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Bevezetés

A multirezisztens baktériumtorzsek altal okozott egyre gyakoribb fertézések, a
kiilonbo6z6 feliileteken képzett mikrobialis biofilmek és a fokozddd antibiotikum-rezisztencia
sziikségessé tette 11j, mas mechanizmust antibakteridlis anyagok kutatdsat és gyogydaszati,
biotechnologiai alkalmazasat.

A szerves fémkomplexek alkalmasak lehetnek a baktériumok fejlédésének ¢és
aktivitasanak gatlasara. A nehézfémek kis koncentracidja a szervezetben kiilonb6z6 biokémiai
¢és ¢lettani funkciok fenntartdsdhoz sziikséges, de nagy koncentracidban toxikus hatast
fejtenek ki. Fontosak az orvostudoményban, de eddig kevés figyelmet forditottak a potencialis
antimikrobialis vegyiiletként valé alkalmazasukra. A fémek tobb modon karosithatjdk a
baktériumsejteket, a legtobb esetben a sejtet elpusztitjak vagy novekedését gatoljak.

A réz az egyik legszélesebb korben hasznalt nehézfém. A szerves ligandumot
tartalmazo réz(l1)-komplexek antibakterialis hatassal rendelkeznek, szamos kutatas iranyul 1j
rézkomplexek fejlesztésére és potencialis alkalmazasuk vizsgalatara.

A mikroorganizmusoknak tobb olyan sajatossdguk van, amely sikeressé teszi Oket a
fertdzési folyamatokban. A gyors szaporodd- és alkalmazkodoképesség, a rezisztencia
kialakitdsanak lehetdsége, valamint a biofilmképzés jelentdsen befolyasoljak a
mikroorganizmusok patogenitasat. A biofilmek gyakran okoznak problémat korhazi
kornyezetben, a hasznalt eszkdzok nem megfeleld sterilizaldsa esetén vagy abban az esetben,
ha kiilonb6z6 orvosi eszkozokon (protéziseken, szondakon) alakulnak ki. A biofilmek
jellegzetessége, hogy sokkal ellenallobbak a kiilonb6zd kedvezdtlen kornyezeti feltételekkel
szemben, ezért a kutatok 1) lehetdségeket keresnek a baktériumok biofilmképzésének
korlatozésara.

Jelen dolgozat célja kiilonb6zd réztartalmu fémkomplexek hatasadnak vizsgélata a Gram-
negativ Serratia marcescens, illetve a Gram-pozitiv Staphylococcus aureus baktériumtorzsek
fejlodésére és egyes jellegzetes mikrobialis folyamatokat szabalyozd kommunikacios
rendszerek mitkddésére. A vizsgalt mikroorganizmusok éaltalanosan elterjedtek a természetben
¢€s a human mikrobiom részét képezik, ugyanakkor jelentdés nozokomidlis fertdzéseket okozo,
gyakran multirezisztens fakultativ patogének. A Staphylococcus aureus Gram-pozitiv, mig a
Serratia marcescens Gram-negativ sejtfalszerkezettel rendelkezik, ezért feltételeztiik, hogy a
fémkomplexek eltéré mértékben hatolnak be és gatoljak a novekedésiiket, illetve az
aktivitasukat.

I. Irodalmi attekintés

I.1. A nehézfémek

A fémek olyan szildrd halmazallapotd anyagok (kivétel a higany), amelyek nagy
elektromos vezetOképességgel rendelkeznek és elveszitik elektronjaikat, hogy kationokat
alakitsanak ki. A fémeknek 3 csoportjat lehet megkiilonboztetni: fémek, félfémek és
nehézfémek. Biologiai funkcidjuk és hatasuk alapjan a fémek 3 csoportba sorolhatok:
esszencialisak, toxikusak és nem esszencialisak.

Az esszencialis fémek ismert bioldgiai funkciokkal rendelkeznek, ilyenek a Na, K, Mg,
Ca, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo. A vas és a réz az oxigén- és elektrontranszportban
vesznek részt, a kobalt a sejtanyagcserében, a cink a hidroxilezésben, a vanddium ¢és a mangan
az enzimszabalyozasban és miikodésben, a krom a gliikoz hasznositdsaban, a nikkel a
sejtnovekedeésben, az arzén a metabolikus novekedésben, mig a molibdén a redoxreakciok
kataliziséhez, a szelén pedig az antioxidans miikodésben és hormontermelésben sziikséges.

A toxikus fémeknek nem ismert a biologia funkciojuk, ilyenek a Ag, Cd, Sn, Au, Hg,
Ti, Pb, Al. Sulyos toxikus hatasaik vannak, mint a rak, agy-, gyomor-, vese-, maj-, sziv-,
kozponti 1idegrendszer-, boérkarosodds, degenerativ csontbetegség, endokrin betegségek,



amelyek gyakran halalos kimeneteliek. Bizonyos fémek belélegzése, akar finom porként,
akar flistként, fémfiist-laznak nevezett allapotot okozhat (Lemly 1997; Rusyniak et al. 2010) .

A harmadik kategoriaba a nem esszencialis, nem toxikus fémek tartoznak, melyeknek
nem ismert a bioldgiai funkciojuk (Gomathy & Sabarinathan 2010).

A nehézfémek Sg/cm3-nél nagyobb fajlagos siirliségii, kevésbé reaktiv fémek. Kis
koncentraciojuk a szervezetben kiillonb6zé biokémiai és élettani funkciok fenntartdsdhoz
sziikséges, de nagy koncentracidban toxikus hatast fejtenek ki. A legkdzonségesebb
nehézfémek a periddusos rendszer 4d° és 5d'%-es osztalyaiba tartoznak, ilyen a higany, a
tallium, az on, az 6lom, a réz stb. (Jaishankar et al. 2014). Egy atlagos 70 kg-0s emberi test
koriilbeliil 0,01%-a nehézfémbdl all.

Egyes nehézfémek biocid hatasa mar az 6korban ismert volt. A platina, az 6zmium, a
réz, a ruténium és mas nehézfémek a rakellenes kezelésekben hasznalatosak. Az antimon
(protozoon-ellenes), a bizmut (fekélyellenes), az arany (artritisz-ellenes) és a vas (malaria-
ellenes) szintén fontosak az orvostudomanyban (Desoize 2004; Lima et al. 2013).

A nehézfémkomplexek jelenleg klinikai fejlesztés alatt allnak a rék, a maléria és a
neurodegenerativ betegségek kezelésére, azonban csak kevés figyelmet forditottak a
potencialis antimikrobialis vegyiiletként val6 alkalmazasukra (Frei et al. 2020).

A szerves molekuldk azért nem olyan hatékonyak, mint a fémkomplexek, mert az ¢é16
szervezetekben a DNS-t6] a fehérjékig és az anyagcserctermékekig, a kémia nagy része
leginkabb a szénen és néhany egyéb elemen alapul (Frei 2020).

I.1.1. A nehézfémek citotoxikus hatasai

A kiilonb6z6 vegyiiletek antimikrobialis hatasa attol fiigg, hogy milyen kélcsonhatasok
jatszddnak le a hatdéanyag €s a baktériumok kozott, milyen valtozasok érik a baktériumokban,
amelyek modosithatjak a kezdeti fémkomplexet, miel6tt a vegyiilet elpusztitja a sejteket.
Tobb altaldnos hatasmechanizmus is elképzelhetd ¢és ezek valdszinlileg a vegyliletek
kiilonboz6 osztalyai kozott valtoznak. Egy vegyiilet lehet részben labilis, azaz egyes
ligandumok kiilonb6z6 koriilmények kozott kicserélddhetnek és igy egy olyan vegyiilet jon
létre, amely képes megkdtni egy bakterialis célpontot, illetve 6nmagaban reaktiv vagy
toxikus. A felszabaduld ligandumok is felel6sek lehetnek az aktivitasért, ugyanakkor az
aktivitas lehet teljesen fémmedialt is és a ligandumvaz csupan hordozoként szolgal az aktiv
fémion szallitasara.

A fémek tobb modon karosithatjdk a baktériumsejteket, a legtobb esetben a sejtet
elpusztitjadk vagy novekedését gatoljak. Ilyen mechanizmusok a reaktiv oxigénformak (ROS)
létrehozasa és az antioxidans raktarak kimeritése, a fehérjék nem megfelel6 miikodésének és
az enzimek aktivitasbeli csokkenésének eldidézése, a membrantranszport karositasa, a
tapanyagok feldolgozasaban okozott zavar, valamint a DNS karositasa. A leggyakoribb
mechanizmusok, amelyek a toxikus hatasért felelosek, a kovetkezok:

Reaktiv oxigénformak keletkezése

Az atmeneti fémek kozegtol fliggden tobb oxidacids allapotban 1étezhetnek. Amikor az
egyik oxidacios allapotbol egy masikba alakulnak, reaktiv oxigénformak keletkeznek (Fenton
reakcid, példaul pH véltozéas miatt). A Fenton-reakcidk soran 1étrejott reaktiv oxigénformak
jelenléte vagy a bazisok mutacidja a DNS-t karositjdk. Ezek nagyon instabil vegyiiletek,
konnyen reakcioba 1épnek mas molekulakkal, karositva ezzel a sejteket (1. abra). A reaktiv
oxigénformak DNS torést, pontmutdcidkat, a zsirsavlancok szétesését, valamint a
peptidkotések szakaddsat okozhatjak. Azoknak a transzkripcios faktoroknak, amelyek az
antioxidansok (ROS-semlegesité enzimek és vitaminok) atirasat szabalyozzak a fémionok
homeosztazisanak fenntartasaban is szerepiik van (Lemire et al. 2013).


https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Metal_fume_fever?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=ro&_x_tr_hl=ro&_x_tr_pto=sc
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1. abra: A reaktiv oxigénformak karosito hatasai biologiai rendszerekben
A fehérjék miikodésének zavara és az enzimaktivitas csokkenése
Az E. coli baktériummal végzett kisérletek kimutattak, hogy a fehérjék szerkezetében
kevés aminosav érzékeny a fémion altal katalizalt oxidaciora, ezek az aminosavak altalaban
szomszédosak a fehérjék fémkotd helyével. A fémek tobb moddon vezethetnek
mitkddészavarhoz, példaul az altaluk képzett reaktiv oxigénforméak oxidalhatjak a cisztein
aminosav vaskoto helyeit (2. és 3. abra) (Lemire et al. 2013).

A cisztein aminosavak oxidacidja
a vaskotd helyiikdn

i

2. abra: A peptid-deformilaz enzim (PDF) reaktiv oxigénformak (ROS) hatasara
bekovetkez6 inaktivacioja (Lemire et al. 2013)

A toxikus fémionokra a bakteridlis Fe-S dehidratazok is nagyon érzékenyek,
inaktivaciojuk torténhet direkt modon, ahol maga a fémion bontja fel a vas-kén racsok
szerkezetét, kiszakitva a vasionokat, valamint indirekt inaktivacioval, reaktiv
oxigénformakkal. Tovabba, a fémionok kozvetleniil bekotédhetnek a fehérjék szerkezetébe és
az enzimek Kkatalitikus helyére, igy ezeknek megsziinik a funkciojuk. Példaul a &-
aminolevulinsav-dehidrataz enzim (ALAD) katalitikus helyén 1évé Zn(II) ion Pb(II) ionnal
torténd helyettesitése erds enzimaktivitds-gatlashoz vezet, mert az 6lom bekotddése a
katalitikus hely karosodasahoz és az enzim szerkezetében bekdvetkezé valtozasokhoz vezet.
Erre egy masik példa az E. coli fruktoz-1,6-difoszfat aldolaz (FbaA) enzimének az
inaktivacidja a cink ionoknak nikkel ionokkal val6 helyettesitésével.



Fe-S
dehidratazok
szétesése
inaktivacio inaktivacio
reaktiv strukturalis
oxigénformak fémion

(ROS) hatasara kicserél6déssel

FEHERJIEMUKODES
zavarasa
ENZIMAKTIVITAS
csokkenése

3. abra: A fehérje miikodésének zavara és az enzimaktivitas csokkenése

A membranfunkciok sériilése

A plazmamembran minden él6lény fontos szerkezeti része, melynek o feladata a sejt
elhatarolasa a kiilvilagtol, a transzportfehérjéken keresztiili anyagtranszport és ezaltal a sejt
belsd homeosztazisanak fenntartasa, ugyanakkor a baktériumok esetében az
elektrontranszportlanc is itt talalhatd, mivel nem rendelkeznek belsé mitokondrialis
membrannal. A bakteridlis membranok elektronegativ csoportokkal rendelkezd poliméreket
tartalmaznak, melyek a fém kationok adszorpciés helyeként szolgalnak, ezért a
plazmamembran az egyik olyan célpont, ahol a fémek kifejthetik baktericid hatasukat.
Kutatdsok kimutattak, hogy egyes fémionok (pl. eziist) az elektrontranszportlanc NADH-
kinon-oxidoreduktaz (NQR) enzimét karositjak, megsziintetve a NQR altal 1étrehozott Na*
koncentraciogradienst. A Vibrio cholerae baktérium esetében azt figyelték meg, hogy az
eziist-ionok lyukakat iitdttek a plazmamembranon, megsziintetve ezzel az ATP-t termeld
protongradienst.

Az asszimilacios folyamatok megzavarasa

Egyes fémek gatoljak bizonyos esszencialis anyagok felvételét és a metabolikus
utvonalakat, igy toxikus hatdsuk a novekedés gatlasan keresztiil nyilvanul meg. A
Pseudomonas aeruginosa baktérium esetén Kimutattak, hogy a gallium gatolja a vasfelvételt
azaltal, hogy a Ga(Ill) ion képes represszalni a PvdS transzkripcids faktort, amely a specifikus
vasfelvevé transzporter gének atirasaért felel6s. Azt is kimutattak, hogy a S. cerevisiae-ban a
krom a szulfat felvételét gatolja és kimeriti az intracellularis kénkészletet (Lemire et al. 2013).

1.1.2. Aréz

A réz az egyik legszélesebb korben hasznalt nehézfém a bioldgiai rendszerekben, a
természetben oxidok és szulfidok formajaban fordul el6. A réz jelenléte a mikroorganizmusok
szamara fontos, mert a rézionok kiilonboz6 enzimek mukodéséhez nélkiilozhetetlenek, ezek
az elektronszallitasban fontosak, de részt vesznek a sejtek metabolikus folyamataiban és a
sejtosszetétel fenntartasaban, ugyanakkor a réz nagyobb koncentracioban rendkiviil mérgez6
az ¢l6 szervezetekre.
1.1.2.1. A réz bejutasa a sejtekbe



Nem teljesen tisztazott, hogy a réz hogyan jut be a bakterialis citoplazmaba.
Elképzelhetd, hogy az OmpC porinok teszik lehetévé a Cu®* és a Cul* atjutasat a kiilsé
membranon keresztiil, biztositva a réz homeosztazisat a sejtekben (Argiiello et al. 2013).

1.1.2.2. A réz transzportja

Bakterialis sejtekben P-tipustt ATP-azok, réz chaperonok és metalloenzimek vesznek
részt a réz transzportjaban (4. abra) .

E.coli-ban a réz felvétele csokken a ComC membranfehérje miatt, ennek a
membranfehérjének homologjai szamos mas Gram-negativ baktériumndl megtalalhatoak,
mivel fontos szerepet jatszanak a réz homeosztazisaban. A legismertebb réz-specifikus,
homeosztazist biztositd genetikai rendszerek a cop, a cut, a pco, a cus (Cu-sensing) és a cue
(Cu-efflux) operonok.

A Cu'" ionok egy még ismeretlen mechanizmuson jutnak 4t a citoplazmaba, azt
feltételezik, hogy Zn?* felvételi rendszerével vagy valamilyen ATP-izzal keriilnek a
citoplazmaba. A patogén enterobaktériumok esetén a rézionok felvételénél fontosabb ezek
elvezetése azért, hogy ne tudjon megkdtddni a metalloproteinek természetes ligandumainak
helyére. A réz exportja P1B-tipusi ATP-4z pumpak segitségével torténik, amelyek a
citoplazmabol a periplazmaba szallitjak a rezet, ezek a pumpak monomérek és 3 domént
tartalmaznak. Péld4ul az E. coli baktérium esetén CopA ATP-az pumpélja a Cul* ionokat a
citoplazmabol a periplazmaba (Porcheron et al. 2013).
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4. abra: A réz homeosztazisaban résztvevo rendszerek
egy Gram-negativ baktériumsejtben (Hernandez-Montes et al. 2012)

1.1.3. A baktériumok nehézfém-rezisztenciaja

A klinikai fejlesztés alatt allo gyogyszerek, amelyek az antimikrobialis szerek kozel
75%-at teszik ki, a mar ismert és alkalmazott antibiotikumok szarmazékai, ami azt jelenti,
hogy ezekre valdszintileg hatnak a mar meglévé mikrobialis rezisztencia-mechanizmusok
(Frei et al. 2020).

A baktériumok iddvel kifejlesztenek olyan mechanizmusokat, amelyekkel semlegesiteni
tudjak az antibiotikumok karositd6 hatasat, illetve a magas nehézfém-koncentraciok
elviselésére képesek. A baktériumok tolerancidja/rezisztencidja sok tényezotdl fiigghet,
példaul a sejtbe torténd fémion-transzport tipusatdl, a fémrezisztenciaért felelds gének
helyétél vagy a fémion cellularis metabolizmusban betoltott szerepétdl. A baktériumok
nehézfém-rezisztenciaja 5 mechanizmuson alapul:

e a fémek bejutasanak megakadalyozasa;
e a fémionok aktiv szallitasa;
e a fémek extracellularis megkotése;



e a fémek intracellularis megkotése;
e a fémionok redukcidja.

A fémek bejutasanak megakadalyozasa
A baktériumok sejtfala és plazmamembranja megakadalyozhatja a fémionok sejtekbe
valé bejutasat. A kiilonb6z6 taxondmiai csoportba tartozo baktériumok a sejtfal ionizalhatod
csoportjaival adszorbedljak a fémionokat, ez egy passziv folyamat, mivel a holt baktériumok
sejtfala  és plazmamembranja is képes fémion megkdtésére. A plazmamemban
atjarhatésaganak valtozasa is megakadalyozza a fémionok bejutisat a sejtbe. A fémionok
felhalmozodasanak van egy kezdeti szakasza, amely gyors, sejtfal altali, nem specifikus
adszorpcio, mig a kovetkezd szakasz egy lassu, aktiv transzport, mely a fémionokat szallitja a
citoplazmaba. A porinokat nem tartalmazo E. coli mutansok membranfehérjéi példaul hidrofil
vegyiiletek csatornaiként miikodnek és alacsony eziist felhalmozodast mutatnak. Kimutattak,
hogy a biofilmben 1év0 sejtek szignifikansan nagyobb rezisztencidt mutattak, mint az
egyediilalld baktériumsejtek, valamint, hogy a biofilm kiils6 rétegeiben kisebb a sejtek
rezisztenciaja.
A fémionok aktiv szallitasa
A baktériumok tobbsége ezt a mechanizmust hasznalja, amely sordn efflux pumpak
segitségével, aktiv transzporttal, kijuttatjdk a sejtekbdl a nehézfémeket, ehhez az ATP
hidrolizisét vagy elektrokémiai gradienst hasznalva fel. A transzporterek RND- (resistance,
nodulation, cell division), CDF- (cation diffusion facilitator) és P- tipust ATP-azok. A Gram-
negativ baktériumoknal P- tipusit ATP-azok és CDF fehérjék jatszanak szerepet a fémek
szallitdsdban. A P- tipusi ATP-4zok olyan fémionokat széllitanak, melyek nagy affinitassal
rendelkeznek a szulfhidril csoportok irant, a CDF fehérjék kétvegyértékli fémek ionjait
szallitjak.
A fémek extracellularis megkotése
A folyamat sordn fémionok halmozdodnak fel a periplazma és a kiils6 membran
komponensei segitségével vagy a fémionok mikrobialis folyamatok révén atalakulnak
oldhatatlan fémkomplexekke.
A fémek intracellularis megkotése
A fémionok fémkomplexek képzése révén megkotddnek a sejtek citoplazmajaban. A
fémkoto peptidek (metallotioneinek és fitokelatinok) a fémionokat szulfhidril csoportokkal
kotik Ossze, ezeket a fémkotd fehérjéket a smtA és smtB gének kodoljak. A rézre rezisztens
Pseudomonas syringae baktériumtorzsek rézfliggd fehérjéket szintetizalnak, amelyek
rézfelhalmozodas esetén kék sziniivé valnak, ilyen fehérjék a CopA ¢és a CopB, amelyek
periplazmatikus fehérjek és a CopC, amely egy kiilsé membranfehérje. A rézre érzékeny
torzsek szabad ionos formaban halmozzak fel a rezet, amely nagyon karos a sejtekre, viszont
a rezisztens torzsek a rezet rézkomplex formdjaban a citoplazmaban taroljak.
A fémionok redukcidja
A baktériumok elektrondonorként vagy elektronakceptorként hasznalhatnak fémeket
az energiatermelés folyamata soran, az oxidalt forméaban 1évd fémek a baktériumok anaerob
1égzése soran az elektronok terminalis akceptoraként miikddhetnek.
A mikroorganizmusok tobb mechanizmust is hasznalhatnak egyszerre a nehézfémek
kérositd hatdsanak kivédése ellen.
1.2. A fémkomplexek
Altalaban a fémkomplexeket, toxicitasukbol adédéan, nem tartjdk alkalmasnak a
gyogyszerfejlesztésre, azonban kutatok elkészitették a fémkomplexek antimikrobialis
tulajdonsagainak elemzését és kimutattadk, hogy a csaknem 300.000 szerves vegyiilethez
képest, a fémkomplexek jelentdsen magasabb gatlasi aranyt mutatnak az egyes koérokozokkal
szemben (Frei et al. 2020).



1.2.1. A fémkomplexek meghatarozasa és szerkezete

A koordinacios komplexek olyan vegyiiletek, amelyekben egy vagy tobb ligandum
kapcsoldédik a kozponti ionhoz. Fémkomplexeknek nevezziik azokat a koordinacios
komplexeket, amelyeknek magjaban fémion talalhaté. Koordinativ kotés alakul ki a fémion
szabad d palydja és a ligandum maganyos elektronparja kézott. Ez a koordinativ kotés abban
kiilonbozik a hagyomanyos kovalens kotéstdl, hogy a kotést kialakitdé mindkét elektron a
ligandumtol szarmazik (Lawrance 2009). A kotésben levo ligandum egy Lewis bazis, vagyis
elektron leadd (elektrondonor), mig a kdzponti atom egy Lewis sav, vagyis elektron felvevo
(elektronakceptor). A fémionokhoz olyan ligandumok kapcsolodhatnak, melyek egy vagy
tobb szabad elektronparral rendelkeznek, ezaltal egy vagy tobb kovalens kotés kialakitasara
képesek (Lawrance 2009). A ligandumok lehetnek maganyos elektronparral rendelkezé
szerves vagy szervetlen ionok, mint példaul a CI~ (klorid-ion) vagy a OH™ (hidroxid-ion),
semleges toltésli molekuldk, mint a viz vagy az ammonia és ezeknél bonyolultabb
molekulaszerkezettel rendelkez6 vegyiiletek is (Haas & Franz 2009).

A fogazottsag a fémion szerzett elektronparjainak szama, vagyis a ligandum azon
elektronparjainak szamat jelenti, amelyekkel képes koordinacios kotést kialakitani, igy
léteznek egyfogli (monodentat), kétfogu (didentat) és tobbfogu (polidentat) ligandumok. Az
egyfogu ligandumra klasszikus példa az ammonia (NH3), amely egy elektronparral alakit ki
koordinacids kotést, a kétfogu ligandumra egyik leggyakoribb példa az etiléndiamin, amely
két elektronparral alakit ki koordinacios kotést (5. abra). A komplex stabilabb, ha to6bbfog
ligandumok alkotjak, mert tobb kotést hoznak Iétre, ezért a fémiont és a ligandumot
nehezebben, tobb energiaval lehet szétvalasztani (Lawrance 2009).
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N

5. abra: Etiléndiamin altal kialakitott kétfogu kelatkotés [1]

Annak fiiggvényében, hogy mennyi a komplex koordinacios szama, azaz hany ligandum
kapcsoldédik a fémionhoz, a komplexek kiillonbozd térszerkezeteket alkotnak, igy 6
térszerkezet johet 1étre (6. dbra):

o linedris térszerkezet alakul ki, amikor a ligandumok szama 2;

e haromszog térszerkezet, amikor a ligandumok szama 3;

e tetraéder és siknégyzet térszerkezet, amikor a ligandumok szama 4;
[ ]

trigondlis bipiramis és négyzet alapt piramis térszerkezet, amikor a ligandumok szadma
5;



e oktaéderes ¢és trigonalis térszerkezet, amikor a ligandumok szama 6 (Lawrance 2009).

