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BEVEZETES

A Dbaktériumok antibiotikumokkal szemben mutatott rezisztencidja nagymértékben
szemben rezisztens, Un. multidrog rezisztenciat (MDR) hordozé kérokozok ndvelhetik meg
egy fert6zés morbiditdsi €s mortalitasi ratdjat. A rezisztens torzsek szinte kozvetlenil az
antibiotikumok bevezetése utan jelentek meg hospitalizalt betegekben. Elséként az enteralis
koérokozok korében irtak le antibiotikum rezisztenciat, majd kés6bb az olyan bakterialis
korokozok kozott is megjelentek rezisztens torzsek, mint a Mycobacterium tuberculosis,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus és a Pseudomonas aeruginosa.

Az antibiotikum rezisztencia kialakulasa elkeriilhetetlen volt, ha az evolucios hatterét
vesszilk figyelembe, hiszen a rezisztens torzsek elényre tesznek szert az érzékeny
baktériumokkal szemben. A rezisztencia kialakuldsdban 6riasi szerepe van az antibiotikumok
kritikatlan hasznalatanak és a nem megfeleld higiénének. Mindehhez hozzéjarul az, hogy a
mezdgazdasagban az antibiotikumokat hozamfokozoként alkalmazzak a klinikumban
hasznalatos dozisnal kisebb mennyiségben, ami kedvez a rezisztens torzsek szelekcidjanak.
Mivel az antibiotikum rezisztencia egyre nagyobb méreteket Olt, sziikség volna megfeleld
modszerek és protokollok kidolgozasara, hogy a rezisztencia terjedését megfékezziik.

Antibiotikum rezisztencia mechanizmusai baktériumokban
Bizonyos baktériumtorzsek intrinsic rezisztenciaval rendelkeznek (pl. Enterococcusok

szulfonamidokkal szembeni rezisztenciaja), de a szerzett rezisztencia a terapia szempontjabol
joval nagyobb problémat jelent. A rezisztenciat hordozé gén jelen lehet a kromoszéman vagy
az attol fiiggetlentil replikacidra képes plazmidokon. Létrejohet mutacidval, vagy horizontélis
géntranszferrel (konjugacio), transzdukcioval vagy transzformacioval.
Az antibiotikum rezisztencia mechanizmusai a kdovetkezok lehetnek:

- enzimatikus lebontas vagy modositas (pl. B-laktamaz, transzferaz enzimek)

- aktiv efflux és csokkent felvétel (efflux transzporterek)

- célstruktira modositasa (pl. streptomicin rezisztencia M. tuberculosis-ban)

Rezisztencia elleni kiizdelem lehetéségei

Az elmult évtizedekben tanui lehettiink annak, hogy az antibiotikum rezisztencia egyre
nagyobb méreteket Olt. Erre egyfajta megoldast jelent, olyan antibiotikumok fejlesztése,
amelyek Uj szerkezettel, vagy 1j hatdsmechanizmussal rendelkeznek. Mig kordbban az
antibiotikum hatdsmechanizmusat utdlag tisztaztak, ma mar a genomika lehet6vé teszi, hogy
az 1) antimikrobas szerek kivalasztdsa Un. ,target-based screening” alapjan torténjen. Az
utobbi évtizedben néhdny 1) antibiotikum keriilt bevezetésre. A linezolid, az elsd
nozokémialis pneumonia és a bor fertézéses megbetegedéseiben alkalmazzak. De a
kozelmultban tortént bevezetésre a streptograminok koziil a quinupristin/dalfopristin, az Uj
generacios tetraciklinek koziil a tigecyclin, lipopeptidek koziil a daptomicin, a glikopeptidek
koziil a dalbavancin, oritavancin €s a telavancin. A makrolidok szerkezetével rokon ketolidok
is az Gjonnan bevezetett antibiotikumok koz¢é tartoznak.

Segitheti az antimikrébds terapiat olyan vegyiiletek alkalmazasa, amelyek kordbban nem
ismert baktérium-specifikus mechanizmusokra hatnak. A szortdz enzimek a bakteridlis
sejtfalban segitik a felszini fehérjék kotdodését transzpeptidacid katalizisével. A folyamat
molekularisan specifikus az egyes baktériumtorzsekre, igy Gram-pozitiv baktériumok okozta
fert6zések kezelésében hasznalandé antibiotikumok célozhatjdk a folyamat gatlasat. A sejtfal
bioszintézisében az izoprenoid prekurzorok jelenléte elengedhetetlen. Az Gin. nem-mevalonat
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uton torténd szintézis is specifikus a prokaryotdkra, igy ennek gatlasa is egy lehetséges
antibiotikum hatdsmechanizmus.
Rezisztenciamodositok:

Azok a farmakonok, amelyek képesek egy antibiotikum hatékonysdgat novelni azaltal,
hogy a rezisztenciat csokkentik, rezisztencia modositoknak tekintenddk. Ezek az anyagok
onmagukban nem feltétleniil sziikséges, hogy rendelkezzenek antibakteridlis hatassal, de egy
adott antibiotikummal kombinacidban, a rezisztencia ellen hatnak. A rezisztenciamodositas
tobbféle uton valosulhat meg. Célozhatja a bakteridlis efflux mechanizmusokat, a quorum
sensinget, a sejtmembran permeabilitast, az antibiotikum-bonté enzimeket, de genom szinten
is kifejthetik hatdsukat.

- Efflux pumpa gatlok: Az aktiv efflux mechanizmusok minden sejtre jellemzoek. Részt
vesznek a sejt szdmara toxikus molekulak eltdvolitasaban, igy az antibiotikum
rezisztencia egyik f6 kozvetitdi, sok esetben a multidrog rezisztencia kialakuldsaért
felelnek. Az efflux mechanizmusok szelektiv gatlasara tetraciklin analdgokat
vizsgaltak.

