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Bevezetés

A tiidbéaspergillosis az egyik legsilyosabb gomba altal okozott human megbetegedés, mely
elsésorban a legyengiilt immunrendszerrel rendelkezé betegeket fenyegeti. Ezt a novekvo
populédciét olyan betegek alkotjak, akik HIV-fertézésben, elhiiz6d6 neutropenidban,
velesziiletett immunhidnyban szenvednek, vagy szerv transzplanticion és allogenicus
hematopoeticus Ossejt atiiltetésen atesett betegek. A tiidéaspergillosis legsilyosabb forméja az
invaziv pulmonalis aspergillosis, mely nagyon magas mortalitisi ratival 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 (itraconazole, posaconazole,
voriconazole). A mortalitds a kezelt betegeknél is magas, ennek egyik oka lehet a gombak
antifungalis szerek ellen kifejlodo rezisztencidja, amely a kutatdsok szerint novekvoben van.
Az azolok ellen kifejlodd rezisztencia esetén sok esetben a gomba tobb azolra is rezisztens
lesz egyszerre. Mivel az azolok az aspergillosis kezelésére hasznalt legfontosabb
gyogyszerek, az elleniik kifejlodod rezisztencia terjedése komoly problémat jelent a legyengiilt
immunrendszerli betegek kezelése sordn. Emiatt siirgetd feladat dj antifungélis szerek
kifejlesztése, és a human terapidba valo bevezetése. Egyik ilyen igéretes gyogyszerjelolt a
Penicillium chrysogenum altal termelt antifungélis fehérje (PAF). Errdl a fehérjérdl kordbban
kimutattdk, hogy in vitro tobb pathogén gombafajra (Aspergillus ¢€s kiillonbozd

dermatophytonok) fungicid hatassal rendelkezik, illetve emlds sejtekre nincs toxikus hatasa.



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 esetleges toxikus €és gyulladaskeltd hatasainak vizsgéilata dllatmodellben helyi

€s szisztémas adagolas mellett.

2. A PAF jelenlétének és funkcioképességének kimutatasa a kezelt allatok szoveteibdl.
3. Stabil invaziv pulmonalis aspergillosis dllatmodell Iétrehozasa.
4. A PAF hatékonysaganak kimutatisa invaziv pulmonalis aspergillosis allatmodellben

intranasalis és intraperitonealis adagolas mellett.

5. A PAF és amfotericin B (AMB) egyiittes adasa elényeinek kimutatisa invaziv

pulmonalis aspergillosis allatmodellben.



Anyagok és Modszerek

A PAF tisztitasa

A PAF tisztitasa a kovetkezé mddon tortént. A Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 vagy
Q176 torzset szachar6z (20 g/l) - NaNOs (3 g/1) minimél tdpkdzegen tenyészettiik 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 nétrium-foszfat pufferrrel 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 foszfattal pufferalt 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, granulalt 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 spordkkal vald fert6zddést. Minden ketrecet legaldbb haromszor ellendriztiink

naponta.
A PAF intranasalis adagolasa egészséges allatokon

12 hetes C57/Bl6 vegyes nemii egereket hasznaltunk az in vivo kisérlethez. A rovid tavia
kisérletben egy kontroll és 2700 pug/kg volt a PAF dézissal kezelt csoport volt. Ebben az
esetben 5 allat volt csoportonként, melyeket 2 hétig kezeltiink naponta. A hosszi tavu

kisérletekhez hat csoportra osztottuk az allatokat. Az egereket steril fizioldgids sdoldatban
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(0,9%) oldott PAF-fal kezeltiik, testtomegkilogrammonként 5, 25, 125, 250 és 2700 pg
mennyiségekkel, a kontroll csoport csak s6oldatot kapott. Egy csoportban 10 4llat volt. A PAF
hosszu tavi hatasanak vizsgalatdhoz az egereket hetente egyszer kezeltiik nyolc héten at. Arra
voltunk kivancsiak, hogy a PAF hosszabb tavi alkalmazas sordn vélt-e ki immunvélaszt.
Mivel a PAF 95%-ban gatolta az A. fumigatus szaporodasat 125 pg/kg-os koncentracioban,
ezért ennek megfelelden valasztottuk ki az alkalmazand6 koncentraciokat. Az egereket
pentobarbitallal elaltattuk (50 mg/ttkg) intraperitonealis adagolassal, majd a megfelel6 PAF
orrdba 50 pl-es mennyiségben. Ilyen koriilmények kozott az oldat eljut a tiidébe normal
1égzés révén. Az eljards hatékonysagit ellendriztik egy festék oldat alkalmazisaval. A
kontroll csoportban levd allatokat 50 ul fiziol6gids soéoldattal kezeltiik. Az egerek sulyat
megmértiik a rovid tavi kisérlet elsd €s utolsd napjan, illetve a hosszu tavu kisérletben hetente

egyszer.
Egészséges allatok intraperitonealis PAF kezelése

Az egereket véletlenszertien két csoportra osztottuk. Az elsé csoportot (n=8) IP kezeltiik 100
uL. PBS-ben oldott 5,4 mg/kg dézisu PAF-fal naponta kétszer, €s intranasalisan 50 uLL PBS-
ben oldott 2,7 mg/kg dozisi PAF-fal naponta kétszer 7 napig. A méasodik (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 elsé €s utolsé napjan a
testsulyukat megmértiik, vért vettiink, és a vérsejtszamokat és egyéb plazma paramétereket

meghataroztuk.
Vérvétel és sejtszamolas

A rovidtava (két hetes) intranasalis PAF adagolés elején €s végén vért vettiink a kontroll
csoportbol (n=10). Ugyancsak vért vettiink az egy hetes intraperitoneédlis 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
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granulocytidk szamét. Ezen kiviil a PAF lehetséges toxikus hatdsait vizsgalandé a maj enzimek
¢s a plazmaban taldlhaté ionok szintjét megmértiilk Roche Integra 800 (Roche Diagnostics

