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Osszefoglalas

A klinikai hasznalatban 1évd gydgyszerekre rezisztens patogének terjedése
korunk egyik legnagyobb egészségigyi kihivasat jelentik. A cikkben
osszefoglalom a kutatas-fejlesztés legfontosabb torekvéseit és ismertetem az
antimikrobidlis rezisztencia ellen iranyuld kutatdé munkank legujabb

eredményeit.

Bevezetés

Az antimikrobidlis szerekre rezisztens, illetve multirezisztens baktériumtorzsek
megjelenése és terjedése egyre riasztdbb méreteket oIt és aranyuk
folyamatosan novekszik (1. abra). Antimikrobidlis rezisztencia természetes Uton
is kialakulhat a korokozék genetikai modosulasaval, de a helytelen
gyogyszerhasznalat miatt ez a folyamat jelent6sen felgyorsult. Fontos
megemliteni, hogy a humadn alkalmazds mellett az allatorvosi
gyogyszerhasznalat, illetve a kornyezet fertdtlenitésére hasznalt szerek is

nagyban hozzajarulnak a rezisztencia terjedéséhez.

Az antimikrobidlis rezisztencidt 4 csoportra oszthatjuk, melyek kozlil az
antibakterialis rezisztencia a leggyakoribb. Emellett a gombak (pl. Candidiasis),
parazitdk (pl. malaria) és virusok (pl. HIV) okozta megbetegedések esetén is
megjelent a hatdanyag-rezisztencia. Az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO)
legfontosabb feladatai kdzott tartja szamon az antimikrobidlis rezisztencia elleni
klizdelmet. Jelentéseikben a leggyakrabban eldforduld rezisztens baktériumok

1 Horvati Kata az MTA Prémium posztdoktori kutatoi program haroméves tamogatasat nyerte el,
ldsd Biokémia XLIV. EVFOLYAM 3. SZAM 2019. szeptember, 3. oldal (a szerkesztb6bizottsag
megjegyzése).
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az Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii és Salmonella spp [1].
Gyakori megbetegedések, mint példaul a tiidégyulladas, uroldgiai betegségek és
posztoperativ fert6zések kezelése valik lehetetlenné a multirezisztens térzsek

terjedése miatt.
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1. abra. Antibiotikum rezisztencia Magyarorszagon négy kivalasztott baktérium
esetében. Forras: The Center for Disease, Dynamics Economics & Policy. ResistanceMap:
Antibiotic resistance. 20109.

A WHO kulén munkacsoportokban foglalkozik a HIV, malaria és tuberkuldzis
betegségekkel. A tuberkuldzis a legtobb haladlos aldozatot (évente 1,8 millid)
koveteld, egyedi baktérium okozta fert6z6 betegség napjainkban. A 10 millié Uj
megbetegedésbdl évente kozel félmillié a rezisztens baktérium okozta esetek
szama (2. abra). A rezisztens torzsek 78%-a multirezisztens, tehat a kérokozé
egyszerre rezisztens a két leggyakrabban alkalmazott antibakteridlis szerre
(Rifampicin és Izoniazid). A multirezisztens tuberkuldzis (MDR-TB) kezelése

hosszabb, koltségesebb, joval tobb mellékhatassal jar és a hatékonysaga is
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rosszabb. Az MDR-TB esetek minddssze felénél (52%) volt eredményes a terapia

[2].

2. abra. Multirezisztens tuberkulozis el6fordulasa az djonnan diagnosztizalt esetek
kozott (% ). Forras: WHO Regional Office for Europe/European Centre for Disease Prevention
and Control. Tuberculosis surveillance and monitoring in Europe 2019 - 2017 data.

A sikeres terapia érdekében sziikséges, hogy Ujabb hatdéanyagokat fejlessziink
és vonjunk be a kezelésbe (1. tablazat), viszont az uUjonnan kifejlesztett
gyogyszerekkel szemben is gyorsan kialakulhat rezisztencia. Ez a tény nagyban

visszaveti a klasszikus antibakteridlis szerek gydgyszeripari fejlesztését [3].

Kutatas-fejlesztés az antimikrobialis rezisztencia ellen

A rezisztens baktériumok ellen hatékonyan klizdhetlink: (i) védoOoltasokkal, (ii)
terdpids vakcinakkal és (iii) Uj tipusu hatéanyagokkal, melyekre csak korlatozott
mértékben alakul ki rezisztencia. Mindharom csoportban taldlunk peptid-alapu
vegylleteket. Jelenleg 150-nél tobb peptid-alapu vegyilet van aktiv klinikai

fejlesztés alatt és a vegylletek kozel fele elérte a fazis II. vizsgalatokat [4-5].