- Plazmid eliminacid: A rezisztencia sok esetben nem a bakterialis kromoszoman,
hanem R-plazmidon kodolt, amely mobilis genetikai elem felelés a rezisztencia
terjedésében is. A plazmidokra kis valdszinliséggel jellemzd a spontan vesztés, de a
plazmid eliminiciét bizonyos hatdsok ¢és anyagok eldsegithetik. Korai
tanulmanyokban az akridin narancsrdl, az etidium bromidrdl és a natrium-dodecil-
szulfatrol irtak le antiplazmid hatast, de toxicitdsuk in vivo alkalmazasukat
akadalyozta. Molndr ¢és mtsai triciklusos vegylileteket vizsgaltak, ¢és a
klorpromazinrol, valamint a prometazinrdél deriilt ki, hogy in vitro képesek E. coli-ban
elimindlni a tetraciklin, kloramfenikol, streptomycin és szulfonamid rezisztenciat. Ezt
hasonld szerekezetii vegytiletek szisztematikus vizsgélata kovette, és szamos hatasos
vegyiiletre seriilt fény. Kevés in vivo adat all rendelkezésre, de a prometazinrol
bebizonyosodott, hogy gentamicinnel kombindlva csokkenette a visszatérd
pyelonephritis recidivat gyermekekben.

- Quorum sensing gatlasa: A quorum sensing olyan regulator folyamatok Osszessége,
amely a bakterialis populacio szintjén szabalyoz. Quorum sensing fontos szerepet tolt
be a virulencia faktorok szintézisében, biofilm Iétrehozasaban, konjugécioban, a
sporaképzésben, kompetens allapot 1étrehozasaban. A szignalmolekuldk szintézisnek,
eloszlasanak, valamint receptoron vald kotddésének gétlasa lehet alternativa Uj
antibiotikum hatdsmechanizmusaként.

Daganatos sejtek rezisztenciaja

szembeni rezisztenciaja. Szamos mechanizmus koziil a leggyakoribb az energia-dependens
transzporterek kozvetitette rezisztencia. Az ABC transporterek (ATP-binding cassette) a
humén genomban 49 génen kodoltak, ¢és hét alcsaladba sorolhatok. A multidrog
rezisztenciaért felelds egyik leggyakoribb fehérje a P-glikoprotein, amely fiziologids funkcioi
mellett a tumorsejtekbdl a szerkezetileg kiillonbozo citosztatikumokat képes kipumpalni. A P-
glikoprotein  miikodését gatlo vegyiiletek segithetik a konvenciondlis kemoterapia
sikerességét, ezért tumor specifikus formulaldst kovetden igéretesnek latszanak a
kemoterapids kezelés kiegészitéseként.



CELKITUZESEK

A természetben eldforduld és kémiailag szintetizalt vegyiiletek kozott kerestiink potencialis
rezisztenciamodositokat ill. antimikrébas hatasi vegyiileteket a késObbiekben felsorolt
modszerekkel az aldbbi vizsgalatokban:

Organikus szilicium vegyiiletek vizsgalata kiilonboz6 bakterialis plazmidokon
[ll6olajok antimikrébas €s antiplazmid hatasainak vizsgélata

Thioridazin szarmazékok antibakterialis hatasanak meghatarozasa M. tuberculosis
H37Rv torzsén BACTEC 450 respirometrids modszerrel

Ill6olajok Quorum sensingre gyakorolt hatasa

[ll6olajok és komponenseik antiproliferativ hatdsdnak tanulmanyozésa human MDR1
génnel transzfektalt egér limfoma sejtvonalon

[ll6olajok és komponenseinek hatdsa P-gp mitkddésére; flowcytometrids vizsgalat
rodamin 123-mal

Il16olajkomponensek és citosztatikomok kolcsonhatasa tumorsejteken in  vitro;
checkerboard médszer mikrotiter lemezben

Négy kivalasztott illdolaj komponens apoptdzisra gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozéasa
kettds fluoreszcens festéssel és annexin V-FITC modszerrel

Anastasia Black (Orosz fekete paprika) kivonatainak rezisztenciamodosité hatasanak
vizsgélata egér limfoma sejteken, valamint a hatdsos frakciok tartalmi meghatarozasa
HPLC és LC-MS-MS modszerekkel

ANYAGOK ES MODSZEREK

ANYAGOK
Novényi eredetii anyagok

Ill6olajok: narancs olaj (Citrus sinensis L., Myrtaceae), eukaiptusz olaj (Eucalyptus
globulus L., Myrtaceae), édeskomény olaj (Foeniculum vulgare Mill., Lamiaceae)
geranium olaj (Geranium robertianum L., Geraniaceae), boroka olaj (Juniperus
communis L., Cupressaceae), borsosmenta olaj (Mentha piperita L., Lamiaceae),
rozmaring olaj (Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae), tisztitott terpentin olaj (fenyd
fajokbol desztillalt), kakukkfii olaj (Thymus vulgaris L., Lamiaceae), rézsa olaj (Rosa
damascena L., Rosaceae), levendula olaj (Lavandula angustifolia L., Labiatae),
kamilla olaj (Matricaria recutica L., Asteraceae). Ezek az illoolajok megfelelnek a
hatalyos Magyar Gyogyszerkonyv (Ph.Hg. VIIL.) el6irasainak, beszerzése a Phoenix
Pharma Gyodgyszerkereskedelmi Rt-t6l tortént. Ausztral teafa olaj (Melaleucae
alternifoliae Cheel, Myrtaceae). Eléallitoja a Main Camp Marketing Pty Ltd, Ballina,
NSW, Ausztralia. Az ill6olajok oldodszere dimetil-szulfoxid.

Oregano illoolajok: Origanum vulgare ssp. hirtum (Link) Ietswaart, termesztése a
Budapesti Corvinus Egyetem Kisérleti Tangazdasagaban tortént, valamint a MTA
véacratoti Okologiai és Botanikai Kutatointézetében. Az illdolajok kivonasa a SZTE
Gyodgyszerésztudomanyi Karanak Farmakogndziai Intézetében tortént.

Illéolaj komponensek: A kovetkezd gazkromatografias standard komponensek
keriiltek vizsgalatra: p-cimén, eukaliptol, béta-kariofillén, karvakrol, limonén, linalool,
alfa-pinén, béta-pinén, szabinén, alfa-terpinén, gamma-terpinén, borneol, kariofillén-
oxid, timol, mentol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Orosz fekete paprika: Szaritott Anastasia Black (Capsicum annuum L. var.
angulosum Mill., Solanaceae) paprikabol kivonatok késziiltek hexannal, acetonnal,
metanollal és 70%-o0s metanollal. A kivonatok tovabbi frakcionélasra keriiltek.
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Szintetikus vegyiiletek

Szerves szilicium vegyiiletek: 1,3-Dimetil-1,3-bis(4-fluorofenil)-1,3-bis(3-morfolino-
propil)-disiloxan-dihidroklorid (Sila 409) ¢és, 1,3-Dimetil-1,3-bis(4-fluorofenil)-1,3-
bis{3-[1(4-butil-piperazinil)]-propil } -disiloxan-tetrahidroklorid ~ (Sila  421). A
vegyiileteket Hegyes Péter ¢s munkatarsai szintetizaltak. A két vegyiilet szabadalma a
kovetkez6 szamon keriilt bejegyzésre: n° 0099150.6, PCT/DE00/04110

Tioridazin szarmazékok: a 14 kiilonboz6 tioridazin vegyiiletet Hajos Gyorgy és
munkatarsai allitottdk elé (MTA Kémiai Kutatokdzpont).

Tovabbi vegyiiletek: prometazin (Pipolphen, EGIS Nyrt., Budapest), penicillin
(Biogal-Teva Pharma Rt., Budapest, Hungary), ampicillin (AMP), tetraciklin-
hidroklorid (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), oxytetraciklin (OXY), gentamycin
(GENT) (Chinoin/Sanofi-Synthelabo, Budapest), erythromycin (ERY) (Richter
Gedeon Nyrt., Budapest), flukonazol (Diflucan, Pfizer, Amboise, Franciaorszag),
dimetilszulfoxid (DMSO) (SERVA, Feinbiochemica, Heidelberg, Németorszag), ¢és 3-
(4,5-dimetilthiazil)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

Baktériumkulturak és sejtvonalak

Baktériumok: Escherichia coli F’lac K12 LE140 (tsx, str, Alac, su’, A", mal’), E. coli
AG100 (proton pumpa hordozo) és E. coli AG 100A (acrAB deletalt mutans, Dr. H.
Nikaido), E. coli AG100rgr és E. coli AG 100A gt tetraciklin rezisztencia indukalt
torzsek (8 pug/mL) (Amaral L.), E. coli AG100tgr pBR322 és E. coli AG 100A gt
pBR322 (a tetraciklin rezisztens torzsek pBR322 plazmiddal transzformalt
izolatumai), E. coli P673 sertésbdl izolalt nefropatogén torzs, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus epidermidis (klinikai izolatum).
Chromobacterium violaceum CV026 (Prof. Thomas J. Burr, Cornell University,
Geneva, NY), E. coli ATTC 31298 ¢és részben karakterizalt Ezf 10/17, amelyet sz616
gyokérgolyvajabol izolaltak

Gombak: Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC 14053, Saccharomyces
cerevisiae 0425 52C (Grand, mitokondriummal rendelkezd) és S. cerevisiae 0425 &/1
(Petit, mitokondrium hianyos).

Daganatos sejtvonalak: human MDRI1 génnel transzfektalt egér limfoma sejtek
(MDR, L5178) ¢és ennek sziildi sejtvonala (PAR, L5178Y). Human méhnyak
adenokarcindma sejtvonal (HeLa).

Taptalajok, tapfolyadékok

Baktérium- és gomba tenyészetekhez

LB (Luria-Bertani): 0.5% ¢leszté kvonat, 1.0 % tripton, 1.0 % NaCl, 2.0 % agar;
MTE (Minimal Tripton-Eleszt6): 0.1 % NH4Cl, 0.7 % K,HPO4, 0.3 % NaH,POy x
2H,0, 0.2 % NaCl, 1.0 % tripton, 0.1 % ¢leszté kivonat, 1.5 % agar; eozin--
metilénkék (EMB) (BioM¢érieux): 3.6 % EMB; TSB and TSA (Tryptic Soy Broth és
Agar): 3.0 % TSB, 2 % agar (Scharlau Chemie S.A. Barcelona, Spain); ETB (Eleszt6
kivonat-Tryptone Broth): 0.5 % ¢lszt6 kivonat, 1.0 % tripton, 0.5 % NaCl; véres
agar: 442 % Columbia taptalaj (Biolab Rt., Hungary), 5.0 % steril defibrinalt
birkavér (Phylmaster Nyrt.); 2xETB (Eleszté6 Pepton, Dextréz): 1.0 % éleszté
kivonat, 2.0 % pepton, 2.0 % gliikk6z, 1.3 % citromsav, 1.4 % Na,HPO4
Tumorsejtekhez



Tapfolyadék L5178 and L5178Y egér limfoma sejtekhez: modositott McCoy’s SA
tapfolyadék (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)

A HeLa sejteket Eagle’s MEM (Gibco BRL, Paisley, UK) tapfolyadékban
tenyésztettiik. A sejteket telitett paratartalma, 37°C-os 5% CO,-t tartalmazd
termosztatban tartottuk.