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

A PAF rovid €s hosszu tavu intranasalis és intraperitonealis alkalmazasabdl eredd lehetséges
mellékhatasok, illetve a fert6zott allatokra kifejtett pozitiv hatasok vizsgalatdhoz néhany allat
tiidejét, veséit €s a majat szovettanilag megvizsgaltuk a kontroll és az intranasalisan és
intraperitonealisan PAF-ot (2,7 mg/ttkg, 5,4 mg/ttkg, és 10,8 mg/ttkg) illetve amfotericin B-t
kapd csoportokban. A csak PAF-ot kapo allatokat a PAF kezelés utolsé napjan megoltiik (14.
vagy 56. nap). A gombaspoéraval fertdzott allatokbol elhullasuk napjan vettiink mintdkat. Az
eltavolitott szervek sulyat megmértiik. A szovetmintakat 8%-os formalin oldatban fixaltuk 24
Orara, és paraffinba agyaztuk be (Shandon Pathcenter, Thermo-Shandon, Astmoor, WA,
USA). 4 pm vastag metszeteket készitettiink és haematoxylin-eosin festést (H&E) és
perjodsav és Schiff-reagens (PAS) festést alkalmaztunk. A metszeteket LEICA DM 2500
tipusi mikroszkoppal vizsgaltuk, melyhez egy LEICA DFC 420 tipusi fényképezdgépet
hasznaltunk (Leica Microsystems, Németorszag). A képek kiértékeléséhez LEICA Application
Suite (LAS) V3 szoftvert hasznaltunk. Az alveolaris 6déma és vérzés értékeléséhez egy
nullatol haromig terjedd skalat hasznaltunk (0, nincs jelen; 1, enyhe; 2, mérsékelt; 3, silyos) 5

véletlenszerlien valasztott teriiletr6l minden tiid0 metszetben.
A PAF relativ mennyiségének meghatarozasa tomegspektrométerrel tiidéomintakban

A PAF-fal kezelt (2,7 mg/kg, n=5) és a kontroll (n=4) allatokat megoltiik, tiidejiiket
eltavolitottuk 4 Ordval az oldatok orron keresztiili beaddsa utdn. A tiidoket azonnal
lefagyasztottuk folyékony nitrogénben és -70°C fokon tartottuk a mérés kezdetéig. A
fagyasztott tiiddszovetet homogenizaltuk, a benniik levd fehérjéket acetonnal kicsapattuk, és
yjra feloldottuk 25 mM ammoniumbikarbonatban. A fehérje koncentracié méréshez a
Bradford mddszert hasznéltuk. A tripszines emésztéshez 100 ul mintat és 0,25 ng tripszint
hasznaltunk. Az emésztés 37°C hoémérsékleten tortént, egy éjszakdn keresztil. A

tomegspektrometriai mérésekhez 10 ug fehérjet hasznaltunk.

A tobbszords reakcid6 mérésen (MRM/SRM) alapulé tomegspektrometriai modszert
fejlesztettiink ki a PAF vizsgilatara. A 1041.4/1038.6 és 1249.1/1245.9 PAF specifikus
atmenetet hasznaltunk. Az MRM mérést 4000 QTRAP (ABSciex, Farmingham, USA)



tomegspektrométer segitségével NanoSpray II. Micro Ion Source Analyst 1.4.2 szoftverrel
(ABSciex) értékeltiikk ki. Folyadékkromatografiat 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. A MRM/SRM atmenet specificitasat egér tiidé szovetmintak és 250 fmol PAF
kombinacidjanak analizilasaval teszteltiik. A PAF koncentracio becslésére a spektrum gorbék
alatti teriiletet (AUC) hasznaltuk. Az AUC értékeket minden esetben normaltuk a felhasznalt
tiildészovet teljes fehérjetartalmara. Csak azokat a MRM spektrumokat hasznéltuk az AUC
szamolasara, ahol a jeler6sség meghaladta a 150 cps (beiitésszam/masodperc) értéket mindkét

MRM éatmenetben.
A PAF antifungalis aktivitasanak in vitro tesztje tiidoszoveten

A PAF antifungélis aktivitasat 3 allatbol izolalt tiidészoveten vizsgaltuk. A tiidket 6 6raval
2,7 mg/kg PAF alkalmazéasa utan tavolitottuk el, kvarchomokkal homogenizaltuk, majd 900
pl fiziologids sooldatban 4 °C-on centrifugaltuk 16,100 g-n 10 percig. A feliilisz6
antifungdlis aktivitasat A. nidulanson hataroztuk meg micro-titer mddszerrel. A. nidulans
konidium szuszpenziébdl szarmazé konidiumot inkubéltunk 100 pl 1% élesztd kivonat, 2%
peptone, 2% glukédz és 50-75-100 pl tiidészovet homogenizidtummal egy éjszakan at 37 °C-
on pH=7,0-en. Az A. nidulans novekedését az optikai denzitds mérésével hataroztuk meg 630
nm-en. Kontrollként a PAF mentes fizioldgids séoldattal kezelt egerekbdl (3 allat) szarmazd

tiildészovet antifungalis aktivitasat is meghataroztuk.
LPS-kivaltotta akut tiidégyulladas modellje

Akut tiidégyulladas kivaltasdhoz C57/Bl6 egereket osztottunk 3 csoportra, pentobarbitallal
elaltattuk, €s fiziol6gias séoldattal (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) kezeltik
intratrachealisan 50 pl térfogatban. Ezt a dozist el6z0 tanulméinyok alapjan hataroztuk meg. A

kezelést az egerek tulélték, €s hamar rendbejottek a beavatkozas utan.
A tiidéoedema meghatarozasa

Az el6z6 bekezdésben leirt médon kezel egerekbdl 24 oraval a kezelés utan a tiidoket
eltavolitottuk €s a nedves tomegiiket megmértiik. A tiidészovetek sulyat 3 napig tarté 60 °C-
on torténd szaritas utan djra lemértiik. A nedves-szaraz aranyt a kovetkezoképpen szamoltuk

ki: nedves-szaraz arany = (nedves tomeg — szaraz tdmeg)/szaraz tomeg.
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Pozitron emisszios tomografia (PET)

A vizsgalatokhoz a glukéz analég '*FDG-t (2-[18 F]fluoro-2-deoxi-D-gluk6z) haszniltuk és a

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

egy kisallatokra tervezett PET kamera.

Az FDG-PET kisérleteket véletlenszerlien 3 csoportba osztott egereken végeztiik (kontroll,
n=4; PAF, n=4; LPS, n=6) az oldatok orron at torténd bejuttatdsa utani napon. Az egerek nem
kaptak élelmet legalabb 6 6raval a PET vizsgélat el6tt. 150 pl foszfat pufferalt 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 kisallat PET kamera segitségével. Az &llatokat izoflurdn altatdsban 35 °C-os
testhdmérsékleten 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

value, SUV) kiszamitasidhoz a ROI-kban mérhetd aktivitas atlagat szoroztuk az egér sulyaval

és osztottuk a beadott dozissal.
Irritacios dermatitis

Az irritaciés dermatitis modellt egy korabban leirt moédszer szerint hoztuk létre minimélis
modositasokkal. A PAF és forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA) torzsoldatokat fizioldgias
s6oldatban és DMSO-ban készitettiik el, és mindkét Osszetevét tovabb higitottuk hidrofil
krémben (Unguentum hydrophylicumnon-ionicum, Pharmacopoeia Hungarica VIII). A
kisérlethez 12 ndstény C57/BL6 egeret hasznaltunk, melyeket véletlenszerlien 3 csoportra
osztottunk (kontroll, PMA és PAF), és a fiileik vastagsagat megmértiik a vizsgalat elején. Az
egerek mindkét fiilének kiils6 és belsd felszinére kentiink 410 ul vivOanyagot (fiziologias
sooldat), PMA-t (500 pg/ml), illetve PAF-ot (100 pg/ml). 24 6ra utan a fiileik vastagsigat
ismét megmértiik in vivo. Végiil az éllatokat leoltiik és fiiliikbol mintakat vettiink szdvettani

vizsgélatra.
PAF és AMB kombinacidjanak in vitro vizsgalata

Az AMB, PAF és a kettd kombinicidjdnak a minimalis gatlé koncentraci6 (MIC)
meghatirozasat a CLSI M38-A2 iranyelv szerint végeztilk el. A vizsgélt szerek végso
koncentraci6i 0,0625 és 16 ug/mL kozott valtozott AMB esetén, és 25 és 500 pg/mL kozott

PAF esetén. Az antifungalis szerek MIC értékét 48 6ra 35 °C-on torténd inkubécié utn
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hataroztuk meg, mint a legkisebb koncentraciot, aminél a szer teljes novekedési gatlast
okozott. A modszer szerint a két szer kombinaciojat a kiilon-kiilon mért MIC értékiik szerint
hatdroztuk meg. Az AMB és PAF kolcsonhatasat a frakcionalt gatlé koncentracié index
(FICI) kiszamitasdval hataroztuk meg a kovetkezé formulaval: FICI=(MIC A
kombinaciéban)/MIC A)+((MIC B kombiniciéban)/MIC B). A kolcsonhatas szinergikus, ha a
FICI 0,5, k6zombos, ha a FICI > 0,5 és <4; és antagonisztikus, ha a FICI > 4.

Az Aspergillus fumigatus gombakonidium el6készitése

A beinjektalasra keriilo A. fumigatus AF293 (emberi tiid0szovetbdl nyert klinikai izolatum)
kinyeréséhez a gombat minimal nitrat tdpkozegen tenyésztettiik. Frissen termeltetett (6 nap)
sporakat PBS és 0,01% Tween 80-ban kevertiik el, és Biirker kamrdban megszamoltuk. A
Tween-20 4altalanosan hasznalt detergens gombasejtszuszpenzidk készitéséhez. Vizes

oldatban a Tween-20 megvaltoztatja az A. fumigatus sporak felszini toltését.
Az egerek megfert6zése A. fumigatus-szal

Az egereket immunszuppriméaltuk 250 mg/kg cyclophosphamide-dal (Endoxan, Baxter, IL,
USA) intraperitonealisan (IP) harom nappal a fertdzés elott, és egy nappal az A. fumigatus
spordkkal torténd fertézés utan. 50 uL PBS-ben feloldott 3,5 x 10° spérat adtunk be az
egereknek intranasalisan isoflurdnnal végzett altatasban. A konidiumszamot ugy valasztottuk
ki, hogy 100% legyen a mortalitds. Ezt el6zetes kisérletekkel hatiroztuk meg. Az egerek
vizéhez gentamicint adtunk (5 mg/kg). Az éllatok tilélését a fertdzés utan naponta haromszor
ellendriztiik. Minden fert6zott allatot huménusan megoltiink, ha sdlyosan csokkent a
mozgasképességiik (pl. ha képtelenek voltak elérni az élelmiiket vagy a viziiket), vagy
nagymértékil lathaté szenvedés esetén. Az allatok haldla utdn a szerveiket eltavolitottuk, €s

szovettani vizsgélatot végeztiink.
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
PAF-mentes PBS-sel (pozitiv kontroll, 23 egér) intranasalisan 50 pL térfogatban, a kordbban
leirtak szerint. A kezelések az allatok halalaig tartottak a fertdzés napjatdl naponta kétszer
(reggel és délutan). A kontroll csoportot (negativ kontroll, hat egér) nem fertéztilk meg, de

immunszuppriméltuk, és PAF-mentes PBS-sel kezeltiik intranasalisan naponta kétszer.
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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 megfertoztiik Aspergillus sporaval, a
nem fertdzott csoport volt a negativ kontroll. Minden antifungalis kezelést a gombés 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 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 5 mg/kg koncentraciéban harom
alkalommal a gombas fert6zés utan kovet 1., 2. és 4. napon. A negativ kontroll csoport allatait
csak PBS-sel kezeltiik azonos mdédon, mint a PAF-fal kezelt csoportban. A fert6zott allatok

halala 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 probat
hasznaltunk, hogy megallapitsuk a szignifikancia mértékét, és a 0,05 alatti P értéket

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

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

fiiggvényét a kovetkez6 Gompertz mortalitasi rata egyenlettel illesztettiik:
Rm = (Ro—-pl) x exp(a ),
ahol Ro a kezdeti haldlozasi arany, pl a plat6 a kisérlet végén, a a Gompertz paraméter és t az

1d6.
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A tulélési gorbék kozotti kiillonbségek 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.

12



Eredmények

A PAF biztonsagossaganak vizsgalata egészséges egereken

Az intranasalisan PAF-fal kezelt allatok szovettani vizsgélata és laboratériumi értékei A PAF-
ot egereken in vivo kiilonb6zd dézisokban (5-2700 pg/kg) vizsgaltuk egy hosszabb (8 hét),
illetve egy rovidebb ideig (2 hét) nagy doézisban (2700 pg/kg). Az utdbbi esetben a PAF-ot
naponta adtuk, az el6z0 esetben pedig hetente egyszer. A humén terdpidban a PAF
legval6szintibb felhaszndlasa az aspergillosis kezelése lenne, amelyhez a gydgyszert a
légutakon keresztiil kellene bejuttatni, valosziniileg inhalatorok segitségével. Ezért ezt
probaltuk meg szimuldlni a PAF-nak az egerek légitjaiba valo bejuttatasival ugy, hogy
anesztézidban adagoltuk az orron keresztiil. A moddszer alkalmazhatésagat pedig egy
fiiggetlen kisérletben igazoltuk, ahol megmutattuk, hogy a folyadék eléri az alveolusokat. A
kisérletek sordn egy éllat sem pusztult el a szer alkalmazasa kovetkeztében, €s a silyuk és a
fizikalis aktivitasuk véltozatlan maradt a teljes kisérlet ideje alatt. A PAF adagoldsdnak
kovetkeztében kialakul6 lehetséges morfoldgiai eltérések vizsgalatdra szovettani vizsgalatot
végeztiink néhany allat tiidejébdl, veséjébdl és a majbol. Nem talaltunk semmilyen patologias
eltérést a szovettani vizsgalatok soran a tiidokben, a vesékben, sem a mijban a PAF rovid tava
(2 hét, napi) adagolasa utan. Hasonlé megfigyeléseket tettiink a hosszud tavua (8 hetes, heti 1)
kezelés soran is. Az egerektdl vért vettiink a kisérletek kezdetén és végén a fontosabb
laboratériumi paraméterek vizsgéalatdhoz. 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 arinya (2,08+0,57 és
2,1020,29%; kontroll vs. kezelt; Fag = 0,001, p = 0,98) véltozatlan maradt a legmagasabb
PAF koncentracié (2700 pg/kg) 2 hetes napi adagolasa mellett. Tovabba a méjenzimek és
ionok koncentracidja a vérben nem mutatott szignifikdns emelkedést/eltérést a PAF kezelés
utan. A PAF alkalmazésa soran nem volt szignifikans valtozas az egerek sulyaban. A rovid
tavi alkalmazds sordn az atlagos tomeg 21,6+0,2 g volt a kezelés kezdetén, és 21,7+0,3 g a
kezelés végén (F,8 = 0,01, p =0,92), és 20,7+0,8 g és 20,4+0,2 g a kontroll csoportban (F( )
=0,17, p = 0,70). A PAF kezelés nem valtoztatta meg az allatok novekedését a hosszu tavu (8
hetes) kisérlet sordn sem. Ezen eredmények alapjan a PAF alkalmazdsa nem valtott ki

sz 2z

indukalt.
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A PAF jelenléte és aktivitasa a tiid6kben

A mddszeriink bizonyitasdhoz, hogy nem csak az old6szer, hanem a PAF is jelen van a
tiildoben intranasalis adagolas utdn — 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) megmértiik a kontroll (n=4) és a PAF-fal kezelt
(n=5) tiidé mintdkban. Az eredmények szerint az antifungalis fehérje egyértelmiien jelen van
a PAF-fal kezelt allatok tiidejében és a mennyisége (3,2+0,7 AUC/mg fehérje) szignifikdnsan
kiilonbozik a nullatdl (F 1) = 22,121, p = 2,1- 107%), és szignifikdnsan nagyobb a standardnal
is (1,4+0,7 AUC/mg fehérje, Fui12) = 6,8, p = 0,023). A kezeletlen egerekbdl nyert
eredmények szerint a PAF tartalom nem kiilonb6z6tt szignifikdnsan a nullatél (0,010+0,007
AUC/mg fehérje; F.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 homogenizatumat hasznéltuk A. nidulans ellen in vitro
tesztben. A homogenizatumok feliilisz6janak 100 pl-e olyan mértékben gatolta az A. nidulans
novekedését, mint 50 pg/ml PAF oldat. Nevezetesen, az A. nidulans novekedését
szignifikdnsan 25,2+1,6%-ra csokkentette (Fi4) = 3350,5, p = 5,3-1077, ahol 100 % a
novekedés a PAF mentes tenyésztd tipkozegben). Csokkentve a hasznalt feliiliszé
mennyiségét 75 pl-re vagy 50 pl-re, a novekedés gatld hatas is csokkent (39,4%1,2%-ra, F(1.4)
= 35241, p = 4,8-1077 és 55,3%1,5%-ra, Fa4) = 1184,5, p= 43-107%), de még mindig
szignifikdns maradt. A PAF-fal nem kezelt egerekbdl szarmazé tiiddhomogenizatum nem

mutatott novekedésgatld hatast A. nidulanson (93,1+0,6%).
PAF kezelés hatasa a tiidokben

A PAF kezelés tiidogyulladast kivaltd hatdsanak vizsgélata céljabdl egy uj, nem invaziv
modszert hasznltunk, mely '"FDG pozitron emissziés tomografian alapszik. A moédszer
érzékeny minden sejtfolyamatra, amely metabolizdlja a glukézt, mivel a 19-
fluorodeoxiglukozt a glukoztranszporterek felveszik a sejtekbe, és nem tudjdk metabolizalni a
BEDG-6-foszfatta valé foszforilacié utan. A felhalmozddésa ezért ardnyos a glukéz felvétellel
és kovetkezésképpen a sejt metabolikus aktivitdsaval. Az FDG-PET vizsgélatokat 3 csoportba
véletlenszertien szétosztott 14 egéren végeztilk. A test 3D képét az elkészitett felvételekbol
rekonstrudltuk, és a tiidoket vizsgalando teriiletnek (ROI) jeloltiik ki. A BEDG akkumulécid

intenzitisat a ROI-n beliil a gyulladas mértékeként értékeltiik. Ez a mddszer lehetdséget adott
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arra, hogy megbecsiiljiik, illetve kovessiik a fellépd gyulladasos reakciokat az egerekben. Az
egereket el6z0 nap fiziologias sooldattal, PAF-ot tartalmaz6 sooldattal (2700 pg/kg), illetve a
pozitiv kontrollként hasznalt LPS-tartalmaz6 s6oldattal (250 pg/kg) kezeltiink. Tisztan lathato
a felvételekrdl, hogy mig a PAF 6nmagaban nem fokozta az emisszids intenzitast a tiidoben a
kontrollhoz képest, addig az LPS észreveheté emelkedést okozott az emisszidban, mely jelzi a
gyulladas jelenlétét. Ezeket a megfigyeléseket szdmszeriisitettiik azéltal, hogy kiszamoltuk a
ROI-kban az emissziot. Az atlagolt adatok szignifikans 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 szignifikans emelkedést az LPS-sel kezelt allatokban (0,99+0,09
SUV,n =6, Fa =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. Tovabba a tiidokarosodasi rata szignifikinsan magasabb volt az LPS-sel
kezelt csoportban (3,7+0,5, Fu,11) = 19,5, p = 0,001), mint a kontroll csoportban (1,0+0,4).
Masrészt a PAF-fal kezelt csoport pontszdma (1,3+0,3, Fu.11y = 0,39, p = 0,54) majdnem
teljesen megegyezett a kontroll csoportéval. Tovabba az LPS-sel ellentétben, a PAF kezelést
nem kisérte tiidéoedema kialakuldsa. A tiidégyulladast €s tiidéoedema képzdodést vizsgald
egyszeri modszeriink szerint az LPS-sel kezelt csoportban szignfikdnsan novekedett a tiido
nedves-szaraz tomegaranya (4,04+0,10, Fqe = 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, Fu6 = 2,75, p =

