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Ciklodextrin-modulalt kvorum csillapitas —
a-ciklodextrinek bakterialis kommunikaciora gyakorolt
hatasanak vizsgalata Aliivibrio fischeri modellrendszerben
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1. Bevezetés

A baktériumoknak az elsd sejtek megjelenésétdl kezdve ki-
emelt szereptik volt a bioszféra alakitasaban, illetve a ma-
sokkal, eukariota egysejtiickkel, valamint magasabb rend
¢lolényekkel komplex kozosséget alkotva, azokkal folya-
matos kommunikacioés kapcsolatot fenntartva élnek. Ehhez,
illetve a fajon beliili interakciokhoz a valtozatos szerkezetii
szignal molekuladk termelésén és detektalasan alapuld, sejt-
stirtiségtdl fliggd mechanizmust, a bakteridlis kommuni-
kéaciot, vagy mas néven kvorum érzékelést hasznaljak.! A
kvorum érzékelés (quorum sensing, QS) az egylittmikddés
kialakitasara képes baktérium populaciok sejtsiiriiségtol
fliggd inger-valasz rendszere, amely kis molekulasulyu
szignalok (autoinducerek, AIl-k) termelésén, detektala-
san, illetve az ezek altal kivaltott génexpresszion alapul.?
A baktériumok folyamatosan, kis mennyiségben termelik
a szignalokat, amelyek a sejtfalon at a kdrnyezetbe jutnak,
majd egy masik baktérium megfelelé receptorahoz kotéd-
ve azzal komplexet képeznek. A populdcié sejtszamanak
novekedésével a receptorok fokozatosan telitédnek, amig a
szignal-receptor komplexek koncentracioja elér egy kiiszo-
bértéket. Ekkor egyrészt a szignalok termelése intenziveb-
bé valik (autoindukcio torténik), masrészt a sejtekben egyes
célgének atirédnak, amelynek koszonhetden a populacid 1)
tulajdonsagokra tesz szert.? Ilyen tulajdonsag tobbek kozott
a fénykibocsatas (biolumineszcencia), a rajzé vagy uszo
mozgas, a biofilmképzés, a sporulécio, kiilonb6zé masodla-
gos anyagcsere termékek termelése, a fajon beliili fenotipu-
sos heterogenitas, valamint a kiilonb6z6 virulencia fakto-
rok megjelenése is. Ezek a kvorum érzékelés altal iranyitott
tulajdonsagok mind a faj talélését, a gyorsan valtoz6 kor-
nyezeti feltételekhez vald alkalmazkodasat, esetleg a fer-
t6z6képesség javulasat szolgaljak.* A baktériumok szamos
kiilonbozo eredetti és szerkezetli szignal molekulat termel-
nek, amelyek koziil — foként a Gram-negativ proteobaktéri-
umok korében — az N-acil-homoszerin lakton (AHL) tipusu
molekulak a legelterjedtebbek.® Az AHL szignalmolekulak
egy, az a-pozicidban 1évo szénatomon laktonizalt homosze-
rin gyurtibdl, illetve egy C4—C18 hosszusagt acillancbol
allnak, amelyeket egy amidkotés kapesol Gssze (1. abra).t

1. Abra. Az N-acil-homoszerin szignalok kiilonféle tipusai.”

Napjaink egyik siirgetd problémaja a multidrog reziszten-
cia terjedése a patogén baktériumok kozott. Az Amerikai
Jarvanytigyi és Betegségmegel6zési Kozpont adatai sze-
rint vilagszerte évente koriilbeliil 700 000 halalesetért
felelések ezek a fajok.® Ezt leggyakrabban az antibiotiku-
mok hatasanak javitasaval (adjuvansok adagolésaval) vagy
azok alternativ médszerekkel vald kivaltasaval probaljak
orvosolni. A lehetséges alternativak kozé tartozik a sejt-
funkciok bakteriofagokkal valé zavarasa, a természetes
eredetli, antibakterialis anyagok alkalmazasa; illetve az
egyes virulencia faktorok iranyitasaért kvorum érzékelés
folyamatanak gatlasa.>!® A kvorum érzékelés gatlasa, azaz
a kvorum csillapitas (quorum quenching, QQ) tobb, eltérd
megkozelitésti modszert foglal magaba, amelyek kozdos jel-
lemzdje, hogy nem pusztitjak el vagy helyezik szelekcios
nyomas ala a baktériumot, csupan a sejtek kozti kommu-
nikaciot akadalyozzak meg. Ezaltal a kvorum érzékelés
altal irdnyitott, fertézOképességért felelés tulajdonsagok
nem jelennek meg, az Gjszerti megkozelitésnek koszonheto-
en pedig varhatoéan csokken a rezisztencia kialakulasanak
valoszintisége.! Ilyen modszer tobbek kozott a szignal mo-
lekuldk vagy a receptorok enzimes degradacidja, a szigna-
lok QS-inaktiv szerkezeti analdgokkal valo helyettesitése,
valamint ezek molekularis kapszuldzasa is.}?™* A szignalok
egészének vagy egy részének kapszuldzasara tobbek kozott
alkalmasak a természetben is megtalalhato, de a keményi-
t6 hidrolizisével ipari koriilmények kozott is eldallithato
ciklodextrinek.

A ciklodextrinek (CD-k) ciklikus gliikdz egységekbdl fel-
épiilé, nem redukalod oligoszacharidok (2. abra). Gytirlis
szerkezetli molekulak, amelyeknek harom nativ tipusa — az
a-CD (ACD), a B-CD (BCD) és a y-CD (GCD) — szamos
szubsztitualt szarmazéka ¢€s valtozatos szerkezetli poli-
merje ismert.* Kiilonleges szerkezetiikb6l, illetve kettds
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polaritasukbol adodoan vizes kozegben a ciklodextrinek
képesek az tireglikben reverzibilisen megkdtni megfeleld
méretli molekulakat vagy molekula részeket, vagyis azzal
zarvanykomplexet képezni.'®® Ezen asszociacios komplex
képzbdése dinamikus egyenstlyra vezetd, reverzibilis fo-
lyamat, amelynek eredményeképpen a vendég molekula
tulajdonsagai a szabad allapotahoz képest megvaltoznak,
mig a ciklodextrin szerkezete — enyhe alakvaltozason ki-
viil — valtozatlan marad.r” Ezen kiilonleges tulajdonsaguk-
nak koszonhetéen napjainkban széles korben alkalmazzak
a ciklodextrineket a gyogyaszat, az ipar, a mezdgazdasag,
illetve a kornyezetvédelem szamos teriiletén.!s
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2. Abra. A nativ ciklodextrinek altalanos felépitése (balra) és az ket
alkoto gliikkopiranoz egységek szerkezete (jobbra); az ACD esetén n=1,
a BCD esetén n=2, a GCD esetén pedig n=3.1%

A ciklodextrinek egyik legujabb — és a kutatdsunk szem-
pontjabol legfontosabb — alkalmazasi teriilete a kvorum
érzékelés befolyasolasa. A ciklodextrinek képesek moleku-
laris csapdaként az iiregiikbe zarni a Gram-negativ bakté-
riumok altal termelt AHL szignal molekulak apolaris acil
oldallancat (3. abra), ezzel megakadalyozva azok recepto-
rokhoz valé kotédését. fgy hidba nd a populacié sejtszama
¢és a szignalok mennyisége a kornyezetben, a baktériumok
receptorai nem telitddnek, azaz a szignal-receptor komple-
xek koncentracidja nem haladja meg azt a kritikus értéket,
amely a gének atirodasahoz sziikséges. Ezaltal az adott gé-
nek altal koédolt, tehat kdzvetve a kvorum érzékelés iranyi-
tasa alatt 4116 tulajdonsagok sem jelennek meg a populacio-
ban.??? Jelenlegi ismereteink szerint a nativ ciklodextrinek,
ezek szarmazékai, valamint polimerjei is képesek nem-spe-
cifikusan komplexalni az AHL szignalok acil oldallancat,
de a létrejott 1:1 CD:AHL sztochiometridju zarvanykomp-
lex stabilitdsa a ciklodextrin molekulak egyedi tulajdon-
sagaitdl, az acillanc hosszatol €s szubsztitualtsagatol, va-
lamint a kisérleti koriilményektdl fiiggéen eltérd lehet.?>24
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3. Abra. A ciklodextrin (CD), az AHL szignal és a zarvanykomplex.?

2. Célkitiizések

A zarvanykomplex képzés révén megvalosuld kvorum csil-
lapitas a kvorum érzékelés altal iranyitott tulajdonsagokban
bekovetkezd valtozasok mérésével nyomon kovethetd, ez-
altal pedig a kiilonboz6 ciklodextrinek kvorum csillapito
hatasa (QQ aktivitasa) szamszerisithetd, értékelhetd és 6sz-
szehasonlité. Ennek nyoman kutatasunkban célul tiiztiik ki
tobbek kozott kiilonbozo a-ciklodextrinek kvorum érzéke-
lésre gyakorolt hatdsanak szisztematikus felmérését, illetve
Osszehasonlito értékelését. Modellorganizmusként a Gram-
negativ, fakultativ anaerob, sosvizi Aliivibrio fischeri bak-
tériumot valasztottuk ki (4. abra), amely a mikrobiologiai,
okotoxikologiai kutatasok, valamint a baktériumok és gaz-
daszervezetek kozotti kélesonhatasok vizsgalatanak régota
eredményesen hasznalt tesztorganizmusa. A faj jellegzetes,
kvorum érzékelés altal iranyitott tulajdonsaga a biolumine-
szcencia, amely szimbionta és szabadon €16 sejtek esetében
egyara’mt megjelenik % Els(')'dleges célunk Volt az expozicios
zetenek és az ebbdl adodo fizikai-kémiai tulajdonsagamak
potencialis QQ aktivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalata.
Ehhez rovid tava (akut), kis térfogatt és statikus kisérle-
ti elrendezésben kdvettiik a nativ ACD, ennek kiilonféle-
képpen szubsztitualt szarmazékainak, valamint epiklor-
hidrinnel térhalositott polimerjének kvorum érzékelésre
(biolumineszcenciara) gyakorolt hatasat. Ezutan a biologiai
rendszerekben, ciklodextrinek jelenlétében zajlo komplex
folyamatok feltarasa érdekében tovabbi, hosszt tava (kro-
nikus) kisérleteket végeztiink. Ezek soran a nativ ACD, va-
lamint az N-(3-oxo-hexanoil)-l-homoszerin lakton (OHHL)
szignal molekula biolumineszcenciara gyakorolt 6nalld és
kombinalt hatasat vizsgaltuk nagy térfogat, dinamikus
kisérleti elrendezésben. Emellett ebben a tesztrendszer-
ben meghataroztuk az A. fischeri esetében kulcsfontosagu
AHL szignal molekuldk — az N-hexanoil-l-homoszerin
lakton (HHL), az N-(3-oxo-hexanoil)-lI-homoszerin lakton
(OHHL) és az N-oktanoil-I-homoszerin lakton (OHSL) —
koncentracidjat is. Ebben az esetben azt kivantuk felmérni,
hogy a korabbi kisérletben nagy QQ aktivitast mutatdé ACD
képes-e mesterségesen intenzifikalt kommunikécié esetén
is QQ hatast kifejteni, tehat kompenzalni a kiviilrél adagolt
(exogén) szignal serkentd hatasat.

4. Abra. Biolumineszkalo, 16 oras A. fischeri kultara lombikban
(jobbra) és biolumineszkald baktérium sejtek (balra).
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3. Eredmények

A kovetkezékben bemutatott abrakon az expozicioés id6, va-
lamint a ciklodextrin koncentracié fliggvényében abrazol-
tuk a biolumineszcencidra gyakorolt, kontrollhoz viszonyi-
tott atlagos gatld hatast (%) vagy relativ biolumineszcencia
értékeket. Az egyutas és ismételt méréses varianciaanalizis
(ANOVA ¢és RM_ANOVA, p<0,05) eredményei alapjan a
diagramokon csillaggal (¥) jeloltiik az adott id6pontban a
kontrolltdl valo szignifikans eltérést.

3.1. Az a-ciklodextrinek hatiasanak vizsgalata

Az 5. abra 0,156—-10 mM nativ ACD, random-metile-
zett-ACD (RAMEA), 2-hidroxipropil-ACD (HPACD), tri-

Magyar Kémiai Folyoirat

metil-aminopropil-ACD (QAACD), valamint térhalés ACD
polimer (ACDPS) fénykibocsatasra gyakorolt hatdsat szem-
I¢lteti 30—120 perc expozicid utan, exponencialis szaporo-
dasi szakaszban 1évd baktérium tenyészet esetén.

Az a-ciklodextrinek a legtobb esetben a kontrollhoz képest
szignifikansan csokkentették a biolumineszcencia intenzi-
tast, ez a hatasuk pedig az id6 elérehaladtaval és a koncent-
racidval — bar szarmazékonként eltéré mértékben — nétt. A
legjelentésebb kvorum csillapité hatast (64%, 120 perc) 10
mM ACD valtotta ki, de ez a nativ valtozat mar 0,312 mM
(30 perc) és 0,625 mM (120 perc) koncentracidban is szig-
nifikansan csokkentette a fénykibocsatast. Az egyéb a-cik-
lodextrinek gatlo hatasa egyik esetben sem érte el a 40%-ot.
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5. Abra. Az a-ciklodextrinek hatdsa az A. fischeri biolumineszcenciajara. ACD: nativ a-ciklodextrin, RAMEA: random-metilezett-ACD (DS~11),
HPACD: 2-hidroxipropil-ACD (DS=4,6), QAACD: trimetil-aminopropil-ACD (DS=2,5-4), ACDPS: epiklorhidrinnel térhalositott ACD polimer.
A csillagok az adott idépontban a desztillalt vizes kontrolltol valo szignifikans kiilonbséget jelolik.
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3.2. A nativ ACD és az OHHL szignal kombinalt
hatasanak vizsgalata

A 6. abra a kontrollhoz viszonyitott, relativ bioluminesz-
cencia intenzitast szemlélteti 20 mM nativ ACD, 5 és 50
MM N-(3-oxo-hexanoil)-I-homoszerin lakton (OHHL) szig-
nal molekula, valamint ezek kombinacidinak jelenlétében,
16—48 o6ra expozicidé utan, exponencialis szaporodasi sza-
kaszban 1év0 tenyészet esetén.

Az ACD 6nmagaban mind a négy idépontban a kontroll-
hoz képest szignifikans, 69-79%-o0s gatlé hatast mutatott.
A varakozasoknak megfeleléen az OHHL szignal molekula
koncentraciotol fiiggetleniil szignifikansan, 42—170%-kal
serkentette a fénykibocsatast. 5 és 50 pM OHHL esetében
lathaté a hatas iddbeli csokkenése, amelynek oka feltehet6-
en az, hogy az exogén szignal molekula a QS folyamatok
szabalyozasaval tovabbi szignalok termelését indukalta.
Emellett a biolumineszcencia idébeli csokkenésében a ne-
gativ visszacsatolasi mechanizmusok is szerepet jatszhat-
nak: kezdetben az exogén OHHL pozitiv visszacsatolasi
rendszerben indukalta tovabbi szignalok termelédését,
ugyanakkor lehetnek a rendszerben olyan tipust AHL re-
ceptorok is, amelyek transzkripcios represszorként mi-
kodnek. Az AHL szignal molekulak (itt az OHHL) ezen
receptorhoz vald kotédése pedig negativan szabalyozza a
génrepressziot.?’

137

Az ACD és az OHHL egyiittes adagolasa esetén az ACD
QS gatld hatasa ellenstlyozta a szignal QS serkentd hatdsat:
16 és 24 ora expozici6 utan 5 és 50 uM OHHL jelenlétében
is a kontrollhoz képest szignifikans, 78—92%-os csokkenés
volt megfigyelhetd a biolumineszcenciaban. Ez a gatlo hatas
id6vel csokkent, 20 mM ACD és 5 uM OHHL esetén 40 és
48 6ra utan mar nem volt jelent6s hatasa a molekulak kom-
binacidjanak, 20 mM ACD és 50 uM OHHL esetén pedig
szignifikans, maximum 36%-o0s serkentést tapasztaltunk.
Ennek az lehetett az oka, hogy 40 6ra utan a szignal mo-
lekulak feldisultak a rendszerben, koncentracidjuk olyan
mértékben megndtt, amelyet az ACD mar nem volt képes
elegend6é mennyiségben komplexalni ahhoz, hogy gatolja a
QS folyamatokat. De ebben szerepe lehet az exogén OHHL
és az ACD mas szignal molekuldkra gyakorolt hatdsanak
is. Ahogy a rendelkezésre allo szakirodalom is leirja, az A.
fischeri biolumineszcenciaja elsédlegesen a LuxI/LuxR QS
rendszer iranyitasa alatt all, amelynek az elmult években
tobb szignal molekulajat is kimutattak. Ugyanakkor besza-
molnak arrdl is, hogy ezen feliil két, pArhuzamosan miiko-
dé QS utvonal (AinS/AinR, LuxS/LuxP/LuxQ) is ismert,
amelyek kozott szintén hierarchikus szabalyozas valosulhat
meg.”® Ebben a komplex rendszerben szamos folyamatot
befolyasolhat mind a ciklodextrin, mind az exogén szignal
jelenléte.
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6. Abra. Az ACD, OHHL, illetve ezek kombinaciojanak hatasa az 4. fischeri biolumineszcencidjara (ACD: nativ a-ciklodextrin,
OHHL: N-(3-oxo-hexanoil)-L-homoszerin lakton szignal; a csillagok az adott idépontban a kontrolltdl valé szignifikans kiilonbséget jelolik).

srer

Az 1. tablazat az N-hexanoil-I-homoszerin lakton (HHL),
az N-(3-oxo-hexanoil)-lI-homoszerin lakton (OHHL), il-
letve az N-oktanoil-lI-homoszerin lakton (OHSL) szignal
molekulak HPLC-MS/MS technikaval meghatarozott

crcr

crrr

utan, exponencialis szaporodasi szakaszban 1€v0 tenyészet
esetén hataroztuk meg.

3.3.1. N-hexanoil-1-homoszerin lakton (HHL)

A mikrobiologiai kisérletek soran mind az ACD, mind pe-
dig az exogén OHHL negativan befolyasolta a HHL kon-
volt. 24 6ra utan csak a kontroll és az 5 uM OHHL-t tar-
talmazo6 mintaban tapasztaltunk HHL képzddést. 48 ora
utdn az ACD-t tartalmazé mintakban tovabbra sem kép-
z6dott HHL, az OHHL-lel kezelt mintak HHL tartalma
pedig 37—-41%-kal volt kisebb, mint a kontroll mintaé. Az
ACD és OHHL egyiittes jelenlétében a kontrollhoz képest
97-98%-kal kisebb volt a HHL koncentracio.
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3.3.2. N-(3-oxo-hexanoil)-1-homoszerin lakton
(OHHL)

A szakirodalom altal t6bb helyen a biolumineszcencia f6
szignaljaként leirt OHHL szinte kizarolag akkor volt jelen,
ha azt mesterségesen adtuk hozza a tesztkozeghez. