités
val6szinliségi érték

posteroanterior

Penicillium chrysogenum antifungalis fehérje

perjodsav-Schiff festés (periodic acid—Schiff)

foszftat-pufferelt séoldat (phosphate-buffered saline)
pozitron emisszids tomografia
plato

forbol-12-mirisztat-13-acetat (phorbol-12-myristate-
13-acetate)

foszfatidilszerin lancok (phosphatidylserine)

kezdeti haldlozési arany

tdlélési arany

G-protein jelatvitel regulétor (regulator of G-protein signaling)
reaktiv oxigéngyok (reactive oxygen species)

Regional Mycology Laboratory Manchester

ribonukleinsav

vizsgélt teriilet (regions of interest)



SDS/PAGE

SE
SEM
SUV
TEM
TNF-a
ttkg

TUNEL

natrium dodecil szulfat/poliakrilamid gél elektroforézis (sodium
dodecyl sulfate/polyacrylamide gel electrophoresis)

standard hiba (standard error)

pasztazo elektronmikroszkdp (scanning electron microscope)
standardizalt felvételi érték (standardized uptake value)
transzmisszids elektron mikroszkop

tumornekrdzis faktor-a

testtomegkilogramm

termindlis deoxynukleotidyltranszferaz-medialt dUTP-biotin
jelolés (terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP-
biotin nick end labeling)



Bevezetés és irodalmi attekintés

A tiidoaspergillosis az egyik legsilyosabb gomba éltal okozott human megbetegedés, mely
elsOsorban a legyengiilt immunrendszerrel rendelkezd betegeket fenyegeti. Ezt a novekvo
populédciét olyan betegek alkotjak, akik HIV-fertézésben, elhtiz6d6 neutropenidban,
velesziiletett immunhidnyban szenvednek, vagy szerv transzplanticion és allogenicus
hematopoeticus 0ssejt atiiltetésen estek at. A tiidoaspergillosis legsilyosabb forméja az
invaziv pulmonalis aspergillosis, mely nagyon magas mortalitasi rataval jar. Ebben a
betegségben a gombafonalak a tiidoben novekednek, majd az ereket infiltrdlva eljuthatnak
mas szervekbe is, gombaszepszist és halalt okozva. Kezelésére tobbféle antifungilis szert
alkalmaznak, ezek koziil a legfontosabbak az azolok (itrakonazol, pozakonazol, vorikonazol).
A mortalitds a kezelt betegeknél is magas, ennek egyik oka lehet a gombdék antifungalis szerek
ellen kifejlédo rezisztencidja, amely a kutatdsok szerint novekvoben van. Az azolok ellen
kifejlodo rezisztencia esetén sok esetben a gomba tobb azolra is rezisztens lesz egyszerre.
Mivel az azolok az aspergillosis kezelésére hasznalt legfontosabb gydgyszerek, az elleniik
kifejlodo rezisztencia terjedése komoly problémat jelent a legyengiilt immunrendszer(
betegek kezelése soran. Emiatt siirgetd feladat 4j antifungalis szerek kifejlesztése, €s a human
terapiaba valé bevezetése. Egyik ilyen igéretes gyodgyszerjelolt a Penicillium chrysogenum
altal termelt antifungéalis fehérje (PAF). Errdl a proteinrdl kordbban kimutattak, hogy in vitro
tobb pathogén gombafajra (Aspergillus és kiilonb6zd dermatophytonok) fungicid hatassal

rendelkezik [1-2], illetve emlds sejtekre nincs toxikus hatasa [3].



Az Aspergillus gombak

Az Aspergillus fajok a természetben mindenhol megtalalhat6 penészgombak kozé tartoznak.
Tobbnyire sziirkészold szinill telepeket alkotnak. A genus szamos faja koziil eddig 10 species
bizonyult humanpathogénnek. Ezek opportunista koérokozok, tehat csak gyengiilt
immunrendszerii emberek fert6zédnek meg vele. A leggyakrabban izolalt fajok: A. fumigatus
(1. abra), A. niger, A. flavus, A. glaucus, A. terreus és A. nidulans. Mikroszkoppal vizsgalva
Oket elagaz6 fonalak lathatdk jellegzetes konidiumtartdkkal. Az Aspergillus fajok altal okozott
betegségek koziil a legfontosabb a tiidéaspergillosis. El6fordulhat még a sziv, a kozponti
idegrendszer, az iziiletek, a csontok, a hashartya, a trachea és a bronchusok, illetve foként
trauma kovetkeztében a szem szaruhartyija, a kiilsé halldjarat, a sinusok és az €gési sebek

fert6zése [4].

.I' i " )
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1. abra. Aspergillus fumigatus képe laktofenol kékkel megfestve (100x
nagyitas). Clinical & Experimental Allergy 43(8):850-873. 2013.

A tiidéaspergillosis patologiaja

Az aspergillosisnak harom f6 forméja kiilonithetd el. Az allergias bronchopulmonalis
aspergillosis (ABPA), a fungus ball tipusd pulmonalis aspergillosis és az invaziv pulmonalis

aspergillosis (IPA) [5]. Ismert még a kevésbé fontos kronikus nekrotizdlé pulmonalis
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aspergillosis és a szemiinvaziv forma [6,7]. A nem invaziv formak &atalakulhatnak invaziv
aspergillosisba, ha a beteg immunrendszere kiilsd vagy belsd hatisra romlik [8]. Az allergiés
bronchopulmonalis aspergillosis egy hiperszenzitivitisi reakcié az Aspergillus (foként A.
fumigatus) antigének ellen, ekkor az Aspergillus kolonizicidja allergias vélaszt indukalhat
arra hajlamos egyénekben, féleg az asthma bronchiale-ban, cysticus fibrosisban, illetve
kronikus obstruktiv tiidObetegségben (COPD) szenveddkben [5, 9, 10]. A betegség
kialakulasaban az 1. és III. tipusu hiperszenzitivitisi reakcid jatssza a fOszerepet [11, 12, 13].
A bronchoalveolaris folyadékbol végzett citologiai vizsgalatban lathatéak Ilehetnek a
gombafonalak és eosinophil sejtek. Biopszia esetén allergids bronchitishez hasonld képet
lathatunk, bar a gombafonalak invazija nem mindig talalhat6 meg [8]. A fungus ball tipusu
pulmonalis aspergillosis esetén egy a tiidoben mar 1étezd iiregben telepszik meg a gomba.
Ezek az iiregek keletkezhetnek tuberculosis vagy a tiido cystas betegségei kovetkeztében. A

gombafonalak alkotta labdaban sugarirdnyu rendezettség lathato.

2. abra. Egyszeri aspergilloma radioldégidaja (A) PA mellkas rontgen; (B) Lateralis
nézet. A bal tiidében (L) megfigyelheté a kerek gombatelep; (C) CT kép ugyanarrdl az
aspergillomarol. (Moodley et al. 2014)

Az ireg fala vagy erodilt vagy metaplasticus hdmmal boritott. Széveti invazié mindaddig
nem lathatd, amig a beteg immunrendszere jol miikodik (2. dbra). A szemi-invaziv formaban
[6] a gombafonalak erodaljadk és infiltrdljadk az iireg falat. Ilyenkor akut és krénikus
gyulladasos infiltratum is megfigyelhetd kiilonbdzd foku fibrosissal és nekrozissal. Az erek

invaziodja azok elzarddasit okozhatja, mely vérkdpéssel jarhat.

Invaziv aspergillosisban kétféle szovettani képet kiilonboztetnek meg. Az egyik fajta az
egybeolvadt lobularis konszolidaci6é (FLC), mely a szokvanyos bronchopneumoniara hasonlit,

ahol akut gyulladdsos exsudatum lathat6 az alveolusokban gomba proliferacidval.
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Kollikvaciés nekrézis lehet jelen, melyet neutrophil infiltracié indit el. Ha bronchus is
involvalt a nekrdzisban, iireg alakulhat ki [8, 15](3. dbra). A méasik forma a diszkrét nodulus
(DN), ahol egy jol koriilhatarolt, kor alaku koagulacids nekrézisban sugariranyu
elrendezésben helyezkednek el a gombafonalak, mely koriil vérzéses zona taldlhatd.
Gyulladésos infiltratum kevésbé lathat6, mivel a betegek sulyos csontveld-szupresszidban
vagy agranulocytosisban szenvednek [14, 15] (4. dbra). Az invaziv formaban a gomba tavoli

szervekbe is eljuthat hematogén szorddassal, pl. meningitist is okozhat [13].

3. abra. Kisérleti pulmonalis aspergillo- 4. abra. Invaziv pulmonalis aspergillosis,
sis patkanyban. Egybeolvadt lobularis diszkrét nodulus. Elesen demarkalddott
konszolidaci6 lathaté az alsé lebeny egy nodulusok lathatok vérzéssel koriilvéve a
részében, amely hasonlé az emberi tiidometszeten. (Shibuya et al. 2004)

betegséghez. (Shibuya et al. 2004)

Az aspergillosis tiinetei, diagnosztikaja és kezelése

A fungus ball tipusu aspergillosis (aspergilloma) évekig tiinetmentes maradhat. Enyhe vagy

akér silyos vérkopés is elofordulhat [16], melynek okozdja lehet az iireg faldban levd erek
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gombahifik 4ltali invazidja, gombaeredetii haemolyticus endotoxinok felszabadulasa illetve a
gombafonalaknak az iireg faldhoz vald dorzsolddése [17, 18, 19]. Ezen kiviil kronikus
kohogés, dyspnoe és ritkan 14z fordulhat eld, f0leg, ha mas tiidObetegség is van a hattérben.
Az aspergilloma sokszor véletleniil deriill ki mellkasrontgenen, illetve vérkopés miatti
kivizsgalason. A diagndzishoz sziikség lehet mellkas CT-re is [20](2. dbra). A kopet vizsgalata
50 %-ban pozitiv [21], Aspergillus-ellenes IgG antitestek az esetek tobbségében jelen vannak,
de lehetnek alnegativ esetek, ha nem A. fumigatus okozza a fertdzést, illetve ha a beteg
kortikoszteroid kezelést kap [22]. Azonnali bdrreaktivitids vizsgalat csak az esetek kis
szazalékaban pozitiv [13, 21]. Terapidja a sebészi kimetszés, illetve itrakonazol vagy

vorikonazol kezelés [23].

Az allergids bronchopulmonalis aspergillosis tiinetei a zihalas, barna kopet, pleuraeredetii
mellkasi fijdalom és 1az [24]. Diagno6zisdhoz mellkas rontgen [25] illetve CT felvétel lehet
sziikséges. Az IgE szint emelkedett lehet [26], a gomba kitenyészthetd lehet a kopetbdl, A.
fumigatus antigének elleni azonnali borreaktivitas és emelkedett szérum IgG antitest szint
szintén kimutathaté [11]. Terdpidja orélis kortikoszteroidokbol és esetleg itrakonazolbdl,

vorikonazolbodl vagy pozakonazolbdl all [13, 23].

Az invaziv pulmonalis aspergillosis legfobb rizikofaktora a neutropenia [27-31]. A fert6zés
altaldban az alsobb légutakba bejutott sporakbdl indul ki, de el6fordulhat a sinusok, a
gastrointestinalis traktus vagy a bor fertézése nyoman is [32-35]. Tiinetei megfelelnek a
bronchopneumonianak, lazzal, kopettel, kohogéssel és nehézlégzéssel. Eldfordulhat még
pleura eredetli mellkasi fajdalom €s enyhe vagy silyos vérkopés is. Lehet izolalt
tracheobronchitis is, ulceracidkkal és plakk-képzddéssel. Ha a hifak elérik és infiltrdljak az
ereket, vérzés és infarktus alakulhat ki a tiidében, illetve a gomba hematogén sz6rddasdhoz
vezet, elsdsorban az agyba, a borbe, vesékbe, pleurdba, szivbe, nyeldcsObe vagy a méjba [36].
A diagnézisban segit a kopet tenyésztése [37-41], mellkasrontgen [42-43], CT felvétel [44,
45-49], bronchoszkodpia [50], tiid6-biopszia [51], illetve bronchoalveolaris lavage [52-53]. A
biztos diagndzist a hifdk kimutatisa adja meg szovetbiopszidbol meténamin-eziist
impregnacioval, illetve perjoédsav-Schiff festéssel (PAS). A szeroldgiai és tenyésztési leletek
esetén az eredményt meghamisithatja a gomba jelenléte a kornyezetben illetve az a tény, hogy
(Gjabban liposzémadlis és lipid komplex valtozata), kaszpofungin, mikafungin, pozakonazol,

itrakonazol alkalmazasa, esetleg sebészi kimetszés lehetséges [23].
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Az IPA allatmodellekben

A leggyakrabban alkalmazott laboratériumi 4allatok a beltenyésztésii egerek, habar
gombafertézéses modellt kifejlesztettek f6emlOsokon, nyulakon, tengerimalacokon,
patkanyokon, horcsogdkon, madarakon, zebrahalakon, és kutyaféléken is. Az egerekkel valo
kisérletek elonye, hogy az immunoldgiai reagensek és a ragcsald torzsek széles spektruma
elérhetd, beleértve a novekvd szdmu géndeficiens €s transzgén torzseket [54]. Emellett az
alacsony koltség és helyigény is 1ényeges. A nagyobb allatmodellek elénye viszont, hogy
szOvettani, illetve szeroldgiai vizsgilatokat ismételten lehet végezni. A farmakoldgiai
kutatdsokban viszont, az antifungélis szerek ragcsalok altali metabolizmusa nem feltétleniil
tilkrozi a human farmakokinetikat és farmakodinamikat. A nagyobb éallatok hétranya a
nagyobb koltség és tenyésztési kovetelmények, intenzivebb monitorozast igényel a kisérleti
fert6zés soran, kevesebb molekularis reagens (pl. antitestek) 4ll rendelkezésre, és nincsenek
genetikailag meghatarozott torzsek. Ezek a tényezok mind korlatozzdk a kivitelezhetd
kisérletek szamat. fgy a laboratériumi egerek a legidealisabbak a legtobb mikoldgiai
vizsgélathoz. Viszont fontos kiilonbségek is vannak az egerek és az emberek kozott, melyeket
figyelembe kell venni a kisérleti eredmények értékelésénél. Példaul 1ényeges kiilonbség van a
gombafléraban, melyet foként a nyédlkahartydk gombas fertdzéseit vizsgald kisérleteknél
figyelembe kell venni. Kiilonbségek vannak a biokémiai utvonalakban is, melyet a
ragcsalokon nyert kisérleti adatok humén terdpids stratégidkra valo extrapolalasanal kell
megfontolni. Hasonléan az immunkompetens emberekhez, az egerek természetes modon
nagyon ellenalloak az Aspergillus fumigatus altali intratrachealis fert6zéssel szemben, és a
sporak nem képesek invaziv hifakat 1étrehozni a 1égzdérendszerben. Ezért szamos kiilonb6z6
modellt fejlesztettek ki az invaziv pulmonalis aspergillosisra, ezek kiilonbozd
immunszupressziv szerek adagolasan (pl. kortikoszteroidok, ill. myelotoxikus kemoterapia),
vagy az antifungalis védekezési mechanizmusok genetikai hidnyan alapszanak (pl. NADPH
oxidaz). Ezekben a kiilonboz6 ragesalé modellekben a pathogenesis €és a betegség
progresszidja kiilonb6z0 és a gazdaszervezet immunfunkcidinak alapvetd sériilését tiikrozi
[55]. A kemoterapidval kezelt egerekben az akadalytalan gomba nodvekedés, terjedés és az
invaziv hifak &ltal a parenchymalis struktira pusztuldsa a fO0 mechanizmusa a szovet
sériilésnek és az allatok haldlanak. Az antifungalis hatdsi amfotericin B (AMB) adagolasaval
a ragcsalok tdlélése meghosszabbithat. Kortikoszteroiddal kezelt egerekben a gomba

novekedése szignifikdnsan csokkent a kemoterdpiaval kezelt egerekkel Osszehasonlitva, és a

13



funkcionalisan miikodésképtelen neutrophilok massziv bedramlasa rosszul szabalyozott
valaszokat indit be, mely szovetkarosodassal, hypoxiadval, patologids immunreakcidval, és az
amfotericin B adagolasra adott vélasz hidnyaval jar [55-56]. Tehdt a gazdaszovet
mikrokornyezetének valtozdsai az invaziv aspergillosis kiillonbozé modelljeivel egyiitt

befolyasoljadk a gomba novekedését és virulenciajat.

A bejuttatds modja kritikus részét képezi a gomba fertézések gerinces allat modelljeiben.
Idedlisan a spérakat a fert6zés fiziologidsan relevins utjan keresztiil érdemes bejuttatni. A
kiilonbozo kisérleti modellekben nagyon sokféle fertzési mddot fejlesztettek ki a szisztémas
(intravénas, intraperitonealis), pulmonalis (intranasalis, intratrachealis, inhalacios),
nyéalkahartya (oropharyngealis, vaginalis), gastricus (gyomorszondan keresztiil), felszini (pl.
bor abrazi6 és lokalis alkalmazds), dermalis (subcutan), szem (cornealis), és kozponti
idegrendszeri (intracranialis, intracisternalis, intrathecalis) mycosisok vizsgalatira. A
szisztémas gombafertdzéseket a gombasejtek intravénas beadasaval lehet modellezni, de ez a
modszer kikeriili a nyalkahartyan keresztiili immunvédekezést, amelyet a fertézésnek at kell
tornie, mielétt a fungaemia kialakulna. A fertdz6 spordk belélegzésével terjedd
gombabetegségek ragcsalokban  torténd modellezéséhez folyékony gombakonidium
szuszpenzié intranasalis vagy intratrachealis befecskendezése, illetve szdraz gomba sejtek
inhalaci6ja sziikséges. A folyékony gombakonidium szuszpenzié eldnye intranasalis vagy
intratrachealis fert6zés létrehozasanal, hogy a beadott mennyiség precizen kontrollalhato, és
kalibralhat6, hogy minimalis kiilonbség legyen a kiilonbozd kisérletek kozott. Emellett a
beadott mennyiség széles hatarok kozott valtoztathatd, és az intratrachealis bevitel biztositja,
hogy a megfeleld dozis eléri a tiidoket. A gombasejtek intranasalis bevitele altalanosan
hasznalt tiidobetegség létrehozasara, mivel a technika konnyen kivitelezhetd [57], hatranya
viszont, hogy a gombasejtek tiidobe val6 bejutasa valtozo lehet, mivel a sejtek gyakran nem
érik el a terminalis 1égutakat. A rdgcsald intranasalis infekcios modellekben az Aspergillus
Jfumigatus sporak lerakddhatnak a nagyobb légutakban az alveolusok helyett, ami a huméan
betegség tipikus helye [58-60]. Az intranasalis infekcié altenativdja katéter behelyezése a

hangszalagok al4, és igy a gombasejtek intratrachedlis bejuttatasa [61].
Gyogyszerek és rezisztencia

A sejtmembran alkotoelemeiben levd kiilonbségek €s a sejtfal jelenléte ellenére a gombak

metabolikusan hasonl6ak az emlds sejtekhez és ezért kevés pathogén specifikus célmolekulat
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ismeriink. A szisztémas antifungdlis szereket aszerint lehet csoportositani, hogy a sejt melyik
alkotorészére fejtik ki a hatdsukat. Az azol és polién tipusu antifungélis szerek hatasukat az
ergoszterolon keresztiil fejtik ki, ami sok patogén fonalas gomba sejtmembranjanak
esszencidlis szterol alkotérésze. A 14oa-demetilaiz (lanoszterol demetildz), egy gomba
cytokrom P450 (CYP) fiiggd enzim, amely az ergoszterol bioszintézisében katalizal egy
1épést. Ezen enzim gatlasaval, az azol tipusu antifungalis szerek lecsokkentik a
sejtmembrinban az ergoszterol szintjét, ezzel a membran fluiditasat, és a toxikus 14o-metilalt
szterolok felhalmozddasat okozzak, ezzel a novekedés ledllasat, esetlegesen a gombasejt
halalat okozzak [62]. Mivel ez a gitldis nem teljesen szelektiv gombdkra, a human CYP
enzimek azolok 4ltali parhuzamos gatlasa gyakran felelés a farmakokinetikai gyégyszer
kolcsonhatisokért. Az azolok egy hem-tartalmi zsebhez kétddnek a 14a-demetildz enzimen
nagyban meghatarozzak minden gydgyszer kotddési affinitasat, €s néhany gombafajban a
triazolok kozotti keresztrezisztencia lehetdségét is [63]. A ketokonazolbol szarmazéd
molekuldk esetén (pl. itrakonazol, pozakonazol) az apolaris oldallincok meghosszabbitasa
fokozza az azolok kotédését a 14a-demetilaz apoproteinhez, fokozott spektrumu aktivitast
okozva penészgombafajokkal szemben [64]. A vorikonazol, a flukonazol egy szarmazéka egy
a-o-metil csoporthoz kapcsolddik, amely kozvetiti az aktivitidsat Aspergillus fajokkal és egyéb
fonalas gombdkkal szemben [64-65]. A triazol antifungalis szerekkel szembeni rezisztencia
az MDRI efflux pumpak overexpresszidjanak, amely a flukonazolt pumpalja ki, illetve a
CDRI1 és CDR2 multidrog adenozin trifoszfat-fiiggd efflux pumpédk overexpresszidjanak,
melyek minden triazolt képesek eltavolitani, ezaltal keresztrezisztencidhoz vezetve [66-67].
amfotericin B és a kaszpofungin. Ezek csak intravénasan adhatdok invaziv aspergillosis esetén,
mig kronikus és allergias aspergillosisban korlatozottan hasznalhat6ak. Az azolok az egyetlen

ordlisan alkalmazhat6é gydgyszercsoport [23, 68].

Apergillus  fajokban els6ként 1997-ben jelentettek itrakonazol rezisztenciat harom
Kalifornidbdl szarmazo klinikai izolatumban [69]. Az A. fumigatus klinikai izolatumokban
leirt els6dleges rezisztencia mechanizmus a célfehérje muticidja. Az Aspergillus fajokban a
cypS1A gén kodolja az azolok célfehérjéjét, a mar emlitett lanoszterol 14a-demetilazt. A

muticiok az enzim strukturdlis valtozasat okozhatjdk, ami a gydgyszerek kotddését
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megakadalyozhatja. Rezisztenciat okoz6 muticidkat leirtak a gén 54. [70-74], 220. [70, 75-
76], és 98. [77-79] kodonjidban. Egyéb muticidkat is talaltak a génben, ezek feltételezhetden

mas mechanizmussal okoznak rezisztenciat [72, 80-81].

Egy tanulmanyban 519 db A. fumigatus RMLM izolatum érzékenységét hataroztak meg [82].
Minden izoldtumot megvizsgaltak az itrakonazol és amfotericin B iranti érzékenységre, 456
€s 118 izolatumot vizsgaltak vorikonazol és pozakonazol iranti érzékenységre. Utdna minden
itrakonazol rezisztens izoldtumot megvizsgaltak vorikonazolra és pozakonazolra. Az
amfotericin B érzékenység megmaradt a 34 vizsgalt itrakonazolra rezisztens izolatumban.
Ezek koziil 65% [83] keresztrezisztens volt vorikonazolra és 74% [84] keresztrezisztens volt
pozakonazolra. Olyan izolatumot nem taldltak, amely rezisztens volt vorikonazolra vagy
pozakonazolra, mig itrakonazolra érzékeny lett volna. A 400 izolatum 5%-a volt rezisztens
itrakonazolra, amikor az azonos betegbdl szdrmazo duplikalt izoldtumokat eltavolitottdk az
elemzEésbOl. A teljes itrakonazol rezisztencia gyakorisag 7% volt (n=519). Az elsé azol
rezisztencia esetet ebben a mintagylijteményben 1999-ben taldltidk. 2004 o6ta (8%) a
rezisztencia gyakorisaga szignifikansan novekedett a 2004 el6tti idotartamhoz képest [82].

Az azolokhoz hasonldan, az allilamin terbinafin az ergoszterol bioszintézisét gatolja a
szkvalén monoxigenaz gatlasival. Ez egy gombaenzim, amely a szkvalének szkvalén
epoxidda val6 atalakitasiért felelds, ami a lanoszterol egy prekurzora az ergoszterol szintézis
utvonaldban [63]. Orélisan szedve, a terbinafin a borben és a koromagyakban koncentralodik,
¢és viszonylag alacsony a vérben a koncentricidja. Hasznélata emiatt az onychomycosis és
bdérgomba kezelésére korlatozddik [85]. A széles spektrumi polién amfotericin B is a
sejtmembranra hat. Az amfotericin B kozvetleniil kotddik az ergoszterolhoz, komplexet
képez, ami beépiil a sejtmembranba, ezaltal porust formal, és a sejt tartalmanak kidramlasdhoz
vezet [86]. Az amfotericin B nagyobb affinitidssal rendelkezik az ergoszterolban gazdag
gomba sejtmembranok irdnt, mint a koleszterolban gazdag emlds sejtmembranok irdnt, habar
ez a specificitds nem mindig érvényesiil, ha a gydgyszer felhalmozdédik szervekben, mint a
vese, ahol direkt karosodast okozhat a disztalis tubulus membranjaban [87]. Ezért a
nephrotoxicitds egy altalanos ddzis limital6 mellékhatdsa az amfotericin B terdpidnak. Az
amfotericin B emellett kozvetleniil stimuldlja a mononuclearis fagocita sejtek
proinflammatoricus citokinjeinek felszabadulasat, ezért gyakran okoz lazat, hidegrazast és
izomgorcsoket az infizi6 beadasa kozben [88-89]. Ez a reakcid csokkenthetd az amfotericin B

lipid hordoz6éhoz kapcsoldsaval. Ebben az esetben kevésbé halmozodik fel a vesében, ami
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csokkenti, de nem sziinteti meg teljesen a nephrotoxicitast [90]. Két formula — egy
liposzomalis formula és egy lipid komplex — haszndlt 4ltalanosan az invaziv gombas
fertdzések széles spektruménak kezeléséhez. Habar az amfotericin B rezisztencia kialakulésa
terapia kozben ritka klinikai jelenség, a sejtfalba alternativ szterolok beépitése [66, 91] és a
sejtmembran oxidativ karosodasa iranti fokozott védelem neutralizdld enzimek termelése
révén [92] két mechanizmus, amit eddig felfedeztek természetes vagy szerzett amfotericin B
rezisztenciaval rendelkezd klinikai izolatumokban. A jelenleg klinikai hasznalatban levo
antifungdlis szerek koziill az echinocandinok az egyetlenek, amelyek a gomba sejtfalat
tamadjak a PB-1,3-D gliikkdn polimerek szintézisének kompetitiv gatlasival — ezek a 0
keresztkotéseket 1étrehoz6 strukturalis komponensei a sejtfalnak néhany patogén gombéban
[93]. Az echinocandinok a B-1,3-D gliikén szintdz enzim komplexhez kotédnek az érzékeny
gombakban, egy csokkent glukantartalmu sejtfalat eredményezve, ami érzékeny az ozmotikus
lizisre, foként a gyorsan novo sejtekben [94]. A B-1,3-D gliikkdn polimerizacié mértéke a
gomba sejtfalban és a glukan szintdz enzim expresszidja nagyban meghatarozza ennek a
gyogyszercsoportnak a spektrumat, melyrdl azt tartjak, hogy fungicid hatasa van a Candida
fajokra és fungisztatikus az Aspergillus fajokra [95]. Legfontosabb képviseldi a kaszpofungin
és a mikafungin, és az anidulafungin. Habar az echinocandin rezisztencia relative ritka
klinikai jelenség, a gliikin szintdz FKSI és FKS2 katalitikus alegységeinek egyes régidiban
jelentkezd mutaciok esetén az echinocandin csokkent gatlo aktivitdssal rendelkezik az
enzimmel szemben, magasabb a minimalis gatld koncentracié (MIC), és a terdpia

sikertelenségének nagyobb lesz a kockazata [96].

Az antifungélis szerek két csoportja szelektiven a gombék intracelluléris folyamataira hatnak
hasonléan a rakterapidban hasznalt kemoteridpids szerekhez, és ezek altaldban nem
hatékonyak monoterdpidban szisztémis mycosisokban. A flucitozint (5-FC) 2
gombaspecifikus enzim veszi fel szelektiven, a citozin permeaz és a citozin deaminaz, €s a
citosztatikus hatasu 5-fluorouracilla alakul 4t a gombasejtekben, ahol az aktiv szer gatolja a
timidilat szintazt, és az RNS hibas kddolasat okozza [87, 97]. Habar az alland6 intesztinalis
baktérium flora az emberi bélben képes atalakitani az 5-FC-t 5-fluorouracilla, amelynek
hanyinger, hény4s, hasmenés és a csontveld vérképzésének csokkenése lehet a
kovetkezménye [87, 98]. A flucitozin elsdsorban élesztégombék ellen hatékony, de mas
szerekkel kombinacioban kell adni, hogy elkeriiljiik a rezisztenciat, amit a citozin permeazban

és citozin deamindzban jelentkezd muticiOk okoznak, a szer csokkent felvételével és
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atalakitdsaval az aktiv formdba [98]. A grizeofulvin egy szisztémas antifungalis szer, amely a
tubulinhoz kotddik, a microtubulus képzést befolyasolva. Mivel a szer a keratinocytdkban
koncentralédik, csak neminvaziv dermatophyta infekcidkban hasznalatos. Erdekes médon, a

sz 2

az alkalmazasanak mellrak esetén adjuvans szerként [67].
A PAF

Tgéretes gydgyszerjeldlt az Ascomycota kozé tartozé Penicillium chrysogenum éltal termelt
antifungdlis fehérje, a PAF. A ciszteinben és lizinben gazdag fehérje 55 aminosavbodl all, a

molekulatomege 6,25 kDa (5. abra).

5. abra. A PAF szerkezete diszulfid hidak nélkiil (Batta et al. 2009)

Kationos jellege miatt ioncseréld kromatografiaval tisztithaté a gomba altal termelt
feliiliszobol. Sok fonalas gomba irant fejt ki citotoxikus hatast in vitro, koztiik fontos nvény-
és allatpatogének ellen is, mikdzben emlds sejtekre nem fejt ki karos hatast. Az Ascomycota
koziil szamos fajt talaltak eddig, amely a PAF-hoz hasonl6 antifungalis proteint termel, ezek
példaul az Aspergillus giganteus, Aspergillus niger és Penicillium nalgiovense [99-101]. Mas
fajok altal termelt fehérjékkel nem mutat homol6gidt. A PAF prekurzor proteinként
termelddik: egy 18 aminosavbdl 4ll6 szekrécidhoz sziikséges szekvencia utin egy 19

aminosavbol all6 proszekvencia kovetkezik N termindlisan, ez utdbbi eltavolitasra keriil a
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szekrécid soran, mely utan a fehérje elnyeri a harmadlagos szerkezetét és a funkcioképességét
[102]. 13 lizin maradék okozza a nettd pozitiv toltést, mig hat cisztein maradék diszulfid
hidakban vesz részt. Az igy kialakult harmadlagos szerkezet nagy stabilitist biztosit a

kornyezeti tényezOkkel szemben.

A legfontosabb mikroorganizmusok, melyek ellen a PAF hatékony, az Aspergillus csalad
tagjai (A. fumigatus, A. niger) és a Botrytis cinerea. Prokaridtdk és élesztok ellen nem
figyeltek meg hatast [1, 103-105]. A legérzékenyebb mikroorganizmusok esetében szubletélis
dozisban adagolva a novekedés lassulasat figyelték meg, mig a dézist novelve fungicid hatds
volt lathat6. A minimalis gatlé koncentracié (MIC) mikromolaris volt. Ez 6sszevethet6 a tobbi
antifungdlis szerrel: A. fumigatus esetében a minimélis gatld koncentracié 4 puM volt
amfotericin B-re és kaszpofunginra, 6 umol itrakonazolra, és 12 pmol vorikonazolra. A
legérzékenyebbek a konidiumok: 8 umol PAF megakadédlyozza az A. niger sporak kifejlodését
és telepképzését. A PAF eltdvolitisa nem sziinteti meg ezt a hatast. Ezzel szemben, 8 umol
PAF 24 o6ras folyékony A. niger kultirdhoz adva fungisztatikus hatast fejt ki: a hifak
novekedése megill, de nem pusztulnak el. A szubletdlis dozisi adagolas esetén kialakuld
novekedési lassulds a morfoldgia latvinyos megvaltozasaval jar: deformalt hifak keletkeznek
fokozott elagazddassal, hifavégek szétrobbandsaval [1], mely hasonlit bizonyos novényi
defensinek hatasdhoz [106-108]. A PAF hatésat erdsen befolyasolja az oldat ion Osszetétele.
Magnézium vagy kalium ionok részlegesen semlegesitik a hatdsat, de a natrium ionoknak
nincs ilyen hatasa [1]. Indirekt immunfluoreszcens festéssel a PAF internalizacigja
kimutathat6 volt, de csak az érzékeny gombak esetén [109]. A PAF-specifikus fluoreszcens jel
eloszlasa citoplazmatikus lokalizaciét jelez, mely nincs Osszefiiggésben sem a sejtmaggal,
sem a sejtben talalhat6 nukleotidokkal [104]. Az internalizacié fiigg a protein funkcionalis
struktdrajatdl, az organizmus metabolizmusatol, ATP és aktin filamentumok jelenlététdl. Ezek
egy endocytosis jellegli folyamatra utalnak [109]. Sok antimikrobialis fehérje p6rusképzd
aktivitassal rendelkezik [110-116], de a PAF esetén ez nem volt igazolhat6. Korabbi
vizsgalatok szerint egyes antifungdlis fehérjék hatasukat a heterotrimer G-proteinen keresztiil
fejtik ki [117-120]. Az fIbA és fadA gének egy G-protein jelatvitel regulatort (RGS) és egy
heterotrimer G-protein oa-alegységet kodolnak. Mindkét gén a sejtndvekedés €s
konidiumképzés kozotti egyensulyt szabalyozza A. nidulansban. A AfIbA mutacié fokozza a
Go alegységek intrinzik GTPaz aktivitasit, mely az intracellularis jelatvitel negativ

szabalyozdsdban nyilvanul meg. A AflbA mutinsok korabbi vizsgélatok szerint ,,sz0r0s
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autolizis” fenotipust mutatnak, mert nem képesek az atmenetre a vegetativ novekedésbdl a
cserélése) a FadA guanidin nukleotid ko6t doménjén kovetkezik be, és befolyisolja a Ga
alegység levalasat a GPy alegységrol, mely a heterotrimer G-protein jelatvitel konstitutiv
inaktivacidjaban, csokkent novekedésben és intenziv konidiumképzésben nyilvanul meg
[123]. A fadA génben mutins transzgenikus A. nidulans torzsek segitségével sikeriilt
kimutatni, hogy a PAF a G-proteinen keresztiil fejti ki hatasat. A mutans FGSC1035 A.
nidulans torzsekkel végzett proliferacids vizsgalatok csokkent PAF-érzékenységet mutattak.
Viszont a flbA delécidja nem tudta megmenteni az RJH046 torzset a PAF citotoxikus
hatésatol, és a PAF érzékenység hasonlo volt a vad torzshoz és a rokon FGSC116 és FGSC33
torzsekhez. Az utobbi kettd izogén kontrollként szolgdl az FGSC1035 és RJIH046-o0s
torzsekhez. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a PAF toxicitds kapcsolatban all az
intracellularis G-protein jelatviteli tttal. Ellenben egymésnak ellentmondd eredmények
sziiltettek a guanidin nukleotid analég GTPyS és GDPfS jelenlétében, melyek a G-protein
jelatvitelt befolyasoljdk a G-protein GTP kotott aktiv, illetve GDP kotott inaktiv formaban
valé megkotésével [124-125]. Az A. nidulans kevésbé volt érzékeny a PAF kezelésre 100 uM
GTPyS jelenlétében, mely fokozza a G-protein jelatvitelt, mint a nukleotid anal6g hidnyaban.
Ellenben a GDPS, mely gatolja a G-protein jelatvitelt, nem volt képes semlegesiteni a PAF
hatasat. ATPyS hozzdadasa, mely egy olyan nukleotid analég, amely nem befolyisolja a G-
proteineket, nem mutatott szignifikdns befolyast a PAF altal okozott novekedés csokkenésre

[126].

A PAF kifejtheti hatasat kozvetleniil a G-protein valamelyik alegységén keresztiil [127-128],
vagy indirekt médon a szignal transzdukcion keresztiil. PAF-fal kezelt A. nidulans hifak
feliiluszojaban szignifikdnsan megemelkedik a kélium ionok szintje [1], melyhez a gomba
sejtmembrinjanak hiperpolarizacidja tarsul a hifdk csicsdn kozvetleniil a PAF-fal valo
érintkezés utan [126]. Ennek oka feltehetden a kalium ionok szelektiv permeabilitas
novekedése. A belsd ion homeosztazis zavara felelés lehet a gomba hifdk morfoldgiai
valtozasaiért. Ez a mechanizmus hasonlit a novényi defensinek hatasara [117], de kiilonbozik
mas, baktériumok, rovarok, illetve emberek altal termelt antimikrobidlis fehérjék
hatdsmechanizmusatol, melyek poérust képeznek az adott sejtben, alacsony fajspecificitas

mellett [113, 115-116, 120].

20



Annak eldontésére, hogy a PAF kezelés hatasara megfigyelt K*-kidramlas [1] nem specifikus
membran kérosodas, illetve egy kaliumra specifikus dtvonal aktivalodasdnak kovetkezménye,
PAF-fal kezelt A. nidulans torzsek membranpotencidljanak valtozasat mérték. Bar a membran
permeabilitds nem specifikus novekedése okozhat depolarizacidt, egy kéaliumra szelektiv
permeabilitds novekedés a gomba sejtmembranjanak hiperpolarizacidjahoz vezetne. Az A.
nidulans hifdk plazmamembranjaban PAF hatdsdra bekovetkezett potencidlvaltozasokat
fluoreszcens membranpotencidl érzékeny festékkel vizsgaltadk. Kezeletlen gombéban
jellemzden negativabb membran potencialt mértek az elsd hifa szegmentekben, kozel az elsé
szeptumokhoz, mint a hifacsicson. Eszerint a hifacsicsok depolariziltak az els6
szeptumokhoz kozeli régidkhoz képest. 10 pg/ml PAF hozzdadasa azonnal elinditott egy
1dofiiggd novekedést a fluoreszcens jelintenzitisban az elsé hifaszegmentekben. A
fluoreszcens jel a hifacsicsoktdl terjedt a szomszédos teriiletekre a szeptumok kozelében. A
fluoreszcens intenzitdsok aranya novekedett, mely a gomba membranok hiperpolarizacidjara
utal. Hasonl6 események torténtek a hifacsicsokon is, a valtozasok itt kifejezettebbek voltak,
tehét a hiperpolarizéicio kifejezettebb volt a csucsokon, mint az els6 szeptumok kozelében. 80
perccel a PAF hozzdadasa utdn mar nem volt potencial kiilonbség a hifdk mentén. PAF-fal
nem kezelt hifdk esetén nem volt valtozds a fluoreszcens jel eloszlasdban, sem a

fluoreszcencia aranyokban a kisérlet kezdetén, és 80 perc utan [126].

Az intracelluldris organellumok, csakdgy, mint a makromolekuldk, lipidek, fehérjék és
nukleotidok rendkiviil érzékenyek a reaktiv oxigén gyokok jelenlétére az aerob
metabolizmussal rendelkezd organizmusokban. Az egészséges sejtekben adaptiv
mechanizmusok fejlédtek ki, melyek normél koriilmények kozott védik a sejtet az oxigén
gyokok karositd hatasaitdl. Bizonyos kiils0 hatdsokra az oxigén gyokok termelése
megnovekedhet, és az emelkedett mennyiségiik kédrosithatja az intracellularis organellumokat,
illetve a makromolekuldk oxidaci6jat okozhatja. A mitochondrium nem csak a legfébb forrasa
a reaktiv oxigén gyokoknek, hanem kifejezetten érzékeny is rdjuk. A kovetkezményként
kialakul6 mitochondrium dezintegral6dast nevezziik mitoptosisnak [129-132]. Nem csak az
egyes organellumok kéirosodhatnak, hanem programozott sejthalél, apoptosis is kialakulhat a
reaktiv oxigén gyokok emelkedett szintjének hatasara [120, 133-139]. PAF hatasara a reaktiv
oxigéngyok képzddés (ROS) fokozoddott A. migerben és A. nidulansban [1, 140]. Ennek
vizsgalatira PAF-fal kezelt A. nidulans hifakat diklorodihidrofluoreszcein diacetat-tal

(HoDCFDA) jelolték. A ROS specifikus jelek megtalalhatdak voltak a plazmamembran
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mentén €s a citoplazméban, és hasonlitottak a nystatinnal kezelt hifikban lathat6 jelekhez. A
nystatinrél kozismert, hogy fokozza a reaktiv oxigéngyok képzOdést a sejtmembranok
foszfolipidjeinek oxidacidja altal [141]. Kezeletlen hifakban nem volt lathaté ROS specifikus
jel [126]. Amint a sejtekben a reaktiv oxigén gyokok szintje elér egy kritikus szintet, az
alapvetd fizioldgiai funkciok kéarosodnak, és programozott sejthaldl kovetkezhet be. Az
apoptosis kezdetén a foszfatidilszerin lancok (PS) externalizacidja, vagyis a sejtek felszinén
valé megjelenése figyelhet6 meg, megnovekedett vakuolizacid, membran kidudorodéisok, a
DNS lancok torései €s nuklearis fragmentacid, illetve apoptosis test képzddés. Habar
korabban ugy gondoltik, hogy az apoptosis csak a magasabbszintli eukariotak sajatja, egyre
tobb ra a bizonyiték, hogy prokariotik és alacsonyabb szintli eukariotak, mint élesztdgombak
¢és fonalas gombdk is mutathatnak egy apoptosis-szerli sejthalalt [120, 136-137, 142-147].
Ezek a véltozasok a legtobb sejttipusra és organizmusra jellemzoek, és kiillonbozd sejthalal
szignidlok hatdsara jelenhetnek meg [148-151]. A. nidulans protoplasztokat vizsgaltak,
melyeket 50 pg/ml PAF-fal kezeltek kiillonboz6 idOtartamig. A foszfatidilszerin ldncok flip-
flop mozgasit a plazmamembran belsé oldalardl a kiilsd oldalra Annexin V festéssel
lathatova [152] (6. abra D és E). Az Annexin V nagy affinitissal rendelkezik a
foszfatidilszerin lancok irant [153]. A kisérlet kezdetén a protoplasztok kevesebb, mint 0,2%-a
volt Annexin V pozitiv, mig a PAF hozzaadasa utan az apoptotikus sejtek aranya 2,2%-ra nott
1 6ra inkubacié utan, szemben a kezeletlen sejteknél megfigyelt 0,5%-kal. 3 6ra inkubacid
utan az arany 24,4% volt a kontroll 6,1%-kal szemben (6. dbra A, B, C). Mivel a kezelt
sejteknél négyszeres volt az apoptotikus sejtek ardnya, igy ez a protein specifikus hatasara
utal. Az apoptosis masik jele a DNS fragmentici6ja a nukleoszomak kozotti 6sszekotod régiok
hasitdsa révén a nukledzok altal [154-155]. A. nidulans protoplasztok esetén, melyeket 50
ng/ml PAF-fal kezeltek, novekedett a TUNEL-pozitiv sejtek ardnya a kezeletlen sejtekkel
szemben (6. dbra D, E). Hasonl6an az Annexin V membran vizsgilatokhoz, a TUNEL pozitiv,
magtartalmu sejtek ardnya a kisérlet elején <0,3% volt, majd 2,7%-ra nétt 1 6ra utan, és
11,7% lett 3 6ra PAF kezelés utan, szemben a kontroll sejtekben talalt 0,6%-kal 1 6ra utan és
1,6%-kal 3 6ra utan (6. dbra F). A nekrdzis lathatova tételéhez a protoplasztokat propidium
jodiddal festették meg, mely szorosan kotddik a nukleinsavakhoz és csak a nekrotikus
sejtekbe jut be [156] (6. abra C). A PAF-fal valo kezelés nem véltoztatta meg szignifikansan a

nekrotikus protoplasztok szaméit: PAF jelenlétében 0,2% volt 1 6ra utan és 1,2% lett 3 6ra
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inkubécid utan hasonldan a kontroll tenyészetekben megfigyelt 0,2%-hoz 1 6ra utan és 1,0%-

hoz 3 6ra inkubéaci6 utan (6. abra E).

6. abra. Apoptotikus jelek vizsgalata A. nidulans protoplaszokon 50 pg/ml PAF-fal
tortént kezelés utan. Annexin-V (A és B) és Pl-vel (C) festett protoplasztok PAF kezelés
utan 3 oranyi, és TUNEL-lel festett protoplaszt magok (D és E) 1 6ranyi inkubéici6 utén,
fazis kontraszt fluoreszcens (A és D), €s csak fluoreszcens mikroszképpal (B, C, és E). A
nyilak a D képen két TUNEL pozitiv sejtet mutatnak. A méretarany 5 pum (Leiter et al.
2005).

Tovéabbi apoptotikus jelként a gomba hifak ultrastruktdrajat vizsgaltdk ultravékony
metszetekben transzmisszids elektron mikroszkép segitségével (TEM) (7. abra). A kezeletlen
A. nidulans hifak sejtjeiben szabdlyos szubmikroszkdpikus struktirat és tisztan felismerhetd
organellumokat figyeltek meg (7. abra C). A hifaszegmentek tipusosan sok magmembrannal
korbevett magot tartalmaztak, és sok esetben a sejtmagvacskak is lathatdak voltak (7. abra C).
A szadmos mitokondriumban mindig j6l megorzott kiils6 és belsd membranok voltak
lathatéak. A gomba sejtmembran egy €les, elektrondenz lipid kettdsrétegként latszott, mellette
a sejtfal egy sotét belsd, finoman szemcsés rétegként, és egy fényes, kiilsd rostos rétegként
jelent meg (7. abra C). A kezeletlen sejtekhez hasonlitva a PAF kezelt hifdk esetén egy
abnormélis szubcellularis morfolégia volt lathatd (7. abra F). A sejtfal elvesztette a

szemcsézettségét és a szerkezetét. Az Osszezsugorodott citoplazma levalt a sejtfalrdl és
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mikrovezikula-szerli képz6ddmények jelentek meg a sejtfal és a sejtmembran kozott, mely az
apoptotikus sejtek membran kitiiremkedéseire emlékeztet (7. dbra F). A citoplazmaban a
mitokondriumok kevésbé voltak elkiilonithetdek és gyakran a kiils0 membranjuk nem volt
folyamatos vagy hidnyzott. A sejt sériilésének fokozodasaval a citoplazmatikus organellumok
nem voltak tobbé elkiilonithetdek és az egész sejt dezintegralddott. Ezek az elvéltozasok

gyakran megjelentek, de nem mindegyik volt lathat6 minden sejtben [126].

7. abra. TEM felvételek A. nidulans cellularis ultrastruktarajarol. (C) kezeletlen
kontroll; (F) 50 ug/ml PAF-fal kezelt mintak 3 6ras inkubécid utdn szobahdmérsékleten. CW,
sejtfal; M, mitochondrium; MVS, mikrovezikuléris struktirak; N, sejtmag; n, sejtmagvacska;
PM, plazmamembran; A méretarany 0.25 pm (Leiter et al. 2005).

A PAF hatasa emlés sejtekre

A PAF emlds idegsejtekre kifejtett hatasat patkdnyokon vizsgaltak. Tuiléld agyszeletek nucleus
cochlearis ventralisban taldlhatdé bushy sejteken hiperpolarizaci6 aktivalt nem specifikus
kation dramokat regisztraltak (In) [157]. 2 mésodperc hosszisigu hiperpolarizdlé pulzusokat
alkalmaztak -60 mV-os nyugalmi potencialtdl 10 mV-os 1épésekben -140 mV-os maximélis
hiperpolarizacidig. Az iondramok id6fiiggése nem véltozott meg szignifikdnsan 10 pg/ml PAF
jelenlétében (8 abra A). Ezutin a depolarizacid aktivalt aramkomponenseket is megvizsgaltik.

-60 mV-os nyugalmi potencidlrdl kiindulva 200 ms-os fesziiltség 1épéseket alkalmaztak -80
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mV-tdl indulva +40 mV-os maximélis depolarizicidig. Sem a Na* aram, sem a kifelé iranyuld

K* dram amplitid6ja nem valtozott meg a depolarizécié hatasara 10 ug/ml PAF kezelés utén.

Kontroll PAF
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8. abra. A PAF hatasa agyszeletekben levé bushy sejtekre, a hyperpolarizacié aktivalt
nem specifikus kation aramra (In). Regisztritumok ugyanarrél a sejtrél 10 pg/ml PAF
alkalmazasa el6tt (kontroll) és kozben (PAF). Az als6 panel atlagolt adatokat mutat hasonld
kisérletekbdl (atlag=SE; n=7). Az aram amplitudok normalizdlva vannak a sejt
kapacitasra. A négyzetek a pillanatnyi, mig a korok a steady-state aram-fesziiltség
Osszefiiggést mutatjdk (a teli jelek a kontrollt, az iires jelek a PAF-fal kezelt sejteket
mutatjak) (Szappanos et al. 2005).

A méréseket megismételték enzimatikusan szepardlt hippocampalis neuronokon is. A PAF
nem befolyasolta a depolarizécié aktivalt K* csatorndkat, sem az aktivacios kiiszobot, sem az
amplitud6t. Astrocytakat is vizsgaltak szovetkultirdban. A PAF ezek iondramait sem

valtoztatta meg szignifikansan [158].

Idegsejtek mellett patkanybol szarmazd harantcsikolt izomrostokon is vizsgaltak fesziiltség
clamp technikaval a K* csatornén athaladé ionaramokat. 10 pg/ml PAF hozzaadasa utan a K*
aramoknak (Ix) sem az iddbeli lefutdsa, sem az amplitiddja nem véltozott szignifikdnsan.
Hasonlé eredményeket kaptak az L-tipusi Ca®* csatorndkon is. Ez az 4dram kontroll
koriilmények kozott -20 mV-nal aktivalodott, majd egy lassi emelkedd fazis utdn egy nagyon
lassu inaktivacid volt lathatd. A PAF 10 pg/ml-es koncentracioban nem valtoztatta meg sem

azt a fesziiltséget, amikor az &ram megjelent, sem az dram aktivacidjanak kinetikajat.
25



A PAF citotoxicitisdnak meghatarozdsahoz endothelidlis sejteket izolaltak human
oldatokkal kezeltek orakon keresztiil. A citotoxikus hatast kolorimetrids MTT moddszer (3-
[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil-tetrazolium-bromid) segitségével vizsgaltdk. A sejtek
optikai denzitdsdnak aranyat meghataroztik, és az értékeket a kezeletlen sejtek szdzalékaban
fejezték ki. A PAF-nak nem volt karos hatisa a human koldokvénabol szarmazé endothelialis

sejtekre.

A PAF gyulladast kivaltdo hatdsanak vizsgilatdhoz teljes human vért kezeltek a fehérje

c 27

c 202z

koncentracioban mindhdrom citokin esetében masszivan megemelte a termelést, I1L.-8
esetében tobb tizszeresére, TNF-a esetén szazszorosara, IL-6 esetén ezerszeresére. A PAF 2
ug/ml-es koncentracié mellett ellenben nem valtott ki jelentds fokozddast a citokin
termelésben. A taldlt valtozasok szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a 20-szor kisebb
koncentracioban alkalmazott LPS 4ltal okozottnal. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a PAF-
nak ha van egyaltalan gyulladaskelto hatésa, akkor az csak minimaélis lehet [3].

A PAF stabilitasanak vizsgalata

A PAF 55 aminosavbol all, mely tartalmaz egy lizinben gazdag szekvenciit. A masodlagos

sz

amelyek sziikségesek a harmadlagos struktiira és az antifungalis aktivitas fenntartasihoz.

A PAF stabil volt az 1,5-11-es pH tartoméanyok kozott. A PAF meg06rzi antifungalis aktivitasat
80 C-on torténd 60 perces inkubalés utan is, de a 95-100 C hdmérséklet mar 79%-ra csokkenti
az aktivitasat (10. abra B). Az aktivitiscsokkenés nem volt reverzibilis a minta
szobahOmérsékletre torténd lehiitése utdn. Ez alapjan végleges valtozas alakult ki a PAF
struktdrajaban és aktivitdsdban. Pepszines emésztés pH 4 és 5 kozott nem valtoztatta meg a
PAF antifungélis aktivitasat. Ugyancsak ellendllt a proteindz K és prondz emésztésnek 3-9
oran keresztiil (10. abra C). Viszont a 12 6rds prondz emésztés és a 24 Oras proteindz K

emésztés szignifikdnsan csokkentette a protein aktivitsat (10. abra C).
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9. abra. A PAF masodlagos szerkezete (Batta et al. 2009)
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10. abra. Mikrotiter plate aktivitas esszé az A. niger novekedésének meghatarozasara
PAF jelenlétében, amelyet kiilonb6zo teszt koriilményeknek tettek ki. 10%/ml sporat
inkubaltak 1-5 pg/ml PAF-fal 24 6ran 4t 30°C-on. (B) A PAF-ot 60, 80,90 és 100C-on
tartottak 10, 30 és 60 percig. (C) A PAF-ot proteinaz K-val emésztették 3, 9 és 24 6ran at,
illetve prondzzal 3, 9 és 12 6ran at. A csillag a C 4bran kiilonboz6é emésztési idot jelol a
pronaz esetén (12 ora 24 helyett). Az értékek az A. niger novekedésének szizalékat jelzik
(%) PAF jelenlétében, amelyet kiilonb6z0 teszt koriilményeknek tettek ki, 6sszehasonlitva
a kezeletlen A. niger-rel (=100 %) (Batta et al. 2009).
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Mutans PAF verzidk antifungalis hatdsit vizsgéltdk aminosav cserékkel. A 9, 35, 38-as
pozicidban levd lizin maradékok cseréje szignifikdnsan csokkentette a PAF antifungilis
hatésat, és az A. niger torzsek proliferacigja fokozodott (11. dbra B). Ezen eredmények szerint
a konzervilt lizin-gazdag régiok felismeré motivumként szerepelnek az érzékeny gombik
szdmara. 3 mutacié esetén mar nem csokkent tovabb az antifungdlis hatas, mely arra enged

kovetkeztetni, hogy mas protein motivumoknak is van hasonl6 szerepe [159].
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11. abra. Mutans PAF fehérje verziok antifungalis aktivitasanak analizise A. niger-en.
(A) 100 pg/ml PAF hatisédnak 24 6ran keresztiil kitett A. niger. A rekombinans mPAF
protein (c) novekedésgatlasi potencialja a nativ PAF (B) hatasaval 0sszehasonlithat6 volt. A
kezeletlen kontroll hifdi az (a) képen lathatéak. (a-c) (x20), (a-c) (x63). (B) A. niger
jelenlétében mérthez viszonyitva (5 pg/ml, vildgossziirke; 100 pg/ml, sotétsziirke) (Batta
et al. 2009).
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A PAF hatasa Dermatophytonokra

Kiilonbozé Dermatophyton fajoknal is kiprobaltdk a PAF hatasat, és oOsszevetették a
széleskorben haszndlt flukonazollal. 5 fajt vizsgéltak, ezek a Microsporum canis,
Microsporum  gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum é&s a
Trichophyton tonsurans. A PAF 200 pg/ml-es koncentracioban teljes novekedési gatlast
okozott az 6sszes tesztelt fajnal. A hatas minden esetben fungicid volt. A hifak megduzzadtak
és szamos elagazodas volt lathatd 4 nap utin 100 pg/ml-es PAF koncentricié mellett,
szemben a kezeletlen kontrollokkal. 100 ug/ml PAF csokkentette a novekedési ratat, de nem
talaltak gatl6 hatast 50 ug/ml-es PAF koncentraci6 alatt. A kovetkezd kisérletben 100 pg/ml
PAF koncentracié mellett flukonazolt is hasznéltak nyolc kiillonb6zd koncentracidéban (0,25-
32 pg/ml) és szinergisztikus koOlcsOnhatast észleltek kozottik a 8, 16 és 32 ug/ml-es

koncentraciéban [2].
PAF hatasa a hifak novekedésére

Tizenhét fonalas gomban vizsgaltak a hifdk novekedését PAF jelenlétében, melybdl tizenkettd
érzékeny volt, Ot torzsre viszont nem volt hatissal (Aspergillus terreus, Fusarium
sambucinum, Mucor circinelloides, Mucor genevensis és Penicillium chrysogenum Q176) (1.
tablazat). Az Aspergillus torzsek koziil egyediil az A. terreus nem volt érzékeny, a tobbi Ot
torzs koziil az A. nigernél talaltak a legnagyobb novekedés gatlast, az A. flavusnal pedig csak
enyhe volt a gatl6 hatés. Elesztégombakra (S. cerevisiae, Candida albicans) és baktériumokra
(Escherichia coli, Bacillus subtilis) nem volt a PAF hatassal. Minden érzékeny torzs dézis
fiiggden reagilt, emelkedd PAF koncentraciora fokozott novekedési gatlassal valaszoltak. A
hatds kimutathat6 volt konidiumokon is ugyanugy, mint hifdkon. Az A. niger konidiumok
koziil kevesebb, mint 1 % képzett telepeket 50 pg/ml PAF hatasara, mig a kontrollok
telepképzése 91,8% volt. Az A. niger hifdk novekedését hatékonyan gatolta a spérazas utdn
hozzaadott PAF. A gétlas mértéke hasonl6 volt ahhoz, amikor a konidiumokhoz adtdk a PAF-
ot. Az Osszes érzékeny torzs hifain jelentds morfoldgiai valtozasokat taldltak a kontrollokhoz
képest, amikor PAF tartalmu folyékony tipkozegben tenyésztették Oket. A hifak
megduzzadtak, €s rovidek lettek, sok elagazéssal, igy erdsen eltorzult képet mutattak. A
vastagsaguk csokkent, megfigyelhetdé volt a citoplazma fragmenticidja, a sejtmagok

felszaporodasa a toredezett hifa végeknél (12. abra).
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1. tablazat. Az 50 ng/ml PAF-fal kezelt fonalas gombak novekedése. A szazalékos
novekedést a PAF-fal kezelt gombak ODego-ban bekovetkezett szdzalékos valtozasok
alapjan szamoltak ki, a kezeletlen kontrollhoz hasonlitva (=100%). Az értékek az atlag +
SE-ben vannak kifejezve (n=3) (Kaiserer et al. 2003)

Faj Novekedés (%)  Erzékenység?
Aspergillus flavus 31,246,6 +
Aspergillus fumigatus 5,4%0,2 +++
Aspergillus giganteus 10,5+£2,1 ++
Aspergillus nidulans 6,4+2,2 +++
Aspergillus niger 0,5+0,1 +++
Aspergillus terreus 100%9,2 -
Botrytis cinerea 42+3 1 +++
Cochliobolus carbonum 10,1+0,79 ++
Fusarium oxysporum 54,913 4 +
Fusarium sambucinum 92+5.1 -
Gliocladium roseum 422431 +
Mucor circinelloides 99+6,5 -
Mucor genevensis 97+3.2 -
Neurospora crassa 12,9+0,5 ++
Penicillium chrysogenum Q176 81,5+1,9 -
Penicillium chrysogenum (wild-type) 342453 +
Trichoderma koningii 8,7£2.9 +++
INovekedés csokkenés: +++ >90%, ++ 70-90%, + 30-70%, — 0-30%
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12. abra. PAF-ot tartalmazé (10 pg/ml, A, B) ill. nem tartalmazé (C, D) teljes
médiumban (CM) 24 éran at tenyésztett Aspergillus nidulans. B, D; A magokat Hoechst
33258 festékkel festették meg. A nyilak a magok felszaporodasat mutatjak a hifak végeinél.
A méretarany 50 um (A, C) 20 um (B, D). (Kaiserer et al. 2003)

A PAF altal okozott novekedésgatlast nagymértékben ellensilyozta MgCly és NaxSOg4

c 20

s 2z

PAF hatésat vizsgaltdk hypotonias, izotonids és hypertonias kozegben is, hogy tisztdzzak a
gyenge sejtfal szerepét a novekedésgatlasban. Szorbitolnak és szachar6znak nem volt
stabilizal6 hatdsa a PAF-fal kezelt sejtekre. A kalium kidramlas segitségével vizsgaltak a PAF
hatdsat a plazmamembrén integritdsira. Ehhez a kevésbé érzékeny A. nidulanst hasznaltak. 80
perc inkub4cid utdn a hifavégek még intaktak voltak. Az oldat hattér kalium koncentracidja
35 uM volt hifak nélkiil, és 138 uM hifak jelenlétében. Tovabbi kalium kidramlas volt
megfigyelhetd 1 pg/ml (26 uM) és 10 pg/ml PAF (209 uM) hozzdadasaval. Kontrollként
Nystatint hasznaltak, ami 104 uM-os kalium effluxot okozott. Az oxidativ aktivitast
H>oDCFDA esszé segitségével vizsgaltak. Ezzel ki tudtdk mutatni a reaktiv oxigén gyokok
jelenlétét a PAF-fal kezelt A. nigerben. A fluoreszcens jel az 50 ug/ml PAF-fal kezelt
hifdkban volt a legintenzivebb (13. dbra A), €s hasonlitott a 10 ug/ml Nystatin altal 1étrehozott
jelhez. Ellenben nem volt detektalhat6 jel a PAF-fal nem kezelt hifakban (13. dbra B), illetve a
PAF-ra nem érzékeny A. ferreus esetén. A PAF-fal kezelt hifakban csokkent sejtmetabolizmus

volt detektalhatd. A metabolikusan inaktiv hifak szama fokozatosan nétt a PAF emelkedd

sz 2
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13. abra. Az intracellularis reaktiv oxigén gyokok észlelése A. niger hifakon fluoresz-
cens festéssel, H-DCFDA-val. (A) A hifakat 50 pg/ml PAF-fal kezelték 90 percen at. (B)
Kezeletlen kontroll. A méretardny 10um. (Kaiserer et al. 2003)

sz 2

A Penicillium chrysogenum tobb kiilonboz6 proteint szekretdl, amikor egyediili
szénforrasként szachardzt tartalmazd tapkozegen tenyésztik. Ezek kozé tartozik a PAF,
melynek molekularis tomege 6,25 kDa €s 30%-at képezi az extracellularis protein frakcionak.
A Penicillium chrysogenum sejtek tapkozegében jelen 1évo proteinek vizsgélata azt mutatta,
hogy a PAF szintézise fligg a tipkozegben szénforrasként szolgald anyagtol, ami gluk6z vagy
szachar6z volt. A protein nem jelenik meg a frakcidban, ha a tapkozeg szachardz helyett 2%
glukozt tartalmaz egyediili szénforrasként. Annak meghatarozasahoz, hogy a PAF szintézise a
transzkripcié szintjén regulalt-e, RNS-t izolaltak kiilonb6zd szénforrast tartalmazd
tapkozegeken tenyésztett sejtekbol. Amikor ezen RNS mintdkat Northern blot segitségével a
PAF c¢DNS mintdjdhoz hibridizaltdk, egy egyszerti kotést figyeltek meg azon sejtekbol
szarmazo RNS-sel, melyek tenyésztd tapkozegében keményitd vagy szachardz volt jelen.
Ugyanez a glukéz tartalmu tipkozegen tenyésztett sejtek esetében nem volt megfigyelhetd.
Ezen adatok megerdsitik, hogy a PAF expresszidja a transzkripcid szintjén és a szén
katabolizmus 4ltal szabalyozott. Emellett a nitrogén metabolizmusnak is szerepe lehet a
szabalyozasban. Kiilonb6zd nitrogén forrdst tartalmazé tapkozegeken tenyésztett sejtekbol

szarmazOo RNS mintak Northern blot vizsgalata alapjan a glutamint tartalmazé tapkozegeken
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tenyésztett sejtekben csak kevés PAF transzkriptum volt, mig a kevésbé kedvelt nitrogén
forrds, a nitrat esetén sokkal magasabb volt a PAF mRNS szintje. Mivel a PAF promoter
régidja szamos GATA motivumot tartalmaz, valészinli, hogy a Penicillium chrysogenum
major nitrogen regulatory proteinje (NRE) [160], ami kotddik a GATA motivumokhoz [161],

részt vesz a PAF gén expresszi nitrogén altali szabalyozasaban [102].
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Célkitiizés

Az Aspergillus fajoknal terjedoben levO azol rezisztencia miatt kezdtiik el vizsgilni a
Penicillium chrysogenum éltal termelt antifungalis fehérjét (PAF), egy uj, Aspergillus fajok
ellen is hatékony antifungdlis gyogyszer 1étrehozéasa céljabol. Mivel a fehérjét in vitro mar
megvizsgaltdk toxikologiai €s mikologiai szempontbol, ezért a célunk a PAF in vivo

hatasainak felderitése volt:

1. A PAF jelenlétének és funkcioképességének kimutatasa a kezelt allatok szoveteibol.

2. A PAF esetleges toxikus €és gyulladaskeltd hatasainak vizsgalata allatmodellben helyi

€s szisztémas adagolas mellett.
3. Stabil invaziv pulmonalis aspergillosis dllatmodell 1étrehozasa.

4. A PAF hatékonysaginak kimutatasa invaziv pulmonalis aspergillosis allatmodellben

intranasalis és intraperitonealis adagolas mellett.

5. A PAF és amfotericin B (AMB) egyiittes addsa eldnyeinek kimutatdsa invaziv

pulmonalis aspergillosis allatmodellben.
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Anyagok és Modszerek

A PAF tisztitasa

A PAF tisztitasa a kovetkez6é mddon tortént. A Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 vagy
Q176 torzset szachardz (20 g/1) - NaNOs (3 g/I) minimal tapkozegen tenyésztettiik 72-96 6ran
keresztiill 25C-on razatds mellett. A miceliumokat centrifugildssal eltavolitottuk, és a
feliiluszo6 alacsony molekulastlyu fehérje frakcidjat ultrafiltracios lemezekkel szétvalasztottuk
(kizérasi méret hatar MWCO=30000; Amicon Stirred Cells, Biomax PBTK, Millipore,
Billerica, MA, USA). A PAF-ot ioncserélé kromatografiaval tisztitottuk meg CM Sephadex
Fast Flow oszlopon (2x18 cm, 50 mM natrium-foszfat pufferrel equilibralva, pH=6,6, folyasi
sebesség 1 ml/min, t=4 C; Amersham-Pharmacia, Uppsala, Svédorszag). A fehérje tisztasdgat
SDS-PAGE és Western blot segitségével ellendriztiik. A PAF-ot foszfat-pufferelt fiziologias
sooldatban (PBS) oldottuk fel az in vivo kisérletekhez.

A Kkisérleti allatok tartasa

Nyolc és 12 hét kozotti kord vegyes nemi C57/B16 és Balb/c egereket (17-25 g tomeg)
hasznaltunk az in vivo kisérletekben. Az allatkisérletek megfeleltek az Eurépai Kozosség
ajanlasainak (86/609/EEC). A kisérleti protokollt jovahagyta a Debreceni Egyetem intézeti
Allatetikai Bizottsaga (11/2008/DE MAB). Az egereket milanyag ketrecben tartottuk récsos
fedéllel, granuladlt egér eledelt kaptak és vizet ad [libitum. A helyiség megvilagitasa
automatizalt volt, 12 6ras megvilagitassal és 12 dra sotétséggel, a helyiség homérséklete 22-

25 C kozott volt.

Az A. fumigatus-szal fertdzott egereket nagy hatékonysagu részecske légsziirdvel (HEPA)
ellatott izolacios ketrecekben tartottuk. A ketreceket folyamatosan ventilaltuk, és enyhe
negativ 1égnyomast alkalmaztunk, hogy megel6zziik az allatgondozok €s a kisérletet végzok
gomba sporakkal valé fertdz6dését. Minden ketrecet legalabb haromszor ellendriztiink

naponta.
A PAF intranasalis adagolasa egészséges allatokon

12 hetes C57/Bl6 vegyes nemii egereket hasznaltunk az in vivo kisérlethez. A rovid tava
kisérletben egy kontroll és 2700 pg/kg PAF dézissal kezelt csoport volt. Ebben az esetben 5

allat volt csoportonként, melyeket 2 hétig kezeltiink naponta. A hosszu tavi kisérletekhez hat
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csoportra osztottuk az allatokat. Az egereket steril fiziologids séoldatban (0,9%) oldott PAF-
fal kezeltiik, testtomegkilogrammonként 5, 25, 125, 250 és 2700 ug mennyiségekkel, a
kontroll csoport csak s6oldatot kapott. Egy csoportban 10 &llat volt. A PAF hosszd tava
hatdsanak vizsgalatdhoz az egereket hetente egyszer kezeltiik nyolc héten at. Arra voltunk
kivancsiak, hogy a PAF hosszabb tivi alkalmazds sordn vélt-e ki immunvalaszt. Mivel a PAF
95%-ban gatolta az A. fumigatus szaporodasat 125 pg/kg-os koncentraciéban [1], ezért ennek
megfelelden vélasztottuk ki az alkalmazand6 koncentracidkat. Az egereket pentobarbitallal
elaltattuk (50 mg/ttkg) intraperitonealis adagoldssal, majd a megfelel6 PAF koncentracioju
oldatokat csepegtettiik pipetta segitségével a fogukndl felfliggesztett 4llatok orrdba 50 pl-es
mennyiségben. (14. abra) Ilyen koriilmények kozott az oldat eljut a tiidobe normél 1égzés
révén. Az eljaras hatékonysagat ellendriztilk egy festék oldat alkalmazésaval (15. dbra). A
kontroll csoportban levé éllatokat 50 ul fiziologias séoldattal kezeltiik. Az egerek stlyat
megmértiik a rovid tavi kisérlet elsd és utolsd napjan, illetve a hosszu tavu kisérletben hetente

egyszer.

14. abra. Az oldatok intranasalis bevitele
altatott egéren




15. abra. Az intranasalis kezelés tesztelése festékoldat alkalmazasaval. (A) A tiidon lathat6 a
festék felhalmozddésa. (B) A kontroll dllat tiideje, melyet fiziologias s6oldattal kezeltiink. (C) Az
(A) képen lathat6 tiidobdl hematoxilin-eosin festéssel késziilt metszet, melyen nyilak mutatjak a
felhalmozddott festékrészecskéket.