0,15) 24 6raval a kezelés utan vizsgalva.
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.

A PAF kezelés nem okozta a fiilek duzzanatat az alkalmazott dézisban. Masrészt a PMA,
amelyet pozitiv kontrollként hasznaltunk, oedemat okozott, mely gyulladast jelez. Az utébbi
megfigyelés bizonyitotta, hogy a modell elég érzékeny ahhoz, hogy jelezze a gyulladast.
Kiilonosen a PMA-val kezelt csoportban a fiilvastagsag novekedése szignifikinsan nagyobb

volt (57,5£29,2 um; n = 4) (Fa,10) = 5,42, p = 0,04) az oedema képzddés miatt a kontrollhoz
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hasonlitva. Ellenben a PAF-fal kezelt allatok fiilvastagsdganak 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, F(i,10) = 0,06, p = 0,81.
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.

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 a nem mutatott szignifikdns (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.

A PAF hatasossaganak vizsgalata tiidoaspergillosisban szenvedo egereken

Az intranasalis PAF kezelés hatasa

A PAF legval6sziniibb 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.

Tovébb4, a silyuk szignifikansan csokkent.

A PAF késleltette a halalukat kb egy nappal, de minden allat elpusztult a kilencedik napra.
Ellenben a kontroll nem fertézott allatok, melyeket csak PBS-ben oldott PAF-fal kezeltiink,

100%-os talélést mutattak, és a testsulyuk stabil volt. Osszességében az intranasalis PAF

/////

A tiidok szoOvettani vizsgalata sulyos multifokalis 1éziokat mutatott, melyeket makrofagok €s

neutrofil granulocytak infiltracidja jellemzett vaszkularis jelenségekkel egyiitt (thrombusok,
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necrosis és vérzések) és alveolaris €s bronchidlis epithelidlis sejtnekrozissal. Az antifungélis
fehérjével tortént intranasalis kezelésnek nem volt figyelemre mélt6 pozitiv hatisa a
tildoékben. A pozitiv kontroll egerekben nagyszamu proliferal6 hifat és koagulacios nekrozist
figyeltink meg a vérerekben, szeptumokban, bronchiolusokban, és alveolusokban. Az
intranasalis PAF kezelésben részesiilt egerek tiidejében ugyancsak gyakran figyeltiink meg
hifdkat a bronchiolusokban €s az alveolusokban. Habar a hifak vérerekbe torténd invazidja

nem volt megfigyelhetd.

A tiid6 karosodasi értéke szignifikidnsan 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; F6=18,5, p=0,003). A PAF-fal kezelt allatoknak csak miniméalisan, de
nem szignifikdnsan kisebb értékei voltak, mint a kezeletlen egereknek (F1.4=0,31, p=0,61).

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

A PAF pozitiv hatasainak fokozdsdhoz az intranasalis adagolast kiegészitettiik
intraperitonealis injekcidval. A PAF és AMB kombinalt alkalmazésat is teszteltik. Az in vivo
alkalmazas elott 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
adddtak. A FICI értékek szerint in vitro szinergisztikus hatas all fenn, ha az AMB-t PAF-fal
kombinaljuk. A FICI értékeket a szerek individudlis 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 fertdzott allatokat
PAF-fal, amfotericin B-vel (5 mg/kg), illetve mindkét szerrel egyiittesen kezeltiik. Tisztan
lathato, hogy mig sem a PAF, sem az AMB egyediil nem novelte meg a tilélést, a kombinalt
kezelés figyelemre méltdban meghosszabbitotta az élettartamot. Ebben a kisérletben minden
fertdzott allat elpusztult 7 napon beliil fiiggetleniil a kapott kezeléstol. A kezeletlen fertdzott
csoportban az éllatok tobb, mint 80%-a meghalt 5 nap utan. Lényeges, hogy ezen a napon a
PAF-fal vagy AMB-vel kezelt allatok tobb mint 50%-a még életben volt. Emlitésre mélto,
hogy a kombinalt kezelést kapd csoportban csak az allatok 30%-a halt meg az 5. napig. Hat
nap utidn minden PAF-fal kezelt allat elpusztult, mig az AMB-vel kezelt allatok 9%-a, és a
kombinalt kezelést kapott allatok 27%-a életben volt. Osszességében a PAF és az AMB
kezelés 1 nappal novelte meg az allatok tilélését, mig néhany allat a kombinalt kezelést kapd
csoportban két nappal tovabb €élt, mint a kezeletlen csoport tagjai. A tilélési gorbék kozti

kiillonbségek vizsgalatihoz, az adatokat az 1-es egyenlettel illesztettik. Mig a Gompertz

17



haldlozasi rata magas volt (a=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 haldlozéast (¢=0,4831,
p<0,001) a kezeletlen csoporthoz képest. Mivel minden allat elpusztult minden csoportban az

illesztett egyenletben a platé (pl) értékét nullanak tekintettiik.

Nem volt szignifikans kiillonbség az atlagos tdlélési idoben az egyféle kezelést kapd
csoportokban (F(120=0,20, p=0,66). A PAF kezelés onmagiban egy kozel szignifikdns
novekedést okozott az allatok atlagos tdlélésében (F(120=4,02, p=0,06). Masrészt, az AMB
egyediil (F(1.20=4,88, p=0,04), és a kombinalt PAF és AMB kezelés (F(1,20=6,99, p=0,02)

szignifikdnsan megnovelte az allatok tulélését.

Ezeket a megfigyeléseket szovettani vizsgalatokkal erdsitettilk meg. Az intraperitonealisan
PAF-fal kezelt egerek tiidejében szamos proliferald hifat és koagulacids necrosist talaltunk a
bronchiolusokban és alveolusokban. A PAF-fal és AMB-vel egyiittesen kezelt allatok
tiildejében hifakat nem figyeltiink meg. A metszetek H&E festése kevésbé kiterjedt gyulladast
igazolt a kombinédlt PAF és AMB kezelést kapd allatokban. Tovabba, a PAS festés
bizonyitotta a kiterjedt gombas fertdzés jelenlétét az egyféle antimycoticus kezelést (PAF
vagy AMB) kapé allatokban, és a fert6zés hidnyat, amikor a PAF-ot és AMB-t
kombinacidban alkalmaztuk. Tovabba a tiido kérosodas 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, F(14)=0,25, p=0,64). Azonban egyik sem volt szignifikdnsan
alacsonyabb, mint a kontroll érték (F7=1,11, p=0,38.)

Kombinalt kezelés csokkentett AMB koncentracioval

A PAF hatékonysaganak vizsgéilatdhoz, az el6z0 kisérletet megismételtiik csokkentett
koncentracioji AMB-vel (2.5 mg/kg). A kombinalt PAF és AMB kezelést (n=6) a csak AMB
kezelést kapd csoporthoz hasonlitottuk (n=11). Az AMB Onmagaban késleltette, de nem
akadalyozta meg az allatok haldlat. Nyolc nap utdn minden AMB-vel kezelt allat elpusztult,
mig a PAF-fal val6 kombinalt alkalmazasa nem csak tovabb késleltette az aspergillosis
kifejlodését, de egy fertozott egér tilélését okozta (16,6%). Ellenben minden fert6zott, és nem
kezelt allat (n=12) elpusztult 7 napon beliil. A kombinalt PAF és AMB kezelés 1 nappal
novelte meg az allatok tulélését, és 1 allat tulélte az aspergillosist. Mivel az allatok hamarabb

kezdtek el pusztulni (a 2. napon) a pozitiv kontroll csoportban, a tilélési gorbék analizise egy
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lassi Gompertz haldlozési ratat (0=0,2822) eredményezett. Ez szignifikinsan magasabb volt
az AMB-vel kezelt csoportokban (0=0,4292, p=0,002), de az &llatok csak a harmadik napon
kezdtek el pusztulni. Mindkét esetben a tilélo allatok végs6 szama (platd) O volt. Masrészt, a
kombinalt kezelés a 4. napig késleltette az allatok pusztulasanak kezdetét, novelte az allatok
talélését (a platd6 14,1%), és szignifikdnsan kiillonb6zo haldlozédsi ratit eredményezett

(0=0,4689, p=0,007) a kezeletlen csoporthoz hasonlitva.

Nem volt szignifikéans kiilonbség az atlagos tilélési idOben az egyféle kezelést kapo csoportok
és a pozitiv kontroll csoport kozott (Fa21=1,79, p=0,20). Ellenben a kombinalt PAF és AMB

kezelés (F1,16=5,48, p=0,03) szignifikdnsan novelte az allatok tilélését.
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Megbeszélés

Az Aspergillus fajok kiemelkedden fontosak az immunszupprimalt betegek megbetegedési és
haldlozasi okai kozott. A legjobb elérhetd kezelés ellenére a tilélési rata 12 hét utan 60-70%
kozott mozog invaziv tiidoaspergillosisban szenvedd betegekben. Hasonl6 trend figyelhetd
meg a dermatophytonok esetén, amely konnyen terjed oOltozOkben és uszoddkban, ha
rendszeresen sokan hasznéljak. Mivel az antifungalis terapia hatékonysaga nem teljes egyik
gombds fert6zésben sem, Uj antimycoticus szerek kifejlesztése és bevezetése a huméan

terapiaban egyértelmiien hasznos lenne.

A Penicillium chrysogenum-bdl szarmazé antifungalis fehérjérol (PAF) bebizonyosodott,
hogy nagyon hatékonyan gétolja a novekedését in vitro sok allatpathogén gombanak. A PAF
hatésai kozé tartozik a gomba sejtek membranjainak hyperpolarizacidja, a reaktiv oxigén
gyokok képzodésének novekedése, melyek oxidaljak az intracellularis fehérjket, lipideket és
nukleinsavakat, nem csak a sejt, hanem a mitokondriumok membréanjainak dezintegracidjat is
okozva. Ezeket a hatdsokat 10 pg/ml koncentracioval sikeriilt kivaltani a legérzékenyebb
fajoknal és 50 pg/ml koncentriciondl minden érintett fajnal megjelentek. A kisérleteinkben
alkalmazott koncentracidkat e korabbi kisérletek alapjan hatiroztuk meg, ahol a membran
hyperpolarizacié és az apoptosis nyilvanvald jeleit megfigyelték az Aspergillus hifadkban vagy
protoplasztokban PAF kezelés utan. A vizsgéilatainkban ezért 5-2700 pg/kg PAF
koncentraciokat hasznaltunk, ami megfelel 2-1100 pg/ml-nek. Arra szdmitottunk, hogy a
legnagyobb koncentracid, amit hasznéltunk, joval nagyobb annal, ami az é&szlelhetd
antifungdlis hatdshoz sziikséges. Ezt bizonyitottuk in vitro a PAF-fal kezelt egerek
tidéhomogenizatumainak A. nidulans novekedésére kifejtett hatdsanak vizsgalatival.
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 hatdsa. Ezen megfigyelések egyértelmiien megmutattdk, hogy a fehérje nem csak jelen

volt a tiidokben 6rakkal a beadasa utin, de a funkcionélis aktivitasat is megtartotta.

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
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fogyasztasukat, illetve a fizikai aktivitasukat. Tovdbba megtartottak a testsilyukat, illetve még
gyarapodott is a sulyuk a fehérje hosszu tava alkalmazasa sordn. Ezek teljesen egybevagnak a
korabbi in vitro vizsgalatainkkal, ahol nem észleltiik toxikus hatasat a PAF-nak eml0Os
sejteken: neuronokon, endothelialis sejteken és vazizom rostokon. Mindent egyiittvéve, a PAF
in vivo alkalmazasaval kapcsolatos jelenlegi megfigyeléseink egyértelmiien arra utalnak, hogy
ez az antifungalis szer a hasznalt koncentracio tartomanyban nincs hatassal a kezelt allatok

altalanos allapotara.

A legnagyobb koncentracioju PAF-fal kezelt (2700 pg/kg) egerek tobb szervén, koztik a
tiidokon, a majon, a vesén és az orrnyalkahartyan szovettani vizsgalatot végeztiink. A tény,
hogy semmilyen morfologiai eltérést nem figyeltiink meg ezekben a szervekben, aldtdmasztja,
hogy a PAF-nak nincsenek toxikus hatasai, habidr az ideg-, a muszkuloszkeletilis,
kardiovaszkularis, és lymphoreticularis rendszereket is meg kellene vizsgilni, a teljes
toxikoldgiai vizsgalathoz. A megfigyelésiink szerint a m4j, a vesék, a vazizmok esetén
majenzimek, a fontos sz€rum ionok, a kreatin kinaz szintek a PAF-fal kezelt allatok vérében
lényegében megegyeznek a kontroll allatokéval. Mésrészt meg kell emliteni, hogy PAF
kezelés esetén egy kis csokkend trend volt megfigyelhetd a plazma paraméterek esetén. Mivel
egyes paraméterek (kreatinin, totdl bilirubin, m4j enzimek) a novekedés, mig masok esetén
(albumin, Ca®*, K* és Na') minden eltérés patologias lehet, a fehérje alkalmazisanal
szisztematikus toxikus hatast nem figyeltiink meg. Ez ismét alatdmasztja, hogy a PAF kezelés

nem valtott ki semmilyen detektalhato toxikus hatast egereken.

Korabbi kisérletekben a PAF lehetséges in vitro pro-inflammatorikus hatdsat vizsgaltik
emberi véren. Azokban a vizsgilatokban a vérmintdkat kiilonb6zd koncentracioju PAF
oldatokkal kezelték, és az IL-6, IL-8 és TNF-a szintjét mérték. A citokinek termelésében
jelentkezd emelkedés minimalis volt az LPS hatidsahoz képest. Mi itt megvizsgaltuk, hogy a
PAF in vivo alkalmazisa megvaltoztatja-e a teljes fehérvérsejt szamot €s a neutrophil
granulocytéik relativ ardnyét. 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 mintdiban sem. Kiilonosen a
tiido esetén a tiidokarosodas értéke hasonléan alacsony volt a kontroll és a PAF-fal kezelt
csoportban, tehat vérzés nem volt jelen egyik allatcsoportban sem. Habar mivel egy idegen

fehérjét adtunk be az egereknek, az immunreakcidk lehetdségét nem lehet kizarni.
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Ezek a megfigyelések 6sszhangban allnak az FDG-PET technikéval szerzett adatokkal. Mivel
a '8FDG felhalmozddasa a szovetekben ardnyos a sejtanyagceserével, ezért megfeleld jelzdje a
szoveti gyulladasnak. A PET hasznos lehet a makrofigok és a neutrphilek aktivacidjanak
kimutatasara korai tiidogyulladasban. Ezért arra szadmithatunk, hogy egy vildgos novekedést
latunk a 'BFDG 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 kot6do pozitron emisszio jel emelkedésével, vilagosan
jelezve barmilyen gyulladas hidnyat a tiidokben. Méasrészt az LPS, mint pozitiv kontroll, nagy
emelkedést indukalt a SUV értékekben, hasonléan a kordabban LPS-sel kezelt patkanyok
esetében. Erdemes megjegyezni, hogy néhany allatban az FDG-PET vizsgalatokkal
megallapitott gyulladas hianyéat illetve jelenlétét szovettani vizsgilatokkal 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
megfelel6 magyardzatunk erre a megfigyelésre, habar hasonl6 eredmények sziilettek

daganatellenes szerekkel sejtkultirakban.

Korabbi tanulményok megmutattak, hogy a PAF rendelkezik novekedés gatlo hatissal tobb
dermatophytonra, mely morfologiailag és élettanilag kapcsolddd penészfajok csoportja, és a
gerincesek keratin szoveteit befolyasoljak. Ez felveti a lehet0ségét a PAF lehetséges terapias
felhasznilasanak dermatophytosisban. Ilyesfajta alkalmazads esetén elkeriilhetetleniil
sziikséges lenne, hogy a PAF boron torténd lokalis alkalmazasa ne valtson kis semmilyen
helyi gyulladasos reakciot. A kiilonbozd szerekkel valo felszini kezelés utan a fiilvastagsag
mérése egy elfogadott modellje a boérgyulladisok detektalasanak. Ezen kisérletekbdl szarmazo
eredményeink bizonyitjdk, hogy a PAF nem véltott ki gyulladast lokalisan a bdrén vald
alkalmazas esetén. Ez felveti a lehetOségét, hogy a fehérje hasznilhatd lenne a helyi és

szisztémas dermatophytosis gyogyitasiban.

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

melyekben a PAF antifungalis hatékonysagat vizsgaltuk.

Osszehasonlitottuk a PAF in vivo antifungilis aktivitisat amikor intranasalisan és
intraperitonealisan adagoltuk, akar onmagaban, vagy kombiniciéban amfotericin B-vel A.
fumigatus altal kivaltott invaziv pulmonalis aspergillosis modellben immunszuppresszalt

egérekben. A modell megfeleléen reprodukélhaté volt, és minden kezeletlen allat elpusztult 9
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napon beliil a gombas fertdzés utan. A PAF egy nagyon stabil fehérje, és ezért konnyl és
biztonsagos el0késziteni a beadasra az alkalmazas modjatdl fiiggetleniil. A nasalis alkalmazas
esetén az antifungélis hatashoz elegendd koncentraciot meghataroztuk a tiidében in vitro.
Sajnos az alkalmazas modjatol fiiggetleniil, a fehérje nem volt kimutathat6 a szérumban.
Megjegyzendd a tény, hogy a PAF felhalmozdéddsa 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 filtralédjon, 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 megfelel6