Antimikrdébas hatas meghatarozasa

Agar diffuzio: A baktérium és gomba eldtenyészeteket fiziologias soban higitottuk, majd agar
lemezekre szélesztettiik. A lemezekbe 5 mm atmérdjii mélyedéseket készitettiink, és a
vizsgalanddé anyagokat ebbe mértiikk. Az antimikrobds hatast az inkubacidt kdvetden a
keletkezett gatlasi zonak alapjan allapitottuk meg.

Minimalis gatld koncentrdciok meghatirozdsa (MIC érték): A MIC értékeket 96 lyuku
mikrotiter lemezen hatdroztuk meg. A vizsgalandd anyagokbdl felez6 higitasokat
készitettiink, majd hozzdadtuk a baktérium- vagy gomba tenyészetek higitot szuszpenzioit.
Inkubaciét kdvetden leolvastuk azt a legkisebb koncentracid értéket, ahol a ndvekedés teljes
mértékben gatolt volt.

Plazmid eliminacio vizsgalata

Az E. coli F’lac K12 LE140 torzs éjszakai eldtenyészetével MTE taplevest inokulaltunk, majd
a vizsgalt anyagok megfeleld higitdsait a tenyészetekhez adtuk. Inkubaciot kovetden a
tenyészetek megfeleld higitasait eozin-metilénkék taptalajra szélesztettiik, és 24 Ordn at
inkubaltuk 37 °C-on. Ezt kovetden megszamoltuk a lac” és lac” telepeket, és meghataroztuk a
plazmideliminéaci6 szdzalékos aranyat. Kisérleteinkben pozitiv kontrollként prometazint
hasznaltunk. Az E. coli P673 torzs esetében a kiilonbséget az el6zéekhez képest az jelentette,
hogy a kezelt kulturat véres agarra szélesztettilk, majd inkubéciot kovetéen a hemolitikus
udvar alapjan értékeltiik a plazmid torl6 hatast.

E. coli AG100rgr pBR322 és E. coli AG 100Ater pBR322 térzsek antiplazmid hatasat
replica- plating modszerrel vizsgaltuk. A SILA 409 és SILA 421 anyagokkal kezelt baktérium
tenyészeteket eldszor antibiotikum mentes lemezre szélesztettiik, majd a Lederberg-féle
replica-plating moddszerével antibiotikumot tartalmazd lemezekre vittiik at a telepeket.
Inkubéciot kdvetden a mesterlemezt és a ,,replica” lemezt dsszehasonlitva allapitottuk meg a
plazmid eliminaciot.

E. coli AG 1001gt és AG 100A gt transzformacidoja pBR 322 plazmiddal

E. coli AG 1007gr és AG 100Argr baktériumokbdl éjszakai eldtenyészetet készitettiink ETB
taplevesben ugy, hogy a taptalaj mindkét baktériumtorzs esetében tartalmazott 8 pg/mL
tetraciklint, E. coli AG 100Argr esetében a tetraciklin mellett 100 pg/mL kanamicint. Az
elétenyészet 1 mL-ét 50 mL ETB tapleveshez adtuk, és tovabbi 4 6ran at 37 °C-on inkubaltuk
addig, hogy a kultura optikai denzitdsa 0.25-0.30 k6z¢ essen 540 nm-es tartomdnyban. A
mintat jégen tartottuk 10 percig, majd centrifugéltuk 3500 rpm-en. A feliiluszot eltavolitottuk,
és a baktériumokat 0.1 M-os hideg MgCl, oldatban szuszpendaltuk fel. Ujabb centrifugalast
kovetden a sejtekhez hideg CaCl, oldatot adtunk, és a sejteket 0 °C-on tartottuk 1 o6ran at. 200
puL kompetens baktériumsejthez 5 pL tisztitott pBR322 plazmidot adtunk, és 45 percig jégen
tartottuk, amit 42 °C—os hosokk kovetett. A transzformalt baktériumokat 37 °C —on tartottuk 1
oran at, centrifugaltuk, és antibiotikumot tartalmazo tapelemezekre szélesztettiik.



Checkerboard-mddszer antibiotikumok/citosztatikumok és rezisztenciamédositok
kolcsonhatasanak vizsgalatahoz
A mikrodiluciés checkerboard-modszer alkalmas baktériumokon és tumorsejteken is
kiilonb6z6 anyagok kolcsonhatasdnak kimutatasara. Mikrotiter lemezben elkészitettiik a
vizsgalanddé anyagok kiilonboz6 higitasait gy, hogy az anyagok egymasra merdleges
oszlopok ¢és sorok taldlkozasanal kiilonb6z6é koncentracidban legyenek jelen, tehat minden
mélyedésben mas moddon legyenek jelen a koncentraciok kombinacidi. A lemezeket
baktériumokkal/tumorsejtekkel inokulaltuk, és inkubaltuk 37°C-on 24 o6raig a batériumok
esetében, és 37 °C-on 5.0 %-o0s CO, atmoszféraban 72 6ran keresztiil a tumorsejtek esetében.
Ezt kovetden a mintdkhoz 20 pL MTT oldatot (5 mg/mL) adtunk, és ujabb inkubaciot
kdvetden natrium-dodecil szulfat oldattal oldottuk fel a keletkezett kristalyokat. Az anyagok
baktériumokra ¢s tumorsejtekre gyakorolt hatdsat az optikai denzitdsok mérése (Dynatech
MRX ELISA reader) utdn hataroztuk meg. Meghataroztuk az egyes anyagok frakcionalis
FIC4 + FICg, ahol A az antibiotikum/citosztatikum, B a vizsgélt anyag.
FIC, = MIC, kombinacioban FIC, = MICg kombinacidéban

