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1. BEVEZETES

Az antimikrobialis rezisztencia (AMR) sordn az eldzetesen alkalmazott antibakterialis
szer a baktériumok ellendlloképessége miatt hatastalanna valik. A rezisztens baktériumok
ellenalloképessége miatt a szokasos kezelések eredménytelenné valnak, a fert6zés perzisztalhat
¢s tovabbterjedhet. Az AMR gyors terjedése évrél-évre stulyos problémat okoz a bakterialis
fert6zések kezelésében, tovabba a terapia koltségeit is jelentdsen noveli. Az O’Neill jelentés
szerint 2050-re 10 millié ember életét veszélyezteti majd az AMR, és a terapia soran felmeriil6
koltségek elérhetik a 100 trillio USD-t.

A baktériumok kiilonb6z0 mechanizmusokon keresztiil képesek az antibakterialis
gyogyszerek karos hatasait kivédeni. Ezek koziil az egyik legfontosabb a multidrog efflux
pumpak (EP) megnovekedett expresszidja, amelyek az antibakteridlis kemoterdpids szerek
kiilonb6zé csoportjait a sejten kiviilre juttatjak, mieltt azok elérnék célpontjukat a
baktériumsejtben. Az EP-k tovabba szerepet jatszanak a biofim képzésben, illetve a bakterialis
kommunkacioban (quorum sensing; QS) is. A bakterialis QS egy sejt-sejt kommunikacios és
szabalyozd mechanizmus, amely a baktériumsejt stirliségétdl fiiggden képes befolyasolni a
génexpressziot. A bakteridlis biofilm olyan mikrobidlis kozdsség, melyben a szesszilis
baktériumok egymashoz, illetve a felszinhez tapadnak egy 6nmaguk altal termelt extracellularis
polimer matrix segitségével. A biofilmben a baktériumsejtek alkalmazkodhatnak a kdrnyezeti
feltételekhez, igy a szesszilis sejtek megnovekedett rezisztenciat mutatnak (kb. 10-1000-szeres)
a planktonikus sejtekhez képest.

Az irodalomban szamos tanulmany bizonyitja a természetes, noveényi eredetli és
szintetikus vegyiiletek EP, biofilm képzddés és QS gatlo aktivitdsat, valamint az antimikrobidlis
szerek hatékonysagat is fokozhatjak. A jelen kutatasban a Cleistochlamys kirkii-bol (Benth)
Oliv. (Annonaceae) izolalt természetes vegyiileteket, fluorozott p-diketo foszfor-ilideket és
szelénvegylileteket vizsgaltunk. A C. kirkii egy Afrikaban Gshonos gyogyndvény, amelyet
Mozambikban sebfert6zések, tuberkulozis és reuma kezelésére alkalmaznak. Elbzetes
tanulmanyok alapjan a C. kirkii bioaktiv vegyiiletei antimikrobialis hatassal is rendelkeznek. A
foszfor-ilidek EP-modulalé aktivitasat mar leirtak a multidrog rezisztens (MDR) egér T-
limfoma sejtek ATP-kot6 kazetta B alcsaladjanak (ABCB1) transzporterével kapcsolatban. A
harmadik vizsgalt vegyiiletcsoport f6 komponense pedig egy olyan fontos nyomelem, mint a
szelén, amely jotékony hatassal bir a gyulladasos betegségek és a rak megelézésében, illetve
tiineteik enyhitésében. Az elmult néhdny évben végzett kutatdsok azt mutattadk, hogy a

szeléntartalmu vegyiiletek széles antimikrobialis spektrummal is rendelkeznek.



Az AMR terjedése egy globalis kihivas, melynek lekiizdése komoly problémat jelent az
egészségligy szadmara. A rezisztens baktériumok daltal okozott fertdzések hatékonyabb
kezelésének megoldasa lehet a kombinalt terapia alkalmazasa (antibiotikum + adjuvans:
példaul EP gatlo (EPI) vegyiilet), mely révén a kezelés koltségei is csokkenhetnek. Ehhez
azonban uj EPI vegyiiletek felfedezésére van sziikség, amely a gyogyszerfejlesztés egyik
legnagyobb kihivasa.

2. CELKITUZES

Vizsgalatunk célja a C. Kirkii-bdl izolalt vegyiiletek, fluorozott B-diketo foszfor-ilidek,
illetve szelénvegyiiletek rezisztencia modositod hatdsanak tanulmanyozasa volt Gram-pozitiv és
Gram-negativ modell baktériumtorzseken. A rezisztencia visszaforditd vegyiiletek késdbb

onmagukban vagy antibiotikumokkal kombinalva alkalmazhatéva valhatnak a fert6z6

crer

A kutatas célkitlizései az alabbiak voltak:
1. A vegyiiletek (6t természetes vegyiilet, tiz fluorozott B-diketo foszfor-ilid és tizenegy
szelénvegylilet) antibakterialis hatdsanak vizsgalata mikrodiliicios modszerrel Gram-

pozitiv és Gram-negativ baktériumtorzsek felhasznalasaval.

2. A vegyiiletek (6t természetes vegylilet, tiz fluorozott B-diketo foszfor-ilid és tizenegy
szelénvegyiilet) EP gatlo hatasanak monitorozasa valos idejii etidium-bromid (EB)

akkumulacids vizsgalattal Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokban.

3. A szelénvegyiiletek EP modulalé hatasanak vizsgalata EB efflux vizsgalattal
Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344 vad tipusu és acrB mutans L644

torzson.

4. A szelénvegyiiletek biofilm képzést gatlo hatasanak vizsgalata kristalyibolyas festéssel,
a biofilm képz6 S. Typhimurium 14028s tdrzson.

5. A C. kirkii-bdl izolalt természetes vegyiiletek antibiotikummal (tetraciklin (TET) és
ciprofloxacin (CIP)) kombinaciéban torténd vizsgalata checkerboard modszerrel

Staphylococcus aureus ATCC 25923 ¢és S. aureus 27213 torzson.

6. A szelénvegyiiletek és antibiotikumok kombinalt hatdsanak vizsgalata mikrodilicios
modszerrel: @ TET és CIP antibakteridlis hatdsanak valtozasa szelénvegyiiletek

jelenlétében Escherichia coli AG100 térzson.