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 2

kezelésében. Tovabba, a PAF és AMB egyiittes alkalmazasa egyértelmiien hatdsosabb volt az
egyféle antifungélis szer (PAF vagy AMB) kezelésnél, ha a megnovekedett tilélési idoket
figyelembe vessziik. Az in vitro interakcids vizsgalat bebizonyitotta, hogy e szerek hatisa
szinergisztikus A. fumigatus-szal szemben. A modelliinkben hasznalt magasabb dézisu (5
mg/kg) AMB sem volt képes 6nmagaban megeldzni az IPA terjedését egerekben. A humén
terapidban az AMB-t leggyakrabban intravénas (iv.) infizié formjaban alkalmazzak 1-2
hétig, a szokasos doézisa 3 mg/kg/nap. Az AMB magasabb ddézisaindl (10 mg/kg/nap) a
nephrotoxicitas el6forduldsa megnovekszik. Habar az IPA-ban szenvedd betegeknél nem
figyeltek meg kiilonbséget a hatékonysagban az AMB alacsony és nagy dozisa kozott,
mindkét esetben ~50% pozitiv hatdst tapasztaltak. Egy 0Osszehasonlitd tanulmany
pozakonazollal és AMB-vel azt taldlta, hogy habar a tilélés pozakonazollal 70-90% kozott
volt, csak 0-50% volt AMB-vel. Az AMB és anidulafungin hatékonysigat ugyancsak
Osszehasonlitottak, és mindkét antifungélis szer megnovelte a tulélést, de végiil az allatok
legalabb 90%-a elpusztult minden csoportban. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak a mi
megfigyeléseinkkel. Meg kell jegyezniink, hogy az AMB intraperitonealis adagolasa
klinikailag kevésbé relevans, de a PAF-fal val6 szinergikus hatisa ilyen moédon is vizsgéalhat6
az allatmodelliinkben. Kordbban kimutattdk, hogy az AMB eloszlasa a tiidokben

szignifikdnsan kiilonb6z0 az intraperitonealis és intravénas alkalmazasnal. Mivel az 1P
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adagolasnal az AMB nagyobb mennyiségben volt jelen a tiidokben, mint az iv. adagolasnal,
ezért a késobbi allatkisérletekben az alkalmazott koncentrici6 kiilonbozhet a jelen kisérletben
alkalmazottnal. 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

sz 2

vel végzett kombinalt kezelés esetében. Ez a megfigyelés felveti a lehetdségét egy csokkentett
dozisui AMB-vel végzett kombinalt kezelésnek, hogy csokkentsék az IPA-ban szenvedd
egereknél megfigyelt toxicitast. Ezzel szemben a PAF alkalmazisanal sem toxicitast, sem

mellékhatast nem figyeltiink meg eddig.

Mas pathogén gombékhoz hasonl6an, az Apergillus fajok is rezisztenssé valhatnak kiilonbozé
antifungalis szerekkel szemben. Példaul az itrakonazol rezisztenciat 1997-ben jelentették
eloszor, €s az itrakonazolra rezisztens torzsek tobb mint 50%-a kereszt-rezisztensek voltak
mas azolokra, mint pl. a vorikonazol és pozakonazol, amelyek az antifungilis terapidk

els6szamu gyogyszerei.

Tekintve a gyakran haszndlt antifungalis szerek irdnt kifejlodott rezisztencia terjedését,
stirgdsen sziikséges Uj tipusi antimicoticus szereket taldlni, amelyek hatékonyak a humén
opportunista kérokoz6 Aspergillus fajok ellen. Mi mutattuk ki elészor, hogy a PAF in vivo
hogy az AMB szinergikusan hatott a PAF-fal in vitro, felveti a lehetéségét, hogy hasonld
kombinacidknak ugyancsak jo hatdsa lehet az IPA-ban szenvedd neutropenids betegek
esetében. Tovabbi in vivo kisérletek sziikségesek mas antimycoticus szerek PAF-fal val6
interakcidinak felderitésére, és a megfeleld koncentraciok meghatirozasara, amelyekkel az
IPA vagy mas gombak 4altal okozott betegségek progresszidja megallithatd, vagy akér

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 bebizonyitottidk, hogy nincs toxikus hatdsa emlds
sejtekre in vitro. Annak bizonyitasara, hogy a PAF biztonsigosan hasznalhat6 lehet a human
terapidban, in vivo Kkisérleteket végeztiink. Felnott egereknek adagoltunk PAF-fot
intranasalisan kiilonboz6 koncentraciokban, maximéalisan 2700 pg/kg-ig két hétig naponta. Ez
a koncentracié6 mar erdsen toxikus in vitro az Osszes hasznalt érzékeny gombafajra. Még a
legmagasabb koncentracidnil sem pusztult el egyetlen egy allat sem a kezelés kovetkeztében,
illetve nem figyeltiink meg mellékhatasokat. Szovettani vizsgalattal nem taldltunk patholdgias
eltéréseket sem a mijban, a vesékben, vagy a tiidokben. Tomegspektrometridval
bizonyitottuk, hogy mérhet6 mennyiségli PAF halmozodott fel a tiidokben a kezelés utan. A
PAF-fal kezelt egerekbdl szarmaz¢ tiidoszovet kivonatok szignifikdns antifungélis aktivitast
mutattak. A szer borre kifejtett hatdsat megvizsgéltuk, ahol az egerek fiileinek vastagsaga nem
valtozott PAF kezelés utdn, mig a pozitiv kontroll PMA adésa utan igen. Mivel nem talaltunk
toxikus hatdst a PAF adagoldsa sordn, invaziv pulmonalis aspergillosis (IPA) elleni
hatékonysaganak  teszteltik  IPA-ban  szenvedd  egereken.  Felndtt  egereket
immunszupprimaltunk, majd megfertéztiink Aspergillus fumigatus-szal. A stabil fertdézés
létrehozasa utan, az allatokat PAF-fal kezeltiikk intranasalisan naponta kétszer 2,7 mg/kg
koncentracidban, ami erésen toxikus in vitro A. fumigatusra. Az allatok mortalitdsa enyhén
lassult, de végiil minden éllat elpusztult. A szovettani vizsgalatok massziv gombas fert0zést
mutattak ki a PAF-fal kezelt és a kezeletlen allatok tiidejében is. Mivel az intranasalisan
adagolt PAF képtelen volt legyézni az IPA-t, mddositott és kombinalt kezeléseket
alkalmaztunk. Az IPA-ban szenvedd é&llatok intraperitonealis kezelése PAF-fal az allatok
tulélését csak 1 nappal hosszabbitotta meg. Hasonl6é 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 onmagaban. Mivel
emldosokben eddig nem deriilt ki a PAF-nak semmilyen toxikus hatdsa, tovabba nem
jelentettek eddig természetes vagy szerzett PAF rezisztencidval rendelkezd A. fumigatus
torzseket, érdemes lenne tovabbi vizsgélatokat végezni a PAF bevezetéséhez potencidlis

antifungdlis szerként a human terapidba.
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