Egészséges allatok intraperitonealis PAF kezelése

Az egereket véletlenszeriien két csoportra osztottuk. Az elsé csoportot (n=8) IP kezeltiik 100
puL PBS-ben oldott 5,4 mg/kg dozisti PAF-fal naponta kétszer, és intranasalisan 50 pL. PBS-
ben oldott 2,7 mg/kg dozisi PAF-fal naponta kétszer 7 napig. A masodik (kontroll) csoportot
(n=8) PAF-mentes PBS-sel kezeltiikk azonos mdédon. A 8. napon néhany allatot megoltiink, és

a szerveiket eltavolitottuk szovettani vizsgalatra. A kisérlet els6 és utolsé napjan a
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testsulyukat megmértiik, vért vettiink, és a vérsejtszamokat és egyéb plazma paramétereket

meghataroztuk.
Vérvétel és sejtszamolas

A rovidtava (két hetes) intranasalis PAF adagolés elején és végén vért vettiink a kontroll
csoportbél (n=10). Ugyancsak vért vettiink az egy hetes intraperitonedlis adagolassal
kombinalt kezelés kezdetén és végén a kontroll allatokbol (n=8) és az IP 10,8 mg/kg és
intranasalisan 5,4 mg/kg doézisi PAF-fal kezelt allatokbol (n=8). Az allatokat elaltattuk
pentobarbitallal és 200 ul vért vettiink egy 40 ul véralvadas gatlot (ACD, Vacutainer tube,
Becton Dickinson Diagnostics-Preanalytical Systems Plymouth, UK) tartalmazé 1,5 mm
atmérdjii  tivegkapillarissal a retrobulbaris vénds plexus punkcigjaval. Az ACD-vel
antikoagulalt teljes vért Siemens Advia-120 hematoldgiai analizatorral elemeztiik Multi
Species szoftverrel (Deerfield, 1L, USA), megszamoltuk a fehérvérsejtek és a neutrofil
granulocytidk szamét [162]. Ezen kiviil a PAF lehetséges toxikus hatésait vizsgalandé a mjj
enzimek és a plazmdban taldlhaté ionok szintjét megmértik Roche Integra 800 (Roche

Diagnostics Mannheim, Németorszag) segitségével.
Szovettani vizsgalat és tiidokarosodasi rata meghatarozasa

A PAF rovid és hosszu tavu intranasalis és intraperitonealis alkalmazasabdl eredd lehetséges
mellékhatasok, illetve a fert6zott allatokra kifejtett pozitiv hatasok vizsgalatadhoz néhany allat
tiidejét, veséit és a majat szovettanilag megvizsgiltuk a kontroll és az intranasalisan €s
intraperitonealisan PAF-ot (2,7 mg/ttkg, 5,4 mg/ttkg, és 10,8 mg/ttkg) illetve amfotericin B-t
kap6 csoportokban. A csak PAF-ot kap6 allatokat a PAF kezelés utolsé napjan megoltiik (14.
vagy 56. nap). A gombaspdraval fert6zott allatokbdl elhullasuk napjan vettiink mintakat (a
fert6zés leirasat lasd késobb). Az eltavolitott szervek silyat megmértiikk. A szovetmintakat
8%-o0s formalin oldatban fixaltuk 24 Orara, és paraffinba agyaztuk be (Shandon Pathcenter,
Thermo-Shandon, Astmoor, WA, USA). 4 um vastag metszeteket készitettiink és
haematoxylin-eosin festést (H&E) és perjodsav és Schiff-reagens (PAS) festést alkalmaztunk.
A metszeteket LEICA DM 2500 tipust mikroszkoppal vizsgaltuk, melyhez egy LEICA DFC
420 tipusu fényképezdgépet hasznaltunk (Leica Microsystems, Németorszag). A képek
kiértékeléséhez LEICA Application Suite (LAS) V3 szoftvert hasznaltunk. Az alveolaris

0déma és vérzés értékeléséhez egy nullatol haromig terjedd skalat hasznéltunk (0, nincs jelen;
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1, enyhe; 2, mérsékelt; 3, silyos) 5 véletlenszeriien vélasztott teriiletr6l minden tiido

metszetben.
A PAF relativ mennyiségének meghatarozasa tomegspektrométerrel tildomintakban

A PAF-fal kezelt (2,7 mg/kg, n=5) és a kontroll (n=4) allatokat megoltiik, tiidejiiket
eltavolitottuk 4 oraval az oldatok orron keresztiili beadisa utin. A tiidOket azonnal
lefagyasztottuk folyékony nitrogénben és -70°C fokon tartottuk a mérés kezdetéig. A
fagyasztott tiidészovetet homogenizaltuk, a benniik levo fehérjéket acetonnal kicsapattuk, és
Ujra feloldottuk 25 mM ammoniumbikarbonatban. A fehérje koncentraci6 méréshez a
Bradford mddszert haszndltuk [163]. A tripszines emésztéshez 100 pl mintat és 0,25 ng
tripszint hasznéltunk. Az emésztés 37°C homérsékleten tortént, egy éjszakan keresztiil. A

tomegspektrometriai mérésekhez 10 ug proteint hasznaltunk.

A tobbszoros reakcid mérésen (MRM/SRM) alapuld tomegspektrometriai mddszert [164]
fejlesztettiink ki a PAF vizsgalatira. A 1041.4/1038.6 és 1249.1/1245.9 PAF specifikus
atmenetet haszniltunk. Az MRM mérést 4000 QTRAP (ABSciex, Farmingham, USA)
tomegspektrométer segitségével NanoSpray II. Micro Ion Source Analyst 1.4.2 szoftverrel
(ABSciex) értékeltiik ki. Folyadékkromatografiait egy EasynLC II. nano HPLC (Bruker,
Bremen, Németorszag) segitségével, mig a peptid keverék szétvalasztasat egy Zorbax 300SB-
C18 oszlop (Agilent, Santa Clara, USA) segitségével 30 perc acetonitril/viz gradienssel
végeztik. Az MRM/SRM atmenet specificitasat egér tido szovetmintdk és 250 fmol PAF
kombinaciéjanak analizalasaval teszteltiik. A PAF koncentraci6 becslésére a spektrum gorbék
alatti teriiletet (AUC) hasznaltuk. Az AUC értékeket minden esetben normaltuk a felhasznalt
tiildészovet teljes fehérjetartalmara. Csak azokat az MRM spektrumokat hasznaltuk az AUC
szamolasara, ahol a jelerdsség meghaladta a 150 cps (beiitésszam/masodperc) értéket mindkét

MRM atmenetben.
A PAF antifungalis aktivitasanak in vitro tesztje tiidoszoveten

A PAF antifungalis aktivitdsat 3 allatbol izolalt tiidoszoveten vizsgéltuk. A tiidoket 6 draval
2,7 mg/kg PAF alkalmazésa utan tavolitottuk el, kvarchomokkal homogenizaltuk, majd 900
ul fiziologias soéoldatban 4 °C-on centrifugaltuk 16,100 g-n 10 percig. A feliilisz6
antifungalis aktivitisat A. nidulanson hatdroztuk meg micro-titer médszerrel [1]. A. nidulans

konidium szuszpenziébdl szarmazé konidiumot inkubéltunk 100 pl 1% élesztd kivonat, 2%
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peptone, 2% gluk6z és 50-75-100 pl tiidészovet homogenizatummal egy éjszakéan 4t 37 °C-
on pH=7,0-en. Az A. nidulans novekedését az optikai denzitds mérésével hataroztuk meg 630
nm-en. Kontrollként a PAF mentes fiziol6gias séoldattal kezelt egerekbdl (3 allat) szarmazé

tiidészovet antifungalis aktivitisat is meghataroztuk.
LPS-kivaltotta akut tiidégyulladas modellje

Akut tiidégyulladas kivaltasdhoz C57/Bl6 egereket osztottunk 3 csoportra, pentobarbitallal
elaltattuk, €s fizioldgias sdoldattal (n=4), PAF-fal (2,7 mg/kg; n=4) illetve lipopoliszahariddal
(LPS, Escherichia coli szerotipus 055:B5; Sigma-Aldrich; 250 pg/kg; n=6) kezeltiik
intranasalisan 50 pl térfogatban. Ezt a dozist el6zd tanulméanyok alapjan hataroztuk meg

[165]. A kezelést az egerek tulélték, és hamar rendbejottek a beavatkozas utan.
A tiidéoedema meghatarozasa

Az el6z0 bekezdésben leirt modon kezelt egerekbdl 24 6raval a kezelés utan a tiidoket
eltavolitottuk €s a nedves tomegiiket megmértiik. A tiidészovetek stlyat 3 napig tarté 60 °C-
on torténd szaritds utan djra lemértiik. A nedves-szaraz aranyt a kovetkezoképpen szamoltuk

ki: nedves-szaraz arany = (nedves tomeg — szaraz tdomeg)/szaraz tomeg [166].
Pozitron emisszios tomografia (PET)

A vizsgalatokhoz a glukéz analég '*FDG-t (2-[18 F]fluoro-2-deoxi-D-glukéz) haszniltuk és a

felvételeket a MiniPET-II rendszer (http://www.minipetct.hu) segitségével készitettiik, ami

egy kisallatokra tervezett PET kamera [167] (16. dbra).

Az FDG-PET kisérleteket véletlenszerlien 3 csoportba osztott egereken végeztiik (kontroll,
n=4; PAF, n=4; LPS, n=6) az oldatok orron at torténd bejuttatisa utdni napon. Az egerek nem
kaptak €lelmet legalabb 6 o6rdval a PET vizsgalat eldtt. 150 ul foszfat-pufferelt sdéoldatban
(PBS, pH 7.4; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH>PO4) oldott 4-6
mBq '®FDG-t tartalmazé injekciét adtunk a farokvénaba, ezutin dinamikus PET képrogzités
késziilt a kiséllat PET kamera segitségével. Az &llatokat izoflurdn altatdsban 35 °C-os
testhomérsékleten tartottuk az injekcid és a képrogzités alatt. A harom dimenzids
kiértékelendd képtartomanyokat (ROI) manudlisan rajzoltuk a tiid6 szélei koré BrainCad

programmal (http://www.minipetct.hu). A standardizalt felvételi érték (standardized uptake
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value, SUV) kiszdmitidsdhoz a ROI-kban mérhetd aktivitas atlagat szoroztuk az egér sulydval

és osztottuk a beadott dozissal.

16. abra. A MiniPET-II rendszer

Irritacios dermatitis

Az irritaciés dermatitis modellt egy kordbban leirt mddszer szerint hoztuk 1étre [168-169]
minimalis modositasokkal. A PAF és forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA) torzsoldatokat
fiziologias s6oldatban és DMSO-ban készitettiik el, és mindkét Osszetevit tovabb higitottuk
hidrofil krémben (Unguentum hydrophilicum nonionicum, Pharmacopoeia Hungarica VIII).
A kisérlethez 12 ndstény C57/BL6 egeret hasznaltunk, melyeket véletlenszerlien 3 csoportra
osztottunk (kontroll, PMA és PAF), és a fiileik vastagsdgat megmértiik a vizsgalat elején. Az
egerek mindkét fiilének kiilsé és belsod felszinére kentiink 410 pl vivéanyagot (fiziol6gids
sooldat), PMA-t (500 pg/ml), illetve PAF-ot (100 pg/ml). 24 6ra utén a fiileik vastagsagat
ismét megmértiik in vivo. Végiil az allatokat ledltiik és fiilikkb6l mintdkat vettiink szovettani

vizsgélatra.
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PAF és AMB kombinacidjanak in vitro vizsgalata

Az AMB, PAF és a kettdé kombindciéjanak a minimdlis gatlé koncentracié (MIC)
meghatirozasat a CLSI M38-A2 irdnyelv szerint végeztiik el [170]. A vizsgilt szerek végso
koncentraci6i 0,0625 és 16 pg/mL kozott valtozott AMB esetén, és 25 és 500 pg/mL kozott
PAF esetén. Az antifungélis szerek MIC értékét 48 6ra 35 °C-on torténd inkubicié utin
hatdroztuk meg, mint a legkisebb koncentraciét, aminél a szer teljes novekedési gatlast
okozott. A mddszer szerint a két szer kombinacidjat a kiilon-kiilon mért MIC értékiik szerint
hataroztuk meg [171]. Az AMB és PAF kolcsonhatasét a frakcionélt gatlé koncentraci6 index
(FICI) kiszamitdsaval hataroztuk meg a kovetkezd formulaval: FICI=(MIC A
kombinéciéban)/MIC A)+((MIC B kombinaciéban)/MIC B). A kolcsonhatas szinergikus, ha a
FICI 0,5, k6z6mbdos, ha a FICI > 0,5 és <4; és antagonisztikus, ha a FICI > 4 [171].

Az Aspergillus fumigatus gombakonidium elokészitése

A beinjektalasra keriilé A. fumigatus AF293 (17. abra) (emberi tiidészovetbdl nyert klinikai
izolatum) kinyeréséhez a gombét minimal nitrat tipkozegen tenyésztettiik. Frissen termeltetett
(6 nap) sporakat PBS és 0,01% Tween 80-ban kevertiik el, és Biirker kamriban
megszamoltuk. A Tween 80 A4ltalanosan hasznalt detergens gombasejtszuszpenziok
készitéséhez. Vizes oldatban a Tween 80 megvéltoztatja az A. fumigatus spordk felszini

toltését [172].

17. abra. Aspergillus fumigatus sporak agarral boritott fedélemezen novesztve 3 napig és
pasztazo elektron mikroszképpal vizsgalva (SEM). Utoélag szinezve egy eredetileg fekete-
fehér képbdl. Nagyitas: 10.000 x Szerzd: Iris Brinkman
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Az egerek megfert6zése A. fumigatus-szal

Az egereket immunszuppriméltuk 250 mg/kg cyclophosphamide-dal (Endoxan, Baxter, IL,
USA) intraperitonealisan (IP) harom nappal a fertdzés elott, és egy nappal az A. fumigatus
sporakkal torténd fertdzés utan. 50 pL PBS-ben feloldott 3,5 x 10° spérat adtunk be az
egereknek intranasalisan izoflurannal végzett altatisban. A konidiumszamot ugy valasztottuk
ki, hogy 100% legyen a mortalitas. Ezt el6zetes kisérletekkel hataroztuk meg (18. dbra). Az
egerek vizéhez gentamicint adtunk (5 mg/kg). Az allatok tdlélését a fertdz€és utdn naponta
haromszor ellendriztik. Minden fert6zott allatot humanusan megoltink (cervikélis
diszlokacid), ha sulyosan csokkent a mozgasképességiik (pl. ha képtelenek voltak elérni az
élelmiiket vagy a viziiket), vagy nagymértékii lathaté szenvedés esetén. Az allatok haladla utan

a szerveiket eltavolitottuk, és szovettani vizsgalatot végeztiink.

100 X
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D
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Fert6zés utan eltelt napok

18. abra. Kiilonb6z6 mennyiségii sporaval megfert6zott egerek talélése. A sporaszam
novekedése fokozott mortalitassal jar. A nem fert6zott negativ kontroll tdlélése 100 %.

Invaziv pulmonalis aspergillosisban szenved6 allatok intranasalis PAF kezelése

Ot fiiggetlen kisérletben immunszupprimalt egereket véletlenszerien harom csoportra
osztottunk, amibdl két csoportban Aspergillus spordkkal fert6zést hoztunk létre. A fertdzott

csoportok koziil az els6 csoportot 5,4 mg/kg PAF-fal kezeltiink (26 egér), a masodik csoportot
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PAF-mentes PBS-sel (pozitiv kontroll, 23 egér) intranasalisan 50 pL térfogatban, a korabban
leirtak szerint. A kezelések az allatok halalaig tartottak a fertdzés napjatdl naponta kétszer
(reggel €s délutan). A kontroll csoportot (negativ kontroll, hat egér) nem fertéztilk meg, de
immunszuppriméltuk, és PAF-mentes PBS-sel kezeltiik intranasalisan naponta kétszer.
Néhany éallatot a fertdzott csoportokbdl megoltiink 3 nappal a fert6zés utan, és a szerveiken

szOvettani vizsgalatot végeztiink.

Invaziv pulmonalis aspergillosisban szenvedé allatok kombinalt PAF és amfotericin B

kezelése

Két fliggetlen kisérletben immunszupprimalt egereket véletlenszerlien 6t csoportra osztottunk
(0sszesen 11 egér csoportonként). Négy csoport allatait megfertdztiikk Aspergillus spéraval, a
nem fertdézott csoport volt a negativ kontroll. Minden antifungalis kezelést a gombds fert6zés
napjan kezdtiink el, és az allatok halalaig tartott. Az els6 fert6zott csoportot PAF-fal és
amfotericin B-desoxycholate-tal (Fungizone, Bristol-Myers Squibb, Montreal, QC, Canada)
kezeltiik, a méasodik csoportot PAF-fal, a harmadik csoportot AMB-val, és a pozitiv kontroll
csoportot csak PBS-sel. PBS-ben oldott 5,4 mg/kg doézisi PAF-ot adtunk be IP 100 pL
térfogatban naponta kétszer, é€s 50 pL-t adtunk be pipettdval az allatok orrnyilasaiba
anaesthesidban naponta egyszer. 100 pL. AMB-t adtunk be IP 2,5 illetve 5 mg/kg
koncentracioban hdrom alkalommal a gombas fertdzést kovetd 1., 2. és 4. napon [173]. A
negativ kontroll csoport allatait csak PBS-sel kezeltiik azonos médon, mint a PAF-fal kezelt

csoportban. A fertdzott allatok haldla utan, a szerveiket eltavolitottuk szdvettani vizsgalatra.
Vegyszerek és statisztikai analizis

A vegyszereket, amennyiben kiilon nem jelezziik, a Sigmatdl szereztiik be (St. Louis, USA) és

analitikai mindségliek voltak.

Az atlagot a kozépértékek + standard hiba (SE) alakban adtuk meg. A kontroll és kezelt
allatok kozotti kiilonbségeket egy valtozds varianciaanalizissel (ANOVA) és tobbszoros
Osszehasonlité teszttel (Student-Newman-Keuls mddszer) allapitottuk meg. F préobat
hasznaltunk, hogy megallapitsuk a szignifikancia mértékét, és a 0,05 alatti P értéket

tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

A tulélési szazalékot a Kaplan-Meier modszerrel szamoltuk ki. A tdlélési aranyt, mint az id6

fiiggvényét a kovetkezd Gompertz mortalitasi rata egyenlettel illesztettiik:
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Rm = (Ro-pl) x exp(a *t),
ahol Ry a kezdeti haldlozasi arany, pl a plat6 a kisérlet végén, o a Gompertz paraméter és t az
idd.