(i) A fert6z6 betegségek elleni védekezés leghatékonyabb fegyvere a védéoltas.

Vannak azonban olyan baktériumok, melyek ellen jelenleg nincs véddoltas, de
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gyakran megjelennek az antibiotikum rezisztens léguti megbetegedések és
kronikus fert6zések koérokozédjaként (pl. Staphylococcusok, P. aeruginosa).
Fontos megemliteni, hogy a jelenleg alkalmazott BCG védéGoltas hatdsa sem
optimalis és felndttkorban mar nem véd a tuberkuldzis ellen [6]. Specifikusan
ezekre a torzsekre kifejlesztett vakcinakkal hatékonyan kizdhetlink a

rezisztencia terjedése ellen [7].

1. tablazat. WHO altal meghatarozott prioritasi sorrend az antibakterialis hatéanyagok
kutatas-fejlesztése szamara.

Prioritas Baktérium Rezisztencia
Acinetobacter baumannii Karbapenem-rezisztens
Kritikus Pseudomonas aeruginosa Karbapenem-rezisztens
Enterobacteriaceae Karbapenem-rezisztens, ESBL-termel§
Enterococcus faecium Vankomicin-rezisztens
Staphylococcus aureus Methicillin-rezisztens, Vankomicin-
rezisztens
Magas Helicobacter pylori, Klarith ro_micin—rezi_sztens
Campylobacter spp. Fluoroquinolon-rezisztens
Salmonellae, Fluoroquinolon-rezisztens
Neisseria gonorrhoeae Cephalosporin-rezisztens,
Fluoroquinolon-rezisztens
Streptococcus pneumoniae Penicillinre nem-érzékeny
Kdzepes Haemophilus influenzae Ampicillin-rezisztens
Shigella spp Fluoroquinolon-rezisztens

Forrds: WHO (2017) Global priority list of antibiotic-resistant bacteria to guide research,
discovery, and development of new antibiotics.

(if) Azokban az esetekben, ahol a profilaktikus védéoltasok nem alkalmazhatéak
(pl. egészséges miikddésben is részt vevd baktériumok), illetve ahol a baktérium
el tud ,bujni” a gazdaszervezetben (pl. Mycobacterium tuberculosis), a fertdzést
kovet6 terapias vakcinalds jo alternativat nyujthat [6]. Az irodalomban
nagyszamban taldlunk Ujonnan azonositott antigén szekvencidkat, melyeket
peptidkémiai mddszerek segitségével olyan formaba tudunk hozni, hogy

alkalmasak legyenek az immunterapiara.

Peptid-alap( vakcina jeloltek a tuberkulézis ellen

A tuberkuldzis korokozdja nagy antigén-diverzitast, illetve altalanos

valtozékonysagot mutat (aktiv-dormans allapot, normal-cstékkent metaboliz-
BIOKEMIA

XLIII. évfolyam 4. szam 2019. december

38



Horvati Kata

mus, extracellularis-intracellularis |étforma stb.), ami igen megneheziti a
betegség elleni védekezést. A tuberkuldzis esetében nagy jelentéséggel birnak
azok az oltébanyag jeloltek, melyek egy preparatumban tobbféle
immundeterminans részt is tartalmaznak, igy valtva ki egy altaldnosabb,

hatékonyabb immunvalaszt a valtozékony kdérokozo ellen.

Kutatasaink arra iranyulnak, hogy olyan konjugatumokat allitsunk eld, melyek
egy molekulan belll 3 immundeterminans részt (T-sejt epitopot) tartalmaznak.
Az epitdpok a Mycobacterium tuberculosis &ltal termelt immundomindns
fehérjékbdl szarmaztathatéak (PPE68, Ag85B és IniB) és kemoszelektiv ligacids
technikak alkalmazasaval egy peptid-hordozohoz kapcsolédnak (3. abra). A
konjugalas célja az, hogy névelni tudjuk az epitdép peptidek sejtbejutasat és

immunogenitasat is [9].
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3. abra. Kutatasaink soran eléallitott multi-epitop konjugatumok altalanos szerkezete.

Kisérleteink igazoltdk, hogy az alkalmazott konjugaciés eljaras tdobbszorésére
novelte az epitdp peptidek sejtbejutdsat (4. abra). A kovetkezdkben a
konjugatumok immunogenitasat vizsgalatuk. CB6F1 egereket haromszor
beoltottuk (subcutan) a konjugatummal, illetve a megfelel6 kontrollokkal, majd
a lépbdl izolalt T-sejtek proliferacios valaszat vizsgaltuk aramlasi citométerrel,
illetve egy gyongy-alapu citokin esszével (LEGENDplex Mouse Th Cytokine
Panel, BioLegend). Az eredmények alapjan levonhatjuk azt a kovetkeztetést,
hogy a konjugatumokkal tortént immunizalast kdvetden szignifikansan nagyobb
immunvalaszt kaptunk, mint énmagukban az epitdop peptidek esetében (4.

abra). Kidolgoztunk tehat egy olyan konjugalasi eljarast, melynek segitségével
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novelhet6 az epitdp peptidek immunogenitasa és ez az eljaras mas korokozohoz

kothetd epitdpokra is alkalmazhaté lehet a jovoben [9].
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4. abra. Vakcina-konjugatumok sejtbejutdasa és immunogenitasa. Konfokalis
mikroszkdpos felvételek az epitop peptidek keverékével (P/A/I mix) és a konjugatummal
(pal-API) kezelt MonoMac-6 sejtekrél (A). Az immunizalt egerek Iépsejtjeinek antigén-specifikus
proliferacioja (B) és a sejtek citokin valasza (C).
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Antimikrobialis peptidek

A torzsfejlédés legdsibb védekez6 mechanizmusaiban vesznek részt az
antimikrobialis peptidek (AMP). Az AMP-k tobbmillié éve fejtik ki hatasukat a
mikrobak ellen, rezisztencia azonban nem, vagy csak korlatozott mértékben
alakul ki velik szemben. Kézenfekv6, hogy ezeket a peptid tipusu vegyileteket
hasznaljuk a klinikumban a rezisztens baktériumok ellen [8]. A természetben
talalhatd szekvencidak azonban nem alkalmazhatdak kozvetlenil a terapiaban,
mert gyakran nem elég szelektivek, hemolitikus és citotoxikus mellékhatasaik
vannak és gyorsan lebomlanak a szervezetben. Fontos kutatdsi terilet ezért,
hogy a természetes AMP-ket mddositsuk pl. nem-természetes aminosavak,
foldamerek beépitésével, illetve formuldzzuk azokat a jobb biodisztribucié
elérése érdekében. A terilet fontossagat jelzi, hogy jelenleg szamos peptid-

alapu antibakteridlis vegyllet vizsgalata van klinikai fazisban (5. abra).
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5. abra. Antimikrobialis peptidekkel foglalkozo publikaciok és szabadalmak szama

(évenkénti megjelenés). Forras: Peptide Science, 2019: 111(5).

Kutatdsaink soran kiemelked6 antimikrobialis hatdssal rendelkezd szekvencidlis
oligopeptideket fejlesztettlink, melyek hatékonynak bizonyultak Gram -, Gram

+ baktériumok, valamint mycobacteriumok ellen is (6. abra).

Az Gjonnan fejlesztett szekvencialis oligopeptideket hordozdként is alkalmaztuk
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és egy régebbi munkankban kidolgozott szintézismddszer [10] segitségével

Izoniazid hatdéanyag konjugalasara hasznaltuk.
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6. dbra. Ujonnan fejlesztett szekvencidlis oligopeptidek antibakteridlis hatdsa és a

baktériumok mikroszkopos és elektronmikroszkopos képe. (Gent: Gentamycin, L1-p4: a
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7. abra. Az Izoniazid-peptid konjugatumok szerkezete.

peptidek kédja).
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Igy olyan peptid-konjugdtumokhoz jutottunk, melyek egy molekuldn bell
kétféle hatasmechanizmussal rendelkeznek: az antibakteridlis peptid sejtfal
roncsolo hatasa kombinalddik a kismolekula intracellularis hatasaval.

A vegylleteket M. tuberculosis baktériummal fert6z6tt monocita tipusu sejteken,

mint makrofag modellen vizsgaltuk.

Kisérleteink bizonyitottak, hogy mig a szabad Izoniazid hatdstalan az
intracellularis baktérium ellen, az AMP-vel konjugdlt forma nagymértékben
hatasos [11-12]. JovGbeni terveink kozott szerepel ezeknek a vegylleteknek a
tesztelése rezisztens és multirezisztens baktérium kultirakon, valamint vizsgalni

kivanjuk az esetlegesen kialakuld rezisztencia mechanizmusat is.
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