180°

> @

linedris hdromszog tetraéder
/)
90° !90°
120°
<90°
trigondlis bipiramis oktaéder

6. abra: A komplexek térbeli szerkezete [2]

A szerkezetek sokfélesége ravilagit a fémkomplexek gyogyszerkutatasban valo
alkalmazhatosaganak lehetdségére, mert egy molekula alakja az egyik dontd tényezd
bioldgiai sorsanak és aktivitasanak meghatarozasaban (Frei 2020).

1.2.2. A fémkomplexek biolégiai hatasa

A fémvegyiiletek toxicitasa az emberi sejtekkel szemben megegyezik a szerves
vegyiiletekével (Frei et al. 2020).

A fémek és komplexeik alkotoanyagként vagy katalizatorként torténd alkalmazasukrol
ismertek és mérgezd hatastak, azonban a fémalapi koordindciés komplexek az
orvostudomanyban mindvégig dont6 szerepet jatszottak (Frei et al. 2020).

Az arzén-alapi vegyiiletek alkalmazasa hatasos volt a szifilisz kezelésében és a
vakcindk tartositasaban, a higany-vegyiiletek fertOtlenitésre, az arany a reumas iziileti
gyulladas kezelésére szolgalt. A platina-alapu ciszplatin kemoterapias szer a rakkezelésekben
ma is meghatarozo szerepet jatszik. Az aranytartalmu auranofin egy jovahagyott gyogyszer a
rheumatoid artritisz kezelésére és jelenleg is vizsgaljak rakellenes és antimikrobialis hatésait.
Az elmult két évtizedben tovabbi titan-, vas-, ruténium-, gallium-, palladium-, eziist-, arany-,
bizmut- és rézalapti fémkomplexek jutottak el a human klinikai tesztelésekig, mint egyes
rakbetegségek, illetve a malaria kezelésének igéretes alternativai. A bizmut- és eziistalapt
antimikrobialis szerek az egyetlen olyan vegyiiletek, amelyeket egyes klinikai beavatkozasok
soran alkalmaznak. A bizmutot mas antibiotikumokkal egyiittesen hasznaljak a Helicobacter
pylori fertézések kezelésére. Xeroform néven a 3%-0s tribromofenat-bizmut(l1)-ot
antimikrobialis szerként hasznaljak sebek kezelésére kotszerekben. A bizmut-tiol vegyiiletet
(pravibismane) fert6zott diabéteszes labfekélyek kezelésére haszndljadk. Az eziistot,
fert6tlenitd hatasa miatt, kiilonb6z6 formakban hasznaljak a sebek kezelésére (Frei et al.
2020).

A fémkomplexek az antibakterialis alkalmazasai rendkivill ritkdk ¢és a fémalapu
antimikrobialis szerekkel kapcsolatos publikdciok szdma eltorpiil a fémalapi rakellenes
vegyliletekrdl szolo kutatasi eredmények mellett, annak ellenére, hogy a haromdimenzids
szerkezeti forméak oOridsi valtozatossaga idedlis kiindulopont az 1j antibiotikus vegytiletek
fejlesztéséhez, mivel a szerves molekulak tobbsége csak egyszerii egy- vagy kétdimenzids
szerkezettel rendelkezik (Frei 2020).

A stabilitasi allando, molaris vezetoképesség, oldhatosag és magnesesség szintén
feleldsek a komplexek antimikrobialis aktivitasanak novekedéséért (Song et al. 2015).
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A fémkomplexek bejutasa a sejtekbe

A fémkomplexeknek at kell jutniuk a sejtfalon €és a plazmamembranon ahhoz, hogy
kifejthessék antibakterialis hatdsukat. Athaladisukat a membranon és a sejtfalon funkcids
csoportjaik szerkezete befolyasolhatja. Vannak olyan fémkomplexek, amelyek nem tudnak
behatolni a sejtbe a membranon keresztiil, de a sejtfelszinre tapadnak és atjarhatatlan
bevonatot hoznak létre mdas anyagok szdmara, meggatolva a sejt és kornyezete kozotti
kapcsolatot. Azok a fémkomplexek, melyek kis molekulasullyal rendelkeznek be tudnak
hatolni a sejtekbe, ahol kapcsolatba 1épnek a negativ toltésti molekulédkkal, mint példaul a
fehérjékkel, vagy kelatot képeznek a nyomelemekkel és igy gatoljak a sejtnovekedést
(Cermak et al. 2013).

A fémkomplexek nagy reakcidképességgel rendelkeznek a kelatképzés miatt, mert a
kelatokban a ligandumok orbital-atfedései és a fémion pozitiv toltésének részleges
megoszladsa miatt a fémion polaritdsa csokken. A kelatképzés eldsegiti a kettds lipidrétegen
valo athaladast, megnovelve a centralis fémion lipofil jellegét, ezaltal a komplexek
konnyebben hatolnak be a sejtekbe a lipidmembranokon keresztiil és blokkoljak a
mikroorganizmusok enzimeinek fémkotd helyeit a m elektronok delokalizalédasa miatt a
kelatgyiriiben (Cermak et al. 2013).

A fémkomplexek megzavarjak a 1égzési folyamatokat és a fehérjeszintézist is, ami miatt
a sejt nem képes tovabbi novekedésre (Vijayalakshmi 2018).

A fémkomplexek kiilonb6zd mértékben hatnak a Gram-pozitiv és a Gram-negativ
baktériumokra, mert ezeknek kiilonboz6é a sejtfalszerkezetiik. A Gram-negativ baktériumok
altalaban rezisztensebbek az antibakteridlis anyagokkal szemben, mert egy aszimmetrikus
kiils6 membranjuk van, amelyhez lipopoliszacharidok (LPS) kapcsolodnak és olyan
fehérjékbdl all, amelyek megakadalyozzak a biocidok és az amfipatikus molekulak bejutasat.
A lipopoliszacharidok osszetétele kiilonbozhet az egyes baktériumtorzseknél. Az LPS
molekuldk amfipatikus polimérek, melynek hidrofob része a kiils6 membranba agyazodik. Az
igy képzett barrier megakadalyozza a hidrofob biocidok bejutdsat a sejtekbe, ezért egyes
Gram-pozitiv baktériumokra haté erds baktericid anyagok a Gram-negativ baktériumokra
hatastalanok. Az LPS molekulaknak tehat fontos szerepiik van a sejtek antimikrobialis
anyagokkal szembeni védelmében, a biofilmképzésben és a megfertézott szervezetek
kolonizalasaban (Rosenfeld & Shai 2006).

A Gram-pozitiv baktériumok homogén sejtfallal rendelkeznek a komplexebb szerkezetii
sejtfallal rendelkezd Gram-negativ baktériumokkal ellentétben. Az egyes anyagok bejutasa
foként a méretiiktdl fiigg, mert a nagyobb méreti molekuldk fennakadhatnak a murein
racsszerkezetén (Rosenfeld & Shai 2006; Lemire et al. 2013). A Gram-pozitiv baktériumokra
a belsé koordinacios szférajukban lipofil ligandumokkal rendelkezd fémkomplexek mutatnak
nagyobb antibakteridlis hatast, mert a lipofil jelleg a sejtfal roncsoldsaval segiti a
transzportfolyamatokat a biomembranokon keresztiil, igy a komplexek kdnnyen elérik a sejten
beliili célpontjaikat (Barta Hollo et al. 2017).

1.2.3. A fémkomplexek citotoxikus hatasai

Bizonyos Mn-, Co-, Zn-, Ru-, Ag-, Eu-, Ir- és Pt-tartalmu vegyiiletek Gram-pozitiv
¢s/vagy Gram-negativ baktériumok, koztiik a methicillin-rezisztens S. aureus (MRSA) ellen is
hatnak, viszont csak egy teljesen hatékony az ellenallobb Gram-negativ torzsek ellen. Ezen
tulmenden a fémkomplexek egyediilallé hatdsmechanizmussal rendelkeznek: ligandumcsere
vagy -felszabaditas, ROS-termelés, redox-aktivalas. Ezek az aktivitasok kis mértékben vagy
egyaltalan nem jellemzdek a tisztan szerves vegyiiletekre (Frei et al. 2020).

1.2.4. Rézkomplexek
A rézionok nélkiilozhetetlenek az élet fennmaradasidhoz, legféképpen azért, mert
szdmos olyan enzim létezik, amelyek szerketezében réz taldlhato. Az emldsokben a
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legfontosabb ilyen enzimek kozé tartozik az elekrontranszportlanc terminalis oxidaza, a
citokrom c oxidaz, amelynek igy kulcsfontossagu szerepe van az aerob 1égzésben vagy a
szuperoxid gyokok semlegesitésében szerepet jatszo szuperoxid-dizmutaz (SOD) antioxidans
(Calvo et al. 2017).

Annak ellenére, hogy a réz fontos mikroelem, ttlzott mennyiségben karositd hatasa
van. A réz tobb uton képes a sejteket karositani. Kozvetett karositd hatisat a reaktiv
oxigénformak képezik, de kozvetleniil képes mas fématommal mikodé metalloenzimek
fémkotd helyére kapcsolddni, esszencidlis ionok helyettesitésére, peroxidalni a lipideket €s
hasitani a DNS és RNS szalakat is (Mekahlia & Bouzid 2009; Ibrahim et al. 2011; Marzano et
al. 2012).
betegségek kialakulasaban. A Parkinson-korra példaul jellemz6 a substantia nigra
(feketeallomany) és a nucleus caudatus (fogazott mag) csokkent rézion szintje és
megnovekedett vasion koncentracioja (Montes et al. 2014).

A rézkomplexek antibakterialis hatasa

Szamtalan olyan kutatast végeztek, amelyben ligandumokat kapcsoltak réz(II)-
ionokhoz, komplexeket képezve. A tioszemikarbazon szarmazékok példaul antibakteridlis
hatassal rendelkeznek, ezt réz(Il)-ionokhoz kapcsolva, hatékonyabb eredményt értek el. A
ligandumok oOnmagukban mindig kisebb antibakterialis hatassal rendelkeztek, mint a
komplexek, feltehetéen a fémion polaritasanak csokkenése, az elektron delokalizacid és a
lipid kettésrétegen vald athaladds mértékének novekedése miatt. Az antibakteridlis hatast
Staphylococcus aureus, Escherichia coli és Klebsiella pneumoniae baktériumoknal figyelték
meg (Rosu et al. 2010).

Kimutattak, hogy rézionhoz kapcsoltan a ciprofloxacin haromszor hatékonyabb mint
szabad vegyiiletként. A ciprofloxacin énmagaban is karos a baktériumsejtekre, ugyanis a
replikacioban kulcsfontossagl szerepet betdltd topoizomerazt gatolja, megakadalyozva ezéltal
a sejtosztodast. Mycobacterium smegmatis baktériumon vizsgaltak a szabad ciprofloxacin,
illetve rézzel képzett komplexének antibakteridlis hatasat, ami hatékonyabbnak bizonyult
(Patole et al. 2003).

A réz(Il)-ionok benzimidazolokkal képzett komplexeinek antimikrobidlis hatdsat S.
aureus és S. epidermidis baktériumok, valamint Aspergillus niger penészgomba esetén
mutattak ki (Tabassum et al. 2012; Tavman et al. 2012).

A kitozan egy polikationos biopolimér, melynek Onalléan is tulajdonitottak
antibakterialis hatast, viszont nem tud atjutni a baktériumok plazmamembranjan, mivel a
plazmamembran permeabilitasi gatként szolgal a makromolekuldk szamdra. A kitozan vazan
talalhato -OH ¢és -NH: csoportokat ligandumként rézionokhoz kapcsolva kitozan-réz komplex
képzodik, ennek hatasara a kitozan lancon a koordinacids hely kozelében gyenge pontok
jonnek 1étre, ami a kitozdn lebomlasat okozza. Ez a réz kelatképzésének koszonhetd és igy
hatékony gatloszer a Salmonella enteritidis ellen (Mekahlia & Bouzid 2009).

Ugyancsak antibakterialis hatast figyeltek meg Staphylococcus aureus és Escherichia
coli baktériumok ellen, abban az esetben ha szulfonamid és norfloxacin szarmazékokat
hasznaltak ligandumként, Cu(Il)-ionokhoz kapcsoltan (Kremer et al. 2006; Efthimiadou et al.
2007).

A Fold népességének 40%-a ¢l olyan teriileteken, ahol gyakoriak a malaria fertézések,
a helyzetet stlyosbitja, hogy a Plasmodium falciparum ¢é16skodé egyre tobb klinikailag
alkalmazott antimalarias szer ellen valik rezisztenss¢ (Gokhale et al. 2006). Léteznek olyan
réz(Il)-komplexek, amelyek malaria-ellenes hatassal rendelkeznek. A  réz(Il)-ionok
karboxamid-razonokkal és naftokinonokkal képzett komplexeik antimaldrias hatast mutatnak
¢és az €l6skodok kevésbé valnak rezisztenssé (Gokhale et al. 2003). Az antimalarias hatas
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fokozddasa a réz(Il)-ionok redukciojakor keletkezd reaktiv oxigénformak citotoxikus
hatasaval magyarazhat6 (Gokhale et al. 2006).

A rézkomplexek még a tuberkulozis (TBC) betegség kezelésében is megoldast
jelenthetnek. Az izoniazid a M. tuberculosis baktérium ellen gyakran alkalmazott
kemoterapias szer, de léteznek rezisztens torzsek, amelyekre a gyogyszer hatastalan. Az
izoniazid rézionhoz kapcsolva lipofilla valik és konnyebben atjut a sejthartyan, igy
érzékenyebbé téve a rezisztens torzseket (Bottari et al. 2000).

1.3. A biofilmek

A biofilmek a mikroorganizmusok Onszervezddd rendszerei, amelyek egybefliggd
bevonatot képeznek €16 és élettelen feliileteken. A biofilmek a mikroorganizmusok vegyes
populécidibol €s az altaluk termelt extracellularis szerves matrixbol allnak, ebben a formaban
a mikroorganizmusok sokkal ellendllobbak. A biofilmek nedves feliileteken élnek, igy
megtalalhatoak vizvezetékekben, kontaktlencséken, katétereken és emberi szoveteken is, ezért
komoly fertézéseket okozhatnak. A biofilmeknek specifikus tulajdonsagaik vannak, példaul
magas UV-sugarzds- és antibiotikum-rezisztencia, genetikai variabilitds és fagocitozissal
szembeni ellenallas, ezért a mikroorganizmusok védelmére és tulélésére szolgalnak (Papp
2009).

1.3.1. A biofilmek képzédése
A biofilm képzddésének négy szakasza kiilonithetd el: letapadds, mikrokolonidk
kialakulasa, a biofilm érése ¢€s a levalas (7. abra).
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7. abra: A biofilm képz6désének folyamata (Papp 2009)

Letapadas

A szabadon usz6 mikroorganizmusoknak egy olyan feliiletet kell talalniuk, ahova le
tudnak tapadni, ez a folyamat diffizidval, légiramlassal, laminaris aramléssal, illetve
iilepedéssel mehet végbe. A sejtek letapadédsat befolydsolhatja a hémérséklet, a tadpanyagok
koncentracidja, a feliilet hidrofob vagy hidrofil jellege és az aramlasi sebesség. A sejt
felszinén 1évo csillok, fimbridk és sejtfalelemek, tokanyagok fontos szerepet jatszanak a
letapadésban.

A mikrokoloniak kialakulasa

A baktériumok szaporodnak ¢€s jelmolekuldkat bocsdjtanak ki, amelyek segitségével
kapcsolatba keriilnek a szomszédos sejtekkel. Egy bizonyos kiiszobérték felett a jelmolekulak
beinditjadk az extracellularis poliszacharidok (EPS) képzddésért felelds géneket és igy a
baktériumok egy extracellularis matrixban bedgyazva fognak szaporodni, mikrokolonidkat
alakitva ki.

A biofilm érése

A mikrokolonidk folyamatosan fejlédnek és egy haromdimenzios szerkezetet alakitanak
ki, amely sejtcsoportokbol, tiregekbdl, porusokbol és poliszacharid természetli extracellularis
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anyagbol (EPS) all. A Gram-negativ baktériumok EPS rétege nagyrészt anionos, ezért a Ca*
és a Mg?" jol tud kotddni a polimér halézathoz és ettél ellenallobb lesz. Az EPS-nek fontos
védo szerepe van, amely jelentésen hozzajarul a biofilm kiils6 kedvezdtlen tényezdkkel
szembeni rezisztencidjahoz, a baktériumok védelméhez.

Levalas

A sejtek levalasa a biofilmrdl torténhet a lednysejtek levalasaval az aktivan szaporodo
az EPS molekuldk enzimatikus degradalasaval vagy akar surlodas okozta sejtlesodrodassal is.
A levalt baktériumok uj feliileteket kolonizalhatnak.

A biofilm kialakuldsa jelmolekuldk kibocsatasan alapuld sejtstirtiség-fliggo
kommunikécios rendszer, quorum Sensing szabalyozas alatt all.

I.4. A kisérletekben hasznalt baktériumok jellemzése
1.4.1. A Staphylococcus aureus
1.4.1.1. A Staphylococcus génusz

A Staphylococcus génuszba tartozo baktériumok Gram-pozitiv, gdomb alaku, atlagosan
0,5 — 1,5 um atmér6ji kokkuszok, amelyek szoléfiirtszerii csoportosulasokat hoznak Iétre,
mivel osztodasuk tobb osztodasi sikban torténik (Harris et al. 2002). A Staphylococcus
génuszba 42 faj tartozik, amelyek k6zott az emberi szervezetet is kolonizalo fajok is vannak
(Ghebremedhin et al. 2008).

A fajok koziil a legismertebb a Staphylococcus aureus fakultativ patogén és a
Staphylococcus epidermidis, a bér normal mikrobiotajanak tagja. Nem képesek Onallo
helyvaltoztatasra, mivel gomb alakt feliiletitkon nincsenek csillok, kedvezétlen kornyezeti
feltételek mellett nem képeznek sporéakat, kitartd képleteket, jol tiirik a magas homérsékletet
¢és a magas sokoncentraciot. A fakultativ anaerob mikroorganizmusok k6zé tartoznak, képesek
hasznositani az oxigént, de nem sziikséges szdmukra, valamint kataldz-pozitivak és oxidaz-
negativak. Koaguldz enzim termelésére és a vér megalvasztasara képes patogén faj példaul a
S. aureus (embert fertéz6 patogén), a S. intermedius és a S. hyicus (allatokat fert6z6
patogének) (Harris et al. 2002).

1.4.1.2. A Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus az emberi bakterialis fertézések donté hanyadanak okozoja,
gyakori patogén mikroorganizmus, amely megtaldlhatd az emberi boroén, az
emésztérendszerben, élelmiszerekben és a talajban. Képes egészséges embereket is
megfertézni, mert ellenallobb a tobbi Gram-pozitiv, nem spoéraképzd baktériumnal. Az
emberek 30%-a allando S. aureus fert6zott, leggyakrabban az orrnyalkahartyaban fordul eld, a
normal mikrobiota részét képezve. A baktérium direkt modon, érintkezéssel terjed, de
kozvetett modon fertdzott targyakkal is (Chambers & Deleo 2009).

1.4.1.3. A Staphylococcus aureus patogenitasa

A korokozas vagy patogenitas a patogén mikroorganizmusoknak az a sajatossaga, hogy
a fertdzott szervezetben rendellenes folyamatokat valtanak ki, amelyek a gazdaszervezet
megbetegedését és egyes esetekben pusztulasat idézik elé (Papp 2009).

A baktérium virulencidjat tobb tényezd is befolyasolja, mint példaul a hidrolitikus
enzimek és a toxinok eléallitisanak képessége. A Staphylococcus aureus leggyakrabban a
sériilt boron €s nyalkahartyakon tud bejutni a szervezetbe. A gazdaszervezet immunrendszerét
képes legydzni, majd elszaporodni a szervezetben a virulencia-faktorai (a fertdzoképességét
elosegitd tényezok) révén. A virulencia-faktorai kozé tartoznak a specifikus adhezinek
(sejtfelszini fehérjék), a fagocitozist gatlo sejtfelszini fehérjek, a terjedését szolgald enzimek
(invazinok), a toxinok ¢és a reaktiv oxigénformékat semlegesitd antioxidansok.
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Az adhezinek a baktérium letapadasat biztositjak. A baktérium szdvetekhez vald
kapcsolodésa ugy torténik, hogy az alvadasi faktor (clumping faktor), a fibronektinhez k6t6do
fehérje (fibronectin-binding protein) és a kollagénhoz k6t6édé fehérje (collagen-bindig protein)
specifikusan a fibrinogénhez, a fibronektinhez és a kollagénhez kotddik (Thieme et al. 2005).

A fagocitozist gatlo tényezok a protein A és a koagulaz enzim. A protein A sejtfelszini
gatolja, hogy a kapcsolddasi sz6g nem teszi lehetévé a baktérium bekebelezését. A koagulaz
enzimnek a véralvadasban van szerepe, a fibrinogént alakitja at fibrinné (a trombinhoz
hasonldan), a fibrinnel burkolt sejtek ellenallobbak a fagocitdzissal szemben.

Az invazinok a korokozonak a szervezetben valo elterjedését elésegité extracellularis
enzimek. Ilyenek a fibrinolizin (fibrinbontd), a hialuronidaz (hialuronsav bontd) és a lipazok,
amelyek feloldjak a szoveteket, annak érdekében, hogy a baktériumok elterjedjenek a vérben
és a zsirszovetben (Thieme et al. 2005).

A Staphylococcus aureus toxinjai lehetnek membrankarosité receptormedialt vagy
receptor-fiiggetlen toxinok, membran receptorokat gatlo toxinok és szekretdlt enzimek,
amelyek bontjak a gazdaszervezet makromolekulait vagy a védekez6 mechanizmusokat
gatoljak (Otto 2014).

A membrankarosité toxinok litikus hatasuak, apré lyukakat ejtenek a sejthartyan,
amelyeken keresztiil a metabolitok kidramlanak a sejtbdl. Megkiilonboztetiink receptormedialt
¢és receptor-fiiggetlen lizist aszerint, hogy a litikus hatas fiigg-e vagy sem a célsejt
membranreceptoraitol. A receptorfiiggd toxinok sejtspecifikusabbak, a Staphylococcus aureus
a vorosvértesteket karosito citolitikus toxinjait hemolizineknek, a fehérvérsejteket karositokat
pedig leukotoxinoknak (leukocidin) nevezik. A receptor-medialt toxinok koziil a legismertebb
az alfa-toxin, amely a leukocitakat karositja (kivételt képeznek az eritrocitak és a neutrofil
granulocitak), a sejthartydhoz érve egy heptamér porust alkot, ahol kiszallitbdnak a
monovalens ionok. A delta-toxin (delta-hemolizin) a receptor-fiiggetlen toxinok legismertebb
képviseldje.

A membranreceptorok miikodését zavard toxinok (nem membrankarosito
okozzak, szuperantigének. A SEB (Staphylococcal enterotoxin B) biologiai fegyvernek
mindsiil, mig a SEC (Staphylococcal enterotoxin C) szivbelhartya-gyulladds és
veseelégtelenség okozoja.

A toxikus sokk szindroma toxin (TSST-1) is egy szuperantigén, amely az IL-1, IL-2,
TNF-a és mas citokinek termelddését indukalja, amelyek taltermelése halalos lehet.

A szekretalt enzimek hamlo bdr szindromat (staphylococcal scalded skin syndrome)
okoznak, mivel ide tartoznak kiilonbdz6 proteazok, mint az aureolizin, a glutamil-
endopeptiddz, a cisztein-protedz és az exfoliativ toxin proteazok, amelyek a dezmoszomalis
kapcsolatokat bontjak meg.