MIC, egyediil MICjy egyediil
A tumorsejtek esetében a MIC értékek helyére az IDsg értékek helyettesitendok be.
A FIC értékek alapjan az anyagok kolcsonhatasat a kovetkezdképpen kategorizaltuk:
szinergizmus (<0.5), additiv kdlcsonhatas (0.5-1.0), indifferens (>1), antagonizmus (>4.0).

Quorum sensing (QS) mechanizmusok gatlasa

A vizsgalt baktériumok autoinducer-képzését a Chromobacterium violaceum CV026
bioszenzor torzs segitségével vizsgaltuk. Ez a torzs lila szinii pigmentet termel rovid
szénlancu autoinducerek (N-acil-homoszerin laktonok, AHL) jelenlétében. E. coli ATCC
31298 ¢és az ezerfurtli sz616 gyokérgolyvajabol izolalt Ezf 10/17-es AHL termel6 torzseken
végeztiik a vizsgalatokat. A QS gatld vegylileteket agardiffizios modszerrel tanulmanyoztuk
oly modon, hogy LB agarlemez felszinére az AHL termeld torzsbol és a szenzor torzs
elétenyészetébdl parhuzamos csikokat szélesztettiink egymastdl Smm-es tavolsagra, és a
vizsgalt anyagok oldataival atitatott papirkorongot a kiszélesztett baktériumokra helyeztiik.
Pozitiv kontrollként akridin narancsot és 5-fluorouracilt hasznaltunk. A QS-gatl6 hatast a lila
pigment jelenléte vagy hidnya alapjan allapitottuk meg.

Thioridazin és szarmazékainak antibakterialis vizsgalata M. tuberculosis H37Rv torzson
BACTEC 460 radiometrias modszerrel

A vizsgaland6 anyagokat tartalmazé mintikat a baktérium (M. tuberculosis H37Rv) 10° és
10° telepformald egységével inokulaltuk. A baktériumtenyészeteket Middlebrook 7H9
taplevesben novesztettiik. Az eldtenyészetbdl a McFarland szerinti 0.5-0s denzitast higitast
tartalmaztak. A mintakat 37 °C-on inkubaltuk, és baktériumok anyagcsere folyamatai soran
"C palmitinsavbol keletkezett '*CO, mennyiségét Bactec 460 késziilékkel mértiik. Ennek
mennyisége alapjan szdmoltuk a MIC értékeket.

Multidrog rezisztencia visszaforditasa daganatsejteken

A kisérletekhez humédn MDRI1 génnel transzfektalt egér limfoma sejteket és a sziiloi
sejtvonalat hasznaltuk. Az MDR sejtvonalat 60 ng/mL kolhicin jelenlétében tenyésztettiik a
rezisztens fenotipus megdrzése érdekében. Az L5178 MDR sejtvonalat €s a sziildi sejtvonalat
McCoy’s 5A tapfolyadékban tenyésztettiik 10 % inaktivalt 16szérum jelenlétében. A sejtek
denzitasat 2x10°/mL-re allitottuk be, és 0.5 mL-ként Eppendorf csovekbe mértiik. A sejteket a
vizsgéaland6 anyagokkal 10 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Rodamin 123 hozzaadasa



utdn 20 perces inkubacio kovetkezett 37 °C-on. A sejtek mosasat kovetden, azok
fluoreszcencidjat aramlasi citométerrel mértiik meg, kisérleteinkben pozitiv kontrollként a
verapamil szerepelt. A fluoreszcencia értékekbdl fluoreszcens aktivitdsi hanyadost
szamoltunk a kovetkezd képlet szerint, amelyben az egyes kontroll és kezelt mintak
fluoreszcencia értéke szerepel:

MDR kezelt / MDR kontroll

Sziil6i kezelt/ sziil6i kontroll

Fluoreszcens aktivitasi hanyados =

LC-MS-MS madszer fenolos vegyiiletek meghatarozasahoz

Anastasia Black paprika kivonataiban 1évé fenolos vegylileteket hataroztunk meg
folyadékkromatografiaval kombindlt tomegspektrométerrel. A méréseket API 3000
haromszoros quadrupol tomegspektrométerrel végeztilk (Turbolonspray forrds mellett) A
kromatografias elvalasztdss Prodigy ODS3 100 A oszlopon tortént. A kovetkezd
komponenseket vizsgaltuk: feruloil-gliikopiranozid, szinapoil-gliikopiranozid, quercetin-
rhamnopiranozid-gliikopiranozid, luteolin-gliikkopiranozid-arabinopiranozid, apigenin-
gliikopiranozid-arabinopiranozid, quercetin-rhamnopiranozid, luteolin-(furanozil-
gliikkopiranozil-malonil)-gliikopiranozid, heszperidin, feruyl alcohol-
(methylhydroxypropionyl)-gliikopiranozid, luteolin-arabinopiranozid-digliikopiranozid,
luteolin-gliikkuronid, ferulasav, szinapinsav, quercetin, luteolin és apigenin.