A tulélési gorbék kozotti kiilonbségek szignifikancidjat, az illesztett Gompertz paraméterben
(o) statisztikailag elfogadott kiilonbségként, és a log-rank (Mantel-Cox) teszttel allapitottuk
meg. Az eredmények statisztikai elemzését a GraphPad Prism 6.0 szoftverrel (La Jolla, CA,

USA) végeztiik.
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Eredmények

A PAF biztonsagossaganak vizsgalata egészséges egereken

Az intranasalisan PAF-fal kezelt allatok szovettani vizsgalata és laboratériumi értékei

A PAF-ot egereken in vivo kiillonboz6é dozisokban (5-2700 ug/kg) vizsgaltuk egy hosszabb (8
hét), illetve egy rovidebb ideig (2 hét) nagy dozisban (2700 pg/kg). Az utébbi esetben a PAF-
ot naponta adtuk, az el6z0 esetben pedig hetente egyszer. A human terdpidban a PAF
legval6szintibb felhaszndlasa az aspergillosis kezelése lenne, amelyhez a gydgyszert a
légutakon keresztiil kellene bejuttatni, valdszintileg inhaldtorok segitségével. Ezért ezt
probaltuk meg szimuldlni a PAF-nak az egerek légitjaiba vald bejuttatasaval ugy, hogy
anesztézidban adagoltuk az orron keresztiil. A moddszer alkalmazhat6sagat pedig egy
fiiggetlen kisérletben igazoltuk, ahol megmutattuk, hogy a folyadék eléri az alveolusokat (15.
abra). A kisérletek soran egy 4llat sem pusztult el a szer alkalmazasa kovetkeztében, és a
sulyuk és a fizikalis aktivitisuk valtozatlan maradt a teljes kisérlet ideje alatt. A PAF
adagolasanak kovetkeztében kialakulo lehetséges morfologiai eltérések vizsgalatara
szOvettani vizsgilatot végeztiink néhiny allat tiidejébdl, veséjébodl és a majbol. Amint az a 19.
abran lathatd, nem taldltunk semmilyen patoldgias eltérést a szovettani vizsgalatok soran a
tiildékben (19. A 4bra), a vesékben (19. B dbra), sem a majban (19. C 4bra) a PAF rovid tava
(2 hét, napi) adagolasa utan. Hasonlé megfigyeléseket tettiink a hosszu tavua (8 hetes, heti 1)
kezelés sordn is. Az egerektdl vért vettiink a kisérletek kezdetén és végén a fontosabb
laboratériumi paraméterek vizsgalatdhoz. Az 0ssz-fehérvérsejtszam (1,94+0,15 és 1,83%0,18
10%/1; kontroll vs. kezelt; Fus = 0,2, p = 0,66) és a neutrophilek aranya (2,08+0,57 és
2,1020,29%; kontroll vs. kezelt; Fqg) = 0,001, p = 0,98) véltozatlan maradt a legmagasabb
PAF koncentracio (2700 pg/kg) 2 hetes napi adagolasa mellett. Tovabba a méjenzimek €s
ionok koncentracidja a vérben nem mutatott szignifikdns emelkedést/eltérést a PAF kezelés
utan (2. tablazat). A PAF alkalmazisa sordn nem volt szignifikins valtozds az egerek
sulydban. A rovid tava alkalmazis soran az atlagos tomeg 21,60,2 g volt a kezelés kezdetén,
és 21,7%0,3 g a kezelés végén (F1.8) = 0,01, p = 0,92), és 20,7+0,8 g és 20,4+0,2 g a kontroll
csoportban (Fag = 0,17, p = 0,70). A PAF kezelés nem véltoztatta meg az allatok
novekedését a hosszu tava (8 hetes) kisérlet soran sem. Ezen eredmények alapjan a PAF
alkalmazdsa nem valtott ki semmilyen l4thaté eltérést a szervek morfologidjdban, sem

altalanos immunvalaszt nem indukalt.
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2. tablazat
Fontos plazma paraméterek kontroll és intranasalisan PAF-fal kezelt egerekbol

Kontroll PAF

(n=16) (n=10)
Kreatinin (umol/1) 34,6%+1,9 37,9+1,2
Total bilirubin (mmol/l1) 3,18+0,55 3,00%0,1
AST-GOT (U/N) 464,1+74,8 391,7+91,3
ALT-GPT (U/N) 86,7+16,3 54,1+12.9
Albumin (g/1) 18,7+1,6 16,2+1,2
Ca** (mmol/l) 1,17+0,13 1,10+0,04
K" (mmol/l) 5,11+0,19 4,64%0,18
Na™ (mmol/l) 137,6£2,6 131,8+0,6
AST — aszpartit aminotranszferdz, ALT — alanin transzaminidz, GOT — glutamat

oxaloacetét transzaminaz, GPT — glutamat piruvat transzaminaz.
A PAF kezelés utani értékek koziil egy sem kiilonbozott szignifikdnsan a kontroll értékektdl
(F probat hasznélva: 24 szabadsagi fok minden esetben; Fi24 =2,98, p >0,11).

A PAF jelenléte és aktivitasa a tiidokben

A modszeriink bizonyitasahoz, hogy nem csak az oldoszer, hanem a PAF is jelen van a
tiildében intranasalis adagolas utan — tomegspektrometriat alkalmaztunk, hogy bizonyitsuk a
fehérje jelenlétét a kezelt allatok tiidejében. A PAF mennyiségét a tomegspektrometriai
grafikonok gorbe alatti teriiletének szamitasaval hataroztuk meg. A relativ PAF mennyiséget
(a teljes fehérje tartalomra normalizdlva) megmértiikk a kontroll (n=4) és a PAF-fal kezelt
(n=5) tiid6 mintdkban (20. abra). Az eredmények szerint az antifungélis fehérje egyértelmiien
jelen van a PAF-fal kezelt allatok tiidejében és a mennyisége (3,2+0,7 AUC/mg fehérje)
szignifikdnsan kiilonbozik a nullatdél (Fa8) = 22,121, p = 2,1-107%), és szignifikdnsan
nagyobb a standardndl is (1,4+0,7 AUC/mg fehérje, Fu,12) = 6,8, p = 0,023). A kezeletlen
egerekbdl nyert eredmények szerint a PAF tartalom nem kiilonb6zott szignifikdnsan a nullatol
(0,010+0,007 AUC/mg fehérje; Fq,14) = 0,197, p = 0,665).

Annak bizonyitasara, hogy a PAF megtartotta az antifungéalis aktivitasat a tiidoben, a kontroll
és PAF-fal kezelt egerek tiidejének homogenizatuméat hasznaltuk A. nidulans ellen in vitro
tesztben. A homogenizitumok feliilisz6janak 100 pl-e olyan mértékben gatolta az A. nidulans
novekedését, mint 50 upg/ml PAF oldat. Nevezetesen, az A. nidulans novekedését
szignifikdnsan 25,2+1,6%-ra csokkentette (Fa4) = 3350,5, p = 5,3-1077, ahol 100 % a
novekedés a PAF mentes tenyésztd tipkozegben). Csokkentve a haszndlt feliiliszo

mennyiségét 75 pl-re vagy 50 pl-re, a ndvekedés gatld hatas is csokkent (39,4%1,2%-ra, F(1.4)
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= 3524,1, p = 4,8-1077 és 55,3%1,5%-ra, Fa4 = 1184,5, p = 4,3-107%), de még mindig
szignifikdns maradt. A PAF-fal nem kezelt egerekbdl szarmazé tiiddhomogenizatum nem

mutatott novekedésgatld hatast A. nidulanson (93,1+0,6%).
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20. abra. A relativ PAF mennyiségek meghatarozasa tomegspektrometriaval. A gorbe alatti
teriilet (AUC) értékei megfelelnek a tiidokben jelen levd PAF mennyiségének a kontroll (bal
oszlop) és PAF-fal kezelt egerekben (kozépsd oszlop). Osszehasonlitasképpen a jobb oszlop az
atlagos AUC értékeket mutatja kontroll egerekbdl szdrmazd tiid6 homogenizdtumokon,
melyekhez 250 fmol PAF-ot adtunk kozvetleniil a mérés eldtt. Az Gsszes értéket a mintdk teljes
fehérje tartalméira normalizaltuk. *A szignifikans kiilonbséget mutatja a kontroll és PAF-fal
kezelt egerek kozott (p < 0,001).

PAF kezelés hatasa a tiidokben

A PAF kezelés tiidogyulladast kivaltd hatdsdnak vizsgalata céljabol egy udj, nem invaziv

mddszert hasznaltunk, mely '"SFDG pozitron emissziés tomografian alapszik. A mddszer
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érzékeny minden sejtfolyamatra, amely metabolizdlja a gluk6zt, mivel a 18-
fluorodeoxiglukozt a glukoztranszporterek felveszik a sejtekbe, és nem tudjdk metabolizalni a
BEDG-6-foszfatta vald foszforilacié utdn. A felhalmozddasa ezért aranyos a glukéz felvétellel
és kovetkezésképpen a sejt metabolikus aktivitdsaval [174]. Az FDG-PET vizsgalatokat 3
csoportba véletlenszerlien szétosztott 14 egéren végeztiik. A test 3D képét az elkészitett
felvételekbdl rekonstrualtuk, és a tiidoket vizsgéalandé teriiletnek (ROI; lasd 21. dbra bal
panel) jeloltiik ki. A '8 FDG akkumul4ci6 intenzitasat a ROI-n beliil a gyulladds mértékeként
értékeltiik. Ez a mddszer lehetséget adott arra, hogy megbecsiiljiik, illetve kovessiik a fellépd
gyulladasos reakcidkat az egerekben. A 21. abran lathatéak a rekonstrudlt képek egerekrol,
melyeket el6z6 nap fiziologias sooldattal (21. A abra), PAF-ot tartalmazé so6oldattal (2700
ug/kg; 21. B ébra), illetve a pozitiv kontrollként hasznalt LPS-t tartalmaz6 séoldattal (250
ng/kg, 21. C abra) kezeltiink. Tisztan lathato a felvételekrdl, hogy mig a PAF 6nmagaban nem
fokozta az emissziOs intenzitast a tiidében a kontrollhoz képest, addig az LPS észrevehetd
emelkedést okozott az emisszioban, mely jelzi a gyulladids jelenlétét. Ezeket a
megfigyeléseket szamszerlsitettiik azaltal, hogy kiszamoltuk a ROI-kban az emisszidt. Az
atlagolt adatok szignifikdns csokkenést mutattak a PAF-fal kezelt csoportban (0,50%0,01
SUV, n =4, Fue = 33,43, p = 0,01) a kontrollal 6sszehasonlitva (0,72+£0,04 SUV, n = 4) és
szignifikdns emelkedést az LPS-sel kezelt 4llatokban (0,99+0,09 SUV, n =6, Fu s =5,55,p =
0,04).

A PET eredmények megerositéséhez feldldoztunk néhany allatot minden csoportbol, €és
szovettani vizsgalatot végeztiink. A H&E festéssel jelolt metszetek bizonyitottdk a gyulladas
hianyéat a kontroll és a PAF-fal kezelt allatokban, mig kiterjedt gyulladast mutattak az LPS-sel
kezelt allatokban (21. dbra A-C jobb panel). Tovabba a tiidokarosodasi rata szignifikansan
magasabb volt az LPS-sel kezelt csoportban (3,7+0,5, Fq,11y = 19,5, p = 0,001), mint a
kontroll csoportban (1,0+0,4). Masrészt a PAF-fal kezelt csoport pontszama (1,3+0,3, F,11) =
0,39, p = 0,54) majdnem teljesen megegyezett a kontroll csoportéval. Tovabba az LPS-sel
ellentétben, a PAF kezelést nem kisérte tiidooedema kialakuldsa. A tiidogyulladast és
tiiddooedema képzdodést vizsgald egyszerli modszeriink szerint az LPS-sel kezelt csoportban
szignfikdnsan novekedett a tiidd nedves-szaraz tomegaranya (4,0420,10, Fae = 11,041, p =
0,016) a kontrollhoz képest (3,61+0,07), mig a PAF nem novelte ezt az aranyt szignifikansan
(3,81%0,10, F1.6) = 2,75, p = 0,15) 24 6raval a kezelés utan vizsgalva.
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21. abra. A PAF gyulladaskelté hatasainak kimutatasa egér tiidékben MiniPET-II. FDG-
PET képekkel (bal oldali oszlop) és H&E festéssel késziilt tiidometszetek (jobb oldali
oszlop) kontroll (A), PAF-fal kezelt (B) és LPS-sel kezelt (C) egerekbdl. A transzaxialis
PET képeken piros vonalakkal jelolt ROI-k a tiidok helyzetét jelolik, ahonnan a SUV
szamitasokat végeztilk. Az LPS-sel kezelt egerek tiidejében nagyobb intenzitasu teriiletek
figyelhetOk meg a transzaxialis és koronalis PET képeken a C panelen (nyilakkal jeldlve), ami

az extenziv akut gyulladasra jellemzo.
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PAF kezelés hatasa borre

Habar a PAF humén alkalmazasa aspergillosis ellen valdsziniileg belégzés utjan torténne, a
felszini alkalmazas is megfontolandd, mivel a PAF sok dermatophytonra gatl6 hatassal bir. A
PAF lokalis, kontakt borgyulladast okozé hatasanak vizsgalatidhoz egy irritdcios dermatitis

modellt hasznaltunk, ahol a fiilek duzzanatat mértiik.
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22. abra. A PAF gyulladaskelté hatasainak vizsgalata egerek fiilén irritativ
dermatitis modell hasznalataval. H&E festéssel késziilt fiil metszetek (A) kontroll
(baloldalon), PAF-fal kezelt (kozépen), és PMA-val kezelt (jobb oldalon)
egerekbol. PMA jelenlétében oedema képzddés figyelhetd meg a dermisben, ami
hianyzik a kontroll és PAF-fal kezelt egerekben. A fiilvastagsag atlagos novekedése
(B). *A szignifikéans kiilonbséget (p<0,05) mutatja a kontrollhoz képest.
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A PAF kezelés nem okozta a fiilek duzzanatat az alkalmazott dozisban. Masrészt a PMA,
amelyet pozitiv kontrollként hasznaltunk, oedeméit okozott (22. A &4bra), mely gyulladast
jelez. Az utébbi megfigyelés bizonyitotta, hogy a modell elég érzékeny ahhoz, hogy jelezze a
gyulladast. Kiilonosen a PMA-val kezelt csoportban a fiilvastagsdg novekedése szignifikansan
nagyobb volt (57,5£29,2 um; n = 4) (Fu,10) = 5,42, p = 0,04) az oedema képzddés miatt a
kontrollhoz hasonlitva. Ellenben a PAF-fal kezelt allatok fiilvastagsiganak novekedése
lényegében azonos volt a kontroll csoporttal (22,5+5,0 és 23,8+9,2 um; a kontroll és a PAF-
fal kezelt csoportban, n = 4 mindkét csoportban, Fi.10) = 0,06, p = 0,81; 22. B abra).

Az intraperitonealis PAF kezelés hatasai

A kisérletek soran kideriilt, hogy az orron keresztiili PAF alkalmazas nem volt olyan sikeres,
mint vartuk, ezért a szert intraperitonealisan is adagoltuk. Kontroll, gombéaval nem fert6zott
egereket kezeltiink intraperitonealisan 0 és 5,4 mg/kg dozisu PAF-fal naponta kétszer egy

hétig. Vérmintakat vettiink a kisérlet kezdetén és végén (3. tablazat).

3. tablazat
Fontos plazma paraméterek a kontroll és IP PAF-fal kezelt egerekbol

Kontroll PAF F statisztika
Fehérvérsejtszam (G/1) 9,75+0,51 5,87+0,41%2 F1.14=35,53, P=3%x10"°
Neutrophil (%) 20,1+£2,6 23,2%2.5 F1,14=0,71, P=0,41
Kreatinin (umol/1) 14,1+£2,1 13£1,5 F1.14=0,20, P=0,66
Totéal bilirubin (mmol/l) 1,68+0,11 1,63+0,11 F1,14=0,17, P=0,70
AST-GOT (U/l) 389,5+45,2 238,8+56 F1,14=4,39, P=0,08
ALT-GPT (U/T) 208,6+63,7 82,3+394 F1,14=1,73, P=0,22
Albumin (g/1) 35,4+0,5 37,3%1,3 F1,14=1,83, P=0,20
Ca*" (mmol/l) 2,41+0,01 2,49+0,07 F1,14=1,23, P=0,31
K* (mmol/l) 7,73+0,38 7,56+0,41 F1,14=0,08, P=0,79
Na*® (mmol/l) 149,4+0,9 149,5+0,6 F1,14=0,01, P=0,93
CI" (mmol/T) 109,3+0,7 108,3%+0,6 F1,14=1,04, P=0,33

Roviditések: Aszpartit aminotranszferaz, AST; alanin transzaminidz, ALT; glutamat
oxaloacetét transzaminaz, GOT; glutamét piruvét transzaminaz, GPT; intraperitonealis, IP.

aA fehérvérsejtszamok kivételével egy érték sem kiillonbozott szignifikdnsan a PAF kezelés
utan a kontrolltél.
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Habar a teljes fehérvérsejtszam enyhén csokkent (Fi14=35,5, p=3+10"), a neutrofilek
szazaléka valtozatlan maradt (F(1,14=0,71, p=0,41). Tovabba a vér majenzim koncentracidja
€s az ionok szintje nem mutatott szignifikins (0,01<F,14<4,39, 0,08<p<0,93)
emelkedést/eltérést PAF kezelés utdn. Nem volt szignifikans eltérés az allatok tomegében az
IP PAF kezelés soran. Az allatok atlagos tomege 17,0+0,3 g volt a kisérlet kezdetén és
17,2+0,4 g a végén (F1,14=0,19, p=0,67). Ezen eredmények szerint a PAF intraperitonealis
adagolasa nem okozott semmilyen valtozast az 4allatokban, €s nem indukélt semmilyen

immunvalaszt sem, hasonl6an a nasalis adagolashoz.
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A PAF hatasossaganak vizsgalata tiidéaspergillosisban szenvedo egereken

Az intranasalis PAF kezelés hatasa

A PAF legvaldsziniibb alkalmazdsa a huméan terdpidban a tiidGaspergillosis kezelésére a
légutakon keresztiili bejuttatds lenne. Ezt az eljardst szimulaltuk azzal, hogy a PAF-ot
intranasalisan adagoltuk egereknek nagy koncentracidban (5,4 mg/kg). Az IPA-t6] szenvedd
fertdzott allatok egyértelmiien betegek voltak, lassan mozogtak és a szoriik fénytelen volt.

Tovébba, a silyuk szignifikansan csokkent (4. tablazat).

4. tablazat
Az egerek atlagos testtomege kiillonb6zo kezelések utan

Relativ id6 a
fertozéshez képest

F statisztika

-1 nap +3 nap
Intranasalis kezelés
Negativ kontroll (n=6) 17,9+0,7 17,2+0,4 F1.10=0,13, P=0,73
Pozitiv kontroll (n=23) 17,1£0,4 13,8+0,3% F1.44=42,9, P=2x10"*
PAF-fal kezelt (n=26) 17+0,4 13,7+0,4* Fis0=41,1, P=2x10"*
Intranasalis és IP kezelés
Negativ kontroll (n=11) 18,5+0,2 17,2+0,7 F1.20=4,24, P=0,06
Pozitiv kontroll (n=11) 18,5+0,1 11,9+0,1% F120=338, P=2x10"3
PAF-fal kezelt (n=11) 17,5%0,5 12,2+0,3* F120=73,6, P=6x10"3
AMB-vel kezelt (n=11) 18,6+0,2 12,6+0,32 F120=192, P=7x10"8
PAF+AMB-vel kezelt (n=11) 19,4+0,5 12,7+0,3% F120=115, P=5x10"°

Roviditések: Amfotericin B, AMB; intraperitonealis, IP

* mutatja a gomba fert6zés elotti (-1 nap) testtomegtdl szignifikéns kiilonbséget. Az értékek
grammban vannak megadva. A negativ kontroll csoport allatait immunszupprimaltuk, de nem
fertdztiik meg A. fumigatus-szal.

A PAF késleltette a halalukat kb. egy nappal, de minden allat elpusztult a kilencedik napra
(23. A abra). Ellenben a kontroll nem fertdzott allatok, melyeket csak PBS-ben oldott PAF-fal
kezeltiink, 100%-os tilélést mutattak, és a testsulyuk stabil volt (4. tablazat). Osszességében
az intranasalis PAF kezelés nem novelte szignifikdnsan (F(47=0,23, p=0,63) az allatok
atlagos tulélési idejét (23. B 4bra).
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23. abra. A pulmonalis aspergillosisban szenved6é egerek tulélése nasalis PAF kezeléssel
vagy anélkiil. (A) Tulélési gorbék ot fiiggetlen kisérletbdl, kezeletlen (fekete @, n=23) és 5,4
mg/kg PAF-fal kezelt (sziirke A, n=26) egér csoportok, melyeket intranasalisan megfertdztiink
3.5 x 10° Aspergillus fumigatus sporaval/50 ul foszfat-pufferelt séoldatban (PBS). A negativ
kontroll (nincs gomba fert6zés, kék ¥, n=6) 100% tulélést mutat. (B) A gombaval fert6zott

egerek atlagos tulélési ideje PAF kezeléssel (PAF) és anélkiil (pozitiv kontroll). A hibavonalak
a standard hibat mutatjak.

A tiidok szoOvettani vizsgalata silyos multifokalis 1ézidkat mutatott, melyeket makrofagok és
neutrofil granulocytak infiltracidja jellemzett vaszkularis jelenségekkel egyiitt (thrombusok,
nekrozis és vérzések) és alveolaris és bronchidlis epithelialis sejtnekrozissal. Az antifungélis
proteinnel tortént intranasalis kezelésnek nem volt figyelemre méltd pozitiv hatasa a
tiildékben. A pozitiv kontroll egerekben nagyszamu proliferal6 hifat (24. dbra bal oldali panel)
¢és koagulacids nekrozist figyeltiink meg a vérerekben, szeptumokban, bronchiolusokban, és
alveolusokban. Az intranasalis PAF kezelésben részesiilt egerek tiidejében ugyancsak gyakran
figyeltiink meg hifakat a bronchiolusokban €s az alveolusokban. Habéar a hifdk vérerekbe

torténd invazidja nem volt megfigyelhetd (24. abra jobb oldali panel).
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24. abra. Pulmonalis aspergillosisban szenved6 egerek tiidészovetének szovettani
vizsgalata nasalis PAF kezeléssel és anélkiil. A reprezentativ képek a hematoxilin-eosin
(H&E) (A és B) és PAS (C és D) festéssel késziilt tiidoszovet metszetek szovettani
sajatossagait mutatjak a kezeletlen pozitiv kontroll (bal oldali oszlop) és 5,4 mg/kg PAF-fal
kezelt (jobb oldali oszlop) invaziv pulmonalis aspergillosisban (IPA) szenvedd egerekbdl két
nagyitisban. A Kkiterjedt gomba novekedés és szovetkarosodds egyértelmiien lathaté a
kezeletlen IPA egerekben. A PAF-fal kezelt egerekben kevésbé kiterjedt gombas fert6zés van
jelen. A nyilak gomba csomdkat mutatnak nagy siirliségli gombaval és proliferalé hifakkal.
Figyelje meg az élénk magenta szind hifakat a C és D képeken.
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A tiid6 karosodasi értéke szignifikdnsan magasabb volt mindkét esetben (6,0+0,0 és 5,3*1,2 a
pozitiv kontrollban és a PAF-fal kezelt egerekben), mint a nem fert6zott negativ kontroll
allatokban (0,3+0,3; F,6=18,5, p=0,003). A PAF-fal kezelt allatoknak csak minimélisan, de
nem szignifikdnsan kisebb értékei voltak, mint a kezeletlen egereknek (F1.4)=0,31, p=0,61).

Fontos megemliteni, hogy nem talaltunk gombas fert6zést a vesékben és a majban.
Pulmonalis aspergillosisban szenved6 allatok kombinalt kezelése

A PAF pozitiv hatdsainak fokozdsdhoz az intranasalis adagolast kiegészitettiik
intraperitonealis injekcidval. A PAF és AMB kombinalt alkalmazasat is teszteltiik. Az in vivo
alkalmazas eldtt in vitro PAF és AMB gydgyszer kombinacids vizsgilatot végeztiink. Kiilon
AMB-vel és PAF-fal a MIC értékek A. fumigatus AF 293 ellen 1 pg/ml és 300 pg/ml-nek
addédtak. A FICI értékek szerint in vitro szinergisztikus hatéas all fenn, ha az AMB-t PAF-fal
kombinaljuk. A FICI értékeket a szerek individuélis és kombinalt MIC értékeibdl (0,25 pg/ml
az AMB és 50 pg/ml a PAF esetén) szamoltuk ki, és ez 0,42-nek addédott. A 25. A 4bra
mutatja a PAF-fal, amfotericin B-vel (5 mg/kg), illetve mindkét szerrel egyiittesen kezelt
fertdzott allatok tdlélését. Tisztan lathatd a 26. B dbran, hogy mig sem a PAF, sem az AMB
egyediil nem novelte meg a tilélést, a kombinalt kezelés figyelemre méltdéan
meghosszabbitotta az élettartamot. Ebben a kisérletben minden fert6zott allat elpusztult 7
napon beliil fiiggetleniil a kapott kezeléstol. A kezeletlen fert6zott csoportban az allatok tobb,
mint 80%-a meghalt 5 nap utdn. Lényeges, hogy ezen a napon a PAF-fal vagy AMB-vel
kezelt allatok tobb mint 50%-a még életben volt. Emlitésre mélt6, hogy a kombinalt kezelést
kap6 csoportban csak az allatok 30%-a halt meg az 5. napig. Hat nap utan minden PAF-fal
kezelt allat elpusztult, mig az AMB-vel kezelt allatok 9%-a, és a kombinélt kezelést kapott
allatok 27%-a életben volt. Osszességében a PAF és az AMB kezelés 1 nappal novelte meg az
allatok tulélését, mig néhany allat a kombinalt kezelést kapd csoportban két nappal tovabb élt,
mint a kezeletlen csoport tagjai. A tdlélési gorbék kozti kiilonbségek vizsgilatdhoz, az
adatokat az 1-es egyenlettel illesztettiik (25. A abra). Mig a Gompertz haldlozasi rata magas
volt (0=1,596) a pozitiv kontroll csoportban, szignifikdnsan alacsonyabb volt a PAF-fal
(0=0,6882, p<0,001) és AMB-vel kezelt (0=0,6146, p<0,001) csoportban. Tovabba, a
kombinalt kezelés szignifikdnsan lelassitotta a haldlozast (¢=0,4831, p<0,001) a kezeletlen
csoporthoz képest. Mivel minden 4allat elpusztult minden csoportban az illesztett egyenletben

a plato (pl) értékét nullanak tekintettiik.
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25. abra. Pulmonalis aspergillosisban szenved6 egerek tilélése intraperitonealis PAF
és amhotericin B (AMB) kezeléssel és anélkiil. Tulélési gorbék két fiiggetlen kisérletbdl
kezeletlen (fekete o, n=11), PAF-fal kezelt (sziirke A, n=11), 5 mg/kg AMB-vel kezelt
(piros 4, n=11) és kombinalt PAF-AMB-vel kezelt (z6ld m, n=11) egér csoportokbol,
melyeket intranasalisan megfertdztiink 3,5 x 10° A. fumigatus spéraval/50 pL PBS-ben. A
negativ kontroll (nincs gombafertdzés, kék ¥, n=11) 100 % tulélést mutat. A 4. napon
kezd6dd vonalak a fert6zott csoportokban a legjobb illeszkedést (Gompertz mortalitasi
egyenlet) mutatjak az atlagokhoz.

///////

kap6 csoportokban (F(1,20=0,20, p=0,66). A PAF kezelés 6nmagéban egy kozel szignifikans
novekedést okozott az allatok atlagos tulélésében (F(120=4,02, p=0,06). Masrészt, az AMB
egyediil (F1.20=4,88, p=0,04), és a kombinalt PAF és AMB kezelés (F(1,20=6,99, p=0,02)

szignifikdnsan megnovelte az allatok tilélését.
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Atlagos tulélési id6 (nap)

Pozitiv kontroll PAF-al kezelt AMB-vel kezelt PAF+AMB kezelés

26. abra. Pulmonalis aspergillosisban szenved6 egerek tilélése intraperitonealis PAF
és amhotericin B (AMB) kezeléssel és anélkiil. A gombaval fertdzott egerek atlagos

kezeléssel.
* Jelzi a szignifikdns kiilonbséget a pozitiv kontrolltél (P=0,06, P=0,04 és P=0,02 PAF,
AMB és PAF+AMB kezelés esetén. A hibavonalak a standard hibat mutatjak.

Ezeket a megfigyeléseket szovettani vizsgalatokkal erdsitettiik meg. Az intraperitonealisan
PAF-fal kezelt egerek tiidejében szamos proliferal6 hifat (27. abra bal panelek) és koagulacios
nekroézist taldltunk a bronchiolusokban és alveolusokban. A PAF-fal és AMB-vel egyiittesen
kezelt allatok tiidejében hifdkat nem figyeltiink meg (27. 4bra jobb oldali panelek). A
metszetek H&E festése kevésbé Kkiterjedt gyulladast igazolt a kombinalt PAF és AMB
kezelést kapo allatokban (27. A €s 27. B dbrak). Tovabba, a PAS festés bizonyitotta a kiterjedt
gombas fertdzés jelenlétét az egyféle antimycoticus kezelést (PAF vagy AMB) kapd
allatokban, és a fertdzés hianyat, amikor a PAF-ot és AMB-t kombinéciéban alkalmaztuk (27.
C és 27. D abrak). Tovabba a tiidé karosodas értéke alacsonyabb volt a kombinalt kezelést
kap6 csoportban (4,0+0,6, F(1,5=4,96, p=0,08), mint a kontroll csoportban (6,3+0,8). Masrészt
a PAF kezelést kapott csoport értéke (5,0+0,0) majdnem azonos volt az AMB-vel kezelt
allatokéval (5,3%0,6, Fu14=0,25, p=0,64). Azonban egyik sem volt szignifikdnsan
alacsonyabb, mint a kontroll érték (F,7=1,11, p=0,38.)
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PAF+AMB

27. abra. Intraperitonealis PAF és amhotericin B (AMB) kezelésben részesiilt pulmona-
lis aspergillosishan szenvedd egerek tiidészoveteinek szovettani vizsgalata. A
reprezentativ képek a hematoxilin-eosin (H&E) (A és B) és PAS (C és D) festéssel késziilt
tildészovet metszetek szdvettani sajatossagait mutatjak a PAF-fal kezelt (bal oldali oszlop) és
PAF-fal és amfotericin B-vel kezelt (jobb oldali oszlop) invaziv pulmonalis aspergillosisban
(IPA) szenvedd egerekbdl két nagyitasban. A kiterjedt gomba novekedés és szovetkarosodas
egyértelmiien l4that6 a PAF-fal kezelt IPA egerekben (nyilakkal jelolve). A kombinalt kezelést
kap¢ allatok tiidejében nem voltak megfigyelhetéek gomba labdak és hifik.
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Kombinalt kezelés csokkentett AMB koncentracioval

A PAF hatékonysiaganak vizsgéalatahoz, az el6zd kisérletet megismételtiik csokkentett
koncentraci6ji AMB-vel (2,5 mg/kg). A kombinalt PAF és AMB kezelést (n=6) a csak AMB
kezelést kapo csoporthoz hasonlitottuk (n=11). A 28. A abra mutatja, hogy az AMB
onmagaban késleltette, de nem akadalyozta meg az allatok halalat. Nyolc nap utdn minden
AMB-vel kezelt allat elpusztult, mig a PAF-fal valé kombinalt alkalmazasa nem csak tovabb
késleltette az aspergillosis kifejlodését, de egy fertdzott egér tilélését okozta (16,6%).
Ellenben minden fert6zott, és nem kezelt dllat (n=12) elpusztult 7 napon beliil. A kombinalt
PAF és AMB kezelés 1 nappal novelte meg az &llatok tdlélését, és 1 allat tilélte az
aspergillosist. Mivel az allatok hamarabb kezdtek el pusztulni (a 2. napon) a pozitiv kontroll
csoportban, a tuilélési gorbék analizise egy lassi Gompertz haldlozasi ratat (0=0,2822)
eredményezett. Ez szignifikdnsan magasabb volt az AMB-vel kezelt csoportokban (0=0,4292,
p=0,002), de az allatok csak a harmadik napon kezdtek el pusztulni. Mindkét esetben a tilélod
allatok végsd szama (platd) O volt. Masrészt, a kombinalt kezelés a 4. napig késleltette az
allatok pusztulasanak kezdetét, novelte az allatok tulélését (a platd 14,1%), és szignifikdnsan
kiillonbozd halédlozasi ratat eredményezett (0=0,4689, p=0,007) a kezeletlen csoporthoz

hasonlitva.

///////

kap6 csoportok és a pozitiv kontroll csoport kozott (Fa2n=1,79, p=0,20). Ellenben a
kombinalt PAF és AMB kezelés (F,16=5,48, p=0,03) szignifikdnsan novelte az &llatok

tulélését.
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Pozitiv kontroll AMB-vel kezelt PAF+AMB kezelés

28. abra. Pulmonalis aspergillosisban szenvedo6 egerek tilélése PAF+AMB kezeléssel és
anélkiil, és csokkentett dozisi amfotericin B (AMB) kezeléssel. (A) Tulélési gorbék egy
kisérletbdl kezeletlen (fekete, n=12), 2,5 mg/kg AMB-vel kezelt (piros, n=11) és kombinalt
AMB ¢és PAF kezelésben részesiilt (zold, n=6) egér csoportokbdl, melyeket intranasalisan
megfertdztiink 3,5 x 10% A. fumigatus spéraval/50 uL PBS-ben oldva. A negativ kontroll
(nincs gomba fertézés, kék, n=6) 100% tulélést mutat. Az 1, 3, és 4. napon kezdddo
szaggatott vonalak a fert6zott csoportokban a legjobb illeszkedést mutatjdk (az illesztett
egyenlet a Modszerekben taldlhat) az adatokhoz. (B) A gombéval fertdzott egerek atlagos

*Jelzi a szignifikans eltérést a pozitiv kontrolltdl (P=0,20 és P=0,03 AMB és PAF+AMB
kezelés esetén). A hibavonalak a standard hibat mutatjak.
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Megbeszélés

Az Aspergillus fajok kiemelkedden fontosak az immunszupprimalt betegek megbetegedési és
halalozasi okai kozott [36, 44, 175]. A legjobb elérhetd kezelés ellenére a tulélési rata 12 hét
utan 60-70% kozott mozog invaziv tiidOaspergillosisban szenvedd betegekben [176]. Hasonl6
trend figyelhetd meg a dermatophytonok esetén, amely konnyen terjed o6lt6zokben és
uszodakban, ha rendszeresen sokan hasznaljdk [177]. Mivel az antifungdlis terdpia
hatékonysaga nem teljes egyik gombas fertdzésben sem, 4j antimycoticus szerek kifejlesztése

¢és bevezetése a human teripidban egyértelmiien hasznos lenne.

A Penicillium chrysogenum-bol szarmaz6 antifungélis proteinrél (PAF) bebizonyosodott,
hogy nagyon hatékonyan gatolja a ndvekedését in vitro sok allatpathogén gombanak [1]. A
PAF hatasai ko6z¢€ tartozik a gomba sejtek membranjainak hiperpolarizicidja, a reaktiv oxigén
gyokok képzddésének novekedése, melyek oxidaljak az intracellularis proteineket, lipideket
is okozva [126]. Ezeket a hatdsokat 10 pg/ml koncentricidval sikeriilt kivaltani a
legérzékenyebb fajoknal és 50 pg/ml koncentracional minden érintett fajnal megjelentek [1,
3]. A kisérleteinkben alkalmazott koncentraciokat e korabbi kisérletek alapjan hataroztuk meg
[126], ahol a membran hiperpolarizicié és az apoptosis nyilvanvald jeleit megfigyelték az
Aspergillus hifdkban vagy protoplasztokban PAF kezelés utin. A vizsgalatainkban ezért 5—
2700 pg/kg PAF koncentracidkat hasznaltunk, ami megfelel 2-1100 pg/ml-nek. Arra
szamitottunk, hogy a legnagyobb koncentraci6, amit hasznaltunk, jéval nagyobb anndl, ami az
észlelhetd antifungélis hatashoz sziikséges. Ezt bizonyitottuk in vitro a PAF-fal kezelt egerek
tidéhomogenizatumainak A. nidulans novekedésére kifejtett hatdsanak vizsgalataval.
Val6jaban két kiilonboz6 mddszert haszndltunk a PAF jelenlétének és antifungélis
hatékonysaganak meghatarozasdhoz a kezelt egerek tiidejében. Eldszor tomegspektrometriai
mérések kimutattdk, hogy mérhetd mennyiség volt jelen a fehérjébol a kezelt egerek
tildejében 4 Oraval az inhaldcids adagolds utdn. Mdésodszor, e tiiddk homogenizatumai
sikeresen gatoltdk az A. nidulans novekedését megkozelitdleg 50-70%-kal az alkalmazott
mennyiségtol fiiggden, mig a kezeletlen egerekbdl szarmaz6 homogenizdtumoknak nem volt
ilyen hatasa. Ezen megfigyelések egyértelmiien megmutattak, hogy a protein nem csak jelen

volt a tiidokben 6rakkal a beadasa utin, de a funkciondlis aktivitasat is megtartotta.
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Ugyancsak 1ényeges kiemelni, hogy a PAF-fal kezelt egerek nem mutattak semmi valtozast a
viselkedésiikben. Az Aallatok aktivitisa nem valtozott, beleértve a viz és élelem
fogyasztasukat, illetve a fizikai aktivitasukat. Tovdbba megtartottak a testsilyukat, illetve még
gyarapodott is a sulyuk a fehérje hosszu tava alkalmazésa sordn. Ezek teljesen egybevagnak a
korabbi in vitro vizsgalatainkkal, ahol nem észleltilk toxikus hatdsat a PAF-nak emlds
sejteken: neuronokon, endothelialis sejteken és vazizom rostokon [3]. Mindent egyiittvéve, a
PAF in vivo alkalmazasaval kapcsolatos jelenlegi megfigyeléseink egyértelmiien arra utalnak,
hogy ez az antifungélis szer a hasznalt koncentraci6é tartomanyban nincs hatassal a kezelt

allatok altalanos allapotara.

sz

tiildokon, a majon, a vesén és az orrnyalkahértyan szovettani vizsgalatot végeztiink. A tény,
hogy semmilyen morfologiai eltérést nem figyeltiink meg ezekben a szervekben, alatdmasztja,
hogy a PAF-nak nincsenek toxikus hatasai, habar az ideg-, a muszkuloszkeletilis,
kardiovaszkularis, és lymphoreticularis rendszereket is meg kellene vizsgédlni, a teljes
toxikologiai vizsgalathoz. A megfigyelésiink szerint a maj, a vesék, a vazizmok esetén a
majenzimek, a fontos szé€rum ionok, a kreatin kinaz szintek a PAF-fal kezelt allatok vérében
lényegében megegyeznek a kontroll allatokéval (3. tablazat). Masrészt meg kell emliteni,
hogy PAF kezelés esetén egy kis csokkend trend volt megfigyelhetd a plazma paraméterek
esetén. Mivel egyes paramétereknél (kreatinin, totdl bilirubin, m4j enzimek) a novekedés, mig
mésok esetén (albumin, Ca?*, K* és Na') minden eltérés patologids lehet, a fehérje
alkalmazasanal szisztematikus toxikus hatdst nem figyeltiink meg. Ez ismét alatdmasztja,

hogy a PAF kezelés nem valtott ki semmilyen detektalhat6 toxikus hatast egereken.