1.4.1.4. A Staphylococcus aureus Gram-pozitiv sejtfalanak szerkezete

A Gram-pozitiv baktériumok sejtfala homogén, vastagsaga 20-80 nm kozotti. F6
alkotoeleme a peptidoglikan (murein), amely a sejtfal Ossztomegének 20-80%-at képezi. A
sejtfal masik f6 alkotoeleme a teichosav, amelyeknek két tipusa van: plazmamembranhoz
kapcsolddo lipoteichosavak ¢és sejtfalhoz kapcsolddo teichosavak, ezek elindithatjdk a
maradék 10% peptidoglikan hidrolazokbol, exoproteinekbél és feliileti fehérjékbol all,
utobbiak a murein sejtfal peptidjeihez kapcsolddnak (Thieme et al. 2005).

A Staphylococcus aureus bakterialis sejtfalanak szerepe a sejt védelme és a sejt
alakjanak megorzése, ellenalld a beliilrdl kifelé haté ozmotikus nyomassal szemben IS
(Thieme et al. 2005).
1.4.1.5. A Staphylococcus aureus antibiotikum-rezisztenciaja
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A S. aureus az egyik vezetd korokozd az antimikrobialis rezisztenciaval Osszefiiggd
halalozasok esetében. A Staphylococcusok penicillinnel szembeni rezisztenciajat a
penicillinaz enzim termelése biztositja, amely hasitja a penicillin molekula p-laktam gytirijét,
ami hatastalanna teszi az antibiotikumot (Deurenberg & Stobberingh 2008). A methicillinnel
szembeni rezisztenciaért a mecA gén felelds, amely egy megvaltozott penicillin-koté fehérjét
kodol, ami kisebb affinitassal rendelkezik a B-laktdmok
(penicillinek, cefalosporinok és karbapenemek) megkotésére. Csupan két évvel a methicillin
antibiotikum alkalmazasat kovetéen mar megjelent a methicillin-rezisztencia a S. aureus
torzsek korében (Jamrozy et al. 2017). Az aminoglikozid antibiotikumok, mint példaul a
kanamicin, gentamicin, sztreptomicin, egykor  hatékonyak  voltak a  Staphylococcus
fert6zésekkel szemben, viszont a torzsek kifejlesztették az aminoglikozidok hatasat gatld
mechanizmusokat (Carter et al. 2000).

1.4.1.6 A Staphylococcus aureus fertozések kezelése

Az MRSA fertézéseket mind a korhazi, mind a kozdsségi kornyezetben altalaban nem
B-laktam antibiotikumokkal kezelik (Stijn et al. 2002). A klindamicin-alapu terapia és a
glikopeptid antibiotikumok példaul a vankomicin) egyarant alkalmazhatok, viszont mar
l1éteznek vankomicin-rezisztens S. aureus (VRSA) torzsek, amelyek rezisztenssé valtak a
glikopeptidekkel szemben (Gomez-Lus et al. 1997).

1.4.2. A Serratia marcescens
1.4.2.1. A Serratia génusz

A Serratia a Yersiniaceae csaladba tartozé Gram-negativ, jellemzden 1-5 mikrométer
hosszl, sporakat nem termeld, fakultativ anaerob, palcika alaka baktériumok nemzetsége,
jelenleg 19 faja ismert. A tobbi Gram-negativ baktériumtél az kiilonbozteti meg, hogy képes a
kazein hidrolizisére, ami lehet6vé teszi szamara extracellularis metalloproteinazok termelését,
amelyekrél ugy gondoljak, hogy a sejt-extracellularis matrix kolcsonhatasokban jelentdsek
(Khanna et al. 2013).

A Serratia enterobaktérium nemzetség szamos fajbol all, amelyek koziil néhanyan egy
nem diffaz, vizben nem oldodo6 vords pigmentet, prodigiozint termelnek. Az 6korban a vords
foltok megjelenését az élelmiszereken a baktériumok felfedezése utan a Serratia marcescens-
nek tulajdonitottdk. A torténelem soran Sokszor eléfordult, hogy vérszerli foltokrol szamoltak
be a kenyéren ¢és a megszentelt ostydkon, ami rémiiletbe ejtette a babonéds embereket.
Egyetlen orvos sem merné azt allitani, hogy a S. marcescens szaprofita, valoszinii, hogy a
szaprofita voros-pigmentalt torzsekbdl alakultak ki a nem pigmentalt nozokomialis korokozo
torzsek (Zizka et al. 1999).

A S. marcescens gyakran megtalalhatd zuhanyzokban, WC-csészékben és a nedves
csempék kornyékén, rdzsaszines-piros biofilm forméjaban. A S. marcescensen kiviil a S.
plymuthica, S. liquefaciens, S. rubidaeaés S. odoriferae  fajok néhany ritka
torzsér6l kimutattak, hogy fertézést, példaul oszteomielitiszt ¢és endokarditiszt okoz
(Greenberg 1978).

A Serratia fajok az Enterobacterales rend tobbi tagjatol harom enzim egyedi termelése
alapjan kiilonboztethetok meg: DNaz (nucA), lipaz és zselatinaz (Serralysin) (Khanna et al.
2013).

1.4.2.2. A Serratia marcescens

A Serratia marcescens megtalalhat6 az allati vagy emberi szervezetekben, a talajokban,
a vizekben és a novényekben (Carbonell et al. 2000).

A Serratia marcescens opportunista fakultativ korokozo, amely azt jelenti, hogy
egészséges egyénekben nem okoz fertézést, habar megtalalhatd az emberi szervezetben,
viszont a nozokomialis fertdzések (korhazban szerzett fertézések) koriilbeliil 2%-aért felelds.
A baktérium legyengiilt immunrendszerii embereket fertdz és olyan betegeknél talalhaté meg,
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akiknél nem steril invaziv eszkozoket hasznalnak (példaul laringoszkopot). A Serratia
marcescens gyakran okoz hugyuti-, 1égzdszervi-, izomszoveti-, bor- és lagyszoveti
fert6zéseket, de megtamadja a sziv perikardiumat, a mitéti sebeket, ugyanakkor
szemfert6zéseket, szaruhartyagyulladast is okoz (Marty et al. 2002; Verma et al. 2011). A S.
marcescens altal ~ okozott  meningitisz,  sebfert6zések  ésiziileti  gyulladasok nagy
esetszamai fordultak elé gyermekosztalyokon. Beszamoltak fert6z6 endokarditisz esetszam-
novekedésérol intravénas kabitdszer-hasznaldk korében, valamint Serratia artritisz
eseteit jelentették intraartikularis injekciot kapo betegeknél. A S. marcescens a fogak
szubgingivalis biofilmjét képezheti és emiatt, a S. marcescens voroses-narancssarga tripirrol
szerkezetli pigmentjének, az ugynevezett prodigiozinnak tulajdonithatéan, a fogak
elszinez6dését okozhatja (Voelz et al. 2010; Martins et al. 2015).
1.4.2.3. A Serratia marcescens patogenitasa

A Serratia marcescens virulencia-faktorai k6z¢é szamos extracellularis fehérje tartozik,
ilyen a kitinaz, lecitindz, hemolizin, szideroforok, lipazok, protedzok és nukledzok. Szdmos
toxint €s egyéb virulencia-faktort is termel, melyeknek hemolitikus és citotoxikus hatasuk
van, ilyen példaul a Sh1A, a Ph1A és a szerrawittin (Marty et al. 2002; Aggarwal et al. 2017).

A Serratia marcescens altal termelt jelentdsebb extracellularis fehérjék koz¢é tartozik a
szerin-proteaz, amely egy 56kDa nagysagu fehérje és az IgG és az IgA, valamint a lizozim
hasitasaval elésegiti a szaruhartya gyulladasat. Egy masik extracellularis fehérje az Sh1A
hemolizin, amely a vorosvérsejtek hemolizisét és a fehérvérsejtekben 1évo gyulladasos
mediatorok, példaul hisztamin ¢és leukotriének, felszabaduldsat okozza. A hemolizin
mikddéséhez az Sh1B gén aktivalodasa sziikséges €s az expresszidjat hiszton-szerti HI
fehérje szabalyozza. Egy harmadik extracellularis fehérje az 1 tipusu fimbria fehérje, amely a
célsejthez valod szoros kapcesolodast teszi lehetévé (Rodrigues et al. 2006; Verma et al. 2011).

A Serratia marcescens egyéb virulencia-faktorai a prodigiozin, bioszurfaktansok,
zselatinaz, klorperoxidaz és alkalikus foszfataz. A prodigiozint, a névekedési pigmentet
gyakran hasznaljak a Serratia fajok fenotipusos azonositd6 markereként voros szinezete miatt
(Clements et al. 2019). Bioszurfaktansokat izolaltak a Serratia marcescens, Serratia
rubidaea és Serratia surfactantfaciens fajokbol, ezek a vegyiiletek emulgeald, lerakodas-
gatlo, daganatellenes és mikrobaellenes hatasuk miatt jelentések (Haddix & Shanks 2018;
Aragjo et al. 2019). Az endonukleazok, mint példaul a DNS-az, segithetik az invazios ¢és
terjedési tevékenységet, lehetové téve a kornyezet kiaknazasat és a tdpanyagok
elérhetdségének maximalizalasat (Benedik & Strych 1998). Héstabil lipazt, lagos proteazt és
zselatinazt termeld torzseket izolaltak kontaktlencsével kapcsolatos szaruhartyafekélyekbdl
(Pinna et al. 2011; Garcia-Silvera et al. 2018). A klorperoxidaz lehetévé teszi a foszfodiészter
kotések hidrolizisét, mig az alkalikus foszfatazok részt vesznek a sejtjelatviteli folyamatokban
(Preobrazhenskaya et al. 2003).

1.4.2.4. A Serratia marcescens Gram-negativ sejtfalanak szerkezete

A Gram-negativ baktériumoknak vékony sejtfaluk van, amely egyetlen peptidoglikdn
rétegbdl all, amelyet kiils6 membran vesz koriil. A kiilsé membran lipopoliszacharidokat
(LPS) tartalmaz, amelyek egy gliikozamin-foszfat dimérhez kotott zsirsavakbol allnak. Az
egyik glikézamin egy magpoliszacharidhoz kapcsolodik, amely az O poliszacharidokig
terjed. A kiils6 membran a tipanyagok felvételének és a toxinok kizarasanak szabalyozasara
is szolgal. A feliileti rétegekben taldlhatd fehérjeporusok és transzporterek szelektivitdsa
valtozo (Chemaly et al. 2011).
1.4.2.5 A Serratia marcescens antibiotikum-rezisztenciaja

A Serratia marcescens els6sorban nozokomialis korhazi fertézéseket okoz. A baktérium
tobb antibiotikummal szemben rezisztens az R-faktorok jelenléte miatt, amelyek egy vagy
tobb rezisztenciat kodold gént hordozd plazmidok. llyen az ampicillin, a méasodik generacios
cefalosporinok, aztreonam, makrolidok és imipeném szembeni rezisztencia, ezért rezisztens
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torzsek altal okozott fert6zéseket nehéz kezelni. A Serratia marcescens [-laktam
antibiotikumokkal szemben rezisztensek, mivel egy indukélhato, széles spektrumt [3-
laktamazt termelnek, amely hidrolizalja a B-laktam antibiotikumokat. A B-laktdm egy masik
tipusat, metalo-p-laktamot is termelnek a baktérium egyes torzsei, ennek a tipusu enzimnek a
termeléséhez a baktériumoknak Zn-ionra van sziikségiik. A baktérium az aminoglikozidok
ellen is termel enzimeket, ilyenek az aminoglikozid-acetil-transzferazok, az aminoglikozid-
nukleotidil-transzferazok ¢és az aminoglikozid-foszfotranszferazok, amelyek szerkezeti
valtozast okoznak az antibiotikumokban, igy hatastalanitjak azokat (Rodrigues et al. 2006;
Chemaly et al. 2011).

1.4.2.6 A Serratia marcescens altal okozott fert6zések kezelése

A Serratia altal okozott fert6zések kezelésére egy Pseudomonas torzsek ellen
alkalmazott B-laktdm antibiotikum ¢és egy aminoglikozid antibiotikum kombinécioja a
leghatékonyabb, ezekre az antibiotikumokra még nem alakitottak ki rezisztenciat a
nozokomialis fertézéseket okozo baktériumtorzsek (Verma et al. 2011).

I1. Célkitiizések és hipotézisek

Jelen dolgozat célja kiilonboz6 réztartalmt fémkomplexek hatasanak vizsgalata a Gram-
negativ Serratia marcescens, illetve a Gram-pozitiv Staphylococcus aureus baktériumtorzsek
fejlodésére és egyes jellegzetes mikrobidlis folyamatokat szabalyozé kommunikacios
rendszerek mitkddésére.

Tudva azt, hogy a komplexek antibakteridlis hatdsa fiigg a centralis fémiontol és a
ligandumoktol, vizsgélatunk célja az volt, hogy megnézzik mekkora a kiilonb6zd
ligandumokat tartalmazo rézkomplexek toxicitasa kozotti kiilonbség, melyek rendelkeznek
nagyobb antibakterialis hatassal.

Felallitott hipotéziseink a kdvetkezok:

1. Mindkét vizsgalt baktériumtorzs fejlodését €s aktivitdsat egyes rézkomplexek

negativan befolyasoljak.

2. Feltételezéseink szerint a két baktérium eltérd érzékenységet mutat kiilonbozd

sejtfalszerkezetének koszonhetden.

3. Viarhatéan a diffizios korongokra pipettdzott komplexek mennyiségének

novelésével (5, 10, 20 és 30 ul) a gatlasi zondk is novekszenek.
4. A nagyobb mennyiségben alkalmazott rézkomplex oldatok nagyobb hatassal lesznek
a baktériumok fejlodésére, pigmenttermelésére és biofilmképzésére.

5. Azt is feltételeztiik, hogy a rézkomplexek negativ hatassal lesznek a quorum sensing
kommunikécids rendszerek miikodésére, amelyre a baktériumsejtek biofilmképzd
képességének, illetve pigmentképzésének mértéke alapjan kdvetkeztetiink.

I11. Anyagok és mdodszerek

I11.1. A vizsgalatokban hasznalt fémkomplexek

A mintak eredete

Kisérleteink soran a kolozsvari Babes-Bolyai Tudomdanyegyetem Kémia ¢&s
Vegyészmérnoki Karan szintetizalt rézkomplexek antimikrobidlis hatdsat vizsgaltuk
Staphylococcus aureus és Serratia marcescens baktériumtorzseken. Azért esett erre a két
baktériumra a valasztasunk, mert eltérd sejtfalszerkezetiik révén feltételezhetd, hogy a
rézkomplexek kiilonboz6 Gton hatolnak be és kérositjak a sejteket, igy a gatlas is eltérd
mértéki lesz, valamint a tenyésztésiik nem igényel specialis tapkozeget, konnyen atolthatok
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¢és fenntarthatok alaptaptalajokon. Mindkét mikroorganizmus megtalalhaté a természetben,
ugyanakkor a human mikrobiota tagja.

Mind a 7 vizsgalt fémkomplexnek a centralis fématomja réz (1. tablazat, Fiiggelék, 1-7.
abra).

1. tablazat: A rézkomplexek elnevezése és szerkezete

Azonositd szam Elnevezés és szerkezet
1956 [Cu(metil-i-butil-dioxim)2(3-HO-anilin)]
1958 [Cu(metil-pentil-dioxim)2(3-amino-1-propanol);]
1959 [Cu(metil-pentil-dioxim)2(n-pentil-amin)]
1960 [Cu(metil-pentil-dioxim)2((n-butil)2NH),]
2219 [Cu(butirofenon-szemikarbazon).]
2225 [Cu(butirofenon-tioszemikarbazon):]
2285 [Cu(metil-butil-dioxim)2(1-naftilamin)]

A réztartalmu Dbutirofenonok (2225, 2229) kivételével, amelyeket 2 mM-0s
koncentracioban alkalmaztunk, az 6sszes tobbi DMSO-ban tobbszoros vortexeléssel feloldott
rézkomplexet 10 mM-0s koncentracidban hasznaltunk.

I11.2. Az antibakterialis hatas vizsgalata
A vizsgalatban hasznalt térzsek a Staphylococcus aureus (ATCC 25923) és a Serratia
marcescens (SZMC 0567).

111.2.1. A vizsgalathoz hasznalt taptalajok
A taptalajoknak tartalmazniuk kell mindazokat az anyagokat, amelyek esszencialisak a
mikroorganizmusok fejlddéséhez €s szaporodasdhoz. Vizsgalataink soran folyékony vagy
szilard  glicerines  taptalajt  hasznaltunk a  Serratia marcescens  fejlddésének,
pigmenttermelésének és biofilmképzésének vizsgalatara, mig a Staphylococcus aureus
esetében Nutrient hustaplevest vagy Nutrient agar taptalajt alkalmaztunk.
A glicerines taptalaj 0sszetétele:
e 10 g huskivonat
e 10 ml glicerin
e 25 agar (szilard taptalaj esetén)
e 1000 ml desztillalt viz.
A Nutrient hustaptalaj 6sszetétele:
e 5 pepton
e 3 g huskivonat
e 20 g agar (szilard taptalaj esetén)
e 1000 ml desztillalt viz.
A taptalajok pH-jat 10%-0s NaOH-oldattal semlegesre (pH=7) allitottuk be. A
taptalajokat autoklavban sterileztiik 121 °C-on, 30 percen keresztiil.

111.2.2. A fejlédés gatlasanak vizsgalata Kirby-Bauer korongdiffiiziés modszerrel

A Kkisérlet elvégzése napjan a szilard taptalajon 1évé baktériumtenyészetbdl 1-2
kacsnyi mennyiségii inokulumot, hé altal sterilizalt oltokaccsal fiziologias sooldatba (0,9 %-
os NaCl-oldat) szuszpendaltunk, ugy, hogy a 0,5-6s turbiditasi McFarland etalon oldatnak
megfeleld siiriségii oldatot kapjunk (OD~0,2, ami megkdzelitdleg 1,5 x 108 baktériumsejtnek
felel meg ml-ként). A folyékony szuszpenziobol 100 pl-t a steril Petri-csészékbe elokészitett
szilard taptalajokra pipettaztunk mikropipetta segitségével, majd ezt egyenletesen
szélesztettiik az egész taptalaj felszinén.
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A Petri-csészékre fémcsipesz segitségével el6zbleg 170 °C-on 90 percig sterilizalt, 8-10
mm-es atmérdjii szlirépapirkorongokat helyeztiink.

A korongokra a 2 mM-os oldatokbol (2225, 2229) 5, 10, 20-és 30 ul, elézéleg 1000 ul
DMSO-ban feloldott rézkomplexeket pipettaztunk, mig a tobbi komplex 10 mM-0S
torzsoldatabol 30 pl-t vittiink fel.

A Petri-csészéket 24 oOran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk a Staphylococcus aureus
Gram-pozitiv baktérium esetében, mig a Serratia marcescens Gram-negativ baktérium
esetében 24 oraig 25 °C fokon hagytuk a beoltott Petri-csészéket.

A papirkorongbdl a taptalajba diffundaldé rézkomplexek hatasara, az érzékeny
mikroorganizmusok esetében, a korong koriil gatlasi zona jott 1étre, mig a rezisztens
baktériumok esetében nem. Az inkubacios 1d6 letelte utan vonalzé segitségével lemértiik mm-
ben a gatlasi zonak atmérdjét, ezeknek méretébdl kovetkeztetni lehet az érzékenységre (8.
abra). Mindegyik fémkomplex és mindegyik mennyiség esetén hatszoros ismétléssel (6
papirkorong) dolgoztunk ¢€s az igy kapott gatlasi zonak atmérdjét atlagoltuk.

8. abra: Gatlasi zonak kialakulasa a korongdiffiizios modszer soran
111.2.3. A fejlodésgatlas és a pigmenttermelés gatlasanak vizsgalata mikrodilacios
médszerrel

Mikrodilucios modszerrel megnéztiik azoknak a vegyiileteknek a hatdsat kiilonb6zd
mennyiségekben, amelyek gatlo hatast fejtettek ki a korongdiffiizios modszer soran. Higitasi
sorokat végeztiink mikrolemezeken, 1 lemezen 2 anyagot vizsgaltunk.

Ehhez a kisérlethez 12*8 iiregli mikrolemezeket hasznaltunk, amelyekbe elébb 200 pl
tapoldatot tettiink, majd az elsé oszlopba a rézkomplexek 2 vagy 10 mM-os torzsoldatait
pipettaztuk, oly modon, hogy az iiregben levé tapoldat a vegyliletet 100 ug/ml-nyi
mennyiségben tartalmazza.

A kezdeti oldatbdl kiindulva felezd higitasi sort végeztiink, ennek megfelelden az
iregekben levé oldatok hatéanyag-mennyisége 0-100 pg/ml kozott valtozott. Minden
valtozatot haromszoros ismétlésben készitettiink el. Ezutan az iiregeket beoltottuk 10 ul 0,5-
6s McFarland oldatnak megfelel6 turbiditast baktériumszuszpenzioval. A mikrolemez utolso
oszlopa nem tartalmazza a higitott vegyiiletet, ezért ez lesz a kontroll, amelyben a
baktériumok novekedése maximalis. Negativ kontrollokat is készitettiink, amelyek
tartalmaztdk a hatéanyagok megfeleld higitasait, de beoltatlanok maradtak.

Apollo mikrolemez leolvasd spektrofotométerrel lemértiik a mikrolemezek {iregeiben
talalhat6 oldatok abszorbancidjat 595 nm-es hulliamhosszon. A zavarossag forditottan aranyos
a fejlodésgatlassal. A mikrodilucids vizsgalatokat a Staphylococcus aureus fejlédésének
felmérésére, valamint a Serratia marcescens fejlodésének és pigmenttermelésének becslésére
alkalmaztuk, utdbbi esetben a szpektrofotometrids méréseket 492 nm-es hulldmhosszon
végeztiik el.
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A Serratia marcescenst tartalmazé mikrolemezeket 24 6ran keresztiil 25 °C fokon
hagytuk, mig a Staphylococcus aureusszal beoltott mikrolemezeket 24 6ran at 37 °C fokon
inkubaltuk.

111.2.4. A biofilmképzés mértékének vizsgalata a fluoreszcein-diacetatot hidrolizalé
aktivitas alapjan

A Dbiofilmképzés mértékét a biofilmet alkotd sejtek fluoreszcein-diacetatot (FDA)
hidrolizal6 aktivitasanak felmérésével hataroztuk meg.

A fluoreszcein-diacetatot (3’,6’-diacetil-fluoreszcein), roviden FDA-t szamos
bakteridlis enzim (lipazok, protedzok, észterdzok stb.) képes hidrolizalni. A hidrolizis
eredményeként fluoreszcein keletkezik, ami spektrofotometridasan mérhetd és mennyisége
egyenesen aranyos a biofilmet alkoté6 mikroorganizmusok szamaval és aktivitasaval. Gyors,
egyszeri ¢és érzékeny modszer, mely a mikrobidlis kozdsségek 0Ossz-aktivitdsanak
meghatdrozasara alkalmas.

Az eljaras megegyezik a mikrodilaciés modszernél leirtakkal, azzal a kiilonbséggel,
hogy 48-72 oras inkubalasi idot alkalmaztunk, amig kialakulhattak a biofilmek az iiregek
falan. Az inkubacios 1d6 leteltével az iiregek tartalmat kiontottiik, majd a le nem tapadt sejtek
eltavolitasa érdekében az iiregeket fizioldgias sooldattal (0,9%-0s NaCl-oldat) mostuk at.
Ezutan az iiregekbe 200 pl PBS-oldatot (foszfatpuffer, melynek pH-ja 7,4 és Osszetétele: 8 g
NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g NazHPOg; 0,24 g KH2PO4; 1000 ml H20) és 1 ul FDA-oldatot (2 mg
FDA/ml aceton) adagoltunk és a mikrolemezeket razogépen 3 oran keresztiil razattuk (9.
abra).

A szintelen FDA hidrolizisébdl keletkezett zolden fluoreszkalé fluoreszcein
mennyiségét 490 nm-es hulliamhosszon mért abszorbancia-értékekbdl kalibracids gorbe (0-20
ug fluoreszcein/ml) segitségével hataroztuk meg. Az FDA-hidrolizis mértékébol
kovetkeztettiink a biofilm allapotara.
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9. abra: Az FDA moédszer kivitelezése mikrolemezen

111.3. Az adatok statisztikai feldolgozasa

A statisztikai Osszehasonlitds sordn mindegyik fémkomplex esetében vizsgéltuk az
alkalmazott mennyiségek hatasat a fejlédés vagy mikrobialis folyamatok (pigmenttermelés,
biofilmképzés) mértékére. Az Osszehasonlitdsok soran azt vizsgaltuk, hogy az alkalmazott
mennyiségek esetén mért abszorbancia-értékek eltér-e a kontrolltol, azaz a 0 ug/ml-t6l. A
véltozatok Osszehasonlitasara linedris modelleket hasznéltunk, ahol a fliggd valtozo az
abszorbancia volt, mig a magyarazo valtozé a mennyiség. Ennek a megkozelitésnek a
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hasznalata azért volt indokolt, mert a kontrollal egyiitt 12 kiilonb6zé mennyiséggel
dolgoztunk, ami megfelelé erésségii modszert igényelt. A linearis modell nem feltételezi a
varianciak homogenitasat, ezért, ha a kiugro értékek, valamint a maradékok eloszlasanak
vizsgalata megfeleld illeszkedést mutat, a modell eredményei megbizhatonak mondhatok. A
fohatast (mennyiség) a modell ANOVA téblazata segitségével vizsgaltuk. Amennyiben volt
szignifikans fOhatas, linedris hipotézistesztet végeztiink, hogy megnézziik a kontrolltol (0
ug/ml) valod eltérést.

A fémkomplexek egymdashoz viszonyitott hatdsat 50 pg/ml koncentraciok esetében
vizsgaltuk, szintén a fent bemutatott mdodszer segitségével.

A gatlasok vizsgalata sordan, mivel mindegyik esetben az Osszehasonlitott csoportok
szdma kisebb volt mint 5, az adatok normalitasat €s variancia-homogenitasat ellendriztiik,
majd a csoportok kozotti 0sszehasonlitast egyutas-ANOVA-val és Tukey post-hoc teszttel
végeztik.

A statisztikai elemzésekre az R kornyezetet (verz. 4.2.2) alkalmaztuk (R Core Team,
2022). Az adatrendezéshez a dplyr csomagot (Wickham et al. 2022), a vizualizaciohoz a
ggplot2 csomagot hasznaltuk (Wickham 2016). A linearis modellek illeszkedésének
vizsgalatait a DHARMa csomag (Hartig, 2022) segitségével, mig a linearis hipotézisteszteket
az emmeans csomag segitségével végeztiik (Lenth 2023).

IV. Eredmények és kiértékelésiik
A 7 rézkomplex hatasat a Staphylococcus aureus és a Serratia marcescens
baktériumtorzsek fejlodésére és aktivitdsara haromféle modszerrel vizsgaltuk meg.
IV.1. A korongdiffiziés médszer altal kapott gatlasi zonak atmérdinek osszehasonlitasa
A Staphylococcus aureus és az Serratia marcescens eltérd érzékenységet mutatott a
vizsgalt komplexek irant.

IV.1.1. A Staphylococcus aureus fejlodésére vonatkozo eredmények

A fémkomplexek okozta gatlas vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a Staphylococcus
aureus esetén 5 rézkomplex bizonyult hatékonynak: az 1956, 1958, 1959, 2225 és 2285
jeldlésti komplexek (2. tablazat). A 2285-0s fémkomplex okozta a legnagyobb gatlast (10.
abra; Dfiomplex = 3, Dfmaradek = 20, F =45.1, P <0.001), amely szignifikansan nagyobb volt az
Osszes fémkomplex okozta gatlasnal, mig a tobbi fémkomplex fejodésgatlo hatasa kozott nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést (10. abra). A 0 érték a 2. tdblazatban azt jelenti, hogy nem
volt megfigyelhetd gatlas, tehat a baktérium rezisztens a hatdéanyag altalunk alkalmazott
mennyiségére.

2. tablazat: A kisérletben hasznalt rézkomplexek altal okozott gatlasi zondk mérete a

Staphylococcus aureus esetén

Gatlasi zona atmérdjének L .,
Anyag 4tlaga (mm) Koncentracio Mennyiség

1956 16,33
1958 16,83
1959 15,66 10mM 30 ul
1960 0
2285 26

12,66 Sul
2225 14,33 10 i

15,41 2mM 20 ul
2219 0 5, 10,20 pul
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A 1960-as, (metil-pentil-dioxim)(butil-NH) ligandumot tartalmazo6 vegyiilet és az 2219-
as, butirofenon-szemikarbazon-tartalmi rézkomplexek nem voltak hatékonyak a baktérium
fejlodésének gatlasaban.

A vizsgélt rézkomplexek kozil a ligandumként naftilamint tartalmazo 2285-0s
rézkomplex bizonyult a leghatékonyabbnak a Staphylococcus aureus torzzsel szemben, 26
mme-es gatlasi zonat eredményezve (2. tablazat, 11. abra), amely szignifikdnsan nagyobb volt
az 0sszes 10 mM-os torzsoldat formajaban hasznalt fémkomplex okozta gatlasnal. amelyek
megkozelitdleg 15-17 mm-es gatlasi zonakat alakitottak ki.

A 2 mM-os oldat formajaban tesztelt butirofenon-szemikarbazont tartalmaz6 2225-6s
rézkomplex esetén megfigyelhetd, hogy a mennyiségek novelésével az antibakterialis hatés
fokozddik. Tekintettel arra, hogy ez a hatdanyag kisebb molaros koncentracioban volt
alkalmazva, megallapithatd, hogy szintén erdteljes gatlast valtott ki.
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Kompl_1956 Kompl_1958 Kompl_1959 Kompl_2285
Fémkomplexek (10 mM)

10. abra: A fémkomplexek okozta gatlasi zonak dsszehasonlitasa

Az oszlopok magassaga az atlagot, mig a hibamutatdok a szorast jelolik. Szignifikancia szintek: * P <
0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001

11. abra: Gatlasi zo6nak kialakuldsa a 2285-6s rézkomplex esetén
IV.LIIL. A Serratia marcescens fejlodésére vonatkozo eredmények
A Serratia marcescens esetén a fejlédésen kiviil, vizsgaltuk az egyes fémkomplexek
hatasat a quorum sensing szabalyozo rendszerekre is, viszont a QS-rendszerek megzavarasara
utalo fehér telepeket mutatd zondk atmérdi kozott nem talaltunk szignifikéns eltérést (12.
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abra; Dfiomplex = 4, Dfmarasek = 5, F = 2.17, P = 0.1). Ebben az esetben is 5 rézkomplex
bizonyult hatékonynak a QS-rendszerek megzavarasaban: az 1956, 1958, 1959, 1960, 2285
(3. tdblazat). Az 1960 rézkomplex a S.aureus és a S. marcescens fejlodésének gatlasaban nem
volt hatasos, viszont negativ hatast fejtett ki a S. marcescens QS-rendszereire.
3. tablazat: A kisérletben hasznalt rézkomplexek altal okozott QS-gatlasi zondk mérete a
Serratia marcescens esetén

Gatlasi zonak
Anyag | atmérdinek atlaga | Koncentracid | Mennyiség
(mm)
1956 16,83
1958 14,33
1959 14,66 10 mM 30 ul
1960 16,16
2285 15,5
gg;g 0 2 mM 5, 10,20 wl

A 2225 ¢és 2219 rézkomplexek nem voltak hatékonyak az 4altalunk alkalmazott
mennyiségekben, nem kaptunk gatlast, tehat a baktérium rezisztens, habar a 2225-Gs
butirofenon-tioszemikarbazon tartalma rézkomplex a S.aureus-nal hatasosnak bizonyult. A
baktériumellenes hatas elmaradasa, annak is betudhaté, hogy ezek kisebb molaros
koncentracioban voltak alkalmazva.

Figyelembe véve, hogy a tesztelt rézkomplexek koziil egyesek negativ hatast fejtettek ki
a S. aureus szaporoddsara, mig a S. marcescens novekedésére nem voltak hatéssal,
megallapithatd, hogy hipotéziseinknek megfeleléen a S. aureus érzékenyebbnek bizonyult
mint a S. marcescens a korongdiffiizios modszer eredményei alapjan.

A Serratia marcescens esetében a réztartalmu anilinszarmazék (1956-0s komplex)
fejtette ki a legerdteljesebb gatldo hatast, 16,83 mm-es QS-gatlasi zonat eredményezve (3.
tablazat, 13. abra).

—
-

|

0

Gatlasi zona (mm)

Kompl_1956 Kompl_1958 Kompl_1959 Kompl_1960 Kompl_2285
Fémkomplexek (10 mM)

12. abra: Fémkomplexek hatasa a S. marcescens quorum sensing rendszereire
Az oszlopok magassaga az atlagokat, a hibamutatok a szérast jelolik
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13. abra: Gatlasi zonak kialakulasa az 1956-o0s rézkomplex esetén
IV.11. A mikrodiliciés médszerrel kapott fejlodésgatlas mértékének dsszehasonlitasa

Kisérleteink sordn a két baktérium érzékenységét a korongdiffuziés modszer soran
pozitiv eredményt mutatd hatéanyagok 12 kiilonb6zé mennyisége (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.56,
3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 és 100 pg/ml) esetén is vizsgaltuk. A mennyiségek novelésével azt
varnank, hogy a gatlas mértéke nodvekedjen és a zavarossdg, vagyis a baktériumok
fejlodésének mértéke csokkenjen.

IV.11.1. A Staphylococcus aureus fejlédése a hatéanyagok jelenlétében

A S. aureus esetén kapott eredményeink alapjan a kiilonbozd fémkomplexek egy
bizonyos mennyiségénél a gatlas mértéke szignifikans volt €s ahogy ndveltiik a mennyiséget a
gatlas mértéke is novekedett.

Adataink alapjan azt taldltuk, hogy a 2285-6s fémkomplex kivételével mindegyik
fémkomplexnek volt hat4sa a baktériumok szaporodasara (4. tablazat).

4. tablazat: Az egyes fémkomplexek féhatasai az abszorbancia értékekre (abszorbancia
~ mennyiség linedris modellek ANOVA tabldzata)

Szabadsagi | F-érték | P-érték
fok

Fémkomplex 1956
Mennyiség | 11 8.99 <0,001

Maradék | 24
Fémkomplex 1958
Mennyiség | 11 15.07 <0,001

Maradék | 24
Fémkomplex 1959
Mennyiség | 11 12.04 <0,001

Maradék | 24
Fémkomplex 2225
Mennyiség | 11 33.32 <0,001

Maradék | 24
Fémkomplex 2285
Mennyiség | 11 3.79 0.003

Maradék | 24
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Az 1956-0s fémkomplex esetében azt talaltuk, hogy a kontrolltél (0 pg/ml) a 25, 50 és
100 pg/ml tért el szignifikansan (14. dbra). Az 1958-as fémkomplex esetében azt tapasztaltuk,
hogy a kontrolltdl valo szignifikdns eltérés a 12,5, 25, 50 és 100 pg/ml mennyiségek esetén
figyelhet6 (14. abra). Az 1959-es fémkomplex vizsgélatanal azt talaltuk, hogy csak a nagyobb
mennyiségek (50 és 100 pg/ml) esetén figyelhetdé meg szignifikans fejlédés-csokkenés a
kontrollhoz viszonyitva (14. dbra). A 2225-6s fémkomplex esetében a szignifikdns eltérések
mar az 1,56-os mennyiségnél jelentkeztek, tehat ez a rézkomplex volt a leghatékonyabb (14.
abra), azonban a 2285-0s fémkomplex esetében, annak ellenére, hogy a korongdiffuzios
modszernél alkalmazott mennyiségben hatasosnak bizonyult, nem talaltunk eltérést a
kontrollhoz viszonyitva, ez volt a legkevésbé hatékony, st kis mennyiségeknél enyhén
serkentette a baktériumok szaporodasat (14. abra). Ennek az lehet a magyarazata, hogy a
korongdiffuzi6é soran megkozelitdleg 150 pg-os mennyiségben alkalmaztuk, a mikrodiltcios
modszer sordn pedig maximalisan 100 pg/ml-es mennyiséget hasznaltunk.

A fémkomplexek 50 pg/ml-en vald dsszehasonlitdsa soran azt talaltuk, hogy az 1958-as
mennyiség eltért a 2225-6st6l, mas eltérést nem tapasztaltunk (15. abra; Dfikomplex = 4, Dfmaradék
=10, F =4,68, P =0.02).

