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Gajdacs Mario

Human gydgyaszatban alkalmazott gydgyszervegyiiletek
quorum sensing (QS)-gatlé hatasanak vizsgalata

Bevezetés

A fert6z6 megbetegedések még napjainkban is az egyik legjelentésebb koroki
tényezOnek szamitanak. Habdr az epidemiolégiai jellemzék szempontjabol
kiillonboznek ugyan, a fejlédé orszagok (pl. hasmenéssel jaro6 fertézések, ko-
z0sségben szerzett pneumonia, AIDS, glim6kor, maldria) és a nyugati tarsa-
dalmak (nozokomialis fertézések, Clostridioides difficile colitis, immunszu-
primalt betegek opportunista infekcidi) egyarant érintettek, ezek a korképek
sokmillié ember életmindségének romlasaért és halélaért feleldsek.! Az anti-
biotikumok a modern orvoslas nélkiilozhetetlen elemei, sem az akut bakteria-
lis infekciok kezelése, sem pedig a legkiilonfélébb orvosi beavatkozasok (sebé-
szeti beavatkozasok, szervatiiltetés, rakos betegek citosztatikus terapiaja, kora-
szulottek ellatasa) nem valdsulhatnanak meg nélkiiliik.> Az antibiotikumok
hatékonysdga azonban hanyatléban van, mind az egyre terjedd és gyorsan ki-
alakul6 rezisztencia miatt, mind a nem megfelel6 felhasznalasuk miatt, emel-
lett a klinikai kutatasi nehézségek és az 6kondmiai tényezok is gatat szabnak
az Uj szerek fejlesztésének.” A klinikai szempontbdl legfontosabb rezisztens
kérokozokat az un. ESKAPE-patogének csoportja foglalja 6ssze.* Ide sorol-
hat6 a vancomycin-rezisztens Enterococcus faecium (VRE), a methicillin-re-
zisztens Staphylococcus aureus (MRSA), a multidrog rezisztens Acinetobacter
baumannii (MACI), a multidrog rezisztens Pseudomonas aeruginosa és Kleb-
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siella sp. (vagy C. difficile), valamint az Enterobacter sp. (vagy Enterobacte-
riaceae csoport). Stlyos problémat jelentenek tovabbd a multidrog rezisztens
Neisseria gonorrhoeae és a szélesitett spektrumu béta-laktamaz termeld
(ESBL+) Enterobacteriaceae csalad tagjai is, az utdbbiak a rezisztencia gyors,
plazmidokon torténd terjedése miatt.” Becslések szerint Eurdpaban 25000
ember hal meg évente MDR baktérium altal okozott fertézésben, ez a teljes
népességre vetitve 700 0oo embert jelent, mig ezt az értéket 2050-re 10 millié
koriilire becsiilik.® A bakterialis rezisztencia stlyossaga szempontjabdl harom
kategoériat kiilonboztethetiink meg: multidrog rezisztens (MDR) az a bakté-
rium torzs, mely rezisztenciat mutat legalabb egy antibiotikumra legalabb ha-
rom antibiotikum osztalybdl; kiterjedt rezisztencidval rendelkezik (exten-
sively drug-resistant, XDR) az a torzs, amely kett vagy kevesebb antibio-
tikummal szemben mutat érzékenységet minden antibiotikum osztalybol és
pandrog rezisztens (pandrug-resistant, PDR) kérokozék azok, amelyek nem
mutatnak érzékenységet egyik antibiotikummal szemben sem.” A baktériu-
mok szamos molekuldris mechanizmuson keresztiil képesek rezisztens feno-
tipust kialakitani, ezen mechanizmusokat az 1. abra foglalja dssze.

Csokkent intracellularis @

Efflux pumpak gyogyszerfelhalmozddas

Y
Inaktivalé enzimek Q
d a Célmolekula ?\l-
q \_/ megvaltozésa
A——>B A mRNS
57 R
Alternativ enzimek
1. dbra: F6bb bakteridlis rezisztencia mechanizmusok

5 WHO 2017
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7  MAGIORAKOS et al. 2012.
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A rezisztens kdrokozok elleni harcban az leghatékonyabb eszkoziink az j
hatasmechanizmusu antibiotikumok fejlesztése lenne, azonban a kutatas iite-
me nem tud lépést tartani a rezisztencia viszonyok alakulasaval; ez részben
betudhat6 az antimikrobidlis szerek klinikai kutatasahoz kapcsolédo koltsé-
geknek és nehézségeknek, masrészt a gydgyszeripar anergiajanak is.® Emiatt
a kutatasban szamos alternativ stratégia latott napvilagot a mikroorganiz-
musok elleni harcban. Az egyik ilyen stratégia a kombinacids terdpia, azonban
a klinikai gyakorlatban a kombinacios terapia alkalmazasa (egyes jol definialt
klinikai szitudciot leszamitva) tovabbra is megosztd és kevés bizonyitékkal
rendelkeziink a kockazat (rezisztencia tovabbi kialakulasa) és a haszon (meg-
novekedett talélés) aranyat illetden.’

Egy masik lehetséges stratégia lehet kiilonb6z6 adjuvansok alkalmazasa az
antibakterialis terdpidban. Ezek az adjuvansok lehetnek multidrog reziszten-
cia visszafordité vegyiiletek (pl. efflux pumpa gatlok), melyekkel elméletben
ismét hatékonnya tehet6k olyan régi antibiotikumok is, melyek mar kiszorul-
tak a klinikai gyakorlatbol az elleniik kialakult kiterjedt rezisztencia miatt."
Az adjuvansok egy tovabbi csoportjat az un. virulencia gatlé vegytiletek képe-
zik. Ezen molekuldk nem a baktérium elpusztitasan keresztiil fejtik ki hatasu-
kat, hanem a patogenezisben fontos kiilonb6z6 virulencia faktorok (pl. toxi-
nok) kifejezddését gatoljak. El6nyiik, hogy ebben az esetben sokkal kisebb
szelekcids nyomds nehezedik a baktériumokra, igy az ilyen vegyiiletek ellen
kialakult rezisztencia is varhatoan alacsony szinti lesz."!

A baktériumok képesek diffuzibilis szignalmolekuldkkal (autoinducerek-
kel) kapcsolatot 1étesiteni a kdrnyezé baktériumsejtekkel, ezt a sejt-sejt kom-
munikdcidt quorum sensing-nek (QS) nevezziik.'? A QS széles korben el-
terjedt mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ baktériumok korében.
Szamos QS rendszer (pl. Vibrio fischeri LuxI/LuxR rendszere, P. aeruginosa
Lasl/LasR rendszere, Agrobacterium tumefaciens Tral/TraR rendszere) és szig-
nalmolekula (pl. acil-homoszerin laktonok /AHL/ Gram-negativ baktériu-
mokban, autoinducer peptidek /AIP/ Gram-pozitiv baktériumokban) létezik,
de mindegyik rendszer ugyanazon alapokon nyugszik."> Minden baktérium
szintetizalja ezeket a szignal molekulakat alacsony koncentraciéban. Ha a po-

8  GARLAND et al. 2017.

9 BUSH 2017.

10 GONZALEZ-BELLO 2017; SPENGLER et al 2017.
11 WRIGHT 2016.

12 MILLER — BASSLER 2001.

13 RUTHERFORD - BASSLER 2012.
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pulacio-denzitas eléri a kiiszob koncentraciot, pozitiv visszacsatolas (feed-
back) kovetkezik be és a baktériumok novelik a szignal molekuldk termelését.
Miutan ez bekovetkezett, a sejtpopulacio denzitasanak fliggvényében megval-
tozik kiillonbozo bakterialis gének expresszidja, amelyek fenotipusos valtoza-
sokat idéznek el6."* Ezen génexpresszios valtozasok a bakterialis fiziologia és
a virulencia szamos teriiletét érinthetik: biofilm termelés (P. aeruginosa, A.
baumannii), virulencia faktorok expresszidja (toxikus shock syndroma toxin-
S. aureus, 3-as tipusu szekrécios rendszer /T3SS/-Salmonella spp., kompeten-
cia (Streptococcus pneumoniae), fluroeszcencia (V. fischeri), efflux pumpak
kifejez6dése (P. aeruginosa), pigment képzddése (Serratia marcescens, Chro-
mobacterium spp.). A QS-gatlasara (in. quorum quenching) alkalmas vegyii-
letek potencidlis terapids alternativat jelentenek a human gyogyaszatban,
azonban klinikai vizsgalatban még egy ilyen vegyiilet sem szerepelt.”

A quroum sensing-gatlas vizsgalatara szamos in vitro bakterialis modell-
rendszer (kiilonbozé indikator torzsek alkalmazasa, melyek szinvaltozassal
vagy mas novekedési sajatsagukkal utalnak a jelz6molekulak jelenlétére), mo-
lekularis bioldgiai technika és in vivo dllatmodell 4ll a rendelkezésiinkre, de
a leggyakrabban hasznalt kisérleti protokollnak a papirkorong diffuziés tech-
nikat tekinthetjiik.'® Ezen modszerek elénye, hogy a tobbi modszerhez képest
olcsd, igy a kevés forrassal rendelkezd laboratériumok szamara is elérhetd,
azonban rossz reprodukalhat6sag és szamos, egymasnak ellentmond¢ kisér-
leti protokoll taldlhaté a szakirodalomban, ami megneheziti az eredmények
értékelését és osszehasonlitasat.!”

Szamos szakirodalmi adat 4ll rendelkezésre kiilonb6z6 gydgyszermoleku-
lak QS-gatlo6 hatasat illetéen. Dontden antibiotikumok (pl. azitromycin) sejt-
kommunikdciéra gyakorolt hatasat vizsgaltak, bar néhdny esetben mas hatas-
tani csoportba tartozé szert is bevontak a vizsgalatokba (pl. acetil-szalicilsav,
mint a P. aeruginosa QS-gatldszere), azonban egy atfogd, tobb hatastani cso-
portot magaba foglalé QS-gatlé anyagok iranyaba torténd szlirés még nem
tortént.”® A kutatas célja a QS-gatlas vizsgalatara alkalmas korongdiffuzios
modszer idealis kisérleti koriilményeinek meghatarozasa (inkubacié ideje,
hémérséklet, felhasznalt taptalaj), illetve a human gyogyaszatban alkalmazott
vegylletek QS-gatlo hatasanak elemzése in vitro.

14 MILLER — BASSLER 2001.

15 DEFORIDT 2018.

16 CHRISTENSEN et al. 20115 JAKOBSEN et al. 2011; SZABO et al. 2010.
17 VARGA et al. 2011.

18 EL-MOWAFY et al. 2014.
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Anyag és mddszer

Vizsgalt vegyiiletek

Harming, kiilonb6z6 hatastani csoportokba tartozd gyogyszervegyiiletet vizs-
galtuk QS-gatlé hatasuk iranyaban: a) nyakoldok: ambroxol (Teva), acetil-
cisztein (Sandoz); b) nem-szteroid gyulladasgatlok (NSAID): acetil-szalicilsav
(Bayer), indometacin (Sanofi), metamizol-natrium (Sanofi), diklofenak-epol-
amin (IBSA); c¢) neuroleptikumok: prometazin (Sigma), klérpromazin (Sig-
ma), tioridazin (Sigma); d) antiviralis szerek: aciklovir (Teva), cidofovir (Gi-
lead); e) nukleozid-anal6g daganatellenes szerek: methotrexat (Ebewe), 5-flu-
orouracil (Teva), gemcitabin (Kabi); f) mikrotubulus-rendszerre haté daga-
natellenes szerek: vinkrisztin (Kyowa), paklitaxel (Teva); g) topoizomeraz-
enzimekre hat6 daganatellenes szerek: doxorubicin (Teva), topotekan (Acta-
vis), bleomycin (Teva); h) alkilalé agensek: ciklofoszfamid (Baxter), ciszplatin
(Teva); i) vitaminok és antioxidans hatdsu vegytiletek: Bi-vitamin (Zentiva),
B6-vitamin (Egis), Bi2-vitamin (Richter), C-vitamin (Sigma), D-vitamin
(Fresenius), E-vitamin (Sigma), Q1o-koenzim (Sigma); j) egyéb vegyiiletek:
azelasztin (H,-receptor blokkolo; Meda-Pharma), verapamil (Ca**-csatorna
blokkolo; Teva).

Referencia anyagokként az alabbi vegytileteke hasznaltuk: 70%-os etil-
alkohol (Sigma), 85%-o0s glicerin (Sigma), foszfat sdoldat puffer (PBS; Sigma),
dimetil-szulfoxid (DMSO; Sigma), 5%-0s FeEDTA torzsoldat, mikroelemeket
tartalmazé torzsoldat, 3%-os CaCl, torzsoldat, akridin narancs (25,0 mg/ml;
Sigma).

Taptalajok, taptalaj-komponensek

» Luria-Bertani (LB) folyékony tapleves és taptalaj (Bio-Rad)

» Modositott Luria-Bertani (LB) folyékony tapleves és taptalaj (1 literre vo-
natkoztatva: 8,0 g tripton, 5,0 g élesztékivonat, 2,0 g glitkoz, 5,0 g NaCl, 1,0
K.HPO,, 0,5 KH,PO,, 0,2 g MgSO, x 7H.0, 10,0 ml kalcium-klorid-torzs-
oldat, 5,0 ml FeEEDTA-torzsoldat, 1,0 ml mikroelem-torzsoldat, illetve szi-
lard téptalaj esetén 12,0 g bakteriologiai agar)

» Nutrient folyékony tapleves (NB) és szilard taptalaj (NA) (Bio-Rad)

= Miiller-Hinton (MH) tapleves és taptalaj (Bio-Rad)
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A taptalaj-optimalizalasi kisérletek soran tovabba az alabbi anyagokat
hasznaltuk: 3%-o0s kdlcium-klorid-torzsoldat (CaCl, x 2 H,o felhasznalasaval),
5%-0s FeEDTA torzsoldat (FeSO, x 7 H,0 és Na,EDTA felhaszndaldsaval), mik-
roelem-torzsoldat (100 ml-re vonatkoztatva: 1,0 g MnSO, x 7 H,0, 0,5 g ZnSO,
x 7 H,0, 25 mg Na,MoO, x 2 H,o0, 2,5 mg CoCl, x 6 H,0). A térzsoldatokat 50
ml-ként alikvotoltuk és -20°C-on taroltuk.

Baktérium torzsek

Chromobacterium violaceum wt8s5 (Gram-negativ palca, vad tipust, QS-szig-
nal molekulak 4ltal szabalyozott lila szin{i violacein pigment termel6 torzs),
C. violaceum CV 026 (Gram-negativ palca, Tn5-mutans, AHL-indikator torzs,
amely nem képes endogén AHL termelésére, de képes a kornyezeti QS-szig-
nalok érzékelésére), Sphingomonas Ezf 10-17 (Gram-negativ palca; ,,Ezertafi”
sz016 [Vitis vinifera] tumorbdl izoldlva, AHL-termel6 torzs), Enterobacter
cloacae klinikai izolatum azonositd: 31298 (Gram-negativ palca; sebvaladékbdl
izolalva, AHL-termel6 torzs), Serratia marcescens AS-1 (Gram-negativ palca;
vad tipust, QS-szignal molekulak 4ltal szabalyozott narancssarga szini pro-
digiosin pigment termeld torzs), Agrobacterium tumefaciens NTL4 (Gram-
negativ palca; cseresznyefa [Prunus avium] tumorbol izoldlva, AHL-indikator
torzs), A. tumefaciens Cs8 (Gram-negativ palca; AHL-termeld torzs, pozitiv
kontrolltorzs A. tumefaciens NTL4-hez).

A vizsgalt baktérium térzseket Dr. Szegedi Erné bocsatotta rendelkezé-
stinkre (Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacids Kézpont, Sz6lészeti és Boraszati
Kutatointézet). A baktérium torzsek fenntartasa rovidebb idészakokra (<1 ho-
nap) szilard LB és LB* agar taptalajokon tortént, fagyasztasukat 85%-os gli-
cerin és LB tapleves 1:4 aranyu elegyében végeztiik és -80 °C-on taroltuk 6ket.

QS-torzsek novekedési tulajdonsagainak meghatarozasa

Az idedlis kisérleti koriilmények azonositasa érdekében az alkalmazott bakté-
rium torzsek novekedési sajatsagai meghatarozasra keriiltek Nutrient broth
(NB), Miiller-Hinton (MH) és Luria-Bertani (LB) taplevesben, illetve Nutri-
ent agar (NA), Miiller-Hinton (MH) és Luria-Bertani szilard (LB) ptalajon. A
vizsgalatok soran a folyékony és szilard taptalajokat kalibralt kaccsal azonos
primer tenyészetbdl inokulaltuk minden baktérium esetén. Megfigyelésre ke-
riilt a minta optikai denzitasa (ODss,) és a telepek szama, emellett a pigment-
termelés mértéke is. A névekedési tulajdonsagokat négy kiilonb6z6 hémér-
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sékleten (o °C/ 10 °C/ 25 °C/ 37°C) figyeltiik meg, a leolvasasokat 12, 24, 48 és
72 Ora inkubalds utan végeztiik. A vizsgalatok eredménye harom parhuzamos
kisérlet atlagabol szarmazik. Szakirodalmi adatokra alapozva, a vizsgalatunkat
késébb kiegészitettiik egy mddositott Luria-Bertani (LB*) taptalajjal is, ezen
eredményeket a klasszikus LB-taptalajjal vetettiik dssze (lasd Tdptalajok, tap-
talaj-komponensek).

Gydgyszervegyiiletek legkisebb gatlo
koncentracidjanak (MIC) meghatarozasa

A MIC vagy legkisebb gatlé koncentracié (minimal inhibitory concentration)
az antibiotikumok vagy vizsgalt kisérleti anyagok azon legkisebb koncentra-
cidja (ug/ml vagy mg/l), amely a baktériumok névekedését gatolni képes. Ki-
sérleteink soran a vizsgalt gyogyszervegytiletek antibakterialis hatasat felezd
higitdsos mddszerrel, 96-lyukt mikrotitrald lemezben vizsgaltuk a Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) el6irasai alapjan. A vegyiiletekb6l
kettes léptékii higitasi sort készitettiink 100 ul Miiller-Hinton (MH) tapleves-
ben. A kezdé koncentraciok a vizsgalatok sordn a gyodgyszervegytiletek torzs-
oldatainak koncentraciéjatdl fiiggéen o,5-50 mg/ml kozott mozogtak. A bak-
tériumsejteket 100 pl taplevesben adtuk a lyukakhoz, a médium kontroll sor
kivételével. A lemezeket 37 °C fokon, termosztatban inkubaltuk 16-18 éran ke-
resztiil. Az inkubacids id6 letelte utdn a vizsgalt vegyiiletek MIC értékét sza-
bad szemmel olvastuk le. A vizsgalatok eredménye harom parhuzamos kisér-
let atlagabdl szarmazik.

A vizsgalat célja a vizsgalt vegyiiletek esetleges antibakterialis hatdsanak
szlirése, hogy a kés6bbi, QS-gatlasi vizsgalatokban kiilonbséget tudjunk tenni
a valos bakteridlis sejtkommunikacié-gatlé hatas és a baktérium populacié
denzitasat csokkentd (bakteriosztatikus vagy baktericid) hatasuk kozott.

Sziirés QS-gatlo hatas iranyaba kereszt-kioltasos mddszerrel

A gydgyszervegyiiletek és a referencia anyagok QS-gatlo hatas iranyaba tor-
ténd szlirése kereszt-kioltdsos moddszerrel tortént, C. violaceum wt8s és S.
marcescens AS-1 baktérium torzsek felhasznalasaval (2. abra). A vizsgalat so-
ran folyékony LB* taplevesben szaporitott, OD;s,=0,5-0s overnight baktérium
tenyészetet oltottunk ki kereszt alakban LB* agar felszinére. A vizsgalt vegyii-
letek torzsoldatait papirkorongok (Whatmann 7M) segitségével vittiik fel a
taptalaj felszinére; a papirkorongokat a két kioltasi sav keresztezésénél helyez-
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tilk el, melyre 10 ul-t pipettaztunk a vegyiiletek torzsoldataibdl (o,5-50 mg/
ml). QS-gatl6 hatasra pozitivnak értékeltiik azokat a vegytileteket, amelyeknél
48 Oras inkubacids id6 utan szemmel lathatéan gatlodott a pigmentképzddés
(violacein vagy prodigiosin) a korong kornyezetében, legalabb az egyik vizs-
galt baktérium torzs esetén. Pozitiv kontrollként akridin narancsot hasznal-
tunk, negativ kontrollként DMSO-t és PBS-t, emellett a LB* tdptalajt tartalma-
z6 torzsoldatokat is bevontuk a vizsgalatba. Minden vizsgalt vegyiilet esetén
harom parhuzamos kisérletet végeztiink.

2. abra: Sziirés QS-gatlo hatds irdnydba kereszt-kioltdsos modszerrel

bal oldalon C. violaceum wt8s, jobb oldalon S. marcescens AS-1

QS-gatlas vizsgalata korongdiffzios
(parhuzamos kioltasos) modszerrel

Az el6z6 vizsgalatban hatékonynak bizonyult vegytiletek QS-gatloé hatasanak
kvantitativ elemzésére C. violaceum CV 026, E. cloacae Klin. izol. azonosito:
31298 és S. marcescens AS-1 torzseket hasznaltunk. A vizsgélat soran folyékony
LB* taplevesben szaporitott, ODss,=0,5-0s overnight baktérium tenyészeteket
oltottunk ki egyenes vonalban LB* agar felszinére; a S. marcescens esetén egy-
magaban (6nmagdban képes a prodigiosin termelésre), a C. violaceum CVo026
(AHL-indikator, kiilsé QS-szignal hatasara termel violaceint) mellé pedig E.
cloacae (AHL-termel6) keriilt parhuzamosan kiolva, egymastdl kb. 5 mm-re
(3. abra). A vizsgalt vegytiletek torzsoldataibdl kettes 1éptékd felezShigitasokat
készitettiink, majd ezeket papirkorongok (Whatmann 7M) segitségével vittiik
fel a taptalaj felszinére; a papirkorongokat a kioltasi sav kdzepén helyeztiink
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el, melyre 10 ul-t pipettaztunk a vegytiletek oldataibdl. A QS-gatlé hatds szam-
szerlisitésére vonalzo segitségével lemértiik a QS-gatlasi zondk (azaz az elszin-
telenedett, de intakt baktérium tenyészet) atmér6jét a korongok kortiil. Pozitiv
kontrollként akridin narancsot hasznéltunk, negativ kontrollként DMSO-t és
PBS-t, emellett a LB* taptalajt tartalmazé torzsoldatokat is bevontuk a vizs-
galatba. A vizsgalatok eredménye harom parhuzamos kisérlet atlagabol szar-
mazik.

3. abra: QS-gdtlds vizsgdlata parhuzamos kioltdsos modszerrel
C. violaceum CVo26/E. cloacae; Korong: akridin narancs

Eredmények és megyvitatasuk

QS-torzsek novekedési tulajdonsagainak meghatarozasa

A kisérletek soran nem volt szignifikans eltérés a baktérium torzsek noveke-
désében a kiilonboz6 folyékony (NB, MH, LB) taplevesek kozott A baktérium
torzsek novekedése gatlodott alacsony hémérsékleten (o és 10 °C), a C. viola-
ceum wt8s és CV 026 torzseket leszamitva nem volt kiilonbség a baktériumok
szaporodasaban 25 °C és a 37 °C-on torténd inkubacid kozott, azonban meg-
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tigyeltiik, hogy 37 °C-on a S. marcescens torzs mar nem termelt prodigiosin
pigmentet. Az LB és az LB* taptalajok (2 g/ gliik6zzal és mikroelemeket tartal-
mazé torzsoldatokkal kiegészitett) 6sszehasonlitdsa esetén nem volt jelentds
kiilonbség baktériumok novededésében a folyékony taplevesek kozott, azon-
ban a szildrd taptalajok esetén egyértelmten lathaté volt, hogy az LB* tapta-
lajon tobb telep képzddott azonos inokulum felhasznalasaval, a baktériumok
gyorsabban szaporodtak, illetve a pigment képzddés is korabban kovetkezett
be (1. tablazat).

Vizsgalataink sordn megfigyeltiik, hogy a baktérium telepek novekedése és
a pigmenttermelés az LB* agaron 48 6ra utan volt tekinthetd allandénak, 25
°C-on torténd inkubadcio esetén, igy az 6sszehasonlithatdsag és reprodukalha-
tosag érdekében a tovabbi vizsgalatok soran ezeket a kisérleti paramétereket
hasznaltuk. A telepek novekedése és a pigmenttermelés intenzitasa relativ fiig-
getlenséget mutatott a kiindulasi inokulum optikai denzitasatol ODss=0,1-
0,8 tartomanyban, 48 dras leolvasasi id6 esetén (1. tablazat).

Gydgyszervegyiiletek legkisebb gatlo
koncentracidjanak (MIC) meghatarozasa

A vizsgalt gyogyszervegyiiletek donté tobbsége nem rendelkezett antibak-
teridlis hatassal a kisérletek soran hasznalt baktérium torzsek ellen a vizsgalt
koncentraciokban, azaz a MIC értékiik magasabb volt, mint a felhasznalt
torzsoldat koncentracidja. Kivételt képeznek a fenotiazin-szarmazékok (CVo26:
MICprometazin=31,25 Hg/ml, MICuerpromazin=16,13 pHg/ml, MICiioridazin=16,13 pg/
ml; S. marcescens AS-1: MICyioridazin = 16,13 pug/ml) és a bleomycin (CVo26:
MIClicomyein = 125 pug/ml; S. marcescens AS-1: MIC pieomyein = 62,5 pug/ml). Az ak-
ridin narancs legkisebb gatlé koncentracidja nem keriilt meghatarozasra.

Sziirés QS-gatld hatds iranydba kereszt-kioltasos mddszerrel

A kereszt-kioltasos mddszerrel végzett szlirGvizsgalatban a gyogyszervegyii-
letek koziil a prometazin, klorpromazin és a tioridazin (fenotiazin-szarmazé-
kok), a metamizol-natrium, s5-fluorouracil, methotrexat, ciszplatin és a bleo-
mycin rendelkezett QS-gatlé hatassal. Mas vizsgalt gyogyszervegyiilet vagy
a kontrollvegyiiletek (kivétel: akridin narancs) esetén nem figyeltiink meg
bakterialis sejtkommunikaciot befolydsol6 hatast.
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Hasznalt inokulum optikai

denzitdsa (ODsso)

24 h utdn 0,1 0,3 0,5 0,7 1
Chromobacterium violaceum CVo026 - -/+ + + ++
Chromobacterium violaceum wt8s - -1+ + +* ++*
Sphingomonas sp. Ezf 10-17 -+ I+ + T+ ++
Serratia marcescens AS-1 ++ ++ | 4+ |+ | 4+
Enterobacter cloacae 31298 ++ ++ ++ | |
Agrobacterium tumefaciens NTL4 -/+ -/+ + ++ ++
Agrobacterium tumefaciens Cs8 [+ -1+ + ++ ++
48 h utan 0,1 0,3 0,5 0,7 1
Chromobacterium violaceum CV o026 e B e I e B e B
Chromobacterium violaceum wt8s | | | |
Sphingomonas sp. Ezf 10-17 ++ ++ |+ |+ | A+

, 4 | HHH |
Serratia marcescens AS-1 ++4+% | +++* N . .
Enterobacter cloacae 31298 FH+ | | | |
Agrobacterium tumefaciens NTL4 B T = = o o I S
Agrobacterium tumefaciens Cs8 +++ | +++ | A+ | |
72 h utan 0,1 0,3 0,5 0,7 1
Chromobacterium violaceum CVo026 +++ | | | |
Chromobacterium violaceum wt8s | | A | |
Sphingomonas sp. Ezf 10-17 4+ | | A | |
Serratia marcescens AS-1 FH+ | A+ | A | A |
Enterobacter cloacae 31298 U I [ R
Agrobacterium tumefaciens NTL4 +++ |+ |t | A |
Agrobacterium tumefaciens Cs8 +++ |+ | At | A |

(Jelmagyarazat: + — ++++: bakterialis novekedés/telepképzés szintje; *: pigment képzddés)

1. tablazat: A QS-torzsek novekedési tulajdonsdgai szobahdmérsékleten (25 °C)
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QS-gatlas vizsgalata korongdiffzios
(parhuzamos kioltasos) modszerrel

A gybgyszervegyiiletek koziil a metamizol-natrium, 5-fluorouracil, ciszplatin,
methotrexat, bleomycin, prometazin, klérpromazin és tioridazin rendelkezett
koncentracid-fiiggd QS-gatlé hatassal a vizsgélt baktériumtorzseken. A CVo26/
Enterobacter modellpar esetén az 5-fluorouracil 50,0 mg/ml koncentraciéban,
mig a prometazin és a klérpromazin a pozitiv kontrollal megegyez6 koncent-
racioban (25,0 mg/ml) fejtett ki er6sebb QS-gatld hatast, mint az akridin na-
rancs (14 + 1,2 mm). Ezzel szemben a tioridazin 2,5-szer, a bleomycin 5-sz6r
kisebb koncentracioban fejtett ki erésebb QS-gatlé hatast (azaz megsziint a
CVo26-ra jellemzd, AHL-indukalt violacein pigmentacio) (2. tablazat).