Kordbbi kisérletekben a PAF lehetséges in vitro pro-inflammatorikus hatasat vizsgaltak
oldatokkal kezelték, és az IL-6, IL-8 és TNF-a szintjét mérték. A citokinek termelésében
jelentkezd emelkedés minimalis volt az LPS hatasdhoz képest. Mi itt megvizsgaltuk, hogy a
PAF in vivo alkalmazdsa megvaltoztatja-e a teljes fehérvérsejt szamot €s a neutrophil
granulocytdk relativ aranyat. Az eredmények szerint a PAF jelenléte nem valtott ki semmilyen
valtozast a fehérvérsejtszamban, sem a neutrophil granulocytdk relativ ardnyaban. Tovabba
nem volt neutrophil infiltracié egyik vizsgalt szerv szovettani mintaiban sem. Kiilondsen a

tiidoé esetén a tiidokarosodas értéke hasonléan alacsony volt a kontroll és a PAF-fal kezelt
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csoportban, tehat vérzés nem volt jelen egyik allatcsoportban sem. Habar mivel egy idegen

proteint adtunk be az egereknek, az immunreakcidk lehetdségét nem lehet kizarni.

Ezek a megfigyelések 0sszhangban allnak az FDG-PET technikaval szerzett adatokkal. Mivel
a '8FDG felhalmozoddasa a szovetekben ardnyos a sejtanyagceserével, ezért megfeleld jelzdje a
szoveti gyulladasnak [178]. A PET hasznos lehet a makrofagok és a neutrophilek
aktivacidjanak kimutatdsara korai tiidogyulladdsban. Ezért arra szadmithatunk, hogy egy
vilagos novekedést latunk a '8FDG jelben azokban a szovetekben, ahol gyulladis alakul ki. A
MiniPET-II rendszeriink bizonyitottan megfelelden érzékeny az ilyen jelek észleléséhez. A
PAF alkalmazasa nem jart az FDG-hez kot6dd pozitron emisszid jel emelkedésével, viligosan
jelezve barmilyen gyulladas hidnyat a tiidokben. Méasrészt az LPS, mint pozitiv kontroll, nagy
emelkedést indukalt a SUV értékekben, hasonléan a kordbban LPS-sel kezelt patkdnyok
esetében [178]. Erdemes megjegyezni, hogy néhdny éllatban az FDG-PET vizsgalatokkal
megallapitott gyulladas hianyéat illetve jelenlétét szovettani vizsgalatokkal is megerdsitettiik,
és ezek aldtamasztottak a 'SFDG segitségével tett megfigyeléseinket. Erdekes médon a PAF-
fal kezelt allatokban a SUV értékek csokkentek a kontroll tarsaikhoz képest. Jelenleg nincs
megfeleld magyardzatunk erre a megfigyelésre, habar hasonl6 eredmények sziilettek

daganatellenes szerekkel sejtkultirakban [179].

Korabbi tanulminyok megmutattak, hogy a PAF rendelkezik novekedés gatlo hatissal tobb
dermatophytonra, mely morfologiailag és élettanilag kapcsolddd penészfajok csoportja, és a
gerincesek keratin szoveteit befolyasoljak [2]. Ez felveti a lehet0ségét a PAF lehetséges
terapias felhasznaldsanak dermatophytosisban. Ilyesfajta alkalmazas esetén elkeriilhetetleniil
sziikséges lenne, hogy a PAF boron torténd lokalis alkalmazasa ne valtson kis semmilyen
helyi gyulladasos reakcidt. A kiilonboz6 szerekkel vald felszini kezelés utan a fiilvastagsag
mérése egy elfogadott modellje a boérgyulladdsok detektdlasdnak [168-169]. Ezen
kisérletekbdl szarmazé eredményeink bizonyitjak, hogy a PAF nem véltott ki gyulladast
lokalisan a boron val6 alkalmazas esetén. Ez felveti a lehetdségét, hogy a fehérje hasznalhaté

lenne a helyi és szisztémas dermatophytosis gyogyitasaban.

A hatédsossagi kisérletek eredményei bizonyitjdk, hogy a PAF-nak nincs toxicit4sa, és nincs
gyulladaskelté hatds szamos szervében az egereknek, igy folytathattuk kisérleteinket,

melyekben a PAF antifungalis hatékonysagat vizsgaltuk.
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Osszehasonlitottuk a PAF in vivo antifungilis aktivitisat amikor intranasalisan és
intraperitonealisan adagoltuk, akar onmagéaban, vagy kombindcioban amfotericin B-vel A.
fumigatus altal kivaltott invaziv pulmonalis aspergillosis modellben immunszuppresszalt
egerekben. A modell megfelelden reprodukélhaté volt, és minden kezeletlen allat elpusztult 9
napon beliil a gombds fert6zés utdn. A PAF egy nagyon stabil protein [159], és ezért konnyl
és biztonsidgos elokésziteni a beadasra az alkalmazas modjatdl fiiggetleniil. A nasalis
alkalmazas esetén az antifungdlis hatashoz elegendd koncentriciét meghataroztuk a tiidében
in vitro. Sajnos az alkalmazis modjatdl fiiggetleniil, a protein nem volt kimutathaté a
szérumban. Megjegyzendd a tény, hogy a PAF felhalmozddasa nem volt megfigyelhetd, mely
valosziniileg a szervezetben 1év0 rovid féléletidejével magyarazhatd. Mivel a vérmintakat 120
perccel a szer utolsé intraperitonealis adagolasa utan vettiik, a PAF elég kicsi ahhoz, hogy a
glomerulusokban filtralddjon, és ezért kivalasztédjon a vesékkel. Ez alapjan ahhoz, hogy
kimutathatd PAF koncentraciét érjiink el az egerek szérumaban, a fehérjét nagyobb
koncentracioban kellene alkalmazni, mint ahogy mi a kisérleteinkben adagoltuk. A megfelel

terapias koncentraciokat az IPA kezelésére késobbi vizsgalatokkal kell majd megéllapitani.

A PAF intraperitonealis adagolasa biztaté volt az 5. és 6. fertdzés utani napon a gomba

terjedésének megeldzésére a tiidoben, de végill nem tudta megakadilyozni a gomba

s sz

sz

kezelésében [180-181]. Tovabba, a PAF és AMB egyiittes alkalmazisa egyértelmiien
hatdsosabb volt az egyféle antifungalis szer (PAF vagy AMB) kezelésnél, ha a megnovekedett
szerek hatasa szinergisztikus A. fumigatus-szal szemben. A modelliinkben hasznalt magasabb
dozisu (5 mg/kg) AMB sem volt képes onmagaban megeldzni az IPA terjedését egerekben. A
human terapidban az AMB-t leggyakrabban intravénas (iv.) infuzi6é forméajaban alkalmazzak
1-2 hétig, a szokasos dozisa 3 mg/kg/nap. Az AMB magasabb dézisainal (10 mg/kg/nap) a
nephrotoxicitds eléfordulasa megnovekszik [182]. Habar az IPA-ban szenvedd betegeknél
nem figyeltek meg kiilonbséget a hatékonysidgban az AMB alacsony és nagy dézisa kozott,
mindkét esetben ~50%-ban tapasztaltak pozitiv hatast. Egy 0Osszehasonlitd tanulmany
pozakonazollal és AMB-vel azt taldlta, hogy habar a tilélés pozakonazollal 70-90% kozott
volt, csak 0-50% volt AMB-vel [183]. Az AMB és anidulafungin hatékonysigat ugyancsak

Osszehasonlitottak, és mindkét antifungélis szer megnovelte a tilélést, de végiil az allatok
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legalabb 90%-a elpusztult minden csoportban [184]. Ezek az eredmények 0Osszhangban
vannak a mi megfigyeléseinkkel. Meg kell jegyezniink, hogy az AMB intraperitonealis
adagolasa klinikailag kevésbé relevans, de a PAF-fal valo szinergikus hatasa ilyen mddon is
vizsgalhat6 az allatmodelliinkben. Kordbban kimutattak, hogy az AMB eloszléasa a tiidékben
szignifikansan kiilonb6z6 az intraperitonealis €s intravénas alkalmazasnal [185]. Mivel az IP
adagolasnal az AMB nagyobb mennyiségben volt jelen a tiidokben, mint az iv. adagolasnal,
ezért a késobbi allatkisérletekben az alkalmazott koncentrici6 kiilonbozhet a jelen kisérletben
alkalmazottnél. Az is lehetséges, hogy az altalunk megfigyelt szovettani eltérések részben az
AMB felhalmozddasanak kovetkezménye volt, habar az AMB-t alacsony koncentracidban

alkalmaztuk, és csak 3 alkalommal.

sz 2

sz 2

vel végzett kombinalt kezelés esetében. Ez a megfigyelés felveti a lehetdségét egy csokkentett
dozisi AMB-vel végzett kombinalt kezelésnek, hogy csokkentsék az IPA-ban szenvedd
egereknél megfigyelt toxicitast [186]. Ezzel szemben a PAF alkalmazasinal sem toxicitést,

sem mellékhatast nem figyeltiink meg eddig.

Mas pathogén gombdkhoz hasonl6an, az Apergillus fajok is rezisztenssé valhatnak kiilonbozo
antifungalis szerekkel szemben. Példaul az itrakonazol rezisztenciat 1997-ben jelentették
el6szor [187], és az itrakonazolra rezisztens torzsek tobb mint 50%-a kereszt-rezisztens volt
mas azolokra, mint pl. a vorikonazol és pozakonazol, amelyek az antifungilis terapidk

els6szamu gyogyszerei [82].

Tekintve a gyakran hasznélt antifungalis szerek irdnt kifejlodott rezisztencia terjedését,
siirgdsen sziikséges Uj tipusi antimicoticus szereket taldlni, amelyek hatékonyak a humén
opportunista kérokoz6 Aspergillus fajok ellen. Mi mutattuk ki el6szor, hogy a PAF in vivo
hogy az AMB szinergikusan hatott a PAF-fal in vitro, felveti a lehetdségét, hogy hasonld
kombinacidknak ugyancsak jo hatdsa lehet az IPA-ban szenvedd neutropenids betegek
esetében. Tovabbi in vivo kisérletek sziikségesek més antimycoticus szerek PAF-fal valo
interakcidinak felderitésére, és a megfeleld koncentraciok meghatirozasara, amelyekkel az
IPA vagy mas gombak 4altal okozott betegségek progresszidja megallithatd, vagy akéar

visszafordithato.
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Osszefoglalas

A Penicillium chrysogenum &ltal termelt antifungélis fehérje (PAF) gatolja a szaporodasat
fontos pathogén fonalas gombdaknak, koztik az Aspergillus csalad tagjainak és néhiny
dermatophytonnak. Tovabba a PAF-rdl bebizonyitottdk, hogy nincs toxikus hatdsa emlds
sejtekre in vitro. Annak bizonyitasara, hogy a PAF biztonsigosan hasznalhat6 lehet a human
terapiaban, in vivo kisérleteket végeztiink. Felndtt egereknek adagoltunk PAF-ot
intranasalisan kiilonboz6 koncentraciokban, maximéalisan 2700 pg/kg-ig két hétig naponta. Ez
a koncentracid6 mar erdsen toxikus in vitro az 0Osszes hasznilt érzékeny gombafajra.
Tomegspektrometridval bizonyitottuk, hogy mérhetd mennyiségli PAF halmozoédott fel a
tidokben a kezelés utan. A PAF-fal kezelt egerekbdl szarmazd tiidészovet kivonatok
szignifikdns antifungdlis aktivitist mutattak. Még a legmagasabb koncentracionidl sem
pusztult el egyetlen egy allat sem a kezelés kovetkeztében, illetve nem figyeltiink meg
mellékhatasokat. Szovettani vizsgalattal nem talaltunk patoldgias eltéréseket sem a méjban, a
vesékben, vagy a tiidokben. Kisallat pozitron emisszids tomografidval kimutattuk, hogy sem a
fiziologias séoldat, sem a PAF nem valtott ki gyulladast, mig a lipopoliszacharid igen. A szer
bdrre kifejtett hatasat megvizsgaltuk, ahol az egerek fiileinek vastagsidga nem véltozott PAF
kezelés utan, mig a pozitiv kontroll PMA adésa utén igen. Mivel nem taléltunk toxikus hatast
a PAF adagolésa soran, invaziv pulmonalis aspergillosis (IPA) elleni hatékonysagat teszteltiik
IPA-ban szenvedd egereken. Felndtt egereket immunszupprimaltunk, majd megfertdztiink
Aspergillus fumigatus-szal. A stabil fert6zés l1étrehozasa utin, az allatokat PAF-fal kezeltiik
intranasalisan naponta kétszer 2,7 mg/kg koncentricidban, ami er0sen toxikus in vitro A.
fumigatusra. Az allatok mortalitisa enyhén lassult, de végiil minden allat elpusztult. A
szovettani vizsgalatok massziv gombas fertézést mutattak ki a PAF-fal kezelt és a kezeletlen
allatok tiidejében is. Mivel az intranasalisan adagolt PAF képtelen volt legydzni az IPA-t,
modositott és kombindlt kezeléseket alkalmaztunk. Az IPA-ban szenvedd A4llatok
intraperitonealis kezelése PAF-fal az allatok tulélését csak 1 nappal hosszabbitotta meg.
Hasonl6 eredményeket kaptunk amfotericin B-vel (AMB), amely szinergisztikusan hat in
vitro a PAF-al. A kombinalt kezelés AMB-vel és PAF-fal hatékonyabbnak bizonyult, mint
akir az AMB vagy PAF kezelés onmagiban. Mivel emldsokben eddig nem deriilt ki a PAF-
nak semmilyen toxikus hatdsa, tovdbba nem jelentettek eddig természetes vagy szerzett PAF
rezisztenciaval rendelkezd A. fumigatus torzseket, érdemes lenne tovabbi vizsgédlatokat

végezni a PAF bevezetéséhez potencialis antifungélis szerként a human terapidba.
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Summary

The antifungal protein of Penicillium chrysogenum (PAF) inhibits the growth of important
pathogenic filamentous fungi, including members of the Aspergillus family and some
dermatophytes. PAF was proven to have no toxic effects on mammalian cells in vitro. To
prove that PAF could be safely used in therapy, experiments were carried out to investigate its
in vivo effects. Adult mice were inoculated with PAF intranasally in different concentrations,
up to 2700 pg/kg daily, for 2 weeks. Mass spectrometry confirmed that a measurable amount
of PAF was accumulated in the lungs after the treatment. Lung tissue extracts from PAF
treated mice exerted significant antifungal activity. Even at the highest concentration - a
concentration highly toxic in vitro for all affected molds used - animals neither died due to the
treatment nor were any side effects observed. Histological examinations did not find
pathological reactions in the liver, in the kidney, and in the lungs. Small-animal positron
emission tomography revealed that neither the application of physiological saline nor that of
PAF induced any inflammation while the positive control lipopolysaccharide did. The effect
of the drug on the skin was examined in an irritative dermatitis model where the change in the
thickness of the ears following PAF application was found to be the same as in control. Since
no toxic effects of PAF were found in intranasal application, the next step was to test its
efficacy against invasive pulmonary aspergillosis (IPA), experiments were carried out in mice
suffering from IPA. Adult mice were immunosuppressed and then infected with Aspergillus
fumigatus. After stable infection, the animals were inoculated with PAF intranasally at a
concentration of 2,7 mg/kg twice per day. At this concentration -which is highly toxic in vitro
to A. fumigatus- the mortality of the animals was slightly delayed but finally all animals died.
Histological examinations revealed massive fungal infections in the lungs of both PAF-treated
and untreated animal groups. Because intranasally administered PAF was unable to overcome
IPA, modified and combined therapies were introduced. The intraperitoneal application of
PAF in animals with IPA prolonged the survival of the animals only 1 day. Similar results
were obtained with amfotericin B (AMB), with PAF and AMB being equally effective.
Combined therapy with AMB and PAF -which are synergistic in vitro- was found to be more
effective than either AMB or PAF treatment alone. As no toxic effects of PAF in mammals
have been described thus far, and, moreover, there are so far no A. fumigatus strains with
reported inherent or acquired PAF resistance, it is worth carrying out further studies to

introduce PAF as a potential antifungal drug in human therapy.
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