A hatoanyagok jelenlétében megvaldsulo fejloddés esetén megfigyelhetd, hogy az 1958,
1959 ¢és 2285 jelolésii rézkomplexek a mennyiségek novelésével fokozatosan gatoljak a S.
aureus fejlédését, mig az 1956-0s, illetve a 2225-6s mar a kisebb mennyiségeknél is egy
erdteljesebb gatlast idéznek eld. Mindegyik hatdéanyag esetén a nagyobb mennyiségek mar
legalabb 50%-os gatlast fejtenek ki (16. abra).
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14. abra: Az abszorbancia-értékek osszehasonlitasa a kontrollal (0 pg/ml) linearis

hipotézistesztet hasznalva a S. aureus fejlddése esetén
a) Fémkomplex 1956, b) Fémkomplex 1958, c) Fémkomplex 1959, d) Fémkomplex 2225, e)
Fémkomplex 2285. Szignifikancia szintek: * P < 0.05; ** P <0.01; *** P <0.001. Az oszlopok
magassaga az atlagot, a hibamutatok a szorast jeldlik
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15. abra: Az egyes fémkomplexek 50 pg/ml-es mennyisége altal kivaltott hatdsanak
0sszehasonlitasa
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16. abra: Az egyes fémkomplexek hatdsa a fejlddésre (folytonos vonal) és a gatlas
mértéke (Szaggatott vonal) a S. aureus esetén

IV.11.11. Serratia marcescens fejlodése és pigmenttermelése a hatéanyagok jelenlétében
A Serratia fejlodésének vizsgalata soran azt talaltuk, hogy mindegyik vizsgalt

fémkomplex esetén csak a 100 pg/ml-ben alkalmazott mennyiség valtott ki erdteljes gatlast a

baktériumok szaporodéasara, szignifikansan eltérve a kontrolltol, tehat ezek az adatok 1is

alatamasztjak azt a megfigyelést, hogy a Serratia kevésbé volt érzékeny a S. aureushoz

viszonyitva (5. tablazat, 17. ébra).
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5. tablazat: Az egyes fémkomplexek fohatdsai a mért abszorbancidra
((abszorbancia ~ mennyiség linearis modellek ANOVA tablazata)

Szabadsagi | F-érték | P-érték
fok
Fémkomplex 1956
Mennyiség 11 113.77 <0,001
Maradék 24
Fémkomplex 1958
Mennyiség 11 139.32 | <0,001
Maradék 24
Fémkomplex 1959
Mennyiség 11 291.46 | <0,001
Maradék | 24
Fémkomplex 1960
Mennyiség | 11 216.69 <0,001
Maradék | 24
Fémkomplex 2285
Mennyiség | 11 197.19 <0,001
Maradék | 24

A fémkomplexek 50 pg/ml-en vald Osszehasonlitdsdndl nem taldltunk szignifikdns
kiilonbséget a fémkomplexek fejlédésre gyakorolt hatdsa kozott (18. abra; Dfkomplex = 4,
Dfmaradsk = 10, F = 7.86, P < 0.004).

Altaldnosan elmondhatd, hogy a hatdanyagok mennyiségének novelésével egy
fokozatos csokkend tendencia figyelheté meg a S. marcescens prodigiozintermeld
képességében, az 50 pg/ml mennyiségtdl kezdddden egy erdteljesebb gatlas figyelhetd meg
(19. ébra).
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17. abra: Az abszorbancia-értékek sszehasonlitasa a kontrollal (0 pg/ml) linearis

hipotézistesztet hasznalva a S. marcescens fejlédése esetén
a) Fémkomplex 1956, b) Fémkomplex 1958, ¢) Fémkomplex 1959, d) Fémkomplex 1960,
e) Fémkomplex 2285. Szignifikancia szintek: * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001. Az oszlopok
magassaga az atlagot, a hibamutatok a szorast jelolik
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18. abra: Az egyes fémkomplexek 50 pg/ml-es mennyiségei altal fejléddésre gyakorolt
hatdsanak 6sszehasonlitdsa a S. marcescens esetén
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19. abra: Az egyes fémkomplexek okozta hatés a prodigiozintermelésre a
S. marcescens esetén
pigmenttermelés - folytonos vonal, gatlas - szaggatott vonal
IV.111. A rézkomplexek hatasa a bakterialis biofilmképzésre
IV.111.1. A Staphylococcus aureus biofilmképzése a hatéanyagok jelenlétében

Az 1956-0s fémkomplex esetében egy szignifikans eltérést talaltunk, amely a 100 pg/ml
mennyiségnél jelentkezett, tehat a maximalis mennyiség szignifikdnsan csokkentette a S.
aureus baktérium biofilmképzését, erre utalnak a kisebb fluoreszcein mennyiségek is (20.
abra; Dfioncentracic = 11, Dfmaradek = 24, F = 9.06, P < 0.001). Az 1958-as fémkomplex esetében
nem talaltunk szignifikans eltéréseket a kontrollhoz viszonyitva (20. dbra; Dfkoncentracic = 11,
Dfmaragek = 24, F = 2,58, P = 0.17). Az 1959-es fémkomplex esetében, a a 100 ug/ml esetén
volt szignifikans eltérés a kontrolltol (20. abra; Dfkoncentracio = 11, Dfmaradek = 24, F = 2.29, P =
0.04). A 2225-6s fémkomplex esetében harom szignifikans eltérést talaltunk a kontrollhoz
képest, amely szerint mar a 12,5 pg/ml mennyiségtél kezdddden jelentdsen gatolta a
baktériumok biofilmképzését (20. dbra; Dfkoncentricio = 11, Dfmaradek = 24, F = 3.89, P = 0.002).
A legerételjesebb gatlas a S. aureus biofilmképzésére a 2285-0s fémkomplex esetében
¢szlelhetd, a szignifikans eltérések mar a 6,25 pg/ml-es mennyiségtdl kezdddden figyelhetdok
meg (20. abra; Dfioncentracis = 11, Dfmaraaek = 24, F = 11.97, P < 0.001).

Az egyes fémkomplexek 50 pg/ml koncentracion valo dsszehasonlitdsa soran a 2225-6s
komplex értékei szignifikansan kisebbek voltak a tobbi fémkomplex értékeinél, ami szintén
arra utal, hogy ez a vegyiilet j6 QS rendszer altal szabalyozott biofilm-gétlonak bizonyul (21.
abra; Dffemkomplex= 4, Dfmaragek = 10, F = 8.47, P = 0.002).
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A hatdéanyagok jelenlétében megvalosulo biofilmképzés esetén megfigyelhetd, hogy az
1956, 1958 és 1959 jelolést rézkomplexek, amelyek mindegyikének ligandumaban metil-
pentil-dioxim talalhaté, a mennyiségek novelésével fokozatosan gatoljak a S. aureus
biofilmképzeését, mig a tioszemikarbazont tartalmazd 2225-0s, illetve a 2285-6s naftilamin-
szarmazekok mar a kisebb mennyiségeknél is egy erdteljesebb gatlast idéznek eld (22. abra).
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20. abra: A S. aureus biofilmképzésének mértéke a hatdbanyagok jelenlétében linearis
hipotézistesztet hasznalva
a) Fémkomplex 1956, b) Fémkomplex 1958, ¢) Fémkomplex 1959, d) Fémkomplex 2225, )

Fémkomplex 2285. Szignifikancia szintek: * P < 0.05; ** P <0.01; *** P <(0.001. Az oszlopok
magassaga az atlagot, a hibamutatok a szorast jelolik
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21. abra: Az egyes fémkomplexek 50 pg/ml mennyiségei altal a biofilmképzésre
gyakorolt hatasanak 6sszehasonlitdsa a S. aureus esetén
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22. abra: Az egyes fémkomplexek hatdsa a S. aureus biofilmképzésére biofilmképzés -
folytonos vonal, gatlas - szaggatott vonal
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IV.I11.11. A Serratia marcescens biofilmképzése a hatéanyagok jelenlétében

Az 1956-o0s fémkomplex esetében egy szignifikans eltérést talaltunk, amely a 100 pg/ml
mennyiségnél jelentkezett (23. abra; Dfioncentracio = 11, Dfmaradek = 24, F = 2.74, P = 0.01). Az
1958-as fémkomplex esetében a kontrollhoz viszonyitott szignifikdns eltérés a 25, 50 és 100
pg/ml koncentraciok esetében jelentkezett, ami arra utal, hogy itt erdteljesebb gatlas
figyelheté meg a baktérium biofilmképzésére (23. abra; Dfioncentracio = 11, Dfmaradsk = 24, F =
8.6, P <0.001). Az 1959-es fémkomplex és 1960-as fémkomplex esetében csak a legnagyobb,
100 pg/ml mennyiség esetén talaltunk szignifikéns eltérést a kontrollhoz viszonyitva (23.
ébra; Dfxoncentracio = 11, Dfmaradék = 24, F= 48, P< 0001, illetve kaoncentréci() = ll, Dfmaradék =
24, F =14.04, P <0.001). A 2285-6s fémkomplex esetében a szignifikans eltérések az 50 és
100 pg/ml mennyiség esetében jelentkeztek (23. abra; Dfioncentracis = 11, Dfmaradsk = 24, F =
16.8, P < 0.001). Altalanosan elmondhaté, hogy a hatéanyagok mennyiségének novelésével
egy fokozatos csokkend tendencia figyelhetd meg a S. marcescens biofilmképzd
képességében, de csak a nagyobb mennyiségek valtanak ki szignifikans gatlast a kontrollhoz
viszonyitva (25. 4bra).

Az egyes fémkomplexek 50 pg/ml mennyisége altal kivaltott hatds 0sszehasonlitasa

soran az 1960-as fémkomplex esetében magasabb értékeket mértiink (24. abra; Dffemkomplex= 4,
Dfmaragek = 10, F = 8.91, P = 0.002), ami megerésiti azt, hogy ennek a hatéanyagnak nincs
jelentds gatld hatdsa a S. marcescens biofilmképzésére €s ennél a mennyiségnél a gatlds nem
éri el az 50%-ot sem.
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23. abra: A S. marcescens biofilmképzésének mértéke a hatdoanyagok jelenlétében linearis
hipotézistesztet hasznalva
a) Fémkomplex 1956, b) Fémkomplex 1958, ¢) Fémkomplex 1959, d) Fémkomplex 1960, e)

Fémkomplex 2285. Szignifikancia szintek: * P < 0.05; ** P <0.01; *** P <0.001. Az oszlopok
magassaga az atlagot, a hibamutatok a szorast jeldlik
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24. abra: Az egyes fémkomplexek 50 pg/ml mennyiségei altal a biofilmképzésre
gyakorolt hatdsdnak dsszehasonlitdsa a S. marcescens esetén
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25. abra: Az egyes fémkomplexek hatasa a S. marcescens biofilmképzésére
biofilmképzés - folytonos vona, gatlas - szaggatott vonal

Kovetkeztetések
Mindkét vizsgalt baktériumtorzs fejlodését és aktivitasat egyes rézkomplexek
negativan befolydsoltdk. A mennyiségek novelésével bizonyos anyagokndl az
antibakteridlis hatds fokozddasa figyelhetd meg.
A Gram-pozitiv Staphylococcus aureus érzékenyebbnek bizonyult mint a Gram-
negativ Serratia marcescens.
A vizsgalt rézkomplexek kozil a ligandumként butirofenon-tioszemikarbazont
tartalmazd 2225-0s, illetve a naftilamint tartalmazé 2285-6s bizonyult a
leghatékonyabbnak a Staphylococcus aureus torzs fejlddésének és biofilmképzésének
gatlasaban.
A Serratia marcescens esetében az 1956-os anilinszarmazeék, az 1958-as amino-
propanol tartalmu, illetve a pentil-amint tartalmazo 1959-es rézkomplex nagyobb
mennyiségei fejtettek ki erdteljesebb gatlo hatast a baktérium aktivitdsara ¢és
biofilmképzésére, megzavarva a QS rendszerek miikodését.
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Kitekintések
A komplexek tovabbi vizsgdlatokra szorulnak, ugyanis alkalmazasuk az emberi
szervezetre is karos hatassal lehet. Jelen komplexek esetében is sziikséges a sejttenyészetekre
kifejtett hatas vizsgalata, ugyanis a nem megfeleld hasznalatuk kiilonb6z6 sejtkarosodasokhoz
vezethet.
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