C. violaceum CVo026/E. cloacae 31298

Gyogyszervegyiilet Koncentraci6 Gatlasi zona atmérdje + SD (mm)
Metamizol-natrium 1,0 mg/ml 71+ 0,2
0,5 mg/ml
0,25 mg/ml -
0,125 mg/ml
Koncentracio Gatlasi zona atméréje £ SD (mm)
s-fluorouracil 50,0 mg/ml 49 + 1,6
25,0 mg/ml 12+ 0,8
12,5 mg/ml
6,25 mg/ml )
Koncentracio Gatlasi zéna atmérdje + SD (mm)
Ciszplatin 10,0 mg/ml 6+ 0,4
5,0 mg/ml
2,5 mg/ml -
1,25 mg/ml
Koncentracio Gatlasi zéna atmérdje £ SD (mm)
Methotrexat 10,0 mg/ml 11+1,2
5,0 mg/ml
2,5 mg/ml -

1,25 mg/ml
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Koncentracio Gatlasi zéna atmérdje £ SD (mm)
Bleomycin 5,0 mg/ml 27+ 2,4
2,5 mg/ml 13+1,8
1,25 mg/ml 3+ 0,3
0,625 mg/ml -
Koncentracio Gatlasi zona atméréje £ SD (mm)
Prometazin 25,0 mg/ml 31+ 4,6
12,5 mg/ml 7+2,0
6,25 mg/ml
3,13 mg/ml )
Koncentracio6 Gatlasi zona atmérdje + SD (mm)
Klérpromazin 25,0 mg/ml 33+15
12,5 mg/ml 14 + 0,6
6,25 mg/ml
3,13 mg/ml _
Koncentracio Gatlasi zéna atmérdje + SD (mm)
Tioridazin 10,0 mg/ml 38+ 0,3
5,0 mg/ml 13+1,2
2,5 mg/ml 6+ 1,0
1,25 mg/ml -
Pozitiv kontroll Koncentracio Gatlasi zéna atméréje £ SD (mm)
Akridin narancs 25,0 mg/ml 14+1,2

2. tablazat: Gydgyszervegyiiletek QS-gdtlé hatdsa
C. violaceum CVo026/E. cloacae 31298 modellrenszerben

A S. marcescens esetében az 5-fluorouracil szintén a pozitiv kontrollal meg-
egyez6 koncentracioban fejtett ki erdsebb bakterialis sejtkommunikacio-gatld
hatast. A klérpromazin azonos koncentracidban a kontrollal kozel azonos (19
+ 1,2 mm) hatdssal birt, mig ciszplatin 2,5-szer kisebb koncentraciéban (18 +
0,3 mm) megkozelitette az akridin narancs hatasat. A bleomycin 5-sz6r kisebb
koncentraciéban masfélszer er6sebb QS-gatlé hatast mutatott, a tioridazin
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2,5-szer kisebb koncentracioban dupla olyan hatékony volt (19 vs. 40 mm) (3.

tablazat).
S. marcescens AS-1
Gydgyszervegyiilet Koncentracié Gatlasi zéna atméréje £ SD (mm)
Metamizol-natrium 1,0 mg/ml 1+1,2
0,5 mg/ml
0,25 mg/ml -

0,125 mg/ml

Koncentracio Gatlasi zona atmérdje £ SD
s-fluorouracil 50,0 mg/ml 52 £ 1,6
25,0 mg/ml 37+ 0,8
12,5 mg/ml 14 + 0,6
6,25 mg/ml 4+0,8
Koncentracio6 Gatlasi zona atmérdje + SD
Ciszplatin 10,0 mg/ml 18+ 0,3
5,0 mg/ml 8+ 0,6
2,5 mg/ml
1,25 mg/ml )
Koncentracié Gatlasi zéna atmérdje £ SD
Methotrexat 10,0 mg/ml 16 £ 1,7
5,0 mg/ml 5+ 0,3
2,5 mg/ml
1,25 mg/ml )
Koncentracio Gatlasi zéna atméréje £ SD
Bleomycin 5,0 mg/ml 33+ 0,8
2,5 mg/ml 17 £ 1,2
1,25 mg/ml

0,625 mg/ml
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Koncentracié Gatlasi zéna atmérdje £ SD
Prometazin 25,0 mg/ml 12+ 1,2
12,5 mg/ml 3+1,2
6,25 mg/ml
3,13 mg/ml )
Koncentracio6 Gatlasi zona atmérdje + SD
Klérpromazin 25,0 mg/ml 19 + 1,2
12,5 mg/ml 12 + 1,6
6,25 mg/ml
3,13 mg/ml )
Koncentracio Gatlasi zona atmérdje £ SD
Tioridazin 10,0 mg/ml 40 *+ 0,9
5,0 mg/ml 21+1,2
2,5 mg/ml
1,25 mg/ml )
Pozitiv kontroll Koncentracié Gatlasi zona atméréje + SD
Akridin narancs 25,0 mg/ml 19 £ 0,8

3. tablazat: Gyogyszervegyiiletek QS-gatld hatasa
S. marcescens AS-1 modellrendszerben

