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EFFLUX-PUMPA MEDIALTA MULTIDROG REZISZTENCIA
VISSZAFORDITASA BAKTERIUMOKBAN ES TUMORSEJTEKBEN

BEVEZETES

A penicillin felfedezése 6ta az antibiotikum éra nagy valtozasokon ment keresztiil. Az
antibiotikumok egyre szélesebb korti, és sokszor nem megfelel6 hasznélatdnak kdszonheten
megjelentek olyan baktériumok, amelyek mar nem voltak érzékenyek a kordbban hatdsos
antimikrébds szerekre. Ez komoly terdpids kudarcot jelentett, és jelent ma is a bakteridlis
infekciok kezelésében. Az antibiotikumrezisztencia megjelenéséhez az eldbbieken tilmenden
a baktériumok bamulatos adapticiés képessége is hozzdjarult, ami elsésorban a genetikai
anyaguk plaszticitdsaval és mobilitasaval fiigg Ossze.
A baktériumok un. intrinsic rezisztencidja azt jelenti, hogy bizonyos torzsek eredetileg is
érzéketlenck bizonyos tipusi antibiotikumokra: ez a jelenség régéta ismert, a terdpia
megkezdésekor kalkuldlni lehet vele. Viszont a szerzett rezisztencia komoly problémat
jelenthet: az eredetileg érzékeny baktériumok rezisztenssé vélnak  kiilonbozd
mechanizmusoknak koszonhetéen. Ilyen pl. a mutdcios rezisztencia. Ez igen ritka, és
véletlenszerii: egy baktériumpopuldcié egyetlen sejtje egy mutdcid kovetkeztében vilik
rezisztenssé egy adott drogra, €s a drog hosszi tdvi alkalmazdsa sordn a rezisztens sejtek
kiszelektdlodnak. Az dtviheté rezisztencia igen gyakori, €s okozza a legtobb gondot: ennek
sordn antibiotikum rezisztencia gének keriilnek a rezisztens torzsbdl az érzékenybe, és igy
véalnak ezek rezisztenssé. Ezek a gének el6fordulhatnak kromoszéman vagy mobilis genetikai
elemeken, mint plazmidok, transzpozonok vagy integronok. A transzfermechanizmusok a
kovetkezok: 1. Transzformdcio: ennek sordn elpusztult baktériumsejtb6l DNS darabok
keriilnek az €16 baktériumba. 2. Transzdukcio: bakteriofdgok éltal kdzvetitett DNS-transzfer a
fag altal elpusztitottb6l egy djonnan fert6zott baktériumba. 3. Konjugdcio: DNS transzfer két
€16 baktérium kozott, melyhez a sejtek kozvetlen kontaktusdra van sziikség, ami egy
plazmahid képzddésével jon létre. E mechanizmus plazmidok (fertilitdsi plazmid)
segitségével megy végbe, és akdr az egész kromoszéma atvihetd egyik sejtbol a masikba.
Kiilonos jelentdsége abban rejlik, hogy a rezisztencia plazmidok is konjugécidval terjednek,
€s okozzak az érzékeny torzsek multidrog rezisztencidjat (MDR).
Az antibiotikum rezisztencia mechanizmusok igen széleskortiek: 1. a drog bakteridlis
enzimek dltali inaktivaciéja, médositdsa, 2. a drog célpontjdnak megvéltozdsa, 3. a drogok

altal befolyasolandé biokémiai mechanizmus megvaltozdsa, és ezzel a drog hatdsdnak
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kikeriilése,ié‘l. a membran permeabilitisanak vailtozasa elsdsorban a porincsatorndk szdéménak
csokkenésével, és 5. aktiv efflux, melynek sordn a baktérium kipumpélja a sejtbdl a drogokat
energia felhasznilasdval. Vannak drog transzporterek, melyek csak kevés szdmu anyagot
pumpilnak ki. Az in. multidrog transzporterek a legkiilonbozobb kémiai anyagokat képesek a
sejtb6l kipumpélni, okozva ezzel a multidrog rezisztencidt. A bakteriélis transzportereknek
két fajtdja van: 1. az Un. szekunder multidrog transzporterek a membrin proton vagy
nitriumion gradiensét, mig az ABC (ATP binding casette) transzporterek az ATP
hidroliziséb6l szdrmazé energiat hasznéljdk fel a drogok sejtb6l valé eltavolitaséra.
A szekunder multidrog transzporterek egyik 6 képviseldje az n. AcrAB-TolC efflux
pumpa, méI‘y E. coli torzsekben taldlhat6, homolégjai viszont szdmos egyéb gram negativ
baktériumban fellelhetdek. E pumpa rendszernek hdrmas fehérje szerkezete van: AcrB a bels6
membréinban 1év6 transzporter, mely proton gradiens létrehozasabdl szdrmazé energiit
hasznél az aktiv effluxhoz, TolC a kiils6é membrénban 1év6 csatorna protein, s AcrA a kett6t
Osszekotd, a periplazmatikus térben 1évé linker protein. Ez a szerkezet biztositja a drogok
kipumpdldsit a sejtbdl kozvetleniil az extracelluldris térbe. Az AcrAB-TolC efflux pumpa
képes kipumpalni a legkiilonboz6bb szerkezetli kemoterapids szereket, festékeket, feliiletaktiv
anyagokat. Viszont a szubsztritokban a kozos, hogy mind nagy méretli, hidroféb jellegii
molekuldk, mint pl. az erythromycin. A legtdbb természetes eredetii antibiotikum ebbe a
csoportba 'tartozik, és épp e pumpik mikodése kovetkeztében csak a gram-pozitiv
baktériumokra hatdsosak. A dolgozatban két baktériumtorzset tanulméanyoztunk: az E.coli
AG100 egy vad torzs, mely rezisztens, rendelkezik az AcrAB-TolC efflux pumpéval, mig az
E. coli AG100A egy mutins és érzékeny torzs, mert hasonl6 jellegii pumpédja egy muticié
kovetkeztében inaktiv.
Az ABC transzporterek négy fehérje doménbdl éllnak: két hidroféb membran doménbél, és
két hidrofil nukleotid-kotd doménbdl. A Lactococcus lactis baktériumban az tGn. LmrA
transzporter is e csoportba tartozik, valamint az E. coli HlyB nevii transzportere is, melynek a
haemolysin transzportjdban van szerepe. Mindkét transzporter homolég a humén P-
glycoprotein 170 nevii hasonlé jellegii transzporterrel. Ez a fehérje felelds tobbfajta
rosszindulati daganat multidrog rezisztencidjaért, mert képes a sejtekbdl kipumpélni a
citosztatikumokat. A dolgozatban vizsgdlt egér lymphoma sejtek (PAR) egy része (MDR) a
humén P-glycoprotein mdr-1 génjével voltak transzfektdlva, minek kovetkeztében azok
rezisztensek.

A dolgozat o célja, hogy vizsgilja a multidrog rezisztencia visszaforditdsdnak

lehetdségét. Ez baktériumokban torténhet példdul a rezisztencia géneket hordozé plazmidok



elimindldsaval, de ez sosem terjed ki az egész baktériumpopuliciéra. Hatdsosabb médja lehet
viszont a multidrog efflux pumpdk miikodésének gatldsa kiilonboz6 kémiai anyagokkal mind

a baktériumokban, mind a rdksejtekben egyarént.

A DOLGOZAT CELKITUZESEI

1. Megvizs‘géltuk kiilonbozd rezisztencia médositék, mint ismert (omeprasol) és tjonnan
szintetizélt proton pumpa gatlék (trifluoro-metilketonok —TF anyagok), é€s Ca-antagonistik
(promethazin és verapamil) antibakteridlis hatisit E. coli AG100 és AGI00A torzseken,
hiszen ezek vin. szubMIC koncentriciéban tudjak kifejteni hatasukat.

2. A leghatékonyabb TF anyagok és ismert rezisztencia moédositok, mint promethazin és
verapamil kombinéiciéjdnak antibakteridlis hatdsat vizsgiltuk E. coli AG100 és AG100A
torzseken.

3. Klinikai szempontb6l nagy fontossagi torzset kaptunk, amikor a két E. coli térzset pBR
322 plazmiddal transzforméltuk. Az ismert antiplazmid hatasi promethazinnal eliminéltuk a
plazmidokz:t a proton pumpéval rendelkezd, és a mutans baktériumtdrzsbal.

4. A leghatékonyabb antibakterialis hatdsu, potenciélisan proton pumpa gitlé TF anyaggal (1-
(2-benzoxazolyl)-3,3,3-trifluoro-2-propanone) (TF 18) kombindltuk un. checkerboard
kombiniciés médszerrel az E. coli AG100 és AG100A torzseken. az antibiotikumok bizonyos
képviselGit: AcrAB-TolC pumpa szubsztritjait, mint erythromycin, tetracycline, és
ampicillint, ami hidrofilitdsa miatt nem szubsztrtja e pumpanak

5. Mivel 1-(2-benzoxazolyl)-3,3,3-trifluoro-2-propanone (TF 18) potenciélisan proton pumpa
gitlénak bizonyult a checkerboard kisérletben, més proton pumpa gitlékat, mint omeprazol,
ill TF 18-nak egy strukturdlisan kozeli szdrmazékat, 1-(2-benzoxazolyl)-2-propanone-t (TF51)
vizsgaltuk léombinéciéban erythromycinnel az E. coli AG100 és AG100A torzseken.

6. Ismert rezisztencia moédositékat, mint promethazin és verapamil, kombindltuk az
erythromycinnel és az ampicillinnel kiilon-kiilon E. coli AG100 és AG100A torzseken.

7. Bizonyitand6 a TF anyagok, és kiilonosen a leghatékonyabb 2-benzoxazolyl)-3,3,3-
trifluoro-2-propanone (TF 18) proton pumpa gitlé (és ezzel rezisztencia médosité ) hatdsat, P.
vulgaris torzson vizsgaltuk azok mozgas gatl6 hatdsat.

8. Vizsgaltuk az osszefiiggést a trifluoro-metilketonok kémiai szerkezete, €s biol6giai hatésai ,
mint antibakteridlis hatds, mozgasgétlds, proton pumpa gitldsa — rezisztencia médositas,

kozott.



9. Az egér .’l'ymphoma sejtekben vizsgiltuk a P-glycoprotein efflux pumpa gatlasit, és ezzel a
multidrog rezisztencia visszaforditdsit: ehhez akridinszarmazékokat, mit mono, bi- és
tricyklikus anyagokat, valamint benzonaphthyridine-szdrmazékokat teszteltiink.

10. Megvizsgéltuk az akridin- és benzonaphthyridine-szdrmazékok rezisztenciamédosité
hatdsa, és kémiai szerkezetilk kozotti Osszefiiggéseket, kiilonds tekintettel az aromds

gyokokre, és az oldallancok szerkezetére.

EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO

1. A TF anyagok koziil 4,4,4-trifluoro-1-phenyl-1,3-butanedione (TF10), 1,1,1-trifluoro-3-
(4,5-dimethyloxazol-2-yl)-2-propanone(TF11) és 2-benzoxazolyl)-3,3,3-trifluoro-2-
propanone (TF 18) fejtették ki a legerGsebb antibakteridlis hatdst az E. coli AG100 és
AGI100A torzseken.

2. a. A hirom TF anyag koziil TF 10 és 11 csak mérsékelten additiv hatdst mutatott a Ca-
calmodulin antagonista promethazinnal mindkét E. coli torzson, viszont TF 18 szinergista
volt, de csak a vad, E. coli AG100 torzsén, ami azt jelenti, hogy egyrészt a promethazin
szubsztritja az AcrAB efflux pumpdnak, mésrészt viszont a TF 18 gétolni képes e pumpit.

b. A promethazinnal a vad torzson szinergista hatést kifejtd TF 18 a Ca-csatorna blokkolé
verapamillal is lett kombindlva mindkét E. coli torzson. Erdekes médon a kombinéci6 a
mutdns torzson volt szinergizmus, mig a vad t6rzsén antagonizmus. Ez azzal magyarazhato,
hogy a TF18 kiilonbséget tehet a calmodulin antagonista, és a Ca-csatorna blokkolé
tulajdonség kozott, és ebben a proton efflux pumpa jelenlétének is szerepe lehet.

3. A pBR322 plazmid legmagasabb szizaléku elimindciéjdhoz a promethazinnak a mutins
torzsben alacsonyabb koncentrécidra volt sziikksége, mint a vad torzsben. Ez ismét bizonyitja,
hogy a promethazin szubsztritja lehet a pumpénak, mésrészt az efflux pumpa jelenléte
befolydsolja a plazmideliminaciét.

4. A TF 18 és az erythromycin kombinici6ja sordn az erythromycin MIC értéke 32-ted
részére csdkkent a proton pumpa hordozé vad torzsben, mig a proton pumpa deficiens
mutdnsban csak negyed részére viltozott. Az ampicillin MIC értéke viszont egyik torzsben
sem valtozott szignifikdns médon. Ezek bizonyitjék, hogy a TF 18 —nak speciélis gitl hatdsa
van az AcrAB proton efflux pumpén. A gyengébb szinergizmus a TF 18 és erythromycin
koz6tt a muténs, proton pumpa deficiens torzsén azzal magyardzhaté, hogy a TF 18-nak
onmagdban is erds az antibakteriélis hatésa.

5. Egyéb proton pumpa gétlék, mint az omeprasol, és TF 18 kozeli szdrmazéka, a TF 51 nem

befolydsoltdk az erythromycin érzékenységét egyik E. coli térzsén sem. A TF 18 és 51 kozott,



csak a benzoxazol gyiirli oldalldncadnak termindlisdban van kiilonbség: TF 18-ndl F3, TF 51-
nél H;. Ez valésziniisiti, hogy a proton pumpa gétlékon beliil is sziikség van egy adott kémiai
szerkezetre, ami hatdsosan tudja gétolni az AcrAB proton efflux pumpa miikodését.

6. a. Az ismert rezisztencia médositok, és a kétféle tipusi antibiotikum (erythromycin és
ampicillin) kombindci6javal a két E. coli torzson a kovetkezd eredményeket kaptuk: az
erythromycin a promethazinnal mindkét torzson additfv hatdst mutatott, mig a verapamillal a
vad torzson indifferens, a mutans torzson pedig szinergizmus volt tapasztalhat6. A verapamil
tehdt befolyasolhatja a membrén permeabilitdsat, és ez a hatds nincs Osszefiiggésben a Ca-
csatorna blokkolé hatdssal, hiszen a hasonlé tulajdonsdgi promethazinnidl ez nem volt
tapasztalhatd.

b. Az ampicillin mindkét Ca-csatorna blokkoléval antagonista hatdst mutatott a muténs
torzsben. Valészinilileg a mutdns torzsben mindkét rezisztencia mddosité csokkentheti a
membrin permeabilitdsdt az ampicillin szdmdara. A verapamil hatdsa a mutidns torzsben
tovdbbd attdl is fiigg, hogy milyen tulajdonsdgi antibiotikummal kombindljuk: a hidroféb
erythromycinnel szinergizmus, a hidrofil ampicillinnel antagonizmus éllapithat6 meg. Ez az
antibiotikumok kiilonb6z6 membran permeabilitési igényeit bizonyitja.

7. Mivel a baktériumok mozgésa alapvetden proton pumpa mechanizmusnak kdszénhetd, a
potencidlisan proton pumpa géitld TF anyagok ilyen jellegii hatdsit a bakteridlis mozgas
gétlasdval prébéltuk bizonyitani. A baktériumok mozgisa a flagellumok roticiéjanak
irdnyatol fiiggéen kétféle lehet: elérehaladé és bukfencezd. A sejtek a mozgasukat irdnyitani
képesek a kétféle mozgasforma kozotti véltassal. A TF anyagok vizsgalatakor a P. vulgaris
tdrzsén nem csak a mozgidsukban teljesen gitolt, hanem az el6z6 kettd6 mozgisformdval
rendelkez6 sejtek ardnyat is vizsgaltuk. Amint varhaté volt, azt kaptuk eredményiil, hogy a TF
18 gatolta leghatékonyabban a baktériumok mozgésat koncentricié-fiiggé médon: méar 50%
MIC érték alkalmazéasakor a sejteknek csak 10 %-a mutatott elérehaladé mozgast, €s 90 %
MIC értéknél a baktériumok 90,9 %-a teljesen mozdulatlan volt. Ez megerdsiti azt a
feltételezést, amit az interakcids kisérletek sordn tapasztaltunk, miszerint a TF 18-nak gatl6
hatdsa van a proton pumpéra.

8. Megvizsgilva a TF anyagok kémiai szerkezete és bioldgiai hatdsa kozotti sszefiiggést a
kovetkezok 4llapithatéak meg: mind az antibakteridlis, mind a mozgasgitlé, és egyben a
proton pumpa gatl6 hatis eléréséhez az aldbbi szerkezetre van sziikség: 1. benzoxazol gyiirii
jelenléte, mert a benzene és az azol szdrmazékok hatistalanok voltak hasonlé oldalldnc

mellett. 2. Megtartva a benzoxazol gyiiriit, a TF 18 -ban taldlhat6 oldallinc szerkezete



esszencidlis, mert a lanctermindlis F3 csoport, ill. metiléncsoport eltdvolitdsa drasztikus
csokkenést,eredményezett az antibakteridlis s proton pumpa- / mozgédsgatlé hatasban.

9. Az egér lymphoma sejtekben az akridin szdrmazékok drog rezisztencia visszafordité
hatdsdnak vizsgélata soran kivéincsiak voltunk, hogy mely funkciondlis csoportok lépnek
interakciéba a P-glycoproteinnel, és gétoljidk annak miikodését. Ennek érdekében kiilonbdz
varidciokat vizsgdltunk, mely érintette az: 1. kiilonbozd aromds gyokok szerepét, mint
pyridin, quinolin, akridin és pyridoquinolin, 2. az oldallancban lev$ atomok szerepét (mint O,
N, S), és az oldallanc méretét. A legerdsebb rezisztencia médosité hatdst észleltiik, ha az
aromis gyok akridin vagy pyridoquinolon volt. A két oldalon 1évd, hosszi oldalldnccal
rendelkezék hatdsosabbak voltak, mint a révid oldalldnccal rendelkez6 szarmazékok. Az anti
MDR hatis;zkorrelalt két vagy harom hidrogén akceptor jelenlétével. Megallapitottuk, hogy a
heterociklusos szerkezet aromds hidroféb interakciéval 1ép kapcsolatba a P-glycoproteinnel.
10. Mivel kozeli a strukturalis hasonlésidg az akridin szdrmazékokkal, benzonaphthyridin
szarmazékokat is vizsgiltunk az egér lymphoma sejteken. A kiilonbozd természetii
oldalldncok szerepét tanulminyoztuk az efflux pumpa géitldsban. A leghatdsosabbak azok a
szdrmazékok voltak, melyek aza heterocyklusos gyokoket (mint pyrrolidin, morpholin,
piperidin) hordoztak. Fiziol6gids koriilmények kozt protonalhaté amino csoportok jelenléte

szintén sziikséges az MDR reverziéhoz.

OSSZEFOGLALO

A manapsig egyre ndvekvé multidrog rezisztencia problémdja siirgds megoldésra vér.
Egyik lehetdség ujabb és tjabb antibiotikumok, citosztatikumok bevezetése, de rovid idon
beliil e drogokra is megjelenik a megfelel6 rezisztencia mechanizmus. Egy maésik méd
azonban a kombindlt terdpia alkalmazidsa, miszerint a drogot kombindljuk a rezisztencia
mechanizmust gatlé szerrel. Erre mar rég6ta példa a B-laktdmok és P-laktamiz gétlék
egyiittes alkalmazédsa. Specidlis megoldas lehet az efflux mechanizmus kdvetkeztében mar
hatdstalan antibiotikum / citosztatikum kombiniciéja a megfeleld efflux pumpdkat gitlé
anyagokkal, mellyel elérhetd lehet a drogok akkumuldcija a baktériumokban és
tumorsejtekben egyarant.
Az eredményeink modell kisérletekbdl szdrmaznak. A rezisztencia médosit6 anyagok kémiai
szerkezetei és biologiai hatdsai kozott megdllapitott Osszefiiggések informaci6ul

szolgéalhatnak a multidrog rezisztencia reverziéjanak teriiletén végzett tovabbi kisérletekhez.