7. A C. kirkii-bdl izolalt 6t természetes vegyiilet és a tiz fluorozott B-diketo foszfor-ilid QS
gatlo hatasanak vizsgalata agardiffizios modszerrel a szenzor Chromobacterium
violaceum 026 és az N-acil-homoszerin lakton (AHL) termelé Enterobacter cloacae

31298 torzs felhasznalasaval.

8. A legjelentésebb EP modulald vegyiiletek EP (norA, mepA, acrA, acrB), antibiotikum
rezisztencia (marR) ¢és QS (sdiA) gének expressziojara gyakorolt hatasanak
monitorozasa reverz transzkripcié kapcsolt kvantitativ polimeraz lancreakcioval (RT-
gPCR) E. coli AG100, S. aureus ATCC 25923 és S. aureus 272123 torzsek

felhasznalasaval.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vegyiiletek

Kutatasunk soran harom vegyiiletcsoportot vizsgaltunk: a C. kirkii (Benth) Oliv.
(Annonaceae) gyokérkérgébdl metanolos extrakcidval izolalt 6t természetes vegyiiletet (CK1-
5), melyeket Prof. Dr. Maria-José U. Ferreira (Universidade de Lisboa, Lisszabon, Portugalia)
bocsatott a rendelkezésiinkre. A vegyliletek 10 mM-os torzsoldatat dimetil-szulfoxidban
(DMSO) készitettiik el.

Kisérleteinkben tovabba tiz fluorozott B-diketo foszfor-ilidet (PY1-10) vizsgaltunk,
melyek szintézisét Prof. Dr. Masami Kawase (Matsuyama University, Matsuyama, Japan) és
munkatarsai végezték. A vegyiiletek 10 mg/ml-es térzsoldatat DMSO-ban készitettiik el.

A harmadik vizsgalt vegyiiletcsoport tizenegy szelénszarmazékot (EDA1-11)
tartalmazott: egy ciklikus szelenoanhidridet (EDA1), kett6 heteroaril- (EDA2-3), és nyolc aril-
szelenoésztert (EDA4-11). A vegyiiletek szintézisét Dr. Enrique Dominguez-Alvarez (Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid, Spanyolorszag) és Prof. Dr. Carmen
Sanmartin (University of Navarra, Pamplona, Spanyolorszag) végezték. A vegyiiletek 10 mM-
os torzsoldatat DMSO-ban készitettiik el.

3.2. Baktérium torzsek

Kisérleteink soran az alabbi baktérium torzseket hasznaltuk fel: E. coli K-12 AG100
vad tipusu torzs [argE3 thi-1 rpsL xyl mtl A(gal-uvrB) supE44], amely expresszalja az AcrAB-
TolC efflux pumpat, valamint ennek a térzsnek az AcrAB-TolC efflux pumpa deléciés mutans
E. coli AG100 A torzsét. A torzsek Prof. Dr. Hiroshi Nikaido-tol (University of California,
Berkeley, CA, Egyesiilt Allamok) szarmaznak. S. Typhimurium SL1344 vad tipusu térzs, mely

expresszalja az AcrAB-TolC efflux pumpat, valamint ennek az AcrB mutéans torzsét (L644),



tovabba a biofilm képz6 S. Typhimurium 14028s. A torzseket Dr. Jessica M. Blair (University
of Birmingham, Birmingham, Egyesiilt Kiralysag) bocsatotta a rendelkezésiinkre.

Methicillin érzékeny referencia torzsként a S. aureus ATCC 25923 torzset, mig
methicillin és ofloxacin rezisztens torzsként a Prof. Dr. Leonard Amaral-tol (Institute of
Hygiene and Tropical Medicine, Lisszabon, Portugalia) kapott S. aureus 272123 Klinikai
izolatumot hasznaltuk a vizsgalatok soran. Kisérleteink soran tovabba az Enterococcus faecalis
ATCC 29212 baktérium torzs keriilt felhasznalasra.

A QS vizsgalatokban az alabbi térzseket alkalmaztuk: a szenzor térzs C. violaceum 026
(CV026), illetve az AHL termel6 E. cloacae 31298-as torzset (sebbdl szarmazd klinikai
izolatum).

3.3. A legkisebb gatlé koncentracié meghatarozasa mikrodiliicios médszerrel
and Laboratory Standards Institute) iranyelvei szerint végeztiik. Az oldoszerként alkalmazott

DMSO nem rendelkezett antibakteridlis hatéssal.

3.4. Valoés idejii etidium bromid akkumulaciés vizsgalat

A C. kirkii-b6l izolalt vegyiiletek (CK1-5), a foszfor-ilidek (PY1-10) és a
hataroztuk meg, LightCycler valos idejii thermocycler (LightCycler 1.5, Roche, Indianapolis,
Egyesiilt Allamok) hasznalataval. A vizsgalat soran triptikus szdja médiumban (TSB)
novesztett overnight S. aureus ATCC 25923 és methicillin rezisztens S. aureus (MRSA)
272123 baktérium kulturat friss TSB-be helyeztiink és addig inkubaltunk, amig az optikai
denzitas (OD) 600 nm-en mérve el nem érte a 0,6-ot. Az E. coli AG100 és AG100 A esetében
a vizsgalathoz Luria-Bertani (LB) médiumot hasznaltunk. A megfeleld6 OD elérése utan a
baktérium szuszpenziot foszfat séoldat pufferben (PBS) mostuk és a vegytileteket kiilonb6z6
koncentracidban az EB oldathoz adtuk (2 MIC, ' MIC, ¥ MIC vagy 's MIC). E. coli AG100
torzs esetén 1 ug/ml EB-t, az E. coli AG100 A esetén 0,25 pg/ml EB-t, tovabba az S. aureus
a vegylletek keverékébdl 10 pl-t belemértiink a standard kapillaris csdvekbe, melyek
maximélis térfogata 20 pl (Roche, Indianapolis, Egyesiilt Allamok) és tovabbi 10 pl baktérium
szuszpenziét (OD 0,6 600 nm-en) adtunk a kapilldrisokhoz. A fluoreszcencidt FL-2-es
csatornan monitoroztuk 30 percen keresztiil.

A valos idejii adatokbol meghatarozhato volt a relativ fluoreszcencia index (RFI) az

akkumulaciés periddus végén (30 perc) az alabbi modon:



RF] = Rerzelt - Rerzeletlen

Rerzeletlen

RFezeit= relativ fluoreszcencia (RF) az EB akkumulécids gorbe utolsé iddpillanataban, az efflux
pumpa gatlo vegylilet jelenlétében; RFkezleten= RF az EB akkumulacidos gorbe utolso
idopillanataban, az oldoszer kontroll jelenlétében (DMSO) A Gram-pozitiv torzseknél
verapamilt, a Gram-negativ baktériumok esetében promethazint (PMZ) alkalmaztunk pozitiv

kontrollként.

3.5. Etidium bromid efflux vizsgalat

A szelénvegyiiletek (EDA1-11) EB effluxra gyakorolt hatasat a vad tipust (SL1344) és
az AcrB mutans (L644) S. Typhimurium torzsekben vizsgaltuk. A vizsgalat soran az LB-ben
novesztett overnight S. Typhimurium baktérium kulturat friss LB-be helyeztik ¢és addig
inkubaltuk, amig az OD 600 nm-en mérve el nem érte a 0,4-et. A kulturat ezutan 1 mM MgCl»-
t tartalmazo 20 mM-os kalium-foszfat oldatban (PPB) mostuk, majd beallitottuk az OD-t 0,2-
re. A baktérium kultarahoz hozzamértiik az EB-t 50 pg/ml-es koncentracioban, valamint az
efflux pumpa gatldo  karbonil-cianid-m-klorofenil-hidrazont (CCCP) 100 uM-0s
végkoncentracioban. A kultarat tovabb inkubaltuk 23°C-on rézatva (150 rpm), 60 percen
keresztiil. Az inkubacios id0 letelte utan a mintakat centrifugaltuk és a pelletet 1 mM-0s MgCl.-
vel, valamint 5%-os gliikdzzal kiegészitett 20 mM-0s PPB-ben szuszpendaltuk, majd a
kultarabol 200 pl-t mértiink fekete, 96-lyukas mikrotitralé lemezbe (Corning, Amszterdam,
Az EB effluxot FLUOstar Optima lemez leolvaséval (BMG Labtech, Egyesiilt Kiralysag)
mértiik 530 és 600 nm-en 2 oOrdn keresztiil. A mérések soran azokat az iddpillanatokat
hataroztuk meg, amikor a fluoreszcencia szintje 25, valamint 50%-kal csokkent a kezdd

értékhez képest. Pozitiv kontrollként CCCP-t, negativ kontrollként DMSO-t alkalmaztunk.

3.6. Biofilm képzés vizsgalata Kkristalyibolyas festéssel

A S. Typhimurium 14028s torzs biofilm formal6 képességét a szelénvegyiiletek (EDA1-
11) jelenlétében 96-lyukas mikrotitrald lemezben vizsgaltuk. Az overnight kultarat OD 0,1-re
(600 nm) higitottuk ki NaCl-mentes LB-ben, majd a lemez lyukaiba mértiik 8 médium kontroll
lyukak kivételével. A vegyiileteket ezutan 50 pM-os koncentracioban hozzaadtuk a baktérium
kultarahoz ¢és a lemezeket 30°C-on, 48 oran keresztiil razatva (100 rpm) inkubaltuk. Az
inkubacios id6 végén a tapfolyadékot eltavolitottuk, a lemezeket csapvizzal mostuk, majd 200

ul kristalyibolyat (0,1% [v/v]) mértiink a lyukakba. A 15 perces, szobahémérsékleten torténd



inkubacié utdn a lemezeket csapvizzel mostuk, majd 200 pl 70%-os etanolt mértiink a
mintakhoz. A S. Typhimurium 14028s biofilm képzését kolorimetriasan, 600 nm-on mértiik
FLUOstar Optima mikrotiter lemez leolvasoval. A szelénvegyiiletek jelenlétében bekovetkezd
biofilm tomeg csokkenést %-ban fejeztiik ki a kontrollhoz viszonyitva. Az eredményeket t-
teszttel hasonlitottuk Gssze, a statisztikai analizisnél a p<0,05 értéket vettiik szignifikansnak.
3.7. A rezisztencia médosité és az antibiotikumok kozotti kapcsolat meghatirozasa
checkerboard technikaval

A kamanetin (CK2) és dikamanetin (CK4) antibiotikumokkal (TET és CIP)
kombindcidban mutatott hatdsat a S. aureus ATCC 25923 és a rezisztens S. aureus 272123
torzseken vizsgaltuk checkerboard modszerrel. Az antibiotikumok kettes Iéptékii higitdsa
vizszintes iranyban, mig a vegyiiletek higitasa fiiggbleges iranyban tortént. Az overnight
baktérium kulturabél 10*“-es higitast készitettiink MH taplevesben, majd 50 ul térfogatban
mértiik a mikrotitralo lemez lyukaiba. A lemezeket 37°C-on, 18 éran keresztiil inkubaltuk; a
baktériumsejtek novekedését MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ol)-2,5-difenil tetraz6lium-bromid)
festékkel tettiik lathatovd. A mérések sordn az EDgo értéket hataroztuk meg, amely azt a
koncentraciot jelenti, ahol a vizsgalt baktériumsejtek novekedése 90%-al gatlédik a kontrollhoz
képest. A kombinacids index (CI) ennél az értéknél keriilt meghatarozasra, CompuSyn
szoftverrel (ComboSyn Inc., Paramus, Egyesiilt Allamok). A CI értékek alapjan
kovetkeztethetlink a kdlcsonhatés tipusara az antibiotikumok €s a vizsgalt vegytiletek kozott:
amennyiben a CI < 1, akkor szinergizmusrol, Cl = 1 esetén additiv hatas (vagy nincsen
kolcsonhatas), illetve ha a Cl > 1, akkor antagonizmusrol beszéliink.
3.8. A rezisztencia modosito és az antibiotikumok kozotti kapcsolat meghatarozasa MIC

redukcios vizsgalattal

A TET és CIP MIC értékét a szelénvegyliletek jelenlétében hataroztuk meg MIC
redukcids vizsgalattal, 96-lyukas mikrotitrald lemezben E. coli AGI00 torzson. Az
antibiotikumokbo6l kettes 1éptékli higitasi sort készitettiink, a szelénvegyiileteket allando
koncentracioban (¥2 MIC) adtuk a lyukakhoz. Az overnight baktérium kultirat MH taplevesben
10-re higitottuk, majd 50 pl-ben a mikrotiter lemez lyukaiba mértiik, a médium kontroll sor
kivételével. A lemezeket 18 oOran keresztill, 37°C-on inkubaltuk termosztatban. A
szelénvegyliletek kemoszenzitizalo hatasat szabad szemmel hataroztuk meg, az antibiotikumok

MIC értékének a leolvasasaval.



3.9. Quorum sensing gatlas vizsgalata

Kisérletiink soran modositott LB taptalajt hasznaltunk (5 g/l élesztékivonat, 10 g/l
tripton, 10 g/l NaCl, 1 g/l KoHPOs, 0,3 g/l MgSO4 x 7H20, 36 mg/l FeNaEDTA, 20 g/l agar).
A szenzor torzs C. violaceum 026-ot és az AHL termeld E. cloacae 31298 torzset egymas mellé
parhuzamosan oltottuk le, majd a lemezeket 24-48 oran keresztiil szobah6mérsékleten (20°C)
inkubaltuk. Az inkubacios id6 utan a sziirépapir korongokra a CK vegyiiletek 10 mM-0s, a PY
helyeztiik a szenzor és az AHL torzsekbdl képzett két parhuzamos vonal kozé. A mintékat ezt
kovetden ujra 24-48 oraig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A vegyiiletek QS gatld hatasat az
inkubdciot kovetden a keletkezett gatldsi zondk mérésével allapitottuk meg. A keletkezett

gatlasi zonat milliméterben adtuk meg. Pozitiv kontrollként PMZ-t alkalmaztunk.

3.10. Génexpresszio vizsgalata RT-qPCR-rel

Az E. coli AG100 torzset LB taplevesben, a S. aureus ATCC 25923 és S. aureus 272123
torzseket TSB-ben novesztettilk. Az RNS izolalas napjan a vegyiileteket 50 uM-os (EDAL, -4,
-7), 50 ug/ml-es (PY2, -4, -5), 5 uM-0s (CK2) és 0,5 uM-o0s (CK4) koncentracioban adtuk a
baktérium kultirahoz. Ezt kovetéen 4 (CK2 és -4) vagy 4 és 18 oras (PY2, -4, -5 és EDAL, -4,
-7) id6pillanatokban total RNS-t izolaltunk RNéz mentes kdrnyezetben, NucleoSpin RNA kit
(Macherey Nagel, Németorszag) segitségével a gyarto altal mellékelt utmutato szerint. A teljes
Allamok) alkalmazasaval 260 nm-en vizsgaltuk.

A norA és mepA gének expressziojat a kamanetin (CK2) és a dikamanetin (CK4)
jelenlétében vizsgaltuk az 6ssz RNS reverz transzkripcidjaval az S. aureus (ATCC 25923 és
MRSA 272123) torzsekben. A célgénekrdl kapott génexpresszios adatokat a S. aureus 16S
riboszomadlis RNS génhez viszonyitottuk.

Az efflux pumpa (acrA, acrB), az antibiotikum rezisztencia (marR) és a QS (sdiA) gének
expresszidjat a PY2, -4, -5 és az EDAL, -4, -7 jelenlétében E. coli AG100 torzsben vizsgaltuk.
A célgénekrol kapott génexpresszios adatokat az E. coli glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(gapdh) haztartasi génhez viszonyitottuk.

A gének expressziojat reverz transzkripcio kapcsolt kvantitativ PCR alkalmazasaval (RT-
gPCR) vizsgaltuk. A tisztitott RNS templatok valos ideji kvantifikaciojat a CFX96 Touch valos
idejii PCR detektal6 rendszerrel (Bio-Rad, Egyesiilt Allamok) és a SensiFAST™ SYBR No-
ROX One-Step Kit (Bioline GmbH, Németorszag) segitségével végeztiik el, a gyarto ajanlasa
szerint. A RT-qPCR altal kapott adatokbol szamitasainkat a AACy modszerrel végeztiik el.



4. EREDMENYEK

4.1. A vegyiiletek in vitro antibakterialis hatasa
4.1.1. C. KkirKii-bél izolalt bioaktiv vegyiiletek

A kamanetin (CK2) és a dikamanetin (CK4) er6s antibakterialis hatassal rendelkezett a
S. aureus ATCC 25923 és a S. aureus 272123 torzseken. A CK2 MIC értéke 12,5 uM volt a
referencia S. aureus ATCC t6rzson, mig ugyanez a vegyiilet a methicillin és ofloxacin
rezisztens S. aureus torzs esetében 25 uM volt. A CK4-es vegyiilet volt a leghatasosabb
flavanon: a S. aureus ATCC 25923 torzson: a MIC értéke 0,8 uM, a rezisztens S. aureus tdrzson
ugyanez az érték 1,56 uM volt. A vegyiiletek a Gram-negativ E. coli AG100, AG100 A, C.
violaceum és E. cloacae torzseken nem mutattak antibakterialis hatast (MIC: >100 uM vagy
100 uM).

4.1.2. Fluorozott g-diketo foszfor-ilidek

A PY1-10-es vegyliletek nem gatoltak az AcrAB-TolC-t expresszalo E. coli AG100, a
pumpa mutans AG100 A, a C. violaceum és az E. cloacae torzsek novekedését (MIC: >100
ug/ml), kivéve az etil-4,4,4-trifluor-3-oxo-2(trifenilfoszforanilidin)butanoat (PY6) foszfor-

ilidet, mely enyhe antibakterialis hatassal rendelkezett az EP mutans E. coli torzson (MIC: 50
pg/ml).

4.1.3. Szelénvegyiiletek

A keton tartalmu szelenoészterek (EDA9-11) erés antibakterialis hatast mutattak a S.
aureus ATCC 25923 torzzsel szemben. A metil-keton szelenoészter EDA9 volt a legaktivabb
vegylilet, melynek a fent emlitett torzson a MIC értéke 3,12 uM volt. A szelenoanhidrid EDAL
¢és az EDA2-8 szelenoészterek nem rendelkeztek antibakterialis hatassal, a MIC értékiik 100
uM vagy >100 uM volt a S. aureus ATCC 25923 torzson. Az EDA9 tovabba az E. faecalis
ATCC 29212 novekedését is hatékony gatolta (MIC: 12,5 uM). A vegyiiletek nem fejtettek ki
gatld hatast a Gram-negativ E. coli AG100, AG100 A, S. Typhimurium SL1344, az acrB
inaktivalt S. Typhimurium L644 és a S. Typhimurium 14028s torzseken (MIC: 100 uM vagy
>100 pM).
4.2. Efflux pumpa gatl6 aktivitas (akkumulacios vizsgalat)
4.2.1. C. kirkii-bdl izoldlt bioaktiv vegyiiletek

A S. aureus ATCC 25923 baktériumtdrzs esetén a legjelentdsebb efflux pumpa gatlast
a CK2 mutatta, de a CK4 is EP gatlo hatassal rendelkezett a pozitiv kontrollhoz (verapamil)
(RFI: 0,13) képest. A vegyiiletek (CK1-5) az alkalmazott koncentracioban nem mutattak EPI



aktivitast a methicillin és ofloxacin rezisztens S. aureus torzsben. A Gram-negativ torzsek
esetében a triterpén polikarpol (CK1) és az acetilmelodorinol (CK5) gatolta az E. coli AG100
torzs AcrAB-TolC rendszerét, 6sszehasonlitva a pozitiv kontroll PMZ-vel. A vegyiileteknek
(CK1-5) nem volt hatasuk az AcrAB-TolC mutans E. coli AG100 A térzson.

4.2.2. Fluorozott g-diketo foszfor-ilidek

A PY3, -7 és a -8 kivételével a foszfor-ilidek hatékonyan gatoltak a E. coli AG100
ACrAB-TolC rendszerét. A PY2, -4 és -5 gatolta a legerdsebben az AcrAB-TolC pumpat,
Osszehasonlitva az EP mutans E. coli térzzsel. A legkiemelked6bb hatast a PY4 mutatta a

rezisztens E. coli AG100 torzs esetében.

4.2.3. Szelénvegyiiletek
Az EDAL és EDAA4 jelenlétében az E. coli AG100 AcrAB-TolC pumpa efflux aktivitasa
a pozitiv kontroll PMZ-hez (RFI: 0,15) képest jelentésen csokkent. Az EDA7 és EDA9-11

crer

szelénvegyiileteknek (EDA1-11) nem volt EP gatlo aktivitasuk az E. coli AG100 A torzsben.

4.3. Efflux pumpa gatlo aktivitas (efflux vizsgalat)

A szelénvegyiiletek hatasara az EB fluoreszcencia szint 25, illetve 50%-o0s csokkenése
korabbi idépillanatban tortént, mint a pozitiv kontroll CCCP jelenlétében a S. Typhimurium
SL1344 torzsben. Ezzel szemben az AcrB mutans S. Typhimurium L644 térzsben az EDAT7-es
vegylilet hatasosabban gatolta az EB effluxat a CCCP-hez képest.

4.4. A szelénvegyiiletek biofilm gatlé hatasa

Az EDAG6 és -11 kivételével mindegyik szelénvegyiilet 50 uM-os koncentracioban
szignifikansan gatolta (>45%; p<0,05) a S. Typhimurium 14028s biofilm képzd képességét. A
leghatasosabb biofilm ellenes vegyiilet az EDA4 és -5 volt, melyek 50 uM-os koncentracioban

75%, valamint 73%-kal csokkentették a kialakuld biofilm mennyiségét.

4.5. C. Kirkii-bél izolalt kamanetin (CK2) és dikamanetin (CK4) antibiotikumokkal
kombinacioban mutatott kolcsonhatasanak tipusa

A TET vagy CIP, valamint a CK2 vagy CK4 vegyiiletek egyiittes hatasa a S. aureus
ATCC 25923 tdrzson szinergizmust eredményezett. A methicillin és ofloxacin rezisztens S.
aureus torzson a CK2 és a CIP kozott enyhe szinergizmust tapasztaltunk. Tovabba a rezisztens
S. aureus 272123 torzs esetében a CK4-es vegyiilet TET-tel kombinadcioban szinergista

kolecsonhatast mutatott.
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4.6. A szelénvegyiiletek antibiotikumokkal kombinaciéban mutatott hatasa

Az antibiotikumok MIC értékei E. coli AG100 térzsben az alabbiak voltak: TET 4,2
uM, CIP 0,02 uM. Az EDA9-es vegylilet fokozta az antibiotikumok antibakterialis hatasat,
mivel jelenlétében a TET MIC értéke 2,1 uM, a CIP-¢ 0,01 uM volt. Hasonl6 hatast fejtett ki
az EDA10 a CIP-re, melynek MIC értéke a felére csokkent az E. coli AG100 térzson.
4.7. QS gatlo aktivitas
4.7.1. C. Kirkii-bél izolalt bioaktiv vegyiiletek

A CK1 (51 mm), -2 (50 mm), -4 (53 mm), és -5-6s (52 mm) vegyiilet hatékonyabban
gatolta a QS-t a C. violaceum 026 ¢és az E. cloacae torzsek kozott, mint a pozitiv kontroll PMZ
(46 mm).

4.7.2. Fluorozott g-diketo foszfor-ilidek
A pozitiv kontroll PMZ-hez képest a foszfor-ilidek nem fejtettek ki hatast (gatlasi zona:

0 mm) a bakterialis QS-re az alkalmazott rendszerben.

4.8. Az antibiotikum rezisztencia, QS és efflux pumpa gének relativ expressziéja
4.8.1. C. kirkii-bdl izoldlt bioaktiv vegyiiletek

A CK2 5 uM-os, a CK4 0,5 uM-o0s koncentracioban szignifikansan megemelte a norA
¢és mepA gének expresszidjat 4 oOra elteltével a methicillin és ofloxacin rezisztens S. aureus
torzsben. A vizsgalt CK vegyiiletek 4 ora elteltével nem befolyasoltdk a mepA gén expresszios
szintjét, ellenben a norA gen kifejez6dését a mar emlitett koncentracidban szignifikansan

megemelték a referencia S. aureus térzsben.

4.8.2. Fluorozott g-diketo foszfor-ilidek

A PY2 50 pg/ml-es koncentracidban az Osszes vizsgalt gén kifejezddését emelte 4 ora
elteltével, majd a 18. oraban a gének expresszioja visszatért az alapszintre. A PY4
szignifikansan fokozta az RND (resistance-nodulation-division) csaladba tartoz6 acrB
transzporter gén expresszidjat 4, illetve 18 ora elteltével is. A PY5 az acrA és az acrB gének

expresszios szintjét 4 ora elteltével szignifikansan megemelte.

4.8.3. Szelénvegyiiletek

Az EDAL 50 pM-os koncentracioban szignifikansan megemelte az acrB, marR és sdiA
gének kifejez0dését 4 ora elteltével. Az acrB gén expresszidja 18 ora elteltével visszatért az
alapszintre, és a marR, valamint az sdiA gének kifejez6dése tovabb emelkedett. Az EDA4 az
acrB, marR és sdiA gének expresszidjat az elsé 4 ora elteltével megemelte. A 18. oraban az

acrB és a marR gének expresszids szintje az elsé mintavételhez képest lecsokkent, ellenben az
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sdiA QS génnel, melynek a szintje szignifikansan megemelkedett. Az EDA7 szintén
szignifikansan befolyasolta a marR expresszios szintjét 4, valamint 18 6ra elteltével is. Az acrA,

acrB efflux pumpa és a QS regulator sdiA gének expresszidja a 18. drara megemelkedett.

4. MEGBESZELES

Az antibiotikumokkal szemben kialakult multidrog rezisztencia nagy kihivast jelent a
az EP-k talzott expresszidja, amelyek toxikus anyagokat pumpalnak ki a baktériumsejtbél a
kornyezetbe. Tovabba komoly problémat jelent az a tény, hogy az MDR baktériumok altal
okozott fertézések novelik a kezelési koltségeket, valamint halalos kimenetelhez vezethetnek.
A rezisztens korokozok elleni kiizdelem egyik megoldasa lehet uj EPI-k felfedezése.
A kisérleti munka sordn vizsgélt természetes, novényi eredetli vagy szintetikus vegyiiletek
olyan 1j antibakterialis vegyiiletek, melyek a baktérium novekedésének gatlasan tal az efflux
pumpak aktivitasat is befolyasolhatjak, amelyek révén kozvetlen modon gatolhatjak a biofilm
kialakulasat, valamint a bakterialis sejt-sejt kozotti kommunikacids rendszert, tovabba az
emlitett antibakterialis hatasok mellett fokozhatjak az antibiotikumok hatékonysagat is.

Vizsgalataink célja a C. kirkii-bél izolalt bioaktiv vegyiiletek (CK1-5), a fluorozott -
diketo foszfor-ilidek (PY1-10) és a szelénvegyiiletek (EDA1-11) antibakterialis és multidrog
rezisztencia visszaforditd hatasanak vizsgalata volt kiilonb6zé baktérium modellek
felhasznalasaval. Kisérleteink soran a kovetkez6 modszereket alkalmaztuk: MIC meghatarozas,
EB akkumulacios és efflux vizsgalat, checkerboard kombinaciés modszer, MIC redukcios

vizsgalat, biofilm és QS gatlo teszt, valamint RT-gPCR.

5.1. C. kirkii-bél izolalt bioaktiv vegyiiletek (CK1-5)

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a kamanetin (CK2) és a dikamanetin (CK4)
antibakterialis hatasa volt a legkifejezettebb a methicillin érzékeny és rezisztens S. aureus
torzson. A dikamanetin erGsebb hatast mutatott, mint a kamanetin, magasabb lipofil jellege
miatt, amelyet a hatos szénatomon talalhato extra benzilcsoport eredményezett. A kamanetinnel
ellentétben az izokamanetin (CK3) -amelyek csak a benzil szubsztituensek helyzetében
kiilonboznek egymastol- inaktiv volt a vizsgalt koncentracioban. Ez alapjan megallapithato,
hogy a lipofilitas és a benzilcsoport jelenléte a nyolcas szénatomon dontd szerepet jatszik az
antibakterialis aktivitasaban ezen vegyiileteknél. A kombinacids vizsgalatban a kamanetin és a
dikamanetin szinergizmust mutatott tetraciklinnel és ciprofloxacinnal a S. aureus referencia

torzsOn. Ezenkivil a methicillin rezisztens S. aureus torzson a kamanetin és a dikamanetin, a
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tetraciklinnel és a ciprofloxacinnal kombinalva szintén szinergizmust mutatott, ami jelzi, hogy
antibakterialis hatas mellett a kamanetin gatolta az efflux rendszerek aktivitasat a pozitiv
kontrollhoz képest a S. aureus ATCC 25923 t6rzsben. A kamanetin és a dikamanetin tovabbi
hatasa, hogy gatoltak a QS-ta C. violaceum 026 és az E. cloacae 31298 torzsek kozott, valamint
az EP gének (norA és mepA) fokozott expressziojat okoztak az MRSA tdrzsben 4 ora elteltével.
A génexpresszioban bekovetkezett valtozasokat a kamanetin és a dikamanetin elleni stressz
valasz okozhatta, mivel ezek a névényi szarmazékok potencialisan karosnak bizonyultak a S.
aureus-ra nézve, ezért a baktérium a lehetd leghamarabb az extracelluléris térbe akarta juttatni
a vegyiileteket. Ez a stresszvalasz magyarazhatja az EP gének 4. éraban tapasztalt expresszios
szint emelkedését. A kamanetin és a dikamanetin megemelte az MRSA torzs mepA gén
expresszidjat, azonban a referencia S. aureus torzsben a vegyiiletek hatasara a mepA gén
kifejez6dése alacsony szinten maradt. Tanulmanyok mar kimutattak, hogy az EP-k talzott
expresszioja . fitnesz koltséget” jelent a baktérium szamara: példaul egy EP-t taltermeld
rezisztens izolatumban csokken mas virulencia faktorok termelése.

Gram-negativ baktériumokban a CK1-5-6s vegyiiletek nem mutattak antibakterialis hatast. Az
erdsen lipofil polikarpol (CK1) gatolta az E. coli AG100 RND csaladjaba tartozé AcrAB-TolC
rendszert, ami a polikarpol altal okozott membran permeabilitissal magyarazhato. Ezzel
szemben a polikarpolnak nem volt EPI hatasa a pumpa mutans E. coli AG100 A torzsben, amely
azt bizonyitja, hogy kozvetlen EPI hatassal lehet az AcrAB-TolC rendszerre. A kamanetin és a
dikamanetin mellett a polikarpol és az acetilmelodorinol (CKS5) is hatékonyan gatolta a

baktériumok kozotti kommunikaciot.

5.2. Fluorozott p-diketo foszfor-ilidek (PY1-10)

Az elbzetes vizsgalatunkban a trifluoro-1-fenil-2-(trifenilfoszforanilidin)butan-1,3-dion
(PY3), a 4,4,5,5,5-pentafluor-1-fenil-2-(trifenilfoszforanilidin)pentan-1,3-dion (PY7) és a
4,45,5,6,6,6-heptafluor-1-fenil-2-(trifenilfoszforanilidin)hexan-1,3-dion (PY8) hatékonyan
gatolta a rakos sejtek transzport rendszereit. A mostani vizsgalatainkban a vegyiiletek nem
mutattak aktivitast az E. coli torzsek AcrAB-TolC rendszerével szemben. Az elézetes kisérletek
célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a PY vegyiiletek az elsédleges ABC (ATP-koto
kazetta) transzporter csalad ABCBI1 tagjat képesek e gatolni a rakos sejtekben. Jelen
tanulmanyban a foszfor-ilideket az E. coli RND csaladba tartoz6, masodlagos AcrAB-TolC
rendszerén vizsgaltuk. Fontos megjegyezni, hogy az ABC transzporterek az ATP hidrolizisébdl

nyerik energiajukat, ellenben az AcrAB-TolC rendszerrel, melynél az efflux folyamatokhoz
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nélkiilozhetetlen energia a protonmotoros er6bdl szarmazik. E. coli AG100-ban a
leghatékonyabb vegyiiletek az 1,1,1-trifluor-3-oxo-1-metoxi-3-(trifenilfoszforanilidin)propan-
2-on (PY2), a 4,4,4-trifluor-3-oxo-2-(trifenilfoszforanilidin)butanal (PY4), és az 1,1,1-trifluor-
3-(trifenilfoszforanilidin)pentan-2,4-dion (PY5) volt, amelyek gatoltak az AcrAB-TolC
rendszert, valamint befolyasoltdk az acrA és acrB transzporter gének expressziojat. A
vegyliletek nem bizonyultak QS gatloknak, azonban a PY4 fokozta a QS aktivator SdiA
expressziojat 18 ora elteltével. Az EPI vegyiiletek az R! lancon trifluor-metil-ketont (COCFs3),
az R? lancon metoxi (OMe; PY2), formil (CHO; PY4) és acetil (COMe; PY5) csoportot
tartalmaztak. Az el6z6 és a mostani eredmények tiikrében elmondhaté, hogy a fluorozott -
diketo foszfor-ilidek multidrog rezisztencia visszaforditd aktivitasa kiilonbozott a tumor- és a
baktériumsejtekben, ramutatva arra, hogy a vegytiletek eltéréen hatnak az ABCB1 és az AcrB
EP-re, mivel ezek a transzporterek szerkezetiiket és energiaforrasukat tekintve is kiilonboznek

egymastol.

5.3. Szelénvegyiiletek (EDA1-11)

A disszertacioban bemutatott szelénvegyiiletek daganatellenes és ABCB1 EP gatld
aktivitdsat kordbban mar vizsgalta kutatdcsoportunk kiilonbozé rakos sejtekben. A
baktériumokkal végzett kisérletek eredményei alapjan megallapithato, hogy az EDA9-11
ketontartalmu szelenoészterek antibakterialis aktivitast mutattak a S. aureus referencia torzzsel
szemben, tovabba a metil-keton szelenoészter (EDA9) hatasos volt az E. faecalis ATCC 29212
torzson. Az EB akkumulécios vizsgélatban a ciklikus szelenoanhidrid (EDAL) és a meta-
szubsztitualt benzol szelenodiészter (EDA4) hatékonyabban gatolta az E. coli AG100 AcrAB-
TolC transzport rendszer efflux aktivitasat, mint a pozitiv kontroll PMZ. A metil-keton
szelenoészter szignifikdnsan gatolta a vad tipusu S. Typhimurium SL1344 torzs efflux
mechanizmusat. Az AcrB mutans S. Typhimurium térzsben EP gatlo aktivitast csak a metoxi-
karbonil-metil szelenoészter (EDA7) jelenlétében detektaltunk. Az EB efflux vizsgalat soran
azt az eredményt kaptuk, hogy ugyanazok a vegyliletek gatoltdk a vad tipusu és a mutans S.
Typhimurium efflux rendszerét is. A megfigyelt hasonlosagok azt jelentik, hogy a
szelénvegyliletek nem kozvetleniil az S. Typhimurium AcrAB-TolC rendszerét gatoljak. A fenil
gylrtt tartalmaz6 metil-szubsztitualt benzol szelenodiészter és a para-szubsztitualt benzol
szelenodiészter (EDAS) gatolta a leghatékonyabban a S. Typhimurium 14028s biofilm
képzodését. Az EDAT7-10, valamint a tiofén szelenodiészter (EDA2) és a piridin
szelenodiészter (EDA3) tobb mint 50%-kal csokkentette a S. Typhimurium biofilm képzését.

A metil-keton szelenoészter a felére csokkentette a TET MIC értékét, tovabba ez a szarmazék
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¢és a klor-szubsztitualt terc-butilketon szelenoészter fokozta a TET és a CIP antibakterialis
hatasat E. coli AG100-on. A génexpresszios vizsgalat soran megfigyeltiik, hogy a ciklikus
szelenoanhidrid, a meta-szubsztitualt benzol-szelenodiészter és a metoxi-karbonil-metil
szelenoészter szignifikansan megemelte a rezisztencia regulator marR gén expresszidjat 4,
illetve 18 ora elteltével. A ciklikus szelenoanhidrid jelenlétében a QS regulator sdiA gén

expresszios szintje a 4., illetve a 18. o6rdban is szignifikdnsan megndvekedett.

A disszertaicibmban bemutatott eredményeink alapjan megallapithaté, hogy a
természetes €és a szintetikus vegyiiletek onmagukban vagy antibiotikumokkal kombindlva
fontos megemliteni, hogy a szubsztituensek tipusa és elhelyezkedése is fontos a biologiai hatas
szempontjabol. A jovObeni tanulmanyok soran tobb vegyiiletet kellene szisztematikusan
megtervezni és elemezni, tovabba meg kell érteni a szerkezet-aktivitas Osszefliggéseit a

hatékony rezisztencia modositok kifejlesztése érdekében.

6. TEZISPONTOK

1. Cleistochlamys kirkii-bél izolalt bioaktiv vegyiiletek

e A nyolcas szénatomon talalhatdo benzilcsoporttal rendelkezé kamanetin (CK2) és
dikamanetin (CK4) jelentds antibakterialis hatassal rendelkezett a referencia
Staphylococcus aureus ATCC 25923, valamint a methicillin és ofloxacin rezisztens S.
aureus 272123 torzsekkel szemben. A két vegyiilet koziil a dikamanetin bizonyult a
legaktivabb vegyliletnek az emlitett torzseken, mert ez a vegyiilet a hatos szénatomon
talalhat6 extra benzilcsoport miatt lipofilebb.

e A dikamanetin szinergista aktivitast mutatott a tetraciklinnel és a ciprofloxacinnal a S.
aureus referencia torzson. Tovabba a dikamanetin a tetraciklinnel egyiitt alkalmazva
szinergista kolcsonhatassal rendelkezett a methicillin és ofloxacin rezisztens S. aureus
torzson.

e A kamanetin és az acetilmelodorinol (CK5) erés efflux pumpa modulalé hatast fejtett
ki a S. aureus referencia torzsben. A polikarpol (CK1) gatolta a leghatékonyabban az
Escherichia coli AG100 AcrAB-TolC transzport rendszerét.

e A C. kirkii-bol izolalt bioaktiv vegyiiletek, az izokamanetin (CK3) kivételével
hatékonyan gatoltak a baktériumok ko6zotti quorum sensinget.

2. Fluorozott g-diketo foszfor-ilidek
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e Az 1,1 1-trifluor-3-oxo-1-metoxi-3-(trifenilfoszforanilidin)propan-2-on (PY2), a 4,4,4-
trifluor-3-oxo-2-(trifenilfoszforanilidin)butanal ~ (PY4), ¢és az 1,1,1-trifluor-3-
(trifenilfoszforanilidin)pentan-2,4-dion (PY5) vegyiiletek kdzvetleniil az E. coli AG100
AcrAB-TolC efflux rendszerét gatoltak.

3. Szelénvegyiiletek

e A metil-keton szelenoészternek (EDA9) antibakterialis aktivitasa volt a referencia S.
aureus ATCC 25923 ¢és az Enterococcus faecalis ATCC 29212 torzseken.

e A metil-keton szelenoészter fokozta a tetraciklin és a ciprofloxacin hatasat az AcrAB-
TolC transzportert expresszalo E. coli AG100 térzson.

e Valamennyi szelénvegyiilet biofilm ellenes hatast mutatott a Salmonella enterica
serovar Typhimurium 14028s torzzsel szemben.

e A ciklikus szelenoanhidrid (EDA1), a meta-szubsztitualt benzol szelenodiészter
(EDAA4) ¢és a metoxi-karbonil-metil szelenoészter (EDA7) mutatott igéretes AcrAB-
TolC efflux pumpa gatlast az E. coli AG100 torzsben.
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elvégzésére.
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Masami Kawasenek, hogy rendelkezésiinkre bocsatottak a vizsgalt vegyiileteket, tovabba
segitségiiket és egyiittmiikodésiiket projektekben €s kutatdsi 0sztondijakban.
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nyujtott segitségért.
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tamogatasukért és a kellemes munkakornyezet megteremtéséért.
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K6szonom Dr. Jessica M. A. Blair és Dr. Helen McNeil segitségét a Birminghami Egyetemen
végzett biofilm és efflux vizsgalatok elvégzésénél.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Gajdacs Mariénak a vegyiiletek elnevezésében nyujtott
segitségeert.

Hélaval tartozom a legjobb baratndmnek Dr. Mosolygdé Timeanak ¢s barataimnak Bozoki-
Nové Martanak, Kovacs Doranak, Abonyi Csillanak és Dr. Varga-Bogdanov Anitanak az
Onzetlen segitségért, batoritasért és baratsagukért.

Végezetiil halaval tartozom sziileimnek, hugaimnak és paromnak szeretetiikért, tiirelmiikért és

batoritasukért.

8. PENZUGYI TAMOGATAS

A tézisben bemutatott kutatas az alabbi szervezetek és palyazatok timogatasaval valosult meg:

e Uj Nemzeti Kivalosagi Program (UNKP-17-3; UNKP-18-3)

e Tempus Kozalapitvany: Campus mundi hallgatéi 6sztondij, rovid kilfoldi tanulmanyut

e SZTE Talent Osztondij és Kivalosagi Lista

e Az Eur6pai Klinikai Mikrobiologiai és Infektologiai Téarsasag Utazasi Palydzata

e SZTE AOK Kari Kutatasi Alap, 2018/270-62-2: Szelénvegyiiletek mint j, igéretes
antimikrobialis szerek

e GINOP-2.3.2-15-2016-00012: Uj utak a természetes anyag alapt gyogyszerkutatisban:
Rendszermetabolomikai megkdzelitések novényi és mikrobidlis eredetli bioaktiv
terpenoidok felkutatasara

e Magyar-Portugdl Kormanykodzi Tudomanyos és Technoldgiai Egyiittmikodés 2019-
2021: Novényi eredetll vegyiiletek mint rakellenes szerek: egy igéretes lehetdség a

multidrog rezisztencia lekiizdésére
9. AZ ERTEKEZESHEZ KAPCSOLODO KOZLEMENYEK

l.  Kincses A, Szabéo AM, Saijo R, Watanabe G, Kawase M, Molnar J, Spengler G.
Fluorinated beta-diketo phosphorus ylides are novel efflux pump inhibitors in bacteria.
In Vivo. 30: 813-817, 2017.
IF: 0.953

Il.  Kincses A, Varga B, Csonka A, Sancha S, Mulhovo S, Madureira AM, Ferreira MU,
Spengler G: Bioactive compounds from the African medicinal plant Cleistochlamys
kirkii as resistance modifiers in bacteria. Phytother Res. 32: 1039-46, 2018.
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IF: 3.766

I1l.  Mosolygd T, Kincses A, Csonka A, Tonki AS, Witek K, Sanmartin C, Maré MA,
Handzlik J, Kie¢-Kononowicz K, Dominguez-Alvarez E, Spengler G.
Selenocompounds as novel antibacterial agents and bacterial efflux pump inhibitors.
Molecules. 24. pii: E1487, 2019.

IF: 3.06

IV.  Kincses A, Spengler G: Szelénvegyiiletek efflux pumpa és biofilm gatlé hatasanak
vizsgalata Salmonella Typhimurium torzseken. Tudomdnyos eredmények a

nagyvilagbol: Valogatas a Campus mundi 6sztondijasok tanulmanyaibol. ISBN 978-
615-5319-64-8, 2019.
IF: -

XIF:7.779