Anastasia Black kivonatainak vizsgalata HPLC maddszerrel

A fekete paprika kivonatainak karotenoid tartalmat vizsgaltuk HPLC modszerrel. Az
elvalasztas Devosil RP Aqueous C30 kolonnan tortént. Az eluensek a kdvetkezok voltak: (A)
0.004 % ammonium-acetat (oldoszer: MeOH) és (B) terc-butil-metil éter. A gradiens program
az alabbiak szerint futott: 85-70 % B (5 perc), 70-60 % B (5 perc), 60-45 % B (5 perc), 45 %
B isocratic (20 perc), 45-20 % B (5 perc), and 20-85 % B (5 perc), konstans, 1 mL/perces
aramlés mellett. A dektektalas hullamhossza 453 nm, az injektalt térfogat 20 puL volt. Pozitiv
kontrollként béta-karotint és luteint hasznaltunk.

Illdolajok apoptozisra gyakorolt hatasa

Apoptozis vizsgalata dramldsos citométerrel

Kisérleteinkhez pozitiv kontrollként az apoptdzist indukalni képes 12H-benzo[a]phenotiazint
(M627) hasznaltuk. Az L5178 egér limfoma sejteket a vizsgalandé anyagokkal kezeltiik, 24
oran at 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetéen a sejteket mostuk, és kotdpufferben
reszuszpendaltuk. Ujabb mosast kovetden adtuk a mintakhoz az Anexin-V oldatat. 10 percig
szobahOmérsékleten sotétben inkubaltuk a mintdkat, majd mosast kovetden kotOpuffert
adtunk a sejtekhez. A fluoreszcencia mérése eldtt probidium-jodidot adtunk a mintakhoz. A
sejtek fluoreszcens aktivitasat aramldsi citométerrel hataroztuk meg, ¢és a kiilonb6zo
sejtciklushoz tartozo6 populacidokat winMDI2.8 szoftverrel értékeltiik ki.

Apoptozis vizsgdlata fluoreszcens mikroszképidval Hela sejteken

Az akridin-narancs/etidium-bromid kettds festéssel az ¢10, korai valamint kés6i apoptotikus €s
nekrotikus sejteket lehet elkiiloniteni. A festés sordn az akridin-narancs athatol az intakt
membranon, és a sejtmagot homogén zoldre festi €16 sejtekben, mig korai apoptdzis esetén a
sejtmag granuldlt zoldre festddik. Az etidium-bromid csak a fokozott permeabilitasi
sejtmembranon halad at, és a sejtmagot pirosra festi. A morfoldgiai paramétercket 24 oras
kezelés utan HeLa sejteken vizsgaltuk.




EREDMENYEK

Szerves sziliciumvegyiiletek antibakterialis és antiplazmid hatasai

Két szerves szilicium vegyiiletet (Sila 409 és 421) vizsgaltunk E. coli torzsek kiilonbozo
plazmidjain. E. coli K12 LE 140 F’lac plazmidjan, E. coli P673 hemolizin-plazmidjan, és
tetraciklin rezisztencia-indukalt E. coli AG100 és AG100A pBR322 plazmiddal transzformalt
torzsein torténtek a plazmidtorlést célzd vizsgalatok. A legkifejezettebb antiplazmid hatas a
K12 LE 140 torzs F’lac plazmidjan mutatkozott, mert a Sila 409 87,85 %-ban, mig a Sila 421
83,75 %-ban okozott plazmideliminaciot. A nefropatogén E. coli P673 torzson a Sila 421 9,72
%-ban eredményezett nem hemolizal6 telepeket, ami a pCW2 eliminacidjaval magyarazhato.
A pBR322 plazmid eliminacidjat ,,replica palting” modszerrel vizsgaltuk a fenti torzseken.
Alacsony el6fordulasi gyakorisaggal volt kimutathaté a plazmideliminacié (28,9-6,7 %).

Illéolajok antimikrébas és antiplazmid hatasai

A gybgyaszatban alkalmazott tiz illdolaj hatasait vizsgaltuk baktériumokon és sarjadzé
gombakon. Az antimikrobas hatéas tekintetében a kakukkfii olaj emelkedett ki, és ez a hatas a
timol Gsszetevdjének tulajdonithatd. A tovabbiakban az antibakteridlis hatassal rendelkezd
illéolajokat tanulmanyoztuk E. coli K12 LE140 torzson plazmid eliminaciora. Ez a kisérlet a
rezisztencia plazmid torlését hivatott modellezni. Pozitiv kontrollként prometazint
alkalmaztunk. Eredményeink azt mutattdk, hogy a borsosmenta olajjal torténd kezelés jelentos
aranyban eredményez lac™ telepeket. A borsosmenta illéolajanak legfébb komponense a
mentol, amely 325 pg/mL koncentraciondl 96 %-os eliminéciot hozott 1étre. Prometazinnal
kombindlva a mentol antiplazmid hatasa még kifejezettebb volt. Az emlitett baktériumtdrzson
a borsosmenta olaj és a mentol antibakterialis hatdsat is vizsgaltuk antibiotikumokkal
kombindlva. Additiv hatas volt kimutathaté a menta olaj és oxytetraciklin, valamint a mentol
¢és oxytetraciklin kozott.

Origanum vulgare ssp. hirtum illoolajanak antimikrobas hatasa

Magyarorszagon termesztett szurokfii (Origanum vulgare ssp. hirtum, Link, Ietswaart) négy
vonalanak illoolaj Osszetételét vizsgaltuk, és antimikrobas hatdsat ennek fliiggvényében. Az
Osszetétel meghatarozasa gazkromatografids és tomegspektroszkopids modszerrel a SZTE
Gyodgyszerésztudomanyi Karanak Farmakognoziai Intézetében tortént. Megallapithatd volt,
hogy mindegyik vonal illoolaja a Pasquier-féle karvakrol csoportba sorolhatd, hiszen ez a
komponens volt mindegyik estben a meghatiaroz6. Az antibakteridlis és gombaellenes
hatasokban nem mutatkozott jelentds kiilonbség, az E. coli AG100 és AG100A torzsek
érzékenységében tapasztaltunk kiilonbséget. A protonpumpaval nem rendelkezé AGI00A
torzs esetében a MIC értékek jelentdsen alacsonyabbak voltak a vad torzshoz képest. Ennek
magyarazata az lehet, hogy az antibakteridlis hatasban protonpumpa mitkddéssel 0sszefiiggd
mechanizmusok jatszanak szerepet.

Ill6olaj komponensek antimikrobas és antiplazmid hatasai

A komplex illdolajok hatasanak feltérképezése érdekében a benniik leggyakrabban el6éforduld
illoolaj komponenseket vizsgaltuk. 14 illéolaj komponens MIC értékeit hatdroztuk meg
baktériumokon ¢és sarjadzd gombakon, majd E. coli K12 LE140 torzson F’lac plazmid
eliminécios hatisukat tanulméanyoztuk. Az antimikrobas hatasok mellett a karvakrol (45,5%)
¢s a linalool (61,2%) rendelkezett antiplazmid hatassal.



Ill6olajok quorum sensing-re (QS) gyakorolt hatasa

Agardiffazios modszerrel vizsgaltuk kiilonbozd illdolajok QS-re gyakorolt hatasat oly modon,
hogy a C. violaceum szenzor torzs pigment termelését figyeltik az illdolajok jelenlétében a
QS szignalt termeld torzs mellett (E. coli ATCC 1298 és Ezf 10/17). Pozitiv kontrollként
akridin-narancsot és 5-fluorouracilt hasznaltunk. A geranium olaj €s a rozsaolaj gatolta a
legnagyobb mértékben a QS valaszt, de a rozmaring- és levendulaolaj is mutatott gatld hatast.
Ezen hatasok jelent6sége abban allhat, hogy modellezi 10j lehetséges antibiotikumok
hatdsmechanizmusat, amelyek rezisztens bakteridlis fertézésben nyerhetnek alkalmazést. A
QS mechanizmusok gatlasa ugyanis szelektiv tdmadaspontot jelenthetnek 1) antibakterialis
szerek fejlesztésénél.

Tioridazin-szarmazékok vizsgalata M. tuberculosis H37Rv torzson BACTEC 460
radiometrias médszerrel

A fenotiazin vazas vegyiiletek in vitro antibakterialis hatassal rendelkeznek M. tuberculosis
antibiotikum érzékeny- és rezisztens torzsein. A korabbi kisérletekben a klérpromazin kapta a
legnagyobb figyelmet, de mellékhatasai nagymértékben korlatozzak in vivo felhasznalasat a
profilja miatt alkalmasabb lehet erre a célra, bar az antibakterialis kemoterapidban
alkalmazand6 dozis joval a klinikailag megfeleld tartomany felett lenne. A tioridazin képes
felhalmozodni az alveolaris makrofagokban, ami szintén elényds az antituberkulotikus
terapidban. Munkank sordn 14 kiilonb6z6 modon szubsztitualt tioridazin szarmazékot
vizsgaltunk M. tuberculosis H37Rv t6rzson BACTEC 460 respirometrias modszerrel. Célunk
a vegylletek MIC értékeinek maghatarozasa volt. Eredményeink azt mutattdk, hogy az
alkalmazott koncentraci6 tartomanyban az anyagok csekély antibakteridlis hatassal
rendelkeznek, vizsgalt vegyliletek koziil harom kozelitette meg az alapvegyiilet antibakteridlis
hatasat.

Illoolaj komponensek antiproliferativ és multidrog rezisztenciamodosito hatasai egér
limfoma sejteken

A kordbban baktériumokon és gombakon tesztelt illoolaj komponenseket tumor sejteken
vizsgéltuk.  Antiproliferativ  hatasukat hatdroztuk meg elséként egyediill, majd
citosztatikummal (doxorubicin) kombindcioban human MDRI1 génnel transzfektalt
sejtvonalon. Szinergizmus volt megfigyelhetd az a-terpinén és a doxorubicin kozott, a tobbi
komponens esetében a kdlcsonhatas additiv vagy semleges volt.

Az anyagokat rodamin akkumulacids teszttel vizsgaltuk a Pgp okozta efflux gatlasanak
timol, de a sejten bekovetkezd strukturalis valtozasok, amelyekrdl az FSC és SSC értékek
alapjan tudtunk kovetkeztetni, arra utalnak, hogy a komponensek az adott koncentracioban
toxikusak lehetnek.

Anastasia Black kivonatok biologiai hatasai és kémiai analizise

Orosz fekete paprika (Capsicum annuum L. var. angulosum, Mill., Solanaceae) hexannal,
acetonnal, metanollal és 70%-0s metanollal késziilt kivonatai tovabbi elvalasztasra keriiltek
oszlopkromatografias eljarassal, majd a kivonatokat és frakciokat human MDRI1 génnel
transzfektalt egér limfoma sejteken vizsgaltuk rodamin akkumulacids teszttel. A hexdnnal és
acetonnal késziilt kivonatokbol eldallitott tovabbi frakciok okoztak fokozott rodamin
akkumulaciét a verapamil kontrollal §sszehasonlitva.

Acetonnal, metanollal és 70%-os metanollal késziilt kivonatok ¢és azok frakcidi tovabbi
analizisre keriiltek, fenolos 0&sszeteviiket hataroztuk meg LC-MS-MS ¢és HPLC
modszerekkel. LC-MS-MS moddszerrel 16 kiilonbozé vegyiiletet mutattunk ki, a luteolin-
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glilkuronid és luteolin-arabinopiranozid-digliikopiranozid elsdként keriilt kimutatasra IDA
(information dependent acquisition) és MRM (multiple reaction monitoring) analizissel. A
legkarakterisztikusabb Osszetevd a kivonatokban a kvercetin-ramnopiranozid volt. HPLC
modszerrel a kivonatok karotenoid Osszetevdit vizsgaltuk. Standard-ként luteint és -karotént
alkalmaztunk. Az acetonos kivonatban kimutathato volt a lutein, de a frakciokban mar nem
jelentkezett. Az alacsony karotenoid kimutathatosdg annak tulajdonithatd, hogy a kivonasi
eljaras nem kedvezett a karotenoid 6sszetevok stabilitdsanak.

Ill6olaj komponensek apoptozist indukal6 hatasa

Aromlasos citometriaval Annexin V-probidium-jodid jelenlétében vizsgaltuk a human MDR1
génnel transzfektalt egér limfoma sejtkeben a DNS fragmentéciot az illdolaj komponensekkel
torténd eldkezelést kovetden. A sejtciklus G1 fazisa eldtt felszaporodd szubG1 populéciot,
mint apoptotikus populaciét, és a korai apoptotikus, késéi apoptotikus és nekrotikus sejtek
aranyat hataroztuk meg. Eukaliptol, B-pinén, a-terpinén és borneol esetében az apoptotikus
sejtek aranya 5,32-8,93 % kozott valtozott.

A négy illoolaj komponenssel eldkezelt human méhnyak karcinoma (HeLa) sejteket akridin-
narancs ¢és etidium-bromid fluoreszcens festékekkel jeloltik, és az apoptozisra jellemzd
morfologiai jellemzdket figyeltilk. Sejtzsugorodas, a sejtmembran permeabilitasanak
novekedése, sejtmag granulacid volt megfigyelhetd a borneollal el6kezelt sejteken.

DISZKUSSZIO

A disszertacié o célja a rezisztencia visszaforditasanak tanulméanyozasa prokaridta ¢€s
eukaridta modelleken természetes eredetii anyagokkal és kémiailag szintetizalt vegyiiletekkel.
Potencialis rezisztenciamodosité vegylileteket vizsgaltunk baktériumokon és sarjadzé
gombdkon, hogy meghatarozzuk az anyagok antimikrébas és antiplazmid hatasait. Tovabba
tumorsejteken tanulmanyoztuk multidrog rezisztenciara gyakorolt hatasukat.

SILA 409 ¢és SILA 42l-es szerves szilicium vegyiiletekr6l korabbi kisérletek
bebizonyitottdk, hogy tumorsejteken képesek a rezisztencia  visszaforditasara.
Vizsgalatainkban a baktériumok ndvekedésére ¢és kiilonbdzd plazmidokra kifejtett hatasukat
tanulmanyoztuk. Mindkét vegyiilet kifejezett antibakterialis és antiplazmid hatast mutatott.

Szamos illoolajrol és komponenseirdl bizonyitottak, hogy antimikrobéds hatassal
rendelkeznek. Az antimikrébas hatds mellett célunk volt tanulmanyozni kiilénb6z6 illéolajok
antiplazmid hatasat is. A borsosmenta olaj ¢s legfontosabb 0sszetevdje, a mentol mutatta a
legkifejezettebb antiplazmid hatast. A plazmidokra gyakorolt hatas alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az illdolajok prokaryota sejtekre gyakorolt hatasa komplexebb annal,
hogy csak a sejtmembrannal vald kolcsonhatasukkal magyardzzuk antibakteridlis hatdsukat.
Az Origanum vulgare subsp. hirtum illéolajainak antimikrobas hatasa is kifejezett volt. A
négy tipus hatdsdban megfigyelhetd hasonldsag valosziniileg az dsszetételbeli hasonlésagban
rejlik, amelyet a gazkromatografias vizsgalatok tdmasztanak ald. A négy vonal illoolajainak
legfébb komponense a karvakrol, amely szintén rendelkezik antiplazmid hatassal.

A sejtek kozotti kommunikacionak oridsi jelentdsége van mind a prokariota mind az
eukaridta vildgban. A baktériumok kozotti kommunikacié egyik legfobb eszkdze az Un.
quorum sensing. Ezen mechanizmusokat tamadva specifikus célmechanizmusokat
talalhatunk, amelyek eldsegithetik 0j antibiotikumok fejlesztését. Kisérleteinkben illdolajok
hatasat vizsgaltuk a QS szignalmolekuldk szintézisére, €és azt tapasztaltuk, hogy a rozsa és
geranium olajok in vitro képesek voltak gatolni a szignalmechanizmusokat.
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Anastasia Black (Orosz fekete paprika) kivonatainak rezisztenciara gyakorolt hatasat
vizsgaltuk Pgp-t expresszalo egér limfoma sejteken rodamin exkluzids teszttel, majd a hatdsos
frakciokat analizaltuk LC-MS-MS és HPLC moddszerekkel. Megfigyeléseink szerint az aktiv
hatdéanyagok valdsziniileg fenolos vegyiiletek lehetnek.

Az apoptozist indukalo és MDR gatlo hatas a gyogyszerkutatas szempontjabol két értékes
tulajdonsag. Az illdolajok komponensei koziil kivalasztott anyagok kis mértékben indukaltak
apoptézist, amely a borneol esetében 24 oras inkubaciot kovetden volt a legmarkansabban
megfigyelhetd.
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