Kovetkeztetések

Napjainkban tobb ezer gyodgyszervegyiilet van forgalomban human gyégya-
szati céllal, melyek akar forrasai lehetnek kiilonb6z6 kémiai szerkezett és ha-
tasmechanizmust QS-gatlé anyagoknak. Mivel ezek a vegyiiletek farmako-
kinetikai paraméterei és toleralhatdsaga mar in vivo bizonyitott, ezért az eset-
leges késébbi klinikai alkalmazasuk nagy mértékben megkénnyithet6 lenne,
hisz a pre-klinikai vizsgalatokban elvégzendd toxicitasi vizsgalatokra mar nem
lenne sziikség. Kisérleteink soran szamos, kiilonb6z6 hatastani csoportba tar-
toz6 gyogyszermolekula (neuroleptikumok, kiilonb6zé molekuldris célpon-
ton haté daganatellenes szerek, nem-szteroid gyulladasgatlo) QS-gatlé hatasat
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bizonyitottuk. Habar egyes molekuldk esetében (pl. bleomycin) a megfigyelt
gatlo hatasban kozre jatszhat azok anitbakterialis hatasa is, eredményeink ra-
vilagitanak a jelenlegi gyogyszerkincsben rejl6 kiakndzatlan potencialra, mint
QS-gatlo (illetve tagabb értelemben virulencia gatld) vegyiiletek forrasara,
melyek igéretesek lehetnek jovobeni kisérletek tervezésére és tovabbi gyogy-
szermolekuldk bevonasara vizsgalatunkba.

Osszefoglalas

A multidrog rezisztens korokozok dltal okozott fertézések egyre novekvo sza-
ma és az Uj antibiotikumok hianya sulyos problémat jelent az egészségiligyben.
A baktériumok képesek diffuzibilis szignalmolekuldkkal (autoinducerekkel)
kapcsolatot 1étesiteni a kérnyezd baktériumsejtekkel. Ezt a sejt-sejt kommuni-
kaciét quorum sensing-nek (QS) nevezziik, mely soran a sejtpopulacié den-
zitasanak fiiggvényében megvaltozik killonb6z6 bakterialis gének expresszio-
ja, amelyek fenotipusos valtozasokat idéznek el6 (pl. antibiotikum reziszten-
cia, biofilm termelés, virulenciafaktorok, kompetencia). A QS-gatlé vegyii-
letek potencidlis terdapias alternativat jelentenek a human gyogyaszatban,
azonban klinikai vizsgalatban még egy ilyen vegyiilet sem szerepelt. A kutatas
célja a QS-gatlas vizsgalatara alkalmas korongdiffizids modszer idedlis kisér-
leti koriilményeinek meghatarozasa (inkubacio ideje, hdmérséklet, felhasznalt
taptalaj), illetve a human gyogydszatban alkalmazott vegyiiletek QS-gatlo ha-
tasanak elemzése in vitro. A kutatas soran harminc, kiilonb6z6 hatastani cso-
portba tartozd gyogyszervegyiilet (nem-szteroid gyulladascsokkentdk, daga-
natellenes szerek, antipszichotikumok, antiviralis szerek, nyakoldok, vita-
minok) QS-gatl6 hatasat vizsgaltuk korongdiffuziés modszerrel. A hatékony
vegyiiletek esetén a QS-gatld hatas koncentraciofiiggését is meghataroztuk.
A vizsgalatokhoz Chromobacterium violaceum wt85 (vad tipusu, violacein
pigment termeld) és CVo026 (Tns mutans, AHL-indikator), Sphingomonas sp.
Ezf 10-17 (AHL-termeld), Enterobacter cloacae 31298 (AHL-termeld) és Serra-
tia marcescens AS-1 (prodigiosin pigment termel6) baktériumtorzseket hasz-
néltunk fel. A vegyiiletek antibakteridlis hatdsat leveshigitdsos modszerrel
vizsgaltuk a CLSI el6irasai szerint. A kisérletek értékelése 48 oras, szobaho-
meérsékleten torténd inkubacié utdn volt a legoptimalisabb, 2 g/l gliikdzzal és
egy mikroelemeket tartalmazé torzsoldattal kiegészitett Luria-Bertani (LB*)
agaron. A gyogyszervegyiiletek koziil a metamizol-natrium, 5-fluorouracil,
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ciszplatin, methotrexat, bleomycin, prometazin, klérpromazin és tioridazin
rendelkezett koncentracio-fiiggd QS-gatlé hatassal a vizsgalt baktériumtor-
zseken. Napjainkban tobb ezer gyogyszervegyiilet van forgalomban human
gyogyaszati céllal, melyek potencialis forrasai lehetnek kiilonb6z6 kémiai
szerkezetl és hatasmechanizmust QS-gatlé anyagoknak, mivel ezek a vegyii-
letek farmakokinetikai paraméterei és toleralhatdsaga mar in vivo bizonyitott.
Kisérleteink soran szamos gyogyszermolekula QS-gatl6 hatasat bizonyitottuk,
melyek igéretesek lehetnek tovabbi kisérletek tervezésére.
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