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1. Roviditések jegyzéke

A3-APO: all peptide optimized, a csaldd 6sszes tagjara optimalizalt peptid

ATCC: American Type Culture Collection, Amerikai tipizalt torzsgyiijtemény

ATP: adenozin-trifoszfat

BORSA: borderline oxacillin rezisztens Staphylococcus aureus

Chex: 1-amino-ciklohexdn-carboxil-sav

CFU: colony forming unit, telepképz6 egység

DNS: dezoxiribo-nukleinsav

EAB: Egyetemi Allatkisérleti Bizottsag

EDj00:100% effective dose, 100%-os hatékony dézis

ELISA: Enzime-linked immunosorbent assay, enzimhez ko&tott immunoszorbens
vizsgalat

ESBL: Extended Spectrum Beta Lactamase, kiterjedt spektrumu B-laktamaz

9-Fmoc: 9-fluorenilmetiloxi-karbonil

HPLC: high performance liquid chromatography, nagy hatékonysdgi folyadék
kromatogréfia

im: intramuscularis

ip: intraperitonealis

IU: International Unit, Nemzetkozi Egység

iv: intravénds

MAB: Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag

MACI: multirezisztens Acinetobacter

MALDI-TOF: Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight; matrix segitett
1ézer ionizacids / deszorpcids tomegspektroszkdpia, melyben a detektélds a repiilési idO
alapjan torténik

MBC: Minimélis Baktericid Koncentracié

MBL: Metallo Beta Laktamaz

MIC: Minimélis Inhibitor Koncentracié

MRSA: methicillin rezisztens Staphylococcus aureus

MH: Miiller-Hinton

NOAEL: no observed adverse effect level, nem kimutathat6 karos hatas hatarértéke

OEK: Orszagos Epidemiolégiai Kozpont
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PAE: post-antibiotic effect, post-antibiotikus hatas

PBP: penicillin binding protein, penicillinkoto fehérje

PBS: phosphate buffered saline, foszfattal pufferolt s6oldat
Rpm: rotation/minute, fordulatszam/perc

Shv: sulfhydryl variant, szulfhidril varidns, egy B-laktaméaz tipus
SMX/TMP: szulfametoxazol-trimethoprim

TEM: Temoniera, egy B-laktamaz tipus

TCA: trikl6r ecetsav

TFA: trifluor ecetsav

Ttkg: test tomeg kilogramm

VISA: vancomycin intermediate sensitive Staphylococcus aureus, vancomycin
mérsékelten érzékeny Staphylococcus aureus

VRE: vancomycin rezisztens Enterococcus
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2. Bevezetés

Az els6 él6lények, a baktériumok koriilbeliil 3,5 millidrd évvel ezelott jelenhettek
meg a Foldon, jelen vannak az élettelen kornyezetiink targyain, hasznos, vagy karosito
modon, de minden mds él6lénnyel is egyiitt élnek. A gerincesek, igy az emberi
szervezet szamdra is vannak nélkiilozhetetlen, a boron és nyélkahartya felszineken €16
normdl flérdhoz tartozé baktériumok, melyek a szervezet egyéb teriileteire keriilve
sulyos megbetegedést hozhatnak 1étre, és 1éteznek obligit patogén baktériumok, melyek
fogékony szervezetbe keriilve megbetegitik azt. 1530 koriil Girolamo Fracastoro
tankolteményében, mar a syphilisrdl, mint fert6zé betegségrol irt. A holland kereskedd
Anton van Leeuwenhoek pedig 1674-ben kezdetleges mikroszkopjaval latott maér
mikrobdkat, de a mikroszképikus méretii él6lények fertdzéseket okozd szerepe ekkor
még nem meriilt fel. Louis Pasteur 1865-ben a selyemhernyokat pusztité jarvany
kapcsan kezdett eldszor foglalkozni a fertdzo betegségek kérokozdival, majd 1877-ben
megjelent tanulmanyaban igazolta, hogy az anthrax (1épfene) betegség okozdja egy
kiilonleges baktériumfajta. Robert Koch 1881-ben tenyésztett baktériumokat eldszor
agar tartalmu szildrd tdptalajon, ami egyrészt megmutatta, hogy a baktérium fajtdk
telepmorfoldgidjuk alapjin elkiilonithetok, masrészt lehetdséget adott a baktériumok
szaporoddsat gatl vegyiiletek vizsgalatara. Paul Elrich 1910-ben fedezte fel az arzén
szarmazék Salvarsant, mellyel tobb-kevesebb sikert tudtak elérni a syphilis kezelésében.
Alexander Flemming 1928-as penicillin-, és Selman Waksman 1941-es streptomycin-
termeld mikroorganizmus felfedezése a fert6z0 betegségek elleni gyogyszerkutatdsok
két 4j irdnyat inditotta el; felfedezni kornyezetiink antimikrobidlis hatdsu vegyiileteit,
illetve ezekbdl olyan szdrmazékokat elddllitani, melyek az emberi gyogyitdsban
hatékonyan hasznélhat6ak.

Anélkiil, hogy a pontos hatdsmechanizmust ismerték volna, antimikrobidlis hatasu
novényeket és a természetben fellelhetd egyéb anyagokat évezredek ota hasznaltak az
emberek. Régészek Eszak-Irak teriiletén olyan 50000 éves emberi maradvanyokat
taldltak, amiket feltehet6leg konzervalds céljabol, kiilonbozd novényekkel temettek el.
Ezen novények koziil tobbrdl tudott, hogy magas antibiotikum tartalmuk van, a kornyék
Oshonos lakossdga ma is gydgyitdsra hasznélja Oket. Az elsé irdsos emlékeink az ie.

1550 koriil Egyiptomban keletkezett Ebers papiruszban taldlhatdk, itt pontos receptek
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adjak meg, hogyan kell méz és zsirtartalmi kendcsot késziteni sebek kezelésére.
Hasonl6 0sszetételll volt a Romai-korban elterjedten haszndlt Tincta in melle linamenta,
az Okori gorogok rezet is tartalmazé méz alapi krémeket hasznéltak a sebek
gyogyitasara. Ezt a modszert hasznaltdk még a II. Vildghdbortiban megsériilt shanghai-i
katondk is, az akkori feljegyzések szerint a diszndézsirba kevert méz j6 hatékonysaggal
gyogyitotta a bor- és sebfertdzéseket. Nemcsak mézet, de illatos gyantdkat, tomjént és
mirhét is hasznéltak az egyiptomiak a fertdzések kezelésére. Ma mar tudjuk, hogy a
tomjén, a Boswellia fa gyantdja alfa- és béta-boswellinsavat, valamint mds pentaciklikus
triterpénsavakat is tartalmaz, melyek antibakteridlis és antimikotikus hatdsiak. A mirha
a szomadliai balzsamfa (Commiphora myrrha) szirupos gyantdja, melyet még a XIX.
szdzadban is szivesen haszndltak urethritisek kezelésére. Hatdanyagai, a
furanosequiterpének fertétlenitd, fajdalomcsillapité és antioxidans hatdsuak, a fejlodo
orszagokban ma is haszndljdk Ascaris, Shistosoma és Fasciola ellenes szerként. Az
egyiptomi mumidk testiiregeiben gyakran taldltak voros és fokhagymat, ezek
antibakteridlis hatéanyaga az allicin is hozzdjarult a balzsamozds mellett a holttestek
konzervaldsdhoz. Gyogynovényként ismerték Egyiptomban a retket is melynek
raphanin hatéanyaga is széles spektrumu antibakteridlis szer. Szintén az Ebers
papiruszban taldlhaté a gennyes sebek gydgyitdsdnak dtmutatdja is, ezekre penészes
arpakenyér felhelyezése ajanlott. Az 6kori Kindban is gyakran haszndltak kiilonb6z6
penészgombakat borfert6zések kezelésére (1,2). Az 6si Nubiai Kirdlysdg isz. 300-350
kozotti kultdra volt a mai Szuddn teriiletén. Irdsos emlékek errél a korszakrél nem
maradtak rdnk. A nubiai emberi csontmaradvanyokban nagy mennyiségl tetraciklin
felhalmozdddast mutattak ki. Az egyiptomi coffin szovegekben szdmos recept taldlhatéd
foginy betegségek kezelésére fozott sorrdl, melynek egyik fontos Osszetevije az
aranyszinii Streptomyces aureofaciens éltal termelt tetraciklin lehetett. Armelagos és
munkatdrsai megallapitottdk, hogy a nubiai halottak csontmaradvanyai életkortdl
fiiggetlenil nagy mennyiségli tetraciklint tartalmaznak. Az archeol6gusok
valészintsitik, hogy ezek az Egyiptomtol délre €16 népcsoportok is hasonld Gsszetételt
sort fogyaszthattak napi gyakorisaggal (3).

Béar az antibiotikumok kutatdsa, ipari méretli gyartasa és fokozott hasznélata a
lakossdg korében, csak a II. Vildghdbord utdn terjedt el, a kornyezetiinkben €16
baktériumok mar eldzetesen is szamos antibakteridlis hatasu vegyiilettel taldlkoztak. Az

antibiotikumok helytelen haszndlata rezisztens baktériumtorzsek szelektdlédasdhoz és
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azok elszaporoddsahoz vezet. Norvég kutatok igazoltdk, hogy az emberi kornyezettdl
tdvol a Spitzbergdkon é16 jegesmedvék székletébdl egyedenként dtlag 4 kiilonb6zo
rezisztencia mechanizmust hordozé baktériumfajt lehet izoldlni, addig koérhazi
betegekbdl vett székletmintdkban egyénenként atlag 40 kiilonbozdé antibiotikum
rezisztencia gént hordoz6 baktériumtorzs talalhat6 (4).

Maga Flemming nyilatkozta 1945-ben a New York Times magazinnak, hogy ,, A
legnagyobb gondot az jelentheti abban, ha hagyjuk, hogy az emberek Onmagukat
szabadon kezeljék, ha tul kicsi dézisokat alkalmaznak, igy ahelyett, hogy a fert6zést
megsziintetnék, olyan mikrobak fejlddnek ki, amelyek penicillinre rezisztensekké
valnak. Gazd4juk pedig addig adja tovabb ezeket a penicillintlird organizmusokat, mig
egy olyan személyt fertéznek meg végiil, akinek szeptikémidja vagy pneumonidja mar
penicillinnel kezelhetetlen lesz (5).” Flemming gondolata, nemcsak a penicillinre, de
minden az 6ta felfedezett antibiotikumra igazza vélt. Az elso tdbldzatban lathaté néhany
antibiotikum csaldd felfedezésének éve, és az idOpont, amikor az antibiotikummal

szemben rezisztens els6 baktérium torzset észlelték (1. tablazat).
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1. tablazat. A kiilonb6z6 antibiotikumok felfedezésének (forgalomba keriilésének), és

az elleniik kialakult rezisztencia elsé észlelésének éve (5,6)

Antibiotikum Felfedezés éve (forgalomba Elsé rezisztencia
neve Kkeriilés éve) felfedezésének éve
szulfonamid 1930 1940

penicillin 1928 (1943) 1946
streptomycin 1943 1959
chloramphenicol 1947 1959

tetracyclin 1948 1959
erythromycin 1952 1988

methicillin 1960 1961

ampicillin 1961 1963

I. generacios 1960-t6l 1968
cefalosporinok

gentamicin 1967 1969

vancomycin 1972 1987

III. generacids 1981 1983
cefalosporin/

cefotaxim

linezolid 1999 2000




DOI:10.14753/SE.2012.1719

Flemming 1928-ban fedezte fel a penicillint, de nagyobb mennyiségii eldéllitasa,
tisztitdsa, gyogydszatban valé alkalmazhatésdga csak 1943-t6l Florey és Chain
munkdssidga nyomdn valt lehetévé. A Gram-pozitiv coccusok valaha 100%-ban
érzékenyek voltak penicillinre, de mara ez mar csak a Streptococcus pyogenesrol
mondhato el.

A Staphylococcusok B-laktamdz termelésiikkel, vagy a B-laktdmok hatdspontjanak,
a Penicillin Binding Protein-nek (PBP) megvaltoztatdsiaval vdlnak rezisztenssé az
antibiotikum csalad kiilonboz6 tagjaival szemben. A megvaltozott kétdhely, a PBP 2a
megjelenéséért a mecA gén felelds, az ilyen methicillin rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA) torzsekkel szemben egyetlen f-laktdm antibiotikum sem képes hatdsat
kifejteni. Ritkdn eléfordulhat a mecA gén hidnyédban is emelkedett oxacillin/methicillin
MIC érték, ennek hatterében P-laktamédz hiperprodukcié 4all. Ezeket borderline
(hatareset) oxacillin rezisztens Staphylococcus aureus, BORSA torzseknek nevezziik
(7).

Az Enterococcusok természetes rezisztenciaval rendelkeznek a cefalosporinokkal
szemben, mert PBP 5-jiik a cefalosporinokat egyéltaldn nem koti meg, de a penicillin
szarmazékokat is csak csokkent affinitdssal. Az E. faecalis-nal el6fordulhat B-laktaméz
termelddésen alapulé alacsony szintli B-laktdm rezisztencia is, a felel0s rezisztencia
gének a Staphylococcusoktol erednek (7).

A Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae €és egyéb Streptococcus
torzsek is olyan PBP enzimekkel rendelkezhetnek, melyek az eredetileg penicillinek
irant érzékeny fajokndl kiillonboz0 szintl rezisztencidk megjelenését eredményezik (7).

Az Enterobacteriaceae csalddba tartozd baktérium fajok szdmos [-laktdm
antibiotikummal szembeni rezisztencidval rendelkezhetnek, ezek egy része intrinsic
kromoszémalis (AmpC enzim), més résziik plazmid-kédolt, melyet a torzsek atadhatnak
egymésnak. A plazmid kédolt TEM (Temoniera) és SHV (szulthidril varidns) enzimek
(Klebsielldkndl kromoszémalisan is jelen vannak) aminopenicillinekkel, 1. generacids
cefalosporinokkal szembeni rezisztencidt eredményezhetnek, ami enzimgatléval
felfiiggeszthetd. Ugyanakkor a plasmid-kédolt kiterjedt spektrumi B-laktamaz (ESBL)
enzimek, melyek a TEM és SHV enzimek génjeinek mutécidja soran alakultak ki, mar
rezisztenciat eredményeznek aminopenicillinek, ureidopenicillinekkel,
carboxypenicillinekkel, 1. 2. 3. és 4. generdciés cefalosporinokkal, valamint

monobactamokkal szemben is. Metallo-B-laktamdz termeld torzsek pedig a
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carbapenemekre is rezisztenssé valnak, ezek ellen csak az aztreonam marad hatékony. A
Pseudomonasok mindezen rezisztencia mechanizmusokat birtokolhatjdk, valamint
megjelenhet ndluk 6néllé carbapenemadz termelddés vagy efflux pumpa mechanizmus is.
A Haemophilusok, Neisseridk és Moraxelldk mind PBP valtozas, mind TEM B-laktamaz
termelése sordn rezisztenssé valhatnak a B-laktdm antibiotikumokkal szemben (7).

A kovetkezd antibakteridlis hatdsu szert, a folsavszintézis-gatlé szulfonamidot
1935-ben Domagk tudta elddllitani. Az Enterococcusok rezisztensek rd, mert
kornyezetiikbol kész folsavat vesznek fel, de mds baktériumok is rezisztencidra tettek
szert vele szemben, a folsavszintézisben részt vevd enzimjeik megvéltoztatasdval,
fokozott prekurzor termeléssel, vagy az antibakteridlis szer inaktivéldsaval (10).

1943-ban Waksman felfedezte az elsé antituberkulotikumot, a streptomycint, de
mdra a Mycobacteriumok nagy része a riboszémadlis kotéhelyiilk mutdcids valtozdsa
kovetkeztében mar rezisztens vele szemben (10).

A kovetkezd 30 évben sorra jelentek meg aminoglikozid szarmazékok, tigymint a
neomycin, a kanamycin, a gentamicin, a tobramycin, a netilmicin, az amikacin, és a
paromomycin. Az elleniik kialakul6 rezisztencidk koziil legfontosabbak az enzimatikus
inaktivacion alapuldk, az acetildld, foszforildlé és nukleotiddld enzimek révén. Az
Enterococcusok ¢és a Neisseria gonorrhoeae streptomycin €s spectinomycin
rezisztencidja a megvaltozott riboszomadlis kotéhely miatt alakul ki, Az
aminoglikozidok baktériumsejtbe jutdsa egy oxigénfiiggd aktiv transzport, igy az
anaerob baktériumok természetes rezisztencidval rendelkeznek veliik szemben. Az
Enterococcusok anaerob metabolizmus révén juthatnak az aminoglikozidokkal
szembeni alacsony szintli rezisztencidhoz. Permeabilitds csokkenés is szerepel a
Staphylococcusok €s Pseudomonasok aminoglikozid rezisztencia folyamataiban
(8,9,10).

Az 1947-ben felfedezett Streptomyces venezuelae éltal termelt chloramphenikol
széles spektrumu fehérjeszintézis gatld szer, de rendkiviili toxicitdsa miatt a fejlett
orszdgokban manapsdg ritkdn haszndljuk. Acetildlds sordn az antibiotikum molekula
inaktivva valik, ez a rezisztencia jellemz0 az Acinetobacter baumannii/calcoaceticus és
Pseudomonas aeruginosa torzsekre (8).

A tetraciklinek 1952-ben keriiltek forgalomba, fehérjeszintézis gatlo, széles
spektrumu antibiotikumok. A természetben is legelterjedtebb antibiotikum rezisztencia,

a gabona magvakon €16 Streptomyces aureofaciens éltal termelt tetraciklinnel szemben
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alakul ki. Ritka a kromoszoémdlis eredetli porincsatorna véltozds, mely miatt az
antibiotikum csokkent mértékben jut a baktériumsejtekbe, gyakori viszont az aktiv
efflux, vagy a riboszémat védo fehérje termelés megjelenése mind a Gram-pozitiv,
mind a Gram-negativ baktériumokban. Ez utébbi két mechanizmus plazmid-kodolt, igy
a baktériumok kozott vertikdlisan is gyorsan terjed (10).

Szintén 1952-ben keriilt forgalomba az els0 makrolid antibiotikum az
erythromycin, melynek szdmos szdrmazéka is ismert; spiramycin, josamycin,
clarithromycin, roxithromycin, dirithromycin és azithromycin. Kémiailag kiilonbozoek,
de hataspontjukban és rezisztencia mechanizmusokban a makrolidokkal egyiitt
targyalhatdk a linkozamid és streptogramin vegyiiletek. Az Enterobacteriaceae csalad
és a nem fermentdlé Gram-negativ palcdk természetes rezisztencidval rendelkeznek a
csoport minden tagjdval szemben. A Staphylococcusok, Streptococcusok eredetileg
érzékenyek ezek irant a fehérjeszintézisgitld antibiotikumok irdnt. A szerzett
rezisztencidk koziil leggyakoribb a riboszomdélis RNS metilaciéja miatt kialakuld
rezisztencia, ami a csoport minden tagjara keresztrezisztenciat eredményez. Az efflux
pumpdk okozhatnak csak a makrolidokkal szembeni rezisztencidt, mig a linkozamid és
streptogramin érzékenység ép marad. Ritka, kiilondsen Staphylococcusokndl fordul eld
enzimatikus bontds, ami csak egy-egy vegyiiletet érint, és leirtak mar permedbilitds
csOkkenésen alapuld rezisztenciat is. Az Enterococcusok clindamycinnel szemben
mindig rezisztensek (10).

1964-ben jelent meg a kinolon antibiotikumok elsd tagja a nalidix-sav, amely csak
az Enterobacteriaceae csalad tagjai dltal okozott huagyuti fert6zések kezelésére volt
alkalmas. A mésodik generécids fluorokinolonok mar Pseudomonas ellenes aktivitassal
is rendelkeznek, de még mindig csak hugyuti infekcidk kezelésére alkalmasak. A nagy
attorést a harmadik generdcidés vegyiiletek megjelenése hozta, ezek meningitis
kivételével minden szisztémds infekcid kezelésére alkalmasak, bar Streptococcus
ellenes hatdsossaguk csak margindlis. A negyedik generaciés fluorokinolonok Gram-
pozitiv baktériumokkal szembeni aktivitdsa erds, hatékonyak anaerob és intracellularis
fertézések ellen is, bar Gram-negativ ellenes hatékonysaguk kissé gyengébb. A
leggyakoribb rezisztencia kialakuldsa a célmolekla, a girdz, vagy topoizomerdz enzim
génjén bekovetkezd muticié kovetkezménye. Ez jelenik meg a Staphylococcusok, a
Streptococcus pneumoniae, a Pseudomonasok és az Enterobacteriaceae csalad esetén.

A rezisztencia masik lehetséges utja a permedbilitds csokkenés, az OmpF porin csatorna
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csokkent mennyisége okolhaté a Pseudomonasok és E. coli ilyen fluorokinolon
csokkent érzékenységéért. Harmadik ut a rezisztencia kialakuldsdban az aktiv efflux
megjelenése, S. aureus és P. aeruginosa torzseknél (10).

1972-ben valt engedélyezett gydgyszerré a vancomycin, 1987-ben mdr
vancomycin rezisztens Enterococcusok (VRE), majd vancomycin mérsékelten érzékeny
Staphylococcus aureus (VISA) torzsek is megjelentek. Az Enterococcusok glikopeptid
rezisztencidja a vanA, vanB vagy vanC gének altal kodolt ligdz termelésnek kdszonhetd,
ezek az enzimek a peptidoglikdn szintézis prekurzorait moédositva, a vancomycin
kotddését megakadédlyozva, tovabbra is lehetOséget biztositanak a transzpeptiddcidhoz.
A Staphylococcusok  glikopeptid  rezisztencidja  multifaktoridlis  eredeti;
sejtfalvastagodas, csokkent mennyiségli és megvaltozott szerkezeti keresztkotések, fals
antibiotikum kotohelyek megjelenése, sejtfal prekurzorok tilzott mennyiségi termelése
és PBP2 tiltermelés is okozhatjdk. Izoldltak mér olyan magasszintli glikopeptid
rezisztencidval bird Staphylococcus torzseket is amelyek vanA gént hordoztak (7).

Az elébb felsorolt néhdny példan is latszik, hogy a baktériumok gyorsan
alkalmazkodnak az djonnan bevezetésre keriild antibiotikumokhoz, az uj
antibiotikumok kutatéinak nehéz veliik 1€pést tartani.

A kutatdsok egyik irdnya meglévd antibiotikumok ujabb szdrmazékainak
vizsgélata, hogy antibakteridlis spektrumuk, bakterialis rezisztencia mechanizmusokkal
szembeni ellendllé képességiik, az alapvegyiilethez képest fokozddjon. Mds kutatdsok
arra irdnyulnak, hogy a baktériumok altal eddig ismeretlen, 1j hatdsmechanizmusokkal
bird, Uj, esetenként tobb tdmaddsponttal is rendelkezd antibakteridlis hatdsu szereket
allitsanak eld. Ilyen 1j hatdsmechanizmussal rendelkezik példdul a daptomycin, egy
ciklikus szerkezetli lipopeptid, mely a bakteridlis membranba beilleszkedve, kalcium
ionok jelenlétében, a membran hirtelen depolariziciéjat, a baktérium pusztuldsat
okozza. A 2000 ota forgalomba keriilt dj antibiotikumok, mint a linezolid,
quinupristin/dalfopristin, vagy daptomycin biztatéan jé hatdsiak a VRE, MRSA és
VISA torzsek ellen.

Tovébbra is nagy gondot okoz a multirezisztens Gram-negativ baktériumok altal
okozott fertozések kezelése. Egy 3,5 éves intenziv osztilyon fekvo betegeket vizsgald
amerikai tanulmény szerint, a betegek 2%-a kolonizalédott ESBL termel0 E. coli vagy
K. pneumoniae torzzsel, és a kolonizéltak koziil a betegek negyede fert6zodott is az

adott baktérium torzzsel (11). Az amerikai honvédségi kérhazakban, kiilondsen az

11



DOI:10.14753/SE.2012.1719

Afganisztdnbdl €s Irakbodl hazatérd sériiltekbdl kitenyészett A. baumannii torzseknél, a
carbapenem rezisztencia eléforduldsa 2 év alatt 13%-r6l 46%-ra nott. A kovetkezd
kezelésre vialaszthaté szerrel, ami toxikus mellékhatdsai ellenére még hatékonynak
szamitott, a colistinnel szemben is egyre gyakrabban jelennek meg rezisztens torzsek
(12). Az Orszagos Epidemioldgiai Kozpont (OEK) surviallance rendszerében 2010-ben
jelentett adatok szerint a magyarorszagi E. coli torzsek 8,1 %-a ESBL termeld, de az
intenziv osztdlyok betegei esetén ez az arany 14,2 %. A. baumannii esetén az OEK
adatai szerint a carbapenem rezisztens torzsek el6forduldsi ardnya 2010-ben
Magyarorszagon 45,1 %, de az intenziv osztalyokon tenyészett A. baumannii torzsek
esetén mar 60%-ot jelentettek (13). Ugyanakkor az elmult négy évben a multirezisztens
A. baumannii (MACI) fertézések szdma is ugrasszerii novekedést mutatott; 2007-ben a
survaillance rendszerben jelentd 78 kérhdzban 84 betegnél igazolédott MACI fert6zés,
2009-ben 230 fertdzést jelentett 81 korhaz, 2010-ben 352 fertdzést jelentett 90 kérhaz
(13).

Szamos kutatds folyik a természetben megtaldlhat6é antibakteridlis szerekkel, mint
potencidlis antibiotikumokkal kapcsolatban. Antibakteridlis hatdsu peptidek az €éldvilag
minden szintjén eléfordulnak, mint az aspecifikus védekezés elsé résztvevéi. Eppuigy
jelen vannak, az eml6soknél (14), mint az izeltldbtaknal (15). Az ismertebb
antibakteridlis peptidek szerkezetiik és hatékonysaguk alapjdn 5 kiilonb6z6 csalddba
csoportosithatéak. A sokszoros cisztein hidat tartalmazé defensinek anti-Gram-pozitiv
aktivitdsdiak, a linedris a-hélix szerkezetli cecropinek és magaininek Gram-pozitiv és
Gram-negativ baktériumok ellen egyarant hatékonyak, a prolinban gazdag peptidek
foként anti-Gram-negativ szerek, mig a glycin-gazdag csoport tagjai Gram-negativ
hatékonysdguk mellett mérsékelt Gram-pozitiv hatdsspektrummal is rendelkeznek. A
csoportok kozott nincsenek éles hatdrok (16). A felemdsszarnytdak alrendjébe tartozé
Podisus maculiventris antibakterialis peptidje, a thanatin szekvencidja nagyban hasonlit
a békakbdl izolalt breveninekéhez. A selyemlepke (Bombyx mori) moricin peptidje
viszont egyetlen mas antibakteridlis peptidhez sem hasonlit (16). Osszeségében minden
antibakteridlis peptidrdl elmondhat6, hogy a baktériumok membranjdhoz kapcsolédva,
vagy azonnali depolariziciét eredményeznek, vagy permedbilitds zavart okoznak. Az
er6s membranroncsold vegyiiletekkel szemben, mint példaul a magainin, a prolin-
gazdag peptidek, ha D-amindsavakat tartalmaznak, veszitenek aktivitdsukbdl. Abbol,

hogy a konfiguricié a hatékonysdgot befolydsolja, arra lehet kovetkeztetni, hogy
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nemcsak a membranhoz kapcsolddva érik el antibakteridlis hatasukat, de valamelyik
intracelluléris kirdlis tulajdonsagokkal rendelkezd makromolekula is a timadaspontjuk
(17). A legtobb prolingazdag antibakteridlis peptid izeltlabiaktél szdrmazik,
elnevezésiik az eredetiiket tiikkrozi, nincs Osszefiiggésben alkotéelemeik szekvencidjaval.
Amerikai kutatok az eurdpai ver6koltdé bodobacsbol (Pyrrhocoris apterus) (1.abra)
1994-ben izolalt pyrrhocoricinen (18) végeztek részletes szerkezet-hatasvizsgalatokat
(20), melyekbe belevontdk a muslicabdl szarmazé drosocint és a vadméhbdl szarmazo
apidaecint is. Ugyan mindhdrom vegyiilet képes megbontani a bakteridlis membran
iondteresztd egyensulydt, ezek a peptidek szintén hatnak intracellularis fehérjékre is.
Modern biokémiai vizsgélatokkal kimutattdk, hogy a f6 célfehérje a 70 kDa nagysagu
DnaK hdsokk protein, ami az eukariota Hsp70 kozvetlen analdgjanak tekinthetd (19).
Osszehasonlité vizsgélatokkal kideriilt, hogy amig a hdrom vegyiilet koziil a
pyrrhocoricin domindnsan a hdsokk proteinhez kotédik, addig a drosocin fejti ki
antibakteridlis hatdsat legerdteljesebben a membran dezintegracidval. A peptidek
molekuléris struktirdjat vizsgalva kideriilt, hogy az N-terminélis szakasz felels a DnaK
kotédésért, mig a C-termindlis szakasz a membran penetraciéhoz sziikséges. A
pyrrhocoricin sokdig alapul szolgdlt uj antibiotikumok kifejlesztéséhez, mivel a harom
vizsgélt vegyiilet koziil tobb jo tulajdonsdgaval is kiemelkedett. A hirom eredeti
vegyiilet koziil a pyrrhocoricinnek volt legerdteljesebb az antibakteriélis hatékonységa,
a teljes biologiai aktivitdsdnak eléréséhez glikolizdci6 nem volt sziikséges, és a
természetes peptid a drosocinhoz hasonlitva egerek szérumdban nagyobb stabilitast
mutatott (20). A természetben taldlhaté Osszes prolingazdag antibakteridlis peptid
szekvencidjanak  Osszehasonlitisa  és a nem  prolingazdag  peptidek
hatdsmechanizmusanak figyelembe vétele utdn késziilt el az a megtervezett szarmazék,
mely erdsebbnek bizonyult a membran destrukcidéban, javult az ellendlldsa a
proteolitikus enzimekkel szemben, és megoOrizte a bakteridlis DnaK-ra gyakorolt
hatékonysagat. Ez a tervezett szdirmazék az (All Peptides Optimized) A3-APO nevet
kapta (21). A névben szerepld A3 kifejezés csak az eludl6 oszlop sorszdma, az APO
rovidités pedig arra utal, hogy ez az Uj vegyiilet minden prolingazdag antibakteridlis
peptid minden eldny0s tulajdonsagét 6tvozi magaban.

Az A3-APO szerkezeti képlete a 2. abran lathat6. Az Asp2-Lys3 dipeptid és
Tyr6-Leu-Pro-Arg-Prol0 pentapeptid fragmensek elengedhetetlenek a DnaK-hoz

kotédésben. Ezek a konzervativ szakaszok (amelyeknek DnaK kotdédését a
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pyrrhocoricin-alapu vizsgalatok idejébdl ismerjiik) az A3-APO-ban is megmaradtak,
csak az N-termindlis végre 3 Uj amindsav keriilt. Ezek koziil a valin-analdg, a
természetben nem eléfordulé 1-amino-ciklohexan-karbonsav (Chex) védi a peptidet az
exopeptiddzok hasitasatol, az ijonnan beépitett arginin és prolin pedig segiti a membran
penetricidt. A C-termindlis vég a membrin penetracidban jatszik fontos szerepet, ide
pozitiv toltésti amindsavak keriiltek tovabbi prolin hozzdaddsaval. Az arginin és prolin
segitik az antibakteridlis peptidek athaladdsat a baktérium membranjan. Az optimizalt
20 amindsavas monomer egy 1,4-diamino-vajsav gerincre épiil fel. A dimer forma
tovdbb noveli a bakteridlis membran roncsol6 hatast (21). Ugyan az A3-APO dimer
stabil humén és egér szérumban ex vivo, és ezzel a tulajdonsdgaval a tervezok elérték
céljukat, egerekbe injektdlva a peptid elbomlik, amikoris az egérvérbdl izoldlhatd
degredacios termék, a 20 amindsavbdl all6 Chex1-Arg20, az alapvegyiilet monomer
valtozata keletkezik (22).

Az A3-APO hatékonynak bizonyult in vitro vizsgélataink sordn szdmos Gram-
negativ baktériummal szemben, ezek egy része mds antibiotikumok irdnt is érzékeny
volt, mas résziik klinikai vizsgalati anyagokbdl izolalt multirezisztens kérokozo volt. In
vivo toxicitdsi vizsgélatainkkal azt tapasztaltuk, hogy intravénds (iv) adagolds
alkalmaval jelentkezik a legalacsonyabb ddézis esetén toxikus tiinet (25 mg/ttkg),
ugyanakkor intraperitonedlis (ip) adagolds esetén még 4 Ordnként 3-szor ismételt
kezelés utdn sem jelentkeztek toxikus tiinetek 20 mg/ttkg dézisndl. Intramuszkuléris
(im) bolus adagoléssal pedig csak 75 mg/ttkg esetén latszodott kisméretli €s gyorsan
elmilé toxikus hatds. Az E. coli szisztémds fertdézések kezelésekor ip adagolt 10
mg/ttkg A3-APO legalabb olyan erdményt ért el, mint a kontrolkezelésnek alkalmazott
40 mg/ttkg imipenem, ESBL termeld torzs esetén is. Az MBL termeld A. baumannii
szisztémas fert6zés kezelésében az iv adott 2,5 mg/ttkg A3-APO kis mértékben javitotta
az egerek tulélési ardnyit a kezeletlen, vagy imipenem kezelt csoporthoz képest.
Ugyancsak szisztémds A. baumannii fert6zés utdn az im 5 mg/ttkg A3-APO kezelés
viszont hatékonyabbnak bizonyult, mint a 40 mg/ttkg imipenem kezelés. A kiillonbozd
A. baumannii sebfertdézéses kisérletek soran bizonyitast nyert, hogy az A3-APO im
adagolédsdval mar 5 mg/ttkg dézisban is kivédi a sebfert6zésbdl kialakulé bakterémiat.
A massziv sebfertdzéssel 1étrehozott szisztémds fert6zésben kivdlé gydgyito,
antibakteridlis hatdssal bir. Naponta egyszeri 5 mg/ttkg A3-APO adagolédssal pedig

kivédhetd a nosokomidlis A. baumannii sebfert6zés is, szamottevéen jobban, mint
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hasonl6 dozisu colistines kezeléssel. Mivel im adagoldssal az 50 mg/ttkg dozis sem
okoz karos, toxikus mellékhatdsokat CD-1 egereken, és hatékony kezelések érhetdk el a
legsulyosabb szisztémads fertdzésekben is tized ekkora ddzissal, érdemes az A3-APO-val
tovabbi kutatdsokat folytatni, egy klinikumban alkalmazhat6 1j antibiotikum

megjelenésének reményében.
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1. abra Pyrrhocoris apterus, ver6kolté bodobacs, 20-szoros nagyitas, sajat felvétel

(H-Chex-Arg-Pro-Asp-Lys-Pro-Arg-Pro-Tyr-Leu-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Pro-Arg-Pro-Val-Arg)2-Dab

2.abra Az A3-APO kémiai szerkezete

A DnaK enzimmel szorosan kapcsolodé részletek aldhuzottak, az eredeti
pyrrhocoricin vegyiiletben is megtaldlhatok. Az N-termindlis végen 1-amino-
ciklohexdn-karbonsav véd az exopeptiddzok hasitdsitdl, a C termindlis részen 1,4-

diamino-vajsav kapcsolja 0ssze a két monomert dimer formava.
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3. Célkittizések

. Munkank sordn célunk volt meghatarozni, hogy az A3-APO, mint a természetbdl izolalt

prolingazdag antibakteridlis peptidek mesterségesen tervezett szarmazéka, az
alapvegyiiletekhez képest in vitro milyen spektrumu és erdsségli antibakteridlis hatdssal
rendelkezik. Ennek érdekében az A3-APO MIC értékét szamos védsarolt American Type
Culture Collection (ATCC) és klinikai anyagbdl izoldlt baktériumtorzson

meghatéaroztuk.

. Kordbbi farmakokinetikai mérések alapjan az A3-APO iv adagolds utian az egerek

vérébdl nem izoldlhatd, csak a Chex1-Arg20 monomer. Farmakokinetikai méréseinkkel
megcéloztuk megmutatni az A3-APO vérszintjének véltozdsat im adagolds utan, amely
terapids modszer tlinik ez id6 szerint a leghatékonyabbnak.

. Toxicitasi vizsgalatokat végeztiink, hogy megallapitsuk mi az a maximalisan beadhat6
A3-APO dozis, amelynél toxikus hatds nem jelentkezik az dllatokon, ez a NOAEL (no
observed adverse effect level) érték. Célunk volt meghatdrozni a NOAEL értéket
egyszeri és ismételt ip, egyszeri iv €s egyszeri im adagoldsok utén is.

Szisztémds E. coli fertdzésekben Osszehasonlité vizsgdlatot végeztiink, hogy
megdllapitsuk a 40 mg/ttkg imipenem in vivo hatdsdt milyen ip dézisi A3-APO
kezeléssel lehet ugyanolyan szinten elérni. Ezzel az 0sszehasonlitdssal a multirezisztens,
ESBL termeld E. coli infekciok kezelésére szeretnénk az A3-APO-t, mint alternativ
kezelési lehetdséget felmutatni.

Szisztémds, MBL termeld A. baumannii fert6zésben célunk volt megvizsgdlni, hogy
hatékony-e az A3-APO akar iv, akdr im adagolds utdn.

Célunk volt megéllapitani, hogy kiillonbozé modellekkel, a multirezisztens A.
baumannii sebfertdzés, és a beldle kialakuld szisztémas fert6zés gyodgyithaté-e A3-APO
im adagolaséval.

Célul thztiik ki bizonyitani, hogy a naponta egyszer im adagolt 5 mg/ttkg A3-APO
megvédi az egereket az altalunk A. baumanniival kisérletesen eldidézett, és az egerek
kornyezetében fellelhetdé egyéb kontamindns baktériumok altal okozott nosokomidlis

sebfertozésekkel szemben.
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4. Anyagok és Mddszerek
4.1. Felhasznalt baktérium torzsek
4.1.1. In vitro mérésekhez hasznalt baktérium torzsek

Az in vitro MIC mérésekhez 13 kiilonbozé Escherichia coli, 13 Klebsiella
pneumoniae, 2 Salmonella enterica serovar Typhimurium, 5 Enterobacter cloacae, 9
Acinetobacter baumannii, 5 Proteus vulgaris, 3 Enterococcus faecalis és 8 kiilonb6zo
Pseudomonas aeruginosa torzset hasznaltunk, melyek részben ATCC, részben klinikai

anyagbdl izoldlt torzsek voltak.
4.1.2. In vivo mérésekhez hasznalt baktérium torzsek

Az in vivo vizsgdlatokhoz az in vitro mérések eredményei alapjan olyan
torzseket vélasztottunk, melyekkel sikeriilt a vizsgélati modellnek megfeleld fertdzést a
CD-1 egereken létrehozni.

Intraperitonedlis fertdzéshez E. coli Neumann és 5770, A. baumannii BAA-1805 ATCC
torzseket hasznéltunk.

A sebfertézéses modellnél is az A. baumannii BAA-1805 baktériumtorzs keriilt
felhaszndlasra, ezt a torzset eldszor egy Afganisztanban sériilt kanadai katona sebébdl
izolaltak (23).

Az E. coli 5770 Extended Spectrum B Lactamase (ESBL) termeld, az A. baumannii
BAA-1805 pedig Metallo Beta Laktamase (MBL) termel6 torzs.

4.1.3. Altalanos bakterioldgiai médszerek

A klinikai anyagbdl izolalt baktériumtorzsek azonositdsa részben a tenyésztés
utdni hagyomdnyos csoves biokémiai eljardsokkal, részben automata identifikdlod
moédszerek haszndlataval tortént: ATB, API 20E, API NE, VITEK II, VITEK III
(Diagnosticum Zrt). A baktérium torzseket -20 °C-on Cryobank (MAST Frank

Diagnosztika Kft) rendszerben taroltuk. A torzsek rutinszer(i tenyésztését véres agaron
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(bioMérieux) végeztik 37 °C-on. Antibiotikum érzékenységi vizsgalatokhoz Miiller-
Hinton (MH) (bioMérieux) tdptalajt hasznaltunk. A klinikai izoldtumok esetén, a
fenotipusosan megmutatkoz6 rezisztencia mechanizmussal rendelkezd torzseket
kivalasztottuk, és a rezisztencidért felelds gének jelenlétét PCR-rel igazoltuk. Az igy
bevizsgalt torzseket hasznéltuk fel az in vitro A3-APO érzékenységi vizsgalatokhoz.
Amennyiben a kisérlethez meghatarozott csiraszamu baktérium szuszpenzidra volt
sziikség, azt eldzdleg elkészitett CFU/ODgyy kalibraciés gorbék segitségével
denzitometrids modszerrel allitottuk be, 1 cm tthosszisdgd egyszerhaszndlatos
milanyag kiivettdkban (GREINER), melyeket a mérés eldtt gazsterilizdltunk. Minden
torzsre kiilon kalibracids gorbét haszndltunk. Ha a kisérletekhez a mérési hatar alatti
csiraszdmra volt sziikség, a szuszpenziés toménységet 10° CFU/ml-re allitottuk, és
ebbdl a baktérium szuszpenziobdl végeztiink higitdst. A kisérletekben felhasznalt
szuszpenzidok baktérium strliségét sorozathigitdsokbodl tortént kioltdssal €s telepképzd

egység meghatdrozassal ellendriztiik €s igazoltuk.

4.2. Felhasznalt anyagok

4.2.1. Antibakterialis peptidek

Az A3-APO peptid és a kontroll analégok egy CEM (North Carolina, USA)
Liberty tipusi automata peptid szintetizdtoron standard Fmoc (9-fluorenilmetiloxi-
karbonil) N-termindlis véddcsoport felhaszndldsdval késziiltek. A peptideket trifluor
ecetsavval (TFA) hasitottdk le a gyantar6l. A hagyomanyos viz/acetonitril/TFA
rendszerben végrehajtott forditott fazisi nagy hatékonysiagu folyadék kromatografids
(HPLC) tisztitds utdn 2 %-os vizes ecetsavas liofilizalas tortént, hogy a kromatografia
utan fennmarado olddszerek és trifluorecetsav ionok is eltlinjenek a prepardtumbdl. A
kész peptid magas tisztasdgi fokat mdtrix-segitett 1ézer ionizacidés és deszorpcids
tomegspektrometridval igazoltdk (24). Az egyes kisérletek ismételt elvégzésekor
kiillonbozd gyartdsi sarzsbol szarmazd peptideket hasznaltunk, hogy kizarhaté legyen
valamilyen a gyartds sordn bekeriil6 kontaminans szer antibakterialis hatdsa.

A colistin szulfat készitményt (15,000 [U/mg) a Sigma-Aldrich Kft (Budapest,

Hungary)-t6l vasaroltuk.
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4.2.2. Egyéb antibiotikumok

Imipenemet az MSD Hungary Merck-t6l vasaroltunk tienamycin-formamidine-
monohydrate-sodium-cilastatin formédban, amely Tienam néven van forgalomban.
A felhasznalt meropenemet az AstraZeneca Hungary Meronem néven meropenem-
trihidrat formédban forgalmazza.

Amoxicillin a Sigma-Aldrich Kft-tdl keriilt beszerzésre.

Ciprofloxacinb6l a Teva Hungary Ciprofloxacin-Human készitményét

hasznaltuk.

4.2.3. Egyéb a kezelések soran felhasznalt anyagok

Na-barbituratot, dietil étert és Cisplatint, cis-diammineplatinum-dichlorid
formdban a Sigma-Aldrich Kft-t6l visaroltunk.
Ketamint Calipsol formdban a Richter Gedeon Zrt; xilazint CP-Xylasin A.U.V

2%-o0s injekcié formaban a Medicus Partner Kft-tdl vettiink.

4.3. In vitro antibakterialis hatas vizsgalata

Az in vitro antibakteridlis hatds vizsgdlatdhoz 96 lyukd mikrotitrator lemezt
hasznaltunk (Bovimex Hungary Kft). A mikrodiliciés Minimdlis Inhibitor
Koncentraci6 (MIC) meghatarozdsanak végtérfogata 100 pl volt. Miiller-Hinton
levesben (Biolab) készitettiink 5x10° CFU /ml csiraszdmi baktérium szuszpenziot,
melyet a vizsgalt antibakteridlis szer feles 1€ptékii sorozathigitdsanak 50 pl térfogatdhoz
adtunk hozza. Az antibakteridlis szerek higitdsanak kezdd legmagasabb koncentracidja
128 vagy 64 mg/l volt. A tenyészetek 37 °C-on 16-20 6rds razas nélkiili inkubdaciora
keriiltek, majd 600 nm-en abszorbancia (Agyp) mérés kovetkezett. MIC-nek azt a
legalacsonyabb koncentraciot tekintettiik, amelynél az inkubdcié utdni Agyp nem
novekedett a kiindulasi érték abszorbancidjahoz képest. Az objektiv miiszeres mérést a
hagyomanyos MIC méréssel is megerdsitettiik; 100 pl Miiller-Hinton levesben feles
1éptéki higitast készitettiink a vizsgdlandé antibakteridlis szerbdl 256 mg/1 kiindulasi
koncentraciotol 0,5 mg/l—ig. Ehhez az oldathoz adtuk hozza a 24 6ras szilard taptalajon

tenyésztett baktérium torzsek 0,5 McFarland strtségl fiziol6gids séoldatban késziilt
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szuszpenzidjanak 10-10 pl mennyiségét. 24 dra razds nélkiili inkubdélds utin sotét hattér
mellett szabad szemmel a zavarosodést figyelve allapitottuk meg a MIC értékeket.
Mindkét moédszer utin Minimalis Baktericid Koncentraciot (MBC) is mértiink. A MIC
értéket megel6z6 eggyel higabb oldattél kezdve, €s minden toményebb mintabdl 10 pl
mennyiséget szilard Miiller-Hinton tiptalajra oltottunk. MBC-nek azt a legkisebb
antibakteridlis szer koncentraciot tekintettiik, melynél mar 24 6rds inkubdlds utdn nem
jelentek meg telepek a szilard taptalaj felszinén.

Tobb baktériumtorzs esetén az A3-APO aktivitdst amoxicillin, meropenem és
ciprofloxacin aktivitdshoz hasonlitottuk, in vitro mindegyik vegyiilet MIC értékét
meghatarozva, hogy az in vivo kisérletekhez haszndlhat6 torzseket és a kontrolkezelés
antibiotikumait kivalasszuk.

Az in vivo kisérletekben szerepld baktérium torzseknél meghatdroztuk azoknak az
antibiotikumoknak a MIC értékét is, amelyeket kontrolkezelésnek hasznaltunk. gy az
E. coli Neumann és 5770 esetében imipenem, az A. baumannii BAA-1805 esetén

imipenem és colistin MIC meghatdrozas is tortént.

4.4. In vivo kisérletek

4.4.1. Felhasznalt allatok

Minden in vivo méréshez CD-1 néstény egereket hasznaltunk, amiket a Charles River
Magyarorszag Kft-t6l vasaroltunk. Az egerek egységesen 20-25 g testtomegiiek voltak a
felhaszndlds idOpontjdban. Egy-egy ,2” tipusi ketrecben 3-5 éllatot helyeztiink el,
alomként puha héncsot hasznaltunk. 21-25 °C kozétti dllandé homérséklet mellett olyan
helyiségben voltak a ketrecek, ahol a 12 drankénti sotét-vildgos ciklusok valtozdsa
biztositott volt. Ivovizhez €s szdraz ragcséalé eledelhez az éllatoknak folyamatos szabad
hozzaférést biztositottunk. A kezeléses vizsgalatokat az dllatok 3 hetes akklimatizdcidja
utdn kezdtiik. Minden 4llatot csak egy vizsgalathoz hasznéltunk fel, ennek végeztével az
allatok eutandzidja 150 mg/ttkg (test tomeg kilogramm) Na-barbiturét felhasznaldsaval,
vagy dietil éter belélegeztetésével tortént. Az dllatok elhelyezése és kezelése a 243/1998
Korményrendelet az 4llatkisérletek végzésérdl alapjan a Semmelweis Egyetem
Egyetemi Allatkisérleti Bizottsdg (EAB) engedélyével, és a Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsdg (MAB) ellendrzése mellett tortént, engedély szdma: 399/003/2005.
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4.4.2. Toxicitas vizsgalatok

Az A3-APO toxicitdsanak vizsgélata is tobbszor ismételve, mindig mas gyartasi
sarzsbol szarmazé peptid felhaszndldsdaval tortént, hogy a gyartds €s tisztitds sordn a
termékben maradt egyéb szerek toxicitdsa kizarhaté legyen. Az A3-APO feloldasa
minden esetben desztilldlt vizben tortént, az 4llatok testtomegiiknek megfeleléen
grammonként 10 pl folyadékban kaptdk meg a kiillonbozé toménységben feloldott
peptidet.

Eldészor 10, 25, 50 mg/ttkg mennyiségli peptid akut toxicitdsat vizsgaltuk ip
egyszeri adagolds utdn. Az ismételt adagolds toxicitdsi vizsgdlatdhoz a hatékonysdgi
vizsgdlathoz haszndlt mennyiségeket; 10, 20 és 40 mg/ttkg dézisokat adtunk ip
haromszor ismételve négy éranként.

Az 1v toxicités értékeket 10, 25 és 50 mg/ttkg A3-APO egyszeri adagoldsa utdn
hataroztuk meg.

Az im vizsgélatok sordn akut toxicitasként eloszor 20, 40, 60 mg/ttkg A3-APO-t
kaptak az allatok egy bdlusban a bal hits6 comb izomzatukba. Masodik méréskor a
boélusok peptid tartalmat 25, 50, 75 és 100 mg/ttkg-ra emeltiik. Ezzel a méréssel
parhuzamosan colistin-szulfat akut toxicitdsat is vizsgaltuk, szintén 25, 50, 75 és 100
mg/ttkg adagban kaptak antibiotikumot a vizsgélatban résztvevd egerek a bal hatsé
combjukba.

Az akut toxicitdsi vizsgdlatok sordn a kezelés utdn 24 Ordn keresztiil
megfigyeltiik az egerek viselkedését. Az ismételt adagolas toxicitasi vizsgalatakor is az
egerek viselkedését figyeltiikk, de az utoljara kapott kezelés utdn még 24 ordig. Az
allatok viselkedésében a kovetkezd jelenségeket figyeltiilk meg: 6sszehuzdédott szemrés
megjelenése, szOrzet csapzottsiga, a mozgds, az étkezés €s ivas sziineteltetése,
0sszebujads csoportokba, remegés, aluszékonysdg és elhaldlozds. A tiléld allatokat a
megfigyelési 1d6 elteltével tulaltatds utdn felboncoltuk, belsé szerveiket

makroszképosan megvizsgaltuk, hogy toxikus jel latszodik-e rajtuk.

4.4.3. Farmakokinetikai vizsgalatok

A farmakokinetikai vizsgdlatokhoz 100 pg A3-APO (5 mg/kg) peptidet 200 ul
steril foszfat pufferalt séoldatban (PBS) (pH 7.2) oldottunk fel, amit egyszeri adagban
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egészséges 20 g tomegli CD-1 ndstény egerek bal hitsé combjaba im injektdltunk be.
Minden mérési idoponthoz négy egértdl vettiink vért, de egy-egy egeret csak két
idopontban haszndltunk. A vérvétel az egerek szemzigabol iiveg kapillaris (Clinitubes
WIP Kft Budapest) haszndlataval tortént. A peptid beaddasakor (0 perc), majd 5, 15, 45,
90 és 120 perccel a kezelés utdn 100-100 pl vér levétele tortént. A levett mintdkat
azonnal 5,000 rpm fordulatszdmon lecentrifugdltuk, hogy a plazmat a vér sejtes
elemeitdl elvédlasszuk, majd a plazma 60 pl mennyiségéhez 20 pl triklér ecetsav (TCA)
15%-0s vizes oldatidt adtuk. 12,000 rpm fordulatszamon ismételt centrifugéldssal a
feherjeket kicsaptuk. A feliiliszét két részre osztottuk. Egyrészt a peptid bomlasi
termékeit  vizsgdltuk, 0.5 ul felilisz6 Voyager matrix-segitett lézer
ionizdcids/deszorpcids tandem tomeg spektrométerre keriilt (MALDI-TOF/TOF-MS,
Applied Biosystems, Weiterstadt, Germany) matrixként o-ciano-4-hidroxifahéjsavat
haszndlva. Az abszorbancia mérés 214 nm-en tortént.

A feliillisz6 madsik felének kvantitativ analizisére forditott fazisi HPLC-t (high
performance liquid chromatography, nagy hatékonysdgi folyadék kromatografia)
hasznéltunk. 210 ul oldatot egy olyan C18 oszlopra vittiink fel, amit 10 ng-10 ug A3-
APO peptiddel kalibraltunk.

4.4.4. Hatékonysagi vizsgalatok Escherichia coli szisztémas fert6zések
kezelésében

Az els6 vizsgélat alkalmdval az E. coli Neumann baktériumtorzsbol 1,1 x 10’
CFU/ttkg mennyiségli baktériumot kaptak az egerek ip. Csoportonként 5 dllatot
vizsgaltunk, az els6 csoport nem kapott antibakteridlis kezelést, a masodik csoport 40
mg/ttkg ip imipenem kezelésben részesiilt, a harmadik csoport 2,5 mg/ttkg, a negyedik
csoport egerei 10 mg/ttkg, az 6todik csoport egyedei 20 mg/ttkg A3-APO-t kaptak ip.
Az antibakteridlis kezelések a fert6zés utan 30 perccel, majd 4 és 8 6ra milva torténtek.
Ot napig tarté megfigyelés soran feljegyeztiik a tiilélé egyedek szamit.

A masodik kisérletben az E. coli 5770, ESBL termel0 torzset hasznaltuk. A
baktériumot 1,6x10° CFU/g mennyiségben fiziologids dextrdn oldatban kaptdk az
allatok ip (25). A kezelés a fertdzés utan 4, 8 és 12 6raval tortént. Csoportonként 10
egeret haszndlva kezeletlen kontrol, 2,5 mg/ttkg A3-APO, 5 mg/ttkg A3-APO, 10
mg/ttkg A3-APO és 40 mg/ttkg imipenem kezelés hatékonysagat hasonlitottuk Ossze.
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Minden kezelés eldtt és az utols6 kezelés utdn 4 Oraval csoportonként 3-3 egér
farokvéndjabol 10 pl vért vettiink, vér baktérium csiraszdm meghatdrozasra. A kisérlet
utdn a talélo egyedek viselkedését még 5 napig megfigyeltiik.

A harmadik kisérletsorozat esetén harom nappal az antibakteridlis hatékonysagi
vizsgalat kezdete eldtt az allatok egyszeri dézisban 18 mg/ttkg cisplatint kaptak ip. Az
allatokat ip. 1,2x10® CFU/ g E. coli 5770 baktériummal fertdztiik. A kezeletlen kontrol, a
10 mg/ttkg A3-APO, a 20 mg/ttkg A3-APO és a 40 mg/ttkg imipenem kezelt
csoportban is 10-10 egér volt. Minden kezelés el6tt és az utols6 kezelés utan 4 6rdval
csoportonként 3-3 egér farokvéndjabol 10 pl vért vettiink, vér baktérium csiraszdm
meghatarozasra. A kisérlet utdn a tuléld egyedek viselkedését még 5 napig
megfigyeltiik.

A masodik és harmadik kisérletet legalabb két alkalommal megismételtiik. Az

ismétlések sordn kapott eredményekbdl atlagot és szordst szamoltunk.

4.4.5. Hatékonysagi vizsgalatok Acinetobacter baumannii szisztémas
fert6zések kezelésében

Az A3-APO antibakteridlis hatékonysagit A. baumannii szisztémas fert6zésben
harom kiilonb6z6 modellben vizsgaltuk. Minden kisérletsorban csoportonként 7-7 egér
volt.

Az elsé vizsgdlat sordn a CD-1 néstény egereket ip 4 x 10'CFU/g A. baumannii
BAA-1805 baktériummal fertdztiik, majd 4, 8 és 12 d6rdval a fertdz€s utan 2,5 mg/ttkg
imipenem, illetve A3-APO kezelést kaptak iv.

A misodik préba sordn az egereket 2x10° CFU/g mennyiségli baktériummal
fertdztiik ip, majd 4, 8, 12 déraval a fertdz€s utan 5 mg/ttkg A3-APO, illetve 40 mg/ttkg
imipenem kezelést kaptak im.

A harmadik modellben 3x10" CFU/g A. baumannii ip fertdzés utén 4, illetve 8
oraval 5 mg/ttkg A3-APO vagy 40 mg/ttkg imipenem im kezelésben részesiiltek az
egerek.

Az antibakteridlis kezelések helyének sorrendje minden esetben a kovetkezd
volt: jobb majd bal hits6 comb, hdromszori kezelés esetén utoljara jobb els6 comb
izomzata. Mindhdrom kisérletnél a kezelés befejeztével még 24 6raig megfigyeltiik az

allatok viselkedését, és a tulélok szamat idoben feljegyeztiik. Vér baktérium csiraszdm
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meghatdrozashoz minden kezeléskor és az utolsé antibakteridlis kezelés utdn négy

ordval az egerek farokvéndjabol 10 pl vért vettiink.

4.4.6. Hatékonysagi vizsgalatok kiilénb6z6 sebfert6zés modellekben

Mindegyik kisérlet sorozat esetén standard méretii égett sebet hoztunk létre a
vizsgalt egerek hatin. Az dallatokat elaltattuk 6 mg/kg ketamin és 1 mg/kg xylazin
felhaszndldsaval, és leborotvalt boriikon égett sebet hoztunk 1étre egy 11 mm atmérdja
90 °C-ra izzitott 1 g tomegii fém sily hozzéérintésével (26). A sily egy éppen mér nem
fesziil® zsinegen l6gva ért hozza az egér boréhez, igy csak a sajét silya okozott a seb
létrehozdsakor nyomadst. A behatési id0 2 perc volt. A sebek fert6zése a seb kialakitdsa
utdn 3 ordval tortént kiilonboz6 mennyiségli A. baumannii BAA-1085 baktériummal. A
kiilonboz6 kisérletek més-més idopontjaiban farokvéndbdl vett vérbdl, és a kimetszett
sebekbOl baktérium csiraszdmot hatdroztunk meg. A vérbdl tomény kioltdst is
készitettiink {gy a baktériumok kimutathatésdgi szintje 10° CFU/ml. A kimetszett
sebeket lemértiik, felapritottuk kb. 2 mg nagysdgiakra, homogenizaltuk, majd 1-1 mg
mennyiséget toményen, a tovdbbi mennyiségeket fizioldgids soéoldatban feloldva
oltottunk ki csiraszim meghatdrozashoz. A baktérium kimutathatésdg szintje igy 10"
CFU/mg volt.

LA” kisérlet sorozat: Az alacsony csiraszamu A. baumannii naponta ismételt

fertézés és A3-APO napi kezelések modellt haszndltuk annak vizsgdlatdra, hogy a
baktérium 4ltal okozott nozokomidlis fertézések az A3-APO-val kivédheték-e. 2x10°
CFU/seb/nap mennyiségben A. baumannii BAA-1805 baktériummal fertéztiink 5
egymas utdni napon 6 egeret. Az elsO bakteridlis megfertézés az égett seb kialakitdsa
utdn 3 d6raval tortént. Harom egér 5 mg/kg A3-APO kezelést kapott kozvetlen a fertdzés
utdn im a 0., 1., 2., 3., és 4. napokon. Harom 6rdval a fertdzés utdn, valamint a 2. és 4.
napon vért vettiink az dllatok farokvéndjabol vér baktérium csiraszdm meghatdrozashoz.
Az 5. napon dietiléter inhaldciéval az egereket tilaltattuk, sebeiket baktérium csiraszam
meghatdrozashoz kimetszettiikk. A kontroll csoport 3 egerének sebét fertdztiik naponta,
de semmilyen antibakteridlis kezelést nem kaptak.

,B” kisérlet sorozat: Egyszeri magas csiraszamu A. baumannii fert6zés esetén

Osszehasonlitottuk egyszeri A3-APO, imipenem és colistin kezelés hatékonysagét a

kialakult bakteriémia és a fertézott seb gyégyitasdban. 7.2x10° CFU/seb A. baumannii
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BAA-1805 baktériummal 28 egér égett sebét fertoztik a fent leirt modszerrel. Az
egereket négy csoportra osztottuk. Az elsd 7 tagd csoport allatai nem kaptak semmilyen
antibakteridlis kezelést, a masodik csoport 5 mg/kg A3-APO-t, a harmadik 5 mg/kg
colistint, végiil a negyedik csoport 40 mg/kg imipenemet kapott egyszeri dézisban im
kozvetlen a fert6zés utdn. 1, 2, 3 és 4 ordval a kezelés utdn az egerek farok véndjabol
vért vettlink baktérium csiraszdim méréshez. A tdlélé 4llatokat az 5. napon
lefényképeztiik, dietil éter tdlaltatdssal elpusztitottuk, sebeiket kimetszettiik és
meghatédroztuk a seb baktérium csiraszamot.

., C” kisérlet sorozat: Extrém magas csiraszdmu egyszeri A. baumannii fertdzés,

naponta ismételt A3-APO, imipenem és colistin kezelés 5 napig. 2x10"" CFU/seb A.
baumannii BAA-1805 baktériummal fertéztiik 28 egér égett sebét a 0. napon. Az
egereket négy csoportra osztottuk. Az els6 7 egyedbdl all6 csoport nem kapott
semmilyen antibakteridlis kezelést. A kovetkezd csoport 5 mg/ttkg A3-APO, a
harmadik csoport 5 mg/ttkg colistin, a negyedik pedig 40 mg/kg imipenem kezelést
kapott im a 0., 1., 2., 3., és 4. napon a fert6zéstdl szamitva. A tilélo egereket dietil
éterrel tulaltattuk az 5. napon, sebeiket kimetszettilk, megmértiik a sebek baktérium
csiraszamat.

Az A3-APO hatdsa a nem fertdzott égett sebeken: Az égett sebet létrehozasa

utdn nyolc egér esetén nem fertfztik be baktériummal, de négyen semmilyen
kezelésben sem részesiiltek, mig a masik négy egér az égetés utdn 3 oraval és az azt
kovetd 4 egymds utdni napban 5 mg/ttkg A3-APO-t kapott im. Az 6todik napon az
allatokat dietil éter belélegeztetésével talaltattuk, a sebeiket szdvettani vizsgdlathoz
kimetszettiik, pH 7.4 melett 10%-os pufferolt formaldehid oldatba helyeztiik a kivagott
szovetdarabokat. 24 o6rds fixdlds utdn a mintdkat etanollal és methylbenzodattal
dehidraltuk 1 6ran keresztiil, majd a szovetdarabokat xylenbe athelyeztiik és paraffinba
agyaztuk. 6 micron vastagsdgui paraffin metszeteket készitettiink, majd deparaffindlas
utdn hematoxylin eosinnal megfestettik. Zeiss fénymikroszkép segitségével

fényképeket készitettiink a szovettani metszetekrdl 100-szoros végsd nagyitasban.

4.5. Statisztikai szamitasok

A statisztikai értékelés szamitasai a STATISTICA szoftver 10 verzidjaval
(StatSoft, Inc. 2011.) késziiltek. Az in vivo kisérletek tulélési adatait a Gehan’s
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Wilcoxon teszttel, a csiraszam véltozdsokat két mintds ¢-prébaval hasonlitottuk dssze. A
szamolt p érték az a valdszinliség, amellyel a probastatisztika a taldlt, vagy anndl
nagyobb értéket vesz fol, amennyiben a nullhipotézis igaz, vagyis pusztin a véletlen
ingadozdsnak tulajdonithatéan. Minél kisebb ez a p érték, anndl kisebb a valdszintisége,
hogy a véletlen miiveként vegyen fol legaldbb akkora értéket, amekkordt taldltunk,
vagyis anndl biztosabbak lehetiink benne, hogy az nem a véletlen kovetkezménye,
hanem valdsdgos eltérésé. Akkor mindsitjiik a kiilonbséget statisztikai értelemben

szignifikdnsnak, ha p<0,05.
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5. Eredmények

5.1. In vitro antibakterialis hatéekonysag

Mind az 5 kiilonbozé Proteus vulgaris, 3 Enterococcus faecalis és 7
Pseudomonas aeruginosa torzs esetén az A3-APO MIC értéke 64 mg/l-nél nagyobb
volt. 1 P. aeruginosa torzs esetén a MIC 64 mg/l volt. Az MBC érték mindegyik torzs
esetén 256 mg/1 folott volt.

Az Escherichia coli torzsekre vonatkozé6 MIC/MBC értékek a kovetkezOképpen
alakultak: 2 mg/l / 32 mg/1: 1 torzs, 4 mg/l / 32 mg/l: 2 torzs, 8 mg/l / 64 mg/l: 3 torzs,
16 mg/l / 64 mg/l: 2 torzs, 32 mg/l / 256 mg/l: 3 torzs, 64 mg/l / 256 mg/l: 1 torzs és 1
torzs esetén nagyobb, mint 64 mg/l / 256 mg/I1.

A Klebsiella pneumoniae torzsek érzékenysége (MIC/MBC) is hasonlé volt A3-
APOQ irant: 1 torzs: 4 mg/l1/ 16 mg/l, 2 torzs: 8 mg/1/ 64 mg/l, 5 torzs: 16 mg/l / 64 mg/l,
2 torzs: 32 mg/l / 128 mg/l, 1 torzs: 64 mg/l1/ 128 mg/1 és 2 tdrzs nagyobb, mint 64 mg/l
/256 mg/1 értékkel birt.

A vizsgalt két Salmonella enterica serovar typhimurium egyiknél 8 mg/l / 32
mg/l, a mésikndl 32 mg/1/ 128 mg/1 voltak az A3-APO MIC/ MBC értékek.

A vizsgdlt Enterobacter cloacae torzsek koziil egynek 4 mg/l / 32 mg/l,
haromnak 8 mg/l / 64 mg/l és az utolsénak 16 mg/l / 128 mg/l volt az A3-APO
minimalis inhibitor/ baktericid koncentracidja.

9 kiilonb6z8 Acinetobacter baumannii torzsnél hatdroztuk meg az A3-APO
MIC/MBC értékét, haromndl 32 mg/l / 256 mg/l, haromndl 64 mg/l / 256 mg/l,
haromnadl t6bb mint 64 mg/1 /256 mg/1 volt.

Az E. coli HK 179 torzs esetén nemcsak az A3-APO, hanem masik harom
antibakteridlis szer MIC értékét is meghataroztuk. A 3. abra mutatja, hogy az inkubécio
20. 6rgjédban a vizsgélt antibakteridlis szerek kiilonb6z0 koncentracidi koziil melyik
gdtolta a baktérium szaporoddsat, ahol valtozatlan maradt a kezdeti 600 nm-en mérhet6
abszorbancia. Az E. coli HK 179 t6rzsnél az ampicillin MIC értéke nagyobb, mint 128
mg/l, a meropenemé 2 mg/l, a ciprofloxaciné is nagyobb, mint 128 mg/l és az A3-APO-
¢ 8 mg/1 volt.

Az in vitro MIC meghatarozas eredményeit a 2. tablazat foglalja 6ssze.
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Az in vivo mérésekhez haszndlt baktériumtorzsek esetén meghatdroztuk a
kontroll kezelésnek haszndlt antibiotikumok MIC értékeit is, E.coli Neumann imipenem
MIC értéke 0,5 mg/l, E.coli 5770 imipenem MIC értéke 1 mg/l volt. Az in vivo
kisérletbe vont A. baumanii BAA-1805 imipenem MIC értéke 32 mg/l, colistin MIC
értéke 0,5 mg/l volt.

2. Tablazat. Kiillonb6z6 baktérium torzsekre vonatkozo A3-APO MIC értékek (mg/l)

Baktérium faj (vizsgélt torzsek MIC mg/1 (torzsek szama)

szama)

Proteus vulgaris (5) >64 (5)

Enterococcus faecalis (3) >64 (3)

Pseudomonas aeruginosa (8) >64 (7), 64 (1)

Escherichia coli (13) 2(1),4(2),8(3),16(2),32(3),64 (1), >64
(1

Klebsiella pneumoniae (13) 4(1),8(2),16(5),32(2),64 (1), >64 (2)

Salmonella enterica (2) 8(1),32(1)

Enterobacter cloacae (5) 4(1),8(3),16 (1)

Acinetobacter baumannii (9) 32 (3), 64 (3), >64 (3)
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3. abra. A 20 6réas E.coli HK 179 tenyészet 600 nm-en mért abszorbancidja A3-APO,
ciprofloxacin, amoxicillin és meropenem koncentraciok fiiggvényében.

A E. coli HK 179 torzsre vonatkozé MIC értékek: ampicillin >128 mg/l, meropenem 2
mg/l, ciprofloxacin >128 mg/l és A3-APO 8 mg/I1.
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5.2. In vivo vizsgalatok eredményei

5.2.1. Toxicitasi vizsgalatok eredménye

Elséként 10, 25, 50 mg/ttkg mennyiségben ip egyszeri adagban adott peptid akut
toxicitasat vizsgaltuk. 10 mg/ttkg adagndl semmilyen koros reakcié nem volt az
egereken tapasztalhatd. 25 mg/ttkg A3-APO egyszeri ip adagoldsa utdn az egerek
csoportokban 0sszebuijva helyezkedtek el, 2-3 6rdn keresztiil, mind mozgasukban, mind
evés-ivas terén lecsokkent az aktivitdsuk. 50 mg/ttkg A3-APO egyszeri ip dézistdl az
allatok elpusztultak.

Az A3-APO ip ismételt adagolds toxicitdsi vizsgdlatdhoz a hatékonysagi
vizsgalathoz haszndlt mennyiségeket; 10, 20 és 40 mg/ttkg d6zisokat adtunk haromszor
ismételve négy oranként. A 3 x 20 mg/ttkg ismételt dézis nem okozott a vizsgalt
allatokban semmilyen toxikus tiinetet, de a 40 mg/ttkg haromszor ismételt dézis utan,
bar tilélték a kezeléseket az egerek, boncoldsi leletként esetiikben szdmos belsd vérzést
talaltunk.

Az iv toxicitas értékeket 10, 25 és 50 mg/ttkg A3-APO egyszeri adagoldsa utian
hatdroztuk meg. 50 mg/ttkg A3-APO iv adagolds soran az dllatok 2 percen beliil mind
elpusztultak. Boncoldsuk sordn itt is szamos belsd vérzést talaltunk. 25 mg/ttkg iv ddzis
utdn is eldjultak az egerek, de 8 perc eszméletvesztés utin magukhoz tértek, és 10
perccel a kezelés utdn viselkedésiikben mar semmilyen kéros nem volt tapasztalhat6.
Boncolasukkor makroszképos koros eltérést nem taldltunk. 10 mg/ttkg iv A3-APO nem
okozott toxikus hatast az allatokon, sem viselkedésiikben, sem bonctani leletiikben.

Az im vizsgélatok sordn akut toxicitdsként eloszor 20, 40, 60 mg/ttkg A3-APO-t
kaptak az éllatok egy bolusban a bal hatsé6 comb izomzatukba. Bar kozvetlen a peptid
beaddsa utdn a dozistdl fliggetleniil az allatokon latszott, hogy mozgésuk lelassult, a bal
hatsé ldbukat nem mozditottdk, &allapotuk gyorsan rendezddott, tiinetiik hamar
megsziint. Valosziniileg a peptid eldallitdsa sordn trifluér ecetsav maradhatott a
prepardtumban helyi diszkomfort érzést, vagy fdjdalmat eredményezve. Ezt az A3-APO
sarzsot ujra liofilizaltuk higitott ecetsav oldatbdl, majd az antibakteridlis hatdsvizsgalat

soran felhasznaltuk. Ekkor mar nem volt semmilyen karos hatds tapasztalhato.
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Misodik méréskor a bolusok peptid tartalmat 25, 50, 75 és 100 mg/ttkg-ra
emeltiik. Ezzel a méréssel parhuzamosan colistin-szulfat akut toxicitasat is vizsgaltuk,
5, 25 és 50 mg/ttkg adagban. Az A3-APO nem okozott szisztémds toxikus hatdst 25
mg/kg vagy 50 mg/kg doézisban sem. Az elsd jel mely kdros mellékhatdsra utalt 75
mg/kg dézisndl jelentkezett, itt egy egér szeme beszikiilt a hdromtagi csoportbdl. 100
mg/ttkg adagndl a csoport mindharom egerén sulyos rosszullét tiinetei latszodtak,
szOriik csapzott volt, gubbasztva 6sszebujtak, nem mozogtak, nem ettek és nem ittak.
Minden egér allapota 3 6ran beliil rendez6dott. Alacsony dézisban, a szigordan tisztitott
A3-APO intramuscularisan adva semmilyen karos mellékhatdst nem eredményezett, a
nagyobb 75 mg/ttkg és 100 mg/ttkg dozisok az egerek viselkedésén lathat6 toxikus jelet
valtottak ki, de bonctani eltérést egyik dozis sem okozott.

A colistin im toxicitdsat vizsgdlva azt tapasztltuk, hogy a gydégyszer mar 25
mg/ttkg mennyiségben adva is két egérnél kisebb toxikus tiineteket (Osszehuzott
szemhéj, csoportban gubbasztds) idézett eld, 50 mg/ttkg-nal pedig stlyos rosszullét volt
tapasztalhaté a csoport minden tagjan. A colistinnel kezelt allatok fizikalis allapota is
rendezddott harom ora elteltével, de mind a 25, mind az 50 mg/ttkg dézis colistin utan,
a boncolaskor belso vérzéseket talaltunk.

Intraperitonealis adagolds esetén az A3-APO-nak egyszeri dézisban adva 50
mg/ttkg a letalis dozisa, nem letalis toxikus hatdst tapasztaltunk egyszeri 25 mg/ttkg
boélus adag esetén is. Ezzel Osszhangban van a haromszor ismételt 40 mg/ttkg-nal
tapasztalt belsd vérzéses tiinet is. Azt a hatarértéket ahol kdros hatds nem volt
tapasztalhatd, NOAEL ip adagoldsnal 20 mg/ttkg-ndl hataroztuk meg, ez az érték az
egyszeri adagoldsra is természetesen igaz, bar a hdaromszori ismételt ddzis esetén
allapitottuk meg.

Iv egyszeri adagoldssal is 50 mg/ttkg-nél tapasztaltuk a letdlis dézist, mig a
NOAEL értéket 10 mg/ttkg-ban 4llapitottuk meg. A fertézéses vizsgélatok iv
kezelésekor 2,5 mg/ttkg dozist 4 6ranként 3-szor ismételve az egereken koros jelet nem
tapasztaltunk.

Im egyszeri alkalmazds utdn a NOAEL értéket 50 mg/ttkg d6zisndl tapasztaltuk.
5 napon keresztiil naponta egyszer alkalmazott 5 mg/ttkg A3-APO esetén a kisérletben

részt vevo egereken toxikus jeleket nem tapasztaltunk (3.tablazat).
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3. Tablazat. Az A3-APO letalis dozisa és NOAEL értéke CD1 egereken kiilonb6z6

beadasi modok utdn mg/ttkg értékben

Adagolas médja | NOAEL mg/ttkg | Letalis dozis mg/ttkg

intraperitonealis | 20 50
intravenas 10 50
intramuscularis | 50 > 100
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5.2.2. Farmakokinetikai vizsgalat eredménye

Egyszeri 5 mg/ttkg A3-APO intramuszkuléris adagoldsa utdn az egerek savdjabdl az
antibakteridlis peptid beaddsa utdni O perc-2 ora intervallumban nem sikeriilt szabad

peptidet kimutatni, fehérjekicsapdszerként TCA-t felhasznélva.

5.2.3. E. coli szisztémas fert6zés kezelése

Az els6 vizsgilatkor a gyodgyszeriparban haszndlatos bakteriémia kezelés
modellt hasznéltuk. A terdpidra alkalmazott szert az allatok elészor 30 perccel, majd 4
€s 8 oraval az E. coli Neumann ip fertdzés utan kaptak szintén intraperitoneélisan. Ez a
30 perces iddintervallum elegendd a baktériumok egész szervezetben torténd egyenletes
eloszlasahoz. A kisérletben csoportonként 5-5 egeret hasznaltunk. A kezeletlen csoport
egerei mind elpusztultak a 8. és 10. 6ra kozott, a 2,5 mg/ttkg adaga peptid kezelés is
hatastalan volt, a csoport egy tagja sem €lte tul a fert6zés utani 24 6rat. Ugyanakkor a
10 mg/ttkg és a 20 mg/ttkg adagi A3-APO kezelés 80 illetve 100 %-os hosszutavu (5
megfigyelési nap) tulélést biztositott. A fertdzés ilyen korai stadiumabdl inditott
kezeléssel imipenembdl a 100%-os hatdsos dézis, az EDjgp (100 % effective dose), 5
mg/ttkg-ndl hatdrozhat6 meg, de a kisérletben a klinikai fertdzések esetén alkalmazott
40 mg/ttkg imipenem terdpiat haszndltunk. A 40 mg/ttkg imipenem terdpia is teljesen
sikeres volt (4. abra). A kezeletlen csoporthoz képest nemcsak az imipenem és 20
mg/ttkg A3-APO kezelés tulélésre gyakorolt hatdsa esetén mondhat6 ki a szignifikdns
kiilonbség, a 10 mg/ttkg A3-APO is szignifikdnsan javitotta a tdlélok szamét a
kezeletlen csoporthoz képest, p=0,00467. Ugyanakkor nincs szignifikans kiilonbség a
10 mg/ttkg A3-APO és a 40 mg/ttkg imipenem tulélésre gyakorolt hatdsa kozott,
p=0,94058.
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4. abra. CD-1 egerek tulélési gorbéje E.coli Neumann ip fert6zés utan kiilonbozo

dézisti A3-APO és imipenem kezelés mellett
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A masodik kisérlet sordn mivel az emberi megbetegedések esetén is ritka, hogy a
fertozott személy kozvetlen a mikrdba szervezetbe jutdsa utdn célzott kezelésben
részesiiljon, a fert0zott egerek gydgyitdsara is olyan modellt alkalmaztunk, hogy csak
négy Ordval a fertdzés kialakitdsa utdn kezdtik a kezelést. 1,6x10° CFU/g
mennyiségben E. coli 5770 baktériummal fertOztiik az egereket ip, de a baktériumot
fiziologids dextran oldatban kaptik. A dextrdn tartalommal az volt a célunk, hogy a
peritonedlis makrofagok fagocitdld képességét ezzel telitsiik, és igy megakadéalyozzuk a
hirtelen kialakuld szepszist és szeptikus sokk dllapotot (25). Csoportonként 10 egeret
vizsgalva Osszehasonlitottuk a 2,5; 5 és 10 mg/ttkg A3-APO valamint a 40 mg/ttkg
imipenem hatékonysagit. A kezeletlen kontrol csoportbdl a fert6z€s utani 19. éraban
(korai tulélés) 2 (20%), a 25. 6rdaban 1 (10%) egér élt, ez az egy egyed a megfigyelés 5.
napjdig is talélt. Az imipenem kezelésben részesiilt allatok koziil a fertézés utani 13.
Oraban egy elpusztult, de 9 tovdbbi kezelések nélkiil is életben maradt 5 megfigyelési
napig. Az A3-APO korai tilélésre gyakorolt hatdsa dozisfiiggdnek bizonyult, a 19.
ordban 2,5 mg/ttkg esetén a tuléld egerek szama 2 (20%), 5 mg/ttkg mellett 5 (50%)
egér €lt, 10 mg/ttkg A3-APO kezelés utdn pedig 8 (80%) maradt életben. Gehan’s
Wilcoxon teszttel szdmolva, az A3-APO 10 mg-os kezelés, és a kezeletlen csoport
talélési gorbéje szignifikdnsan kiillonbozik egymadstdl, p=0,02222. A korai tdlélést
vizsgélva az imipenem és a 10 mg-os A3-APO antibiotikumos kezelés hatdsaban nincs
kiilonbség, p=0,60495. A 25. 6éraban mar nem itélheté meg a késoi tilélés alapjan az
A3-APO antibakteridlis hatékonysédga, itt a 2,5 mg/ttkg csoportbdl 1, az 5 mg/ttkg
csoportbdl 3, a 10 mg/ttkg csoportbdl 2 allat maradt életben. Az A3-APO 10 mg-os
kezelés késdi tulélésre gyakorolt hatdsa sem kiilonbozik szignifikdnsan a kezeletlen

csoportétdl, p=0,32897 (5. abra).
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5. abra. CD-1 egerek tulélési gorbéje E. coli 5770 ip fert6zés utani kiilonb6zé dozisi

A3-APO és 40 mg/ttkg imipenem kezelés utan.
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Ugyanebben a kisérletben az egerek farokvéndjabol vett vérmintdk baktérium
csfraszdma azt sugallja, hogy bar hatékony az antibakteridlis kezelés, a nagy
mennyiségl hirtelen felszabadulé endotoxin elpusztitja az allatokat (27, 28). Minden
idopontban minden csoportbol 2-2 allattdl vettiink vért. A kezeletlen csoport vérében a
fertdz€s utani negyedik drdban (a tobbi csoportban az antibakteridlis kezelés kezdete) a
baktérium csiraszdma 10’ CFU/ml nagysigrendil (1,2x107; 4,6x 107), a 12. érara mar
10%ra emelkedik (5,1x10% 6,3x10%). A 10 mg/ttkg A3-APO elsé kezelés hatdséra a
fertézés 8. orajaban a vér baktérium csiraszdma mar kevesebb, mint 10° CFU/ml
(8,1x104; 1,1x105), ami a masodik kezelés hatdsdra, a 12. 6rdra a kimutathat6sag szintje
(10> CEU/ml) ald csokkent. A kezelések felfiiggesztése utdn a kisérlet 19. és 25.
ordjaban a 10 mg/ttkg A3-APO kezelt csoport egereinek vérében djra megemelkedett a
baktérium csfraszdm 10* CFU/ml értékre (19. 6ra: 1,6x10% 7,2x10% 25. éra: 4,7x10%
5,9x10%). A 40 mg/ttkg kezelés imipenem hatdsira az elsé ddzis utdn a vér baktérium
csfraszdma 10° CFU/ml értékii (2,3x10%; 9,1x10°), a mésodik d6zis hatdsdra csak 10*-re
csokken (2,2x10%; 4,8x10%), de a kisérlet végéig a kezelések felfiiggesztése utdn is ennyi
marad (2,7x10% 3,9x10% (6. abra). A kezeletlen és az A3-APO 10 mg/kg-os csoport
csfraszamdnak Osszehasonlitdsa a 12. 6rdig kétmintds t-probaval szdmolva p =0,0109
értéket mutat, vagyis a két csoportban a 12. d6rdban a csiraszdm szignifikdnsan
kiilonbozo. Imipenem 40 mg/kg és az A3-APO 10 mg/kg-os kezelés csiraszdmanak
Osszehasonlitdsa a 4-12. 6ra kozott kétmintds t-probdval szamolva p =0,1204, vagyis a
két csoportban a 12. 6rdban a csiraszam szignifikdnsan nem kiilonbozik egymastol. A
10 mg/kg A3-APO ugyanolyan szignifikdnsan hatdsosan csokkentette a vér baktérium

csfraszamot, mint a 40 mg/kg imipenem kezelés.
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6. abra. CD-1 egerek vér baktérium csiraszama a kezelések idOpontjaihoz viszonyitva
1,6 x 10* CFU/g E. coli 5770 ip. fertézés utan kezeletlen, 10 mg/ttkg A3-APO és 40

mg/ttkg imipenem kezelés hatasara.
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A harmadik ip kezelések sorédn figyelembe vettiik, hogy a peptid vegyiiletek, igy
az antibakteridlis hatdsu peptidek is vesén keresztiil valasztédnak ki (29), ami 8-10-szer
gyorsabban torténik egerekben, mint féemldsokben (30). Az egereken vese clearence
csokkenést idéztiink eld azzal, hogy a fert6zéses kisérlet megkezdése elott 3 nappal 18
mg/ttkg cisplatin elokezelést kaptak (25). Ezzel a peptid kivalasztédasi iitemét az
emberi szervezetben végbemend folyamathoz hasonléva kivantuk alakitani.
Ugyanakkor a cisplatin vesekarositd hatdsa miatt az egerek éaltalanos allapota is romlott.
Ez a jelenség lathaté abban, hogy bar a fert6zés mértéke hasonld volt, a kezeletlen
egerek tulélése a 48. 6rdban a cisplatin el0kezeléssel is 10%, ugyanigy, mint cisplatin
elOkezelés nélkiil, az antibakteridlis szerek mar nem tudtak a cisplatin elokezelés nélkiili
esethez hasonl6 sikert elérni az dllatok tdlélésében. 40 mg/ttkg imipenem hatdsara a
cisplatin eldkezeltek tulélése a 24. 6raban csak 83%, szemben az elokezelés nélkiili
90%-os taléléssel, a 48. drdban az ardny még tovabb romlik; cisplatin elokezelés nélkiili
talélés 90%, cisplatin el0kezelés utan csak 56%. 10 mg/ttkg A3-APO kezelés hatdséra a
cisplatin eldkezelt egerek fertézés utani tilélése a 24. 6raban 70%, a 48. draban 40%
volt. Az A3-APO dézisdnak emelése 20 mg/ttkg-ra nem javitott a kezelés
hatékonysdgan a tulélés a 24. ordban atlag 60%, a 48. 6rdaban 20 % koriili volt (4.
tablazat).
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4. Tablazat. E. coli 5770 fertdzés utan 24/48 oraval CD-1 egerek talélésének
szazalékos eloszldsa cisplatin elokezelés nélkiil vagy cisplatin eldkezelés utin 40
mg/ttkg imipenem, 10 mg/ttkg A3-APO vagy 20 mg/ttkg A3-APO kezelés utin. A
méréseket haromszor ismételtilk, minden esetben csoportonként 10-10 egeret

haszndltunk, az adatok atlagos % értékek és szords.

Alkalmazott kezelések cisplatin elokezelés cisplatin-el0kezelt egerek
nélkiil az egerek tulélési eloszlasa (24 / 48
tulélésének %-a oraval a fert0zés utan)

(24 / 48 oraval a

fert6zés utan)

Kezeletlen fert6zott 10/10 55+£5/10
Imipenem 3x40 mg/kg 90/90 83+13/56+ 14
A3-APO 3x10 mg/kg 80 /80 70/40 = 10
A3-APO 3x20 mg/kg 90 /90 60+20/20+10

41



DOI:10.14753/SE.2012.1719

A kezeletlen, csak fertdzott egerek vér baktérium csiraszdma a 12. ordig
folyamatosan novekedett. A kezelések kezdetekor mérhets 5,4x10° CFU/ml étlag
értékrol (5,1x10%; 2,6x10°,6,9x10°,1,1x10°,1,5x10%1,7x10%), a 8. éraban 4,1x 10° (
3,8x10% 1,7x10% 52x10% 8,2x10%1,1x10%4,6x10°) CFU/ml 4tlagértéken 4t
emelkedve, a 12. 6riban elérte az dtlag 5,8 10’ CFU/ml (1,2x10"; 4,8x107; 5,3x10’;
7.9x107; 2,4x10; 1,3x108) nagysagrendet. Az elsd dézis imipenem kezelés hatdsara a
vér baktérium csfraszdma 10° CFU/ml-re csokkent (3,4x10; 6,8x10°; 1,1x10°% 4,8x10;
2,1x10°; 1,3x10°), és a masodik dézis utdn a mérhetd 10° CFU/ml ald esett. 10 mg/ttkg
A3-APO els6é doézisa a csiraszamot 40-ed részére csokkentette; &tlag 1,4x105—re
(8,1x10% 1,2x10°%; 3,6x10°; 1,4x10% 5,5x10% 2,1x10°), a kontrol kezeletlen csoporthoz
képest, a masodik dozis utdn az egerekbdl baktérium nem tenyészett vissza. 20 mg/ttkg
A3-APO elsd kezelés utin hatvanad részére, 9,6x10"-re csokkent a csiraszam (2,1x10;
1,2x10% 1,1x10% 3,1x10% 1,2x10°; 2,1x10°). A mdsodik dézis a kimutathatGsig
szintjére, 10° CFU/ml-re csokkentette a csfraszdmot (7. abra). A 8. 6rds adatok
Osszehasonlitdsa kétmintds r-probdval azt mutatja, hogy csirasszam valtozdsban a
kezeletlen csoporthoz viszonyitva mind a 40 mg/kg imipenem (p=0,01808), mind a 10
mg/kg A3-APO (p=0,01298), és a 20 mg/kg A3-APO is (p=0,01271) szignifikdns

csokkenést eredményezett.
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7. abra. Cisplatin elokezelt egerek vér baktérium csiraszam alakuldsa E. coli 5770 ip
fertdzés utdn 40 mg/ttkg imipenem, 10 mg/ttkg A3-APO vagy 20 mg/ttkg A3-APO

kezelés hatasara
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5.2.4. A. baumannii szisztémas fert6zés kezelése

Az elsé vizsgdlatnal 4 x 10’ CFU/g A. baumannii BAA-1805 ip fertézés utén 4,
8 és 12 oraval 2,5 mg/ttkg imipenem, illetve A3-APO iv kezelés tortént. A
csoportonként 7-7 éllat vér baktérium csiraszdma a fert6zés utdn 4 6raval, vagyis a
kezelés kezdetekor 4,6 x 10’ CFU/ml volt. Ezt a kezdeti csiraszdm értéket, esetlegesen
kivélasztott 7 allattdl levett vérbdl hatdroztuk meg (4,1 x 107; 3,8 x 10; 5,1 x 10”; 4,6 x
10":5,3x107;3,4x 10"; 5,9 x 10’ CFU/ml). Az egerek fizikai allapota ekkor azonosnak
latszodott, 6sszehizott szemhéj és kissé csapzott szorzet volt lathats. A 8. és 12. draban
csoportonként 3-3 egér vér baktérium csiraszamat hatdroztuk meg. A 24. 6rdra a
kezeletlen csoportban mar nem volt tilélo egér, az imipenem és A3-APO kezelt
csoportok 1-1 tuléld egerének vér baktérium csiraszamdt tudtuk meghatdrozni. A
kezeletlen csoport vér baktérium csiraszdma folyamatosan emelkedett; a 8. raban 4tlag
9,4x10’CFU/ml (1,8x10% 5,5x107; 4,7x10"), a 12. 6rdban 4atlag 1,5x10° CFU/ml
(2,5x10% 1,1x10% 9,1x107). A két kezelt csoport esetén a vér baktérium csiraszam
ugyan csokkent, de a 12. 6rdban is imipenem esetén csak 1 log egységnyit 3,2x10°
CFU/ml-re (4,1x10% 2,7x10°% 2,8x10°%), mig A3- APO dtlag 1,2x 10" CFU/ml (1,8x10’;
9,2x10°% 8,7x10°%) esetén ez még kevesebb vdltozds. A 24. 6érdban az imipenem csoport
egyetlen tulélo egere teljesen egészségesnek latszott, vérébdl baktériumot nem tudtunk
visszatenyészteni. Az A3-APO csoport tilélé egerének vér baktérium csiraszdma csak
2,6 x 10° CFU/ml -re csokkent (5. tablazat). A kisérletben résztvevo tilélé egerek
szdma viszont a 12. érdban magasabb A3-APO kezelés esetén, mint a kezeletlen, vagy
imipenem kezelt csoportban. A legtobb haldlozds a 11-18. 6ra kozott tortént, a 12.
ordban a kezeletlen és imipenem kezelt csoportokbdl 4-4 egér €lt, az A3-APO csoport

tagjai mindannyian életben voltak (6.tablazat)

44



DOI:10.14753/SE.2012.1719

5. Tablazat. Vér baktérium csiraszam értékek valtozdsa A. baumannii BAA-1805 ip

fert6zés €s 2,5 mg/ttkg imipenem, vagy A3-APO iv kezelése soran

Fert6zés utan eltelt | Kezeletlen csoport | Imipenem 2,5 A3-APO 2.5
1d6 (CFU/ml) mg/ttkg kezelés mg/ttkg kezelés
(CFU/ml) (CFU/ml)
4 6ra, kezelés 4,6x10 4,6x10 4,6x107
kezdete
8 6ra 9,4x10’ 3,9x10’ 1,9x10’
12 6ra 1,5x10° 3,2x10° 1,2x 10’
24 6ra Nincs €16 egér kimutathat6sagi 2,6x10°
kiiszob alatt
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6. Tablazat. Tulélo egerek szama A. baumannii BAA-1805 ip fertézés és 2,5 mg/ttkg

imipenem, vagy A3-APO iv kezelése sordn

Fert6zés utéan eltelt | Kezeletlen csoport Imipenem 2,5 A3-APO 2,5
1d6 mg/ttkg kezelés mg/ttkg kezelés
4 Ora, kezelés 7 7 7

kezdete

8 6ra 7 6 7

12 6ra 4 4 7

18. 6ra 0 1 1

24. éra 0 1 1
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A masodik probdnal 2x10° CFU/g A. baumannii BAA-1805 ip fert6zés utan 4, 8,
12 o6raval 5 mg/ttkg A3-APO, illetve 40 mg/ttkg imipenem im kezelést kaptak az
allatok. Az azonos csoporton beliili dllatok vér baktérium csiraszam értékei nagyon
eltéréek voltak minden mérési idSpontban. A kezdeti 1,6x10° CFU/ml 4tlagértékrdl
nagy egyéni véltozatossdgot mutatva alakult az egerek vérének baktérium tartalma
(1,2x10% 2,5x10% 5x10% 3,1x10% 2,1x10% 1,9x10°CFU/ml). A 8. 6rdban a
kezeletleneknél 3x10” (7,2x107; 1,7x10”; 9,8x10%) CFU/ml, az imipenemmel
kezelteknél 3x10° CFU/ml (9,1x10% 1,8x10’; 4,6x10%) az A3-APO csoportban 3,5x10*
(1)(105 ; 2x10° ; 4x10° ) CFU/ml értékeket mértiink. A kezeletlen csoportban a 12. érdra
1,9x107 (2,3x107; 2,1x10”; 1,3x10") CFU/ml-re emelkedett az 4tlag vér baktérium
csiraszdm. Az imipenem kezelt dllatok dtlag vér baktérium csiraszdm értéke 1,1x10°
(1x10*; 1x10*; 1x10* CFU/ml, mig ugyanebben az idépontban az A3-APO kezeltek vér
baktérium csfraszama 1,1x10° (2,9x10%; 4,1x 10* 2x10%) CFU/ml volt. A tovabbi
talélok vér baktérium csiraszdm atlagai 0-10* CFU/ml nagysdgrendiiek voltak.

A kiilonboz6 csoportokban tilélo egerek szama biztonsagosabban értékelhetd. A
kezeletlen kontroll csoport dllatok tobb mint fele mar a 12. érara elpusztult (3/7 tilélo),
mig ebben az idOpontban mind az imipenem, mind az A3-APO kezeltek koziil csak 1-1
pusztult el. Az A3-APO a korai talélésre gyakorolt pozitiv hatdsdt még a 18. éraban is
megoOrizte, ebben a csoportban a tilélok szdma ekkor 5, az imipenem csopotban 3 volt.

(7. tablazat)
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7. Tablazat. Vér baktérium csiraszdm értékek valtozdsa és a tiléld egerek szdma A.

baumannii BAA-1805 ip fertdzés és 40 mg/ttkg imipenem vagy 5 mg/ttkg A3-APO im

kezelés soran

sagi kiiszob
alatt

Fertd- | Tulélo Kezeletlen Imipenem- | Imipenem- | A3- A3 APO
z€s kezelet- | egerek vér mel kezelt | mel APO kezeltek
utan len csiraszama talélok kezeltek vér | kezelt vér csira-
eltelt egerek (CFU/ml) szama csiraszama | tilélok | szdma
1d6 szama (CFU/ml) szama | (CFU/ml)
4 6ra, |17 1,6x10° 7 1,6x10° 7 1,6x10°
kezelés
kezdete
86ra |6 3x 10’ 7 3x10° 7 3,5x10°
126ra |3 1,9x 10’ C 6 1,1x10° 6 1,1x10°
186ra |2 0 3 1,6x10° 5 1,4x10°
kimutathat6-
sagi kiiszob
alatt
24 6ra |2 0 2 1,9x10° 3 9,5x10°
kimutathato-
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A harmadik szisztémds A. baumannii fertézés ip 3x10’ CFU/g baktérium
mennyiséggel tortént. 4 €s 8 Ordval a fert6zés kialakitdsa utdn 5 mg/ttkg A3-APO,
illetve 40 mg/ttkg imipenem kezelést kaptak az 4dllatok. A fert6zés utdni negyedik
6raban az étlag vér baktérium csiraszdm 3,2x107 (1,1x10"; 3,4x10", 2,7x10"; 9,1x10’;
1,4x10"; 1,5x107) CFU/ml. A kezeletlen kontrol csoport vér baktérium csiraszdm értéke
a 8. 6raban 4,2x 107 (3,8x10"; 3,6x10"; 5,3x10";). Az imipenem kezelés hatdsdra a
csiraszdm 2,8x10° (4,9x10°, 7,1x10%) CFU/ml-re csokkent. Ugyanakkor az imipenem
kezelés a korai tilélést nem segitette, a 8. draban méar csak a két alacsony vér baktérium
csiraszamu egyed maradt életben, de a médsodik kezelés mar hatdstalan volt, ez a két
egér is elpusztult a 12. 6rdra. Ezzel szemben az A3-APO kezelés hatdsara mindkét
kezelés csiraszdm csokkenést eredményezett, a 8. d6rdban atlag 2,8)(106 (5,1x106;
3,2x10% 1,6x10°) de a 8. 6raban a csoport mindegyik egyede életben volt még. A 8.
Orabeli csiraszamok Osszehasonlitdsa kétmintds t-probaval azt mutatja, hogy a csiraszam
szignifikdnsan kiilonb6zo a kezeletlen és az A3-APO csoportban, p=0,002063. A 12.
orat is 2 egyed megélte az A3-APO kezelt csoportbdl, ezek vér baktérium csiraszdma
dtlag 2,5x10° (1,4x10°; 3,6x10°) CFU/ml. Az A3-APO kezelés utdni 24. ériban az

egyetlen tdléld vérébal baktérium nem tenyészett vissza (8. tablazat, 8. abra).
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8. Tablazat. Vér baktérium csiraszam értékek valtozdsa A. baumannii BAA-1805 ip

fert6zés €s 40 mg/ttkg imipenem vagy 5 mg/ttkg A3-APO im kezelés soran

Fertozés utan

Kezeletlen egerek

Imipenemmel kezeltek

A3-APO kezeltek vér

eltelt ido vér csiraszama vér csiraszama csiraszama
(CFU/ml) (CFU/ml) (CFU/ml)

4 6ra 3,2x10’ 3,2x10’ 3,2x10’

8 6ra 4,2x10’ 2,8x10° 2,8x10°

12 6ra 3,9x10’ Nincs tiléls egér 2,5x10°

24 6ra Nincs tdlélo egér Nincs talélo egér kimutathatdsagi

kiiszob alatt
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—o—Kkezeletlen
== miperem 40mg/ttkg
== A3-APO 5 mg/ttkg

Tulélo egerek szama

U T 1T 1T 1T T T
01 2 3 45 6 7 & 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Fertézés utan elteltido (h)

8. abra. Tulélo egerek szdma A. baumannii BAA-1805 ip fertézés és 40 mg/ttkg
imipenem vagy 5 mg/ttkg A3-APO im kezelés sordn
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5.2.5. A. baumannii sebfert6zés kezelés eredménye

JA”  kisérlet sorozat: 2x10°  A.  baumannii BAA-1805 CFU/seb/nap

mennyiségben fertéztik 5 egymds utdni napon 6 egér égett sebét. Az elsé napon a
fertdzés 3 oraval az égett seb 1étrehozdsa utan tortént, majd ettdl az idéponntdl szamitva
24 o6ranként. Harom egér kozvetlen a fert6zés utdn minden nap 5 mg/kg A3-APO
kezelést kapott im. Harom ordval a fert6zés utdn, valamint a 2. és 4. napon az allatok
farokvéndjabol vett vérbdl baktérium nem tenyészett vissza. Mindkét csoport édllatai a
kisérlet ideje alatt jo altaldnos allapotban voltak, szisztémas fertézésre utald tiinetek a
kezeletlen csoportban sem jelentkeztek. Az 5. napon a seb baktérium csiraszam atlag az
A3-APO kezelt egerekben 3,4x10" CFU/mg (1,4x10', 4,5x10', 4,2x10" CFU/mg) volt.
A kezeletlen csoport sebébdl 3 log;o egységgel nagyobb mennyiségben tenyészett vissza

a sebfertdz6 baktérium: atlag 1,5x10% (1,5x10%, 2x10°, 4,2x10%) CFU/mg értékben.

. B” kisérlet sorozat: Egyszeri magas csiraszamd, 7.2x10° CFU/seb A. baumannii BAA-

1805 fert6zés egy dozisi kezelése A3-APO, imipenem és colistin antibakteridlis
szerekkel. A. baumannii baktériummal fert6zott egerek koziil az antibakteridlis kezelés
nélkiili csoportban a vér baktérium csiraszam a fert6zés utani 1 éraban 2x10’ (1,6x107;
2,4x10") CFU/ml volt, ez az érték a méasodik 6rdra 2,5x10° (4,7x10°% 3x10°) CFU/ml-re,
a harmadik 6rdban 1,8x10° (1,2x10°; 2,4x10°) CFU/ml-re és a negyedik 6raban 5x10°
(2x10% 8x10%) CFU/ml-re csokkent. A mdsodik csoport egereiben, akik 5 mg/kg A3-
APO-t kaptak, mér az els¢ 6rdban mérhetd vér baktérium csiraszdm is csak 2x10°
(1,3x10%; 2,7x10%) CFU/ml volt, a masodik 6raban ez tovabb csokkent 1,7x10% (1,2x107%;
2,2x10%) CFU/ml-re. A harmadik 6rdban az A3-APO kezeltekben 3,3x107 (1,5x10%
5,1x10%) CFU/ml, a negyedik 6rdban 2,3x107 (3,4x10%; 1,2x10%) CFU/ml vér baktérium
csiraszamot mértiink. A harmadik csoport egerei 5 mg/kg colistin kezelést kaptak,
ennek hatdsara vér baktérium csiraszdmuk az 1. érdban 5,8x10° (9,2x10%; 2,4x10°)
CFU/ml, a masodik 6rdban 2,5x10” (3,1x10%; 1,9x10%) CFU/ml, a harmadik 6rdban
6x10* (2x10% 1x10%) és a negyedik 6raban 3x10* (2x10% 4x10%) CFU/ml volt. A
negyedik csoport egereinek vérében, 40 mg/kg imipenem kezelés utdn, az els 6raban
3x107 (4,2x10"; 1,8x10") CFU/ml, a masodik 6raban 8x10° (6,4x10’; 9,6x10”) CFU/ml,
a harmadik 6rdban 1,3x10° (1,4x10%; 1,2x10°) CFU/ml, végiil a negyedik 6rdban 6x10°
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(4x102; 8x102) CFU/ml baktérium volt (9.4bra). A kezeletlen, az imipenem €s a colistin
kezelt allatok az elsd harom Ordban gubbasztottak, szOriikk csapzott volt, szemrésiik
besziikiilt, de tiineteik a negyedik 6rdra megsziintek, altalanos allapotuk javult. Az A3-
APO kezelt csoport egereinek dltaldnos dllapota a kisérlet 5 napja alatt végig

kifogastalan volt, szisztémads fertdzés tiineteit nem tapasztaltuk rajtuk.

53



DOI:10.14753/SE.2012.1719

- 1e+08 g
— : Py
= F
£ qeor p ®
2 g
B e
© 1000000 3 @ o
® 1oravala g F oy
fert6zés utan ;_ T0Ro; &
g E
- 5 10000 £
¢ 2o0ravala o 2
. . = = 'Y
fertozes utan = 1000 £ - ®
-9 E
b= ; v
3 oraval a 2 100 *
v 2 %
fertdzes utan 10 5 g g Q?
e = 2] S
%) o g <
4 oraval a N S g ‘?
" ; )
fert6zes utan e .@O ~ o
= 20 £
) N &
g g 5
“ ~
¥

9. abra. Vér baktérium csiraszam valtozdsa egyszeri 7.2x10° CFU/seb A. baumannii

BAA-1805 fert6zés €s egy dozisu im kezelései utan.
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A kezeletlen csoportbdl a médsodik napon 2 4dllat elpusztult.

A talélo éllatokat az 5. napon lefényképeztiik. A 10. dbran jol lathatd, hogy a kezeletlen
csoport egereinek szOre csapzott, a kisérlet 5 napja alatt a kezdeti 20-25 g sialyukrol 14-
18 g-ra lefogytak. A tobbi csoport dllatai szisztémads fertdzés tiinetét nem mutattak. Az
imipenem €s A3-APO kezelésben részesiilt egerek a kezelés elején mért sulyukbdl nem
veszitettek, a colistin kezelt csoport dtlagos tomege is 16 g-ra csokkent. A kezeletlen
csoportban az 5. napon az dllatok sebe még mindig a létrehozott 11 mm nagysagd, mig
a kezelésben részesiiltek sebeinek mérete latvanyos mértékben a kovetkezd sorrendben
csokkent: Imipenem kezelt dllatok, colistin kezelt allatok, A3-APO kezelt éllatok (11.
abra). A kimetszett sebek miligrammonkénti baktérium csiraszama a kezeletlen
egereknél 107 (9,8x10°% 1,1x107), az imipenem kezelteknél 10° (1,2x10°% 1x10°), a
colistin kezelteknél 10° (1,1x10°; 1,2x10°) és az A3-APO kezeltekben 10° (2,8x10’;
3,4x10%) nagysagrendii (12. abra). A seb baktérium csiraszimanak Osszehasonlitdsa
utdn lathat6, hogy nemcsak a kezeletlen csoporthoz képest szignifikdnsan hatékonyabb
az A3-APO kezelés, p=0,0367, de Osszehasonlitva a colistin és A3-APO kezelés
eredményét is szignifikdns a kiilonbség, p=0,0020, az A3-APO a colistinnél is

hatasosabban mukodott.
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10. abra. A. baumannii sebfertdzott allatok képe a fert6zés utani 5. napon A. kezeletlen
allapot, B. colistin kezelés utan, C. Imipenem kezelés utan, D. A3-APO kezelés utdn. A
kezeletlen allat szOre csapzott, tomege és a colistin kezelt dllat tbmege 16 g. A kezelt
allatokon szisztémds fert6zés tiinetei nem lathaték. Az imipenem és A3-APO kezelt

allatok tomege 23 g.
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11. abra. A 10. dbran bemutatott egerek sebei kinagyitva. A: kezeletlen, B: imipenem

kezelt, C: colistin kezelt, D: A3-APO kezelt egerek esetén.
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12. 4bra. Seb baktérium csiraszdimok 7.2x10° CFU/seb A. baumannii BAA-1805

fert6z€s és egy ddzisu kezelés hatdsara a kezelés 5. napjan
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.C” kisérlet sorozat: Extrém magas csiraszdami, 2x10'' CFU/seb egyszeri A.

baumannii BAA-1805 fert6zés, naponta ismételt A3-APO, imipenem és colistin kezelés
5 napig. 28 egér égett sebét a 0. napon A. baumannii baktériummal fertdztiikk. Az elso,
antibakteridlis szerrel nem kezelt csoport 7 egyedébdl 2 dllat a masodik napon
elpusztult. Az imipenem kezelt csoport mind a hét tagja életben maradt az 6todik napig,
de dltaldanos allapotuk rossz volt, szdriik csapzott, szemiik behizott. A colistin kezelések
utdn a harmadik csoport 4llatai 1-1 6rat gubbasztottak, majd &llapotuk javult. A
negyedik A3-APO kezelt csoport az 6t kezelési napon végig jo dltalanos allapotban volt,
egészségesnek tlint.

Az 6todik napon kimetszett sebek baktérium csiraszam értékei a 13. abran lathatok. A
kezeletlen csoport sebébél atlag 1,27x107 (1,8x10°% 1,3x10°% 1,6x10% 2,9x107; 3x107)
CFU/mg, az imipenemmel kezeltbél 1,5x10° (9x10%; 5,5x10%; 4x10°; 1,3x10”;1,8x10°;
1,6x10%; 4,7x10% CFU/mg baktérium tenyészett vissza. Ezzel szemben a colistin
kezelés a seb baktérium csiraszamot 4,7)(103 (1x103; 3x103; 5,6x103; 3,7X103; 1,8x103;
2,4x10%; 1,6x10%) CFU/mg nagységrendiire csokkentette, az A3-APO kezelés utdn
pedig 7,8x10% (5,4x10% 2,6x10% 2,8x10% 3,3x10% 3,5x10% 8x10% 3,8x10%) CFU/mg

baktérium volt a sebbdl visszatenyésztheto.
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13. 4bra. Seb baktérium csiraszamok 2x10" CFU/seb A. baumannii BAA-1805
fertdzés utdn 5 napig naponta adott kezelés hatdsara az 5. napon. Az iires jelek az

egyénenként mért csiraszamokat jelolik, a kereszt pedig ezek atlagat.
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Az A3-APO hatdsa a nem fertézott égett sebeken: Ebben a kisérlet sorozatban az égett

sebeket nem fertéztiik A. baumannii baktériummal. Az égett sebek gyakran az Oket
koriilvevd, veliik érintkezé kornyezetbdl fertézddnek. Feltételeztiik, hogy az A3-APO
kezelés megakadédlyozhatja az ily mddon kialakulé sebfertozést is. Ezért ebben a
kisérletben 4 égett sebli egér, mint kontroll csoport nem kapott kezelést, rajtuk a spontan
sebgyogyulds folyamatat kovettiik. Masik négy dllat viszont az égett seb kialakuldsa
utdn négy oOraval, majd a kovetkezd négy napon im 5 mg/ttkg A3-APO kezelésben
részesiilt. Mind a 8 4llat j6 4ltalanos allapotban volt végig a kisérlet ideje alatt. Mér a
kisérlet 3. napjan jol 1athato kiilonbség volt a két sebcsoport kozott. A kezeletlen dllatok
sebe mélyebb, vorosebb, duzzadtabb, 6démasabb volt, gyulladtnak latszédott. Az A3-
APO kezelteké békés, nyugodt, vildgos szinli volt, 6déma és gyulladds jelei nem
latszodtak.

Az o6todik napon kimetszett sebek mikroszképos vizsgdlatakor igazolddott, hogy a
kezeletlen sebek felszinén a metszet 2/3-4ra kiterjedé hamfosztott teriilet alatt homogén
eosinophil nekrotikus anyag helyezkedik el, benne gennysejtekkel, illetve ezt koriilvevo
laza sarjszovettel. Az A3-APO kezelt egerek mintdiban a nekrotikus felszin alatt
kezd6dd hamszovet regenerdcid jelei latszanak, a borfiiggelékek burjdnzasa lathato,
gennysejtek nem figyelhetdk meg, a sarjszovet gyulladdsos infiltracidja is mérsékeltebb

(14. abra).
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kezeletlen A3-APQ kezelt

14. abra. Nem fert6zott égett sebek szovettani képe kezelés nélkiili vagy 5 napon at

ismételt 5 mg/kg A3-APO kezelés utin. Hematoxylin-eosin festés 400-szoros nagyitds
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6. Megbeszélés

Napjaink orvosldsdnak egyik legrémisztobb problémdja a kornyezetiink
baktériumaiban folyamatosan megjelend antibiotikum rezisztencia. Aggodalomra
nemcsak az ad okot, hogy a legijabb bevezetésre keriil antibiotikumokkal szemben is
hamar megjelennek rezisztens torzsek, hanem az is, hogy a rezisztencia hamar eléri a
koérhazi torzseket is, koziilik a multirezisztensek kiszelektdlédva elszaporodnak, az
antibiotikumokat gyakran haszndl6 korhdzi kornyezet szelekcidés hatdsara. A
multirezisztens korokozok nozokomidlis infekcidit lekiizdeni pedig gyakran méar nem
allnak rendelkezésiinkre hatékony antibiotikumok.

Ismert hatdsmechanizmusui, kémiai szerkezetli vegyiiletekkel szemben a
baktériumok gyorsabban megtaldljdk a védekezd utat, ezért taldn biztatébb jovdje van
azoknak az antibiotikum kutatdsoknak, amelyek 0j tdmaddspontu szerekre irdnyulnak.
Az elmult hasz évben sokan, sokféle antibakteridlis hatdsu peptidet izoléltak kiilonb6z6
rovarokb6l (18, 31, 32, 33, 34). Szamos antibakteridlis peptid hatdsat
membranroncsoldssal éri el. Vannak olyanok is, amelyek hatékonysdgukat elveszitik, ha
amindsavaikat D-konfigurdcigju valtozataikra cserélik (17, 35). Ez utobbi szarmazékok
valamilyen intracelluldris kiralis tulajdonsdgokkal rendelkez6 makromolekuldhoz
illeszkedve fejtik ki hatasukat. A buforin tipustak kozvetleniil a bakteridlis DNS-hez
(dezoxi-ribo-nukleinsav) kapcsolédnak (36), a prolin-gazdag peptidek pedig a
bakteridlis DnaK hé sokk proteinhez. A DnaK a bakteridlis chaperone fehérjék egyik
tagja. A chaperone, mds néven dajkafehérjék mas fehérjék nemnativ &llapotdhoz
kotddnek, és altaldban ATP (adenozin-trifoszfat) felhasznaldssal azokat segitik a nativ
allapot felvételében. A fehérjeszintézis sordn a naszcens polipeptidlanc sajat magéval,
vagy a kornyezetében 1évé mas molekuldkkal kapcsolatba 1épve, inkorrekt konformaciot
vehet fel. A membrinokon 4thaladé fehérjék, csak részben vagy teljesen
legombolyodott dllapotban tudnak transzlokalodni. A chaperonok segitik a fehérjéket az
atbujas ideje alatt legombolyodni, majd végiil az eredeti szerkezetiiket Gjra felvenni.
Szamos fehérje funkcidjdhoz elengedhetetlen, hogy disszocidlni, majd Gjra Osszedllni
legyenek képesek az alegységei, ehhez is elengedhetetlenek a chaperonok. Stressz
hatdsra, mint példaul hosokkra a fehérjék denaturdlédnak, aggregalddnak,

regenerdldddsukhoz sziikségesek a hdsokk fehérjék (19).
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A prolin-gazdag peptidek koziil az apidaecin, drosocin és pyrrhocoricin keltette
fel a kutatok legnagyobb érdeklddését. Az apidaecin 18, a drosoicin 19, a pyrrhocoricin
20 amindsavbdl all, ez utdbbi kettd a lanc kozepén egy diszacharidot is tartalmaz (18,
34). A biotinnal jel6lt pyrrhocoricin, és a fluoreszcensen jelolt is megtartja E. coli elleni
baktericid hatdsat (20), tehat a jelolés nem befolydsolja a célmolekuldhoz val6 kotddést.
Biotin-jelolt pyrrhocoricin segitségével sikeriilt igazolni, hogy az antibakterialis peptid
a 70 kDa nagysiagu DnaK ho-sokk-proteinhez és a 60 kDa nagysdgi GroEL chaperon
fehérjéhez kotédik, bar ez utobbihoz valé kotddése nem specifikus. Ugyanakkor a
DnaK humén megteleldjéhez a Hsp70-hez, és a GroEL human megfeleldjéhez a Hsp60-
hoz a biotin jelzett pyrrhocoricin nem kotddik. Kiilon-kiilon fluoreszcens jelzést adva a
pyrrhocoricin N- illetve C-termindlis részéhez, megallapithaté volt, hogy az N-
termindlis rész épsége sziikséges a DnaK kotddéshez, mig a C-termindlis rész a
membran destukcidban jatszik fontos szerepet, mikozben a peptid két lipopoliszacharid
(LPS) részhez kotddik. Megvizsgalva a két mésik prolin-gazdag antibakteridlis peptidet,
a drosocint és apidaecint kideriilt, hogy a DnaK kotddés legerésebb a pyrrhocoricin, a
membranhoz kotddés a drosocin esetén, az apidaecin kiilonb6z6 fajtdii mdas-mas
baktérium fajok membrinjdhoz kiilonb6zd aktivitdssal kotddtek (37). Az apidaecin
Osszefoglalé neve a kiillonb6zd méhfajok éltal termelt prolin-gazdag antibakterialis
peptideknek (16). A harom legtobbet vizsgalt prolin-gazdag antibakteridlis peptid koziil,
bar mindegyik tobb tdmaddsponton keresztiil vesz részt a baktériumok elpusztitisdban,
tovabbi kutatdsokra a pyrrhocoricin latszott legérdemesebbnek, mert ennek az
intracelluldris hatdsa kiemelkedd volt. Rdaddsul Osszehasonlitva, hogy a drosocin a
baktériumok elpusztitdsahoz in vitro 12 6ra behatdsi 1d6t igényel, de akdr egér, akér
humén szérumban 4 6ra alatt teljesen elbomlik, jol lathaté volt, hogy in vivo miért nem
hatékony E. coli fertézésekben (38).

A pyrrhocoricin  szarmazékok sorozatdnak antibakteridlis hatékonysagat
vizsgélva kideriilt, hogy az Asp2-Lys3 dipeptid és a Tyr6-Leu-Pro-Arg-Prol0
amindsavak nélkiilozhetetlenek az N-termindlis vég DnaK kotddésében. Ugyanakkor
mds teriileteken, kiillonosen a C-termindlis membranhoz kapcsolédé végen elonyos, ha a
peptid pozitiv toltésli, igy a megtervezett szekvencidban ide arginin és prolin
amindsavak kertiltek (39). Felismerésre keriilt, hogy az eredeti pyrrhocoricin peptiden
az endopeptiddzok hasitéhelye a Ser6 és Tyr7 amindsavak kozott van, ez a hely a

tervezett modositdsban mar nem szerepelt. A végleges molekula megtervezéséhez a
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kutatok figyelembe vették az Osszes prolin-gazdag antibakteridlis peptid és
fehérjefragmens pozitiv tulajdonsdgait. Meg kellett védeni a végsd peptidet az
exopeptiddzok hasitasatol is, igy keriilt az N-termindlis végre a természetben nem
megtaldlhat6 1-amino-ciklohexdn-karbonsav, a C-termindlis végeket 0sszekotve, dimert
formdlva pedig az 1,4-diamino-vajsav keriilt. A dimer struktira is hozzdjirul a
membréanon val6é konnyebb atjutashoz (20). Az igy megtervezett és 1étrehozott 4j peptid
az A3-APO nevet kapta (40).

Az Enterobacteriaceae csalddra jellemzd DnaK hdésokk-proteinhez képesek
kotédni mind a drosocin, mind a pyrrhocoricin és ezek mesterséges szarmazéka az A3-
APO. Az antibakteridlis aktivitdsukat fokozza, hogy a membrin dezintegricidban is
részt tudnak venni. Azokra a baktérium fajokra, amelyek DnaK szekvencidja nem
komplementje a prolingazdag peptidek N-termindlis szakaszdnak, az antibakteridlis
hatdsuk gyengébb, a baktériumok elpusztitisdhoz magasabb peptid koncentracid
sziikséges. Ezt az emelkedettebb MIC értékkel megjelend hatékonysagot latjuk P.
aeruginosa esetén, ahol az antibakteridlis hatdsok koziil, csak a membranroncsolds
lehetséges (41). Sajat in vitro antibakteridlis vizsgédlataink sordn azt tapasztaltuk, hogy
az ATCC és korhazi anyagbdl izoldlt Enterobacteriaceae csaladba tartozd Klebsiella
pneumoniae, E. coli és Salmonella typhimurium torzsek esetén az A3-APO MIC értéke
2-64 mg/l érték kozott valtozott, de a torzsek tobbsége 16 mg/l alatti MIC értékkel
rendelkezett. A vizsgalt Pseudomonas aeruginosa torzsekre vonatkozd MIC érték 64
mg/l-rel egyenld, vagy magasabb volt.

A pyrrhocoricin alapvegyiiletbol kiindulva szdmos antibakteridlis peptid
sziiletett, melyek hatdsukat egyrészt a baktérium membran roncsoldsaval, masrészt az
intracelluldrisan elhelyezkedd0 DnaK hdsokk proteinhez €és mds chaperonokhoz
kapcsolddva fejtik ki. Az A3-APO 20-szor aktivabb antibakteridlis hatdsd, mint a
kiindulasi pyrrhocoricin alapti dimer vegyiilet, minden mas tervezett szarmazéknal
legaldbb 10-szer, a pyrrhocoricin-apidaecin-kimérandl pedig 5-szor aktivabb (21).
Osszehasonlitva az A3-APO és ciprofloxacin antibakteridlis hatékonysdgit szdmos S.
typhimurium és hugyuti fert6zésekbdl izoldlt E. coli és K. pneumoniae torzseken a
peptid 4tlagosan négyszer hatékonyabbnak bizonyult, a 12 mg/l atlagos MIC értékével
(21). Az A3-APO j6 hatékonysdgi az Enterobacteriacea csaldd baktériumai ellen,
melyek a higyuti fertézések nagy részét okozzak. A SENTRY Eurdépai Antimikrobidlis

Surveillance Program 1997-es mérései szerint a higyuti fertézések oka 52%-ban E. coli
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€s tovabbi 7%-ban K. pneumoniae (42). A higyuti fert6zések egy kisebb részéért felelds
S. saprophyticus torzsek ellen is van alacsonyabb foku antibakteridlis hatdsa az A3-
APO-nak. Ennek a Gram-pozitiv baktériumnak a DnaK hdsokkproteinje mas
szerkezetu, mint az Enterobacteriaceae csaladba tartozoké. A DnaK-hoz kotodés S.
saprophyticus esetén nem lehetséges, ezért az antibakteridlis hatékonysdg itt csak a
membranon valésul meg (41). A SENTRY Antimikrobidlis Surveillance Program
irdnyitdsa alatt a vildg szdmos orszdgdnak korhdzaibol Osszegytijtott részben katéter-
asszocialt hugyuti fertdzést okozd E. coli és K. pneumoniae torzseket. Ezen torzsek
ellen az A3-APO hatékonysdgat dszehasonlitottdk ciprofloxacin és szulfamethoxazol-
trimethoprim (SMX/TMP) hatékonysagdval. A vizsgélatra kivalasztott kinolon
rezisztens torzsek mind magas rezisztencidval rendelkeztek az SMX/TMP
kombindcioval szemben is, 128 mg/l folotti MIC értékekkel. Ezek ellen a vildgszerte
0sszegyljtott fluorokinolon rezisztens torzsek ellen az A3-APO MIC értékek 8-16 mg/l
kozott valtoztak (21).

A kovetkezd 1€pés eldonteni, hogy az in vitro antibakteridlis hatékonysdg, in
vivo is értékes lesz-e, annak a vizsgélata lett, hogy ex vivo savdban, teljes vérben és in
vivo a peptid mennyi ideig képes stabilitdsat megOrizni. A desztillalt vizzel 25%-ra
higitott egér savoban az A3-APO felezési ideje kb. 230 perc volt, ez higitatlan savora
visszaszdmolva, azt jelenti, hogy az elsd o6rdban, az A3-APO-nak tobb mint fele ép
marad.  Ugyanakkor  higitatlan  egérsavéban 30 perc inkubdcié  utdn
tomegspektroszkdpidval kimutathaté volt az alapvegyiilet, de nem volt kimutathatd
semmilyen degradicids szdrmazéka (22). Ha ugyanezt a vizsgdlatot teljes vérben
végezték, mar megjelent 2 olyan degradicids termék, melyek a C-termindlis argininek
€s prolinok koriili hasitassal keletkezhettek. Feltételezhetd, hogy a teljes vér valamelyik
sejtes elemébodl szarmaznak azok a protedzok, amik ezeket a hasitdsi termékeket
létrehoztdk. Intravéndsan 5 mg/ttkg mennyiségli A3-APO beaddsa utin a
farmakokinetikai vizsgdlatok eredménye az volt, hogy 30 perc elteltével az egerektdl
vett vérbdl tomegspektroszkdpidval A3-APO nem volt kimutathat6. Megjelent a
spektrumon két degraddcids terméknek megfeleld jel, melyek a Chex1-Arg20 és az
Arg7-Arg20 fragmentumoknak voltak betudhatok. Az in vivo j6 antibakteridlis
hatékonysdgot lehetséges, hogy ezek a degradiciés termékek hozzdk 1étre (22). A
fragmensek MIC értékeit vizsgidlva az Enterobacteriaceae csalddba tartozd fajok

torzsein kideriilt, hogy a Chex1-Arg20 toébb mint kétszer olyan hatékony, mint az A3-
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APO. A rovidebb Arg7-Arg20 fragmens viszont elveszitette antibakteridlis
hatékonysagat (21).

Sajét in vivo farmakokinetikai vizsgdlatunk sordn, 5 mg/ttkg A3-APO-t adtunk
im a vizsgélatban részt vevo egereknek, ezutian 0-90 perc intervallumban a szemzig
véndjukbdl levett vérbdl A3-APO nem volt kimutathatd6 TCA-t haszndlva
detergensként. Az iv és im adagolds utdni eltérd farmakokinetikai jellemzOk hatterében
valésziniilleg az 4ll, hogy a peptid im adminisztricié sordn kotddik egy hordozéd
biopolimerhez, valdsziniileg fehérjéhez. Ez a hordozé fehérje lehet felelds a kiemelkedd
in vivo hatdsokért, mivel peptid alapi gyogyszerek dltaldban nem intravénds adagolas
utdan hatdstalanok szoktak maradni. A megjavult toxicitdsi mutatok is egy hordozé
fehérje jelenlétére mutatnak, figyelembe véve hogy peptid és fehérje alapu gydgyszerek
toxicitasa hordozokhoz kotve csokkentheto (43).

Az antibakteridlis kutatdsok sordn elddllitott peptid vegyiiletek gyakran csak
lokalisan hasznalhat6ak. Terdpids felhaszndlhatésdguk azért ilyen sziik, mert eukaridta
sejteken is toxikus hatdstiak (44,45). Olyan antibakteridlis peptid vegyiileteket lehet
szisztémds terdpidban is alkalmazni, amelyek nem roncsoljdk az eukaridta
sejtmembranokat, specifikusan csak bakteridlis intracelluldris célmolekuldkhoz
kotddnek, €s csak azok miikodését gatoljdk. A pyrrhocoricinrdl és szarmazékairél mér
korabban kideriilt, hogy intracellularis célmolekuldjuk csak a bakteridlis DnaK és
GroEL az eukaridta sejtek azonos funkcidju hdésokk proteinjeihez nem, vagy csak
gyengén kapcsolédnak (37). Ugyanakkor az A3-APO-rél az is tudott, hogy pozitiv
toltésii amindsavai miatt a baktériumokhoz erdsebben vonzddnak, az eukaridta
membranok kevésbé negativ felszinliek, mint a prokariotik, igy ott kisebb mértékii
vonzds fordulhat csak elé (16). A membranra haté peptidek a hirtelen transzmembran
potencidl valtozds révén érik el baktériumkarosité hatdsukat, de az eukaridta sejtek
transzmembran potencidlja joval alacsonyabb. A bakteridlis membranhoz kotddésiiket,
az eukaridta sejtmembranokkal szemben a koleszterin hidnya is segiti (46). Cudic és
tarsai eldszor vorosvértesteken vizsgdltdk a pyrrhocoricin szarmazékok toxicitdsat,
késobb valédi sejtmaggal rendelkez6 COS sejtkultdrat hasznéltak ugyanezekre a
vizsgalatokra. A vorosvérsejtek sokkal kevésbé érzékenyek peptidek irdnt, mint az
eredetileg majom vese fibroblastokbdl immortalizdlt COS sejtkultira. 50-500 pM
koncentraciok mellett sem a vorosvértestek, sem az €16 COS sejtek szdma nem csokkent

24 o6ras A3-APO kezelés alatt. Ugyanakkor a Xenopus békdk borérdl izoldlhatd
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magainin peptid mar 300 uM koncentracioban 24 6ra alatt elpusztitotta a COS sejteket
(47).

In vivo kisérleteink sordn egyszeri ip adagolds esetén toxikus tiinetek az
egereken 25 mg/ttkg adagndl jelentkeztek, de szintén ip adagoldssal a 20 mg/ttkg 4
oranként hiromszor ismételt adag nem valtott még ki toxikus jeleket. Iv egyszeri
adagolés esetén is 25 mg/ttkg-ndl l4ttuk eldszor a toxikus hatédst. Ezeknél a dozisoknal
csak az egerek viselkedésén lehetett kéros jeleket észrevenni, de a boncolds sordn erre
okot nem talaltunk. Mind ip, mind iv adagoldsndl a letdlis d6zis 50 mg/ttkg volt, ezeket
az egereket felboncolva belsé vérzéseket taldltunk. Im adagolds esetén 50 mg/ttkg
semmilyen koéros mellékhatast nem eredményezett. Az elsd viselkedési eltérések, amik
toxikus hatdsra utaltak 75 mg/ttkg-ndl jelentkeztek im adagolds utén.

Tovéabbi aggodalomra ad okot nemcsak az antibakteridlis peptidek, de minden
peptid alapu gyogyszer esetén, hogy a klinikai haszndlat sordn nem idéznek-e el6
allergia kialakuldst. 5 mg/ttkg A3-APO-t subcutan 3 hét kiilonbséggel adva vizsgaltik,
hogy a méasodik immunizal6 oltds utdn négy héttel megjelenik-e az egerek savdjaban
A3-APO ellenes antitest. Enzim-jelolt immunoszorbens vizsgdlattal (Enzim linked
immunosorbent assay, ELISA) IgG; IgGy, IgGs, IgM és IgE szignifikdns
szintemelkedést a nem immunizalt szérumhoz képest nem tapasztaltak. Az A3-APO és
antibakteridlis peptid rokona a kordbban vizsgalt diptericin allergizdlé hatdssal nem
rendelkezik (22). Ugyan a kisérleti gydgyszerek klinikai kiprébalasdéhoz az
immunogenitds hidnya nem kotelezd paraméter, a késobbi fejlesztésben az A3-APO ide
vonatkozd pozitiv tulajdonsidga még elonyos lehet.

Az Ujonnan felfedezett antibiotikumok alkalmazhatésdga attdl is fiigg, milyen
gyorsan alakul ki veliikk szemben bakteridlis rezisztencia. E. coli és K. pneumoniae
torzseket az antibakteridlis szerekbdl a MIC érték felének megfeleld koncentraciét
tartalmaz6 folyékony taptalajban 18 egymds utdni passzdzzsal 24-24 6rdig inkubdltak. A
sorozatos passzdldsok utdni MIC méréskor az A3-APO esetén nem volt vdltozas, de
monomer szarmazéka a Chex1-Arg20 esetén a kiindulasi 0,5-4 mg/l MIC értékek 64
mg/l-ig novekedtek. A monomer ellen rezisztencia valdszinlileg a membranok szintjén
alakul ki (48).

A prolin-gazdag peptidek, koztik az A3-APO is, képesek mas antibakteriélis
peptidekkel, vagy egyéb antibiotikumokkal is szinergista hatast kifejteni (49). Az A3-

APO fokozni képes azon antibiotikumok hatékonysagat, melyek ellen kialakuld
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rezisztencia aktiv enzimmiikodést igényel. A3-APO eldinkubdlds utin TEM-1 f-
laktamdz termeld torzsek ellen az amoxicillin visszanyeri baktericid hatdsat (50). Az
A3-APO mas ismert antibiotikumok elveszitett hatékonysagat is segit visszadllitani,
mint a chloramphenicolét, vagy a szulfonamid-trimethoprimét E. coli, K. pneumoniae,
S. typhimurium és Haemophilus influenzae torzsek esetén is (41). Ugyanakkor az A3-
APO-nak vagy monomerjének , a Chex1-Arg20 peptidnek az egerekben tapasztalhat6
sikeres antibakteridlis hatdsa nagy mennyiségii endotoxin felszabaduldst eredményez
(28). A nagy mennyiségli endotoxin in vivo a kisérleti dllatok pusztuldsat eredményezi,
a peptid kezelések a tulélok szama szempontjdbol igy kevésbé voltak meggydzdek, mint
a kontrolként hasznalt imipenem esetében. Ez a klinikai alkalmazds soran felmeriild
nehézség talan kikiiszobolhetd, ha mds antibiotikumokkal kombindcioban adjdk a
peptideket. E. coli, koztiik ESBL termeld E. coli és K. pneumoniae torzseket vizsgalva
az a tapasztalat, hogy az A3-APO post antibiotikus hatdsa (PAE) is 1,5 6ra hossztisagu,
ami nem marad el szignifikdnsan az azonos torzseken mérhetd imipenem 2 6rds PAE
mogott (51). Tovéabbi vizsgalatokkal érdemes lenne megnézni, hogy egy A3-APO
kezddterdpia hatasat mas haszndlatos antibiotikumok komplettalni tudjak-e.

Az A3-APO antibakteridlis hatékonysagat el0szor in vitro mérésekkel
vizsgaltuk. Mind vésarolt ATCC torzseken, mind magyarorszdgi kérhazakban izolalt
klinikai torzseken in vitro hatékonysagi vizsgédlatokat végeztiink, hogy kivalasszunk az
in vivo mérésekre alkalmas torzseket. Az Enterobacteriaceae csalddba tartoz6é 13 E.
coli, 13 K. pneumoniae, 2 Salmonella enterica serovar typhimurium, és 5 Enterobacter
cloacae torzs esetén a minimalis inhibitor koncentraciok dtlagosan 16 mg/l értékiiek
voltak, bar voltak a torzsek kozott 64 mg/l MIC-cel rendelkezOk is. Az dltalunk vizsgalt
5 Proteus vulgaris torzsre vonatkozé A3-APO MIC érték 64 mg/l volt. Sajat méréseink
alapjan nem mondhaté ki, hogy az A3-APO minden Enterobacteriaceae csalddba
tartoz6 baktérium fajra és torzsre egyarant hatékony, de a vizsgélt torzsek nagy része
valéban olyan MIC értékkel rendelkezik, ami alapjdn in vivo mérésekre is érdemes
kiprébalni. A vizsgdlt 7 P. aeruginosa és 3 E. faecalis torzsre vonatkozé MIC érték a
vartnak megfeleléen 64 mg/l folotti volt. Itt a DnaK hdsokkprotein fajra jellemzd
szerkezete alapjan a peptidnek in vitro csak a membrinon kifejtett hatasaval
szamolhatunk, hiszen az intracelluldris targethez a peptid nem kotodik. Kilenc

kiilonbozé A. baumannii torzs in vitro vizsgdlata sordn azt tapasztaltuk, hogy ezen
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baktériumfaj torzseire is kevésbé hatékony az A3-APO, a MIC értékek 32-64 mg/l
kozott véltoztak.

In vivo kisérleteinket E. coli Neumann torzzsel kezdtiik, intraperitoneélisan
fertozott egereket kezeltiink kiilonbozé dézisi A3-APO-val illetve 40 mg/ttkg
imipenemmel. A kezelést a fertdz€s létrehozdsa utdn 30 perccel kezdtiik. Ilyen koran
inditott kezelés hatdsara a 10 és 20 mg/ttkg dézisban ip adott A3-APO és imipenem 80-
100%-0s 5 napos hosszitavu tulélést biztositott az egereknek, mig a kezeletlen csoport
egerei mar az elsé 10 6rdban elpusztultak. Masodik in vivo kisérletiink sordn a hirtelen
kialakulo sepsis €s septikus sokk megel0zésére a fertozéshez hasznalt baktérium
inokulumot fizioldgids dextran oldatban készitettiik (25). Ebben a kisérletben az
antibakterialis kezelést nem azonnal a befertoz€és utan inditottuk, hanem a valds élethez
hasonlatosabban megvérva, amig a baktériumok a szervezetet ellepik. A fertézéshez
hasznalt E. coli 5770 t6rzs ESBL termeld torzs volt. A korai (19 6ras) tilélésre az A3-
APO még dozisfiiggd hatdst gyakorolt, a 2,5 mg/ttkg kezelésnél 20%, 5 mg/ttkg
kezelésnél 50%, 10 mg/ttkg kezelésnél 80% tulélést biztositott. A késoi tiléléssel mar
nem igazolhat6 az A3-APO antibakteridlis hatékonységa, 2,5 mg/ttkg nal 10, 5 mg/ttkg-
nal 30, 10 mg/ttkg-nél az egerek 20%-a maradt életben. A kezeletlen kontrollndl korai
20%-o0s, késoi 10 %-os, a 40 mg/ttkg imipenem kezelésnél 90%-os rovid és hosszutava
talélést lattunk. Ugyanakkor az egerek farokvéndjabol vett vérbdl meghatarozott
baktérium csiraszam értékek az A3-APO jo6 antibakteridlis hatékonysagat igazoltdk. Mig
a kezeletlen kontroll csoport vérében a baktérium csiraszdm 10° CFU/ml nagysdgrendig
emelkedett, addig mind az A3-APO mind az imipenem kezelés a 8. 6rdban ezt 10°
CFU/ml nagyséagura csokkentette. Az A3-APO kovetkezd kezelés mar a kimutathatdsag
szintje ald csokkentette a baktérium csiraszdmot, mig az imipenem kezelt allatok vér
baktérium koncentraciéja a kisérlet sordn végig 10* CFU/ml nagysdgrendii maradt. Az
A3-APO hatdsara in vivo hirtelen bekovetkezd baktériumpusztulds, endotoxin
felszabadulds okozhatta az egerek elhullasdt (28). A harmadik E. coli fertdzés
kezelésekor figyelembe vettilk, hogy a peptid antibiotikumok vesén dat torténd
kivalasztédasa 8-10-szer gyorsabb egerekben, mint féemlésokben (29, 30), de cisplatin
elokezeléssel, a vesék karositasa révén, a kivalasztédas mértéke az emberihez hasonlo
szintre csokkenthetd (25). Ez a cisplatin elokezelés viszont sokat rontott az egerek
altalanos allapotan. Mig a kezeletlen kontrol csoportban mérhetd haldlozas, és csiraszam

értékek hasonldak voltak a cisplatin eldkezelés nélkiili csoport értékeihez, az
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antibakteridlis kezelések kedvezdtlenebb eredményt hoztak. A vér csiraszdm értékek a
cisplatin eldkezelés nélkiiliekhez hasonléak lettek, de a cisplatin elOkezelt &llatok
kevésbé tudtak az antibakteridlis kezelés hatdsdra szabaddd v&alé endotoxinnal
megkiizdeni, a tilélok szdma minden csoportban jelentdsen csokkent. Imipenem kezelés
esetén a rovidtavu tulélés 90% helyett csak 86%, a hosszitavu szintén 90% helyett csak
56%-os lett. Ehhez a kontrol értékhez viszonyitva a 10 mg/ttkg A3-APO kezelés 40%-
os, a 20 mg/ttkg A3-APO kezelés 20%-o0s hosszitavu talélést biztositott.

Az 4ltalunk vizsgalt 9 A. baumannii torzs ugyan emelkedettebb MIC értékekkel
rendelkezett, mint az Enterobacteriaceae csalad torzsei, mégis megvizsgéltuk, hogy in
vivo szisztémds A. baumannii fert6zés ellen az A3-APO milyen terdpids védelmet
jelent. Az A. baumannii BAA-1805 egy MBL termel6 torzs, amire in vitro 32 mg/l A3-
APO MIC értéket hataroztunk meg. Intraperitonedlis fertdzés utdn iv adott 2,5 mg/ttkg
imipenem és A3-APO hatékonysagat hasonlitottuk 0ssze. Az MBL termel6 torzs ellen
nem vartuk, hogy az imipenem hatékonyan miikodjon, valoban a kontrollcsoporthoz
képest csak 1 log egységnyi csiraszam csokkenést eredményezett, az egerek pusztuldsa
viszont a kontroll csoporttal azonos volt. Bar ebben az alacsony dézisban, 2,5 mg/ttkg
esetén az A3-APO sem okozott a vér baktérium csiraszdmban 1 log egységnél nagyobb
csokkenést, az egerek tulélési esélyeit nagymértékben javitotta. A kontroll és imipenem
kezelt csoportokban a 12. 6rdban csak 4-4, az A3-APO kezelt csoportban 7 egér maradt
életben. A kovetkezd kisérletben ip fert6zés utdn a kezelés Uj alternativdjat, az im
kezelést probaltuk, 5 mg/ttkg A3-APO és 40 mg/ttkg imipenem hatdsat vizsgaltuk. A
kezeletlen csoporthoz képest az imipenem egy, az A3-APO 2 log;o egységnyi csiraszdm
esést eredményezett. A 18 orads tulélés a kiinduldsi 7 egérhez képest a kezeletlen
csoportban 1, az imipenem kezeltben 3, az A3-APO kezeltben 5 volt. Részben
megismételve ezt a mérést ip fertdzés utan 40 mg/ttkg imipenem és 5 mg/ttkg A3-APO
négy orankénti kétszeri adagoldsa utdn azt tapasztaltuk, hogy az imipenem kezelések a
vér baktérium csiraszdmot a kezeletlen kontrollhoz képest 2-2 log;o egységnyivel, az
A3-APO csak 1-1 logo egységnyivel csokkentette, de az A3-APO az egerek tilélésére
jobb hatast gyakorolt. A kisérlet 8. 6rdjaban a kiinduldsi 7 egérbdl csak 2 imipenem
kezelt maradt életben, mig az A3-APO kezeltek mind éltek. Bar az in vitro mérhetd
MIC érték alapjan nem volt varhat6 in vivo kifejezett hatékonysag az A3-APO-tdl A.
baumannii ellen, mégis mind a vér baktérium csiraszamok alakuldsaban, mind az egerek

talélésére gyakorolt hatdsban az A3-APO j6 eredményeket mutatott.
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Az égett sebek Gram-negativ bakterialis feliilfertdzodése jelentds morbiditas és
mortalitds értékekkel jelentkezik. A leggyakoribb égett sebfertdzés koérokozd az A.
baumannii (33%) az Afganisztinban és Irakban sériilt katondk kozott, az MBL termeld
A. baumannii altal okozott silyos szepszis kialakuldsa 30% folé emelkedett (52,53).
Kisérletesen létrehoztunk standard méretli égett sebeket (26), melyeket kiillonbozo
mennyiségben és alkalommal fertoztink A. baumanii BAA-1805 torzzsel. Els6
kisérletiink sordn a nosokomidlis fert6zések kialakuldsat modelleztiik, és az égett
sebeket 5 napon keresztiil kis csiraszamu A. baumanniival mesterségesen fertoztiik. Azt
vizsgéltuk, hogy a mindennapos A3-APO kezelés ki tudja-e védeni az igy kialakuld
sebfertdzést. A kisérlet 5. napjara a kezeletlen kontroll csoport egereinek sebébol
grammonként szdmitva 10* nagysdgrendben, mig az A3-APO kezeltek sebébél csak 10
nagysagrendben tenyészett vissza a baktérium. Sem a kezeletlen, sem az A3-APO kezelt
csoport egereinél nem alakult ki szisztémads fertdzés az alacsony inokulum hatéséra.

Nagyobb 10° nagysagrendii baktérium mennyiséggel is fertdztiink égett sebeket.
A nagyobb inokulum hatdsara mar kialakult bakteriémia a kisérletbe bevont allatokban.
Az egyszeri dézisban im adott A3-APO a kezeletlen csoportban kialakulé 107 vér
baktériumszdmhoz képest, csak 10° nagysidgrendben engedte a baktériumokat a
vérdramba betorni, ezzel még a colistinnél is hatékonyabb védelmet nyujtott. A
vérkeringésbe jutott baktériumok pusztitisaban is az A3-APO érte el a legnagyobb
sikert, 0sszehasonlitva az imipenem vagy a colistin hatdsdval. Az egerek sebeibdl az 5.
napon visszatenyészthetd baktérium mennyisége a kezeletlen kontrollhoz képest az
imipenemnél 1, a colistinnél 2 az A3-APO-ndl 4 log;o értékkel volt kevesebb. A
kisérletben résztvevd allatok éltaldnos allapota, és sebének gydgyuldsa is az A3-APO
kezeltekben volt a legjobb.

10'"" CFU/seb, nagyon sfirti inokulummal is fertéztiink meg égett sebeket, itt
komoly szisztémds fertdz€s alakult ki, a kezeletlen csoport 7 egerébdl 2 a masodik
napon elpusztult. llyen massziv fertdzés gydgyitdsdra 5 napon keresztiil napi egyszeri
Smg/ttkg A3-APO, vagy colistin és 40 mg/ttkg imipenem im kezelést probaltunk. A
kezelt egerek mind tdléltek az 5. napig, de koziilik csak az A3-APO kezeltek tiintek
egészségesnek. A seb baktérium csiraszdmok a kezeletlen 10’ CFU/g-hoz képest az
imipenem csoportban 10°, a colistin csoportban 10° nagysdgrendiiek lettek, az A3-APO

csoport seb baktérium csiraszama a kimutathatésag hatarara csokkent.
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Megvizsgaltuk, hogy az A3-APO hogyan hat a spontdn sebgydgyuldsra, az égett
sebeket nem fertdztiik mesterségesen. 5 nap 5 mg/ttkg A3-APO kezelés utdn a
kezeletlen sebekhez képest makroszkdposan is jol lathaté eredményesebb gydgyulést, a
szovettani metszeten lathaté mikroszkdpikus jelek is aldtdmasztottdk. Az A3-APO talan
vagy részben azzal segitette a spontdn sebgydgyuldst, hogy a kornyezet kontamindl6d
baktériumait sem engedte megtelepedni, vagy elszaporodni. Tovabbi kisérleteink sordn
a sebfert6zés modellben MRSA baktériumot hasznaltunk, illetve egy ldbszarfekélybol
izolalt K. pneumoniae-A. baumannii-Proteus mirabilis torzsekkel hoztunk 1étre kevert
fertdzést. Ez a négy baktérium torzs in vitro méréseink alapjan rezisztensnek bizonyult
A3-APO-val szemben. A kezeletlen kontrol egerekhez képest az MRSA fertdzott, de
A3-APO kezelt egerek sebei nem voltak gennyesek, gyulladdsos jelek a sebek
kornyékén nem latszodtak. A kevert fert6z€ésbol kialakult sepsis esetén az A3-APO az
egerek tulélését megnyujtotta, a vér baktérium csiraszdmokat csokkentette. Az in vivo
mérések alapjan az A3-APO jotékony hatdsa nem magyardzhatdé az antibakteridlis
aktivitassal (54). Human periférids vérbdl izoldlt mononuclearis sejtkultirdn az A3-
APO negyed illetve hatod részben csokkentette az interleukin-4 és interleukin-10
termelddést. Az A3-APO in vivo jétékony hatdsdnak egyik lehetséges magyardzata,

hogy a fert6zé€s helyén a gyulladast mérsékli (54).
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7. Kovetkeztetések

1.

2.

3.

Az A3-APO, mint a természetbdl izolélt prolin-gazdag antibakteridlis peptidek
mesterséges tervezett szarmazéka, az alapvegyiiletekhez képest megdrizte in
vitro antibakteridlis spektrumét és hatékonysdgat, ezt 57 kiilonb6z0 vasarolt
ATCC és klinikai anyagbdl izoldlt baktériumtorzs A3-APO MIC értékét
meghatarozva bizonyitottuk. Az A3-APO kiilondsen az Enterobacteriaceae
csaldd baktériumai ellen hatékony, bar a csalddban kivételt képez a Proteus
vulgaris faj. Kozepes hatékonysdggal rendelkezik a peptid az Acinetobacter
baumannii torzsekkel szemben, mig Pseudomonas aeruginosa, és Gram-pozitiv
baktériumok ellen szinte hatdstalan. Minimdlis hatékonysdga ezekkel a
baktériumokkal szemben a bakteridlis membranokra kifejtett hatdsanak tudhat6
be, mig az A3-APO irdnt érzékeny baktériumok esetében a baktériumban
intracelluldrisan elhelyezkeddé DnaK hdsokk-protein és chaperon fehérjék
mukodésének gitldsa hozzaadddik ehhez a membranhatdshoz.

Farmakokinetikai méréseinkkel im adagolds utdn nem sikeriilt 0-90 perc
intervallumban a beadds utdn a kisérleti dllatok vérébol A3-APO-t kimutatni, igy
nem tudtuk megmérni sem a kiiiriilés sebességét, sem a maximadlisan elérhetd
szérumszintet. In vitro szérumban hosszu felezési idok mérhetdk, igy
feltételezhetd, hogy a peptid im adagolds utdn egy hordozéfehérjéhez kotodik,
ezzel az antibakteridlis hatdsa megmarad, st a toxicitdsi paraméterei is javulnak.
Az is lehetséges, hogy a peptid valamelyik sejtes elemhez kotddve is fejt ki in
vivo hatést, ezért nem mérhetd szintje a sejtmentes savéban, de hatdsos
fertozésekkel szemben. Moddositott farmakokinetikai tesztekkel és kiillonbozo
vérsejtek sejtkultirdival végzett in vivo mérések ezekre a kérdésekre valaszt
adhatnak.

Toxicitasi vizsgalatainkkal meghatdroztuk azt a maximélisan beadhaté A3-APO
dozist, amelynél toxikus hatds még nem jelentkezik az dllatokon, ez a NOAEL
(no observed adverse effect limit) érték. Az egyszeri intraperitonealis adagolds
sordan 10 mg/ttkg-nal nem jelentkezett még toxikus hatds, mig 25 mg/ttkg esetén
madr észleltiink ilyet. Ismételt ip adagoldsokndl a 20 mg/ttkg mennyiség

bizonyult a NOAEL értéknek. Egyszeri iv adagolds NOAEL értéke 10 mg/ttkg,
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25 mg/ttkg esetén mdr toxikus jelek mutatkoznak. Im adagolds utdn az 50
mg/ttkg-ot kaptuk NOAEL értéknek €s csak 75 mg/ttkg esetén lattunk toxikus
hatdst. Mind iv mind ip adagolés esetén az 50 mg/ttkg mar haldlos dézis volt.
Szisztémds E. coli fertdzésekben elvégzett Osszehasonlité vizsgalattal
megallapitottuk, hogy az ip 40 mg/ttkg imipenem in vivo vér baktérium
csfraszam csokkentd hatdsat ip 10 mg/ttkg doézis A3-APO kezeléssel is
ugyanugy el lehet érni, de az A3-APO valdszintileg hirtelen nagy mennyiségii
endotoxin felszabaduldst okoz, ami az egerek tulélési esélyeit rontja. A
multirezisztens, ESBL termel0 E .coli infekcidk kezelésére az A3-APO, mint
alternativ kezelési lehetdség felmeriilhet, de a hirtelen endotoxin felszabaduldst
megeldézve inkdbb alacsonyabb ddézisban, mds szinergistaként mukodo
antibiotikumokkal kombinélva.

Szisztémas, MBL termeld A. baumannii fertdzésben megallapitottuk, hogy az
A3-APO akér intravénds 2,5 mg/ttkg, akar intramuscularis 5 mg/ttkg adagolas
utdn nemcsak a vér baktérium csiraszamot csokkentette, de az elhullott egerek
szama is joval kevesebb volt a kezelések hatdsara, mint a kezeletlen csoportban.
Két kiilonboz6 méretli multirezisztens A. baumannii inokulumot hasznalva
sebfertdzést alakitottunk ki. Megéllapitottuk, hogy a kisebb inokulum hatdsara
kialakul6 atmeneti bakteriémia is kisebb foku, és gyorsabban eliminal6odik
egyszeri 5 mg/ttkg im A3-APO, mint imipenem vagy colistin hatdsara.
Ugyanebben a kisérletben l4thaté volt, hogy a seb csiraszam csokkentés terén is
az A3-APO volt a legsikeresebb. Nagyobb kezdeti inokulum erdteljesebb
szisztémads fertdzése, €s a mellette fenndllo sebfertdzés is sikeresen gyogyithatod
volt 5 napon keresztiil adott A3-APO-val.

Bizonyitottuk, hogy az A3-APO megvédi az egereket az daltalunk A.
baumanniival kisérletesen eldidézett, és az egerek kornyezetében fellelhetd
egyéb kontamindns baktériumok 4ltal okozott sebfert6zéstdl. Ezzel
bizonyitottuk, hogy a naponta egyszer im adagolt 5 mg/ttkg A3-APO védelmet

biztosit a nosocomialis sebfertozésekkel szemben.
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8. Osszefoglalas

Napjaink egyik legsilyosabb felmeriild6 egészségiigyi problémdja az
antibiotikum-rezisztens baktérium torzsek megjelenése és elterjedése. Az Uj
antibakteridlis szerek fejlesztése nem halad olyan iitemben, mint ahogy hidny
jelentkezik a meglévd antibiotikumok terdpids hatékonysdgaban. Fontos, hogy az uj
antibakteridlis vegyiiletek olyan 4j hatdsmechanizmussal rendelkezzenek, ami ellen a
baktériumok nem tudnak gyorsan reagélva rezisztenssé valni. A féleg rovarokbdl izolalt
antimikrobidlis peptideket régota lehetséges alternativdnak gondoljuk a kis molekuldju
antibiotikumok mellett. Az eurdpai verdkoltd bodobédcsbdl, a Pyrrhocoris apterus-bol
izolalt pyrrhocoricin szdmos tervezett anal6g szarmazéka koziil a prolinban gazdag A3-
APO bizonyult preklinikai vizsgélatokra érdemes antibakteridlis peptidnek. Az A3-APO
kimagasld membrankérosité hatdsd, gatolja a 70 kDa nagysdgi hdsokk-proteint, a
DnaK-t, nem toxikus az eukaridta sejtekkel szemben é&s ellendll a testnedvek
proteolitikus roncsoldsdnak.

A doktori értekezés Osszefoglalast ad az A3-APO szerkezetérdl és
hatdsmechanizmusardl, az in vitro antibakteridlis vizsgdlatok koziil a post-antibiotikus
hatds €s a rezisztencia indukci6 vizsgalatarol. A tézisek részletesen tirgyaljdk az in vitro
szisztémads €s helyi fertdzések kezelésében tapasztalt hatékonysagot.

In vitro az Enterobacteriaceae csaladba tartozé 33 baktériumtorzs ellen a peptid
atlagos Minimalis Inhibitor Koncentracigja (MIC) 16 mg/l volt. A P. vulgaris kivételt
jelentett ebben a csalddban, MIC tartomdnya magas 64-128 mg/l volt, hasonléan a P.
aeruginosa és E. faecalis torzseknél mérhet6khoz. A vizsgélt 9 A. baumannii torzsre
vonatkozé MIC érték a 32-64 mg/l tartomanyba esett. A még nem észlelhetd toxikus
hatds hatarértékek ismételt ip adagoldskor 20 mg/ttkg-nédl, iv adagolds esetén 10
mg/ttkg-ndl, im beadds sordn 50 mg/ttkg-nal voltak mérhetdk. Az A3-APO, a tervezett
antibakteridlis peptid hatékonynak bizonyult kiilonbozé E. coli és A. baumannii
szisztémas fertdz€s, valamint A. baumannii égett seb fert6zés egérmodellben is. Az A3-
APO peptid igéretes tulajdonsdgokkal rendelkezik, hogy a multirezisztens kérokozok

elleni antibiotikum arzendl tagja legyen.
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9. Summary

One of the most serious emerging health concerns today is the appearance and
spread of antibiotic resistant bacterial strains. The development rate of new
antimicrobial agents cannot keep up with the lack of therapeutic potency of existing
antimicrobial drugs. It is important to identify antimicrobial compounds with novel
modes of action for wich the bacteria are unable to mount a quick response to build
resistance. Antimicrobial peptides, isolated mainly from insects have long been
considered to be viable alternatives to small molecule antibiotics. From a series of
designer antibacterial peptides, analogs of pyrrhocoricin, an antibacterial peptide
isolated from the Europian sap-sucking bug Pyrrhocoris apterus, A3-APO emerged as a
viable preclinical candidate. A3-APO has superior ability to disintegrate the bacterial
membrane and inhibit the 70-kDa heat shock protein DnaK, lack of eukaryotic toxicity
and withstand proteolytic degradation in body fluids.

In this PhD thesis the structure and modes of action, from the in vitro
antibacterial effects the postantibiotic effect and the resistance induction of A3-APO are
summerized. The results of in vitro antimicrobial susceptibility tests, and in vivo
properties like toxicity and antimicrobial effect against systemic and local infections are
discussed in details.

In vitro the peptide exhibited a median minimal inhibitory concentration (MIC)
of 16 mg/1 against 33 strains from Enterobacteriaceae family bacteria. Proteus vulgaris
was an exception in this family with his high MIC range of 64-128 mg/l, what we could
measured also against Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus faecalis strains.
Against the examined 9 Acinetobacter baumanii strains the MIC range was 32-64 mg/l.
The No Observed Adverse Effect Limits at repeated intraperitoneal, at intravenous and
at intramuscular peptide administration were 20 mg/kg, 10 mg/kg and 50 mg/kg,
respectively. The designer antibacterial peptide A3-APO was efficious in different
mouse models of E. coli and A. baumannii systemic infections, and in A. baumannii

wound infections after burn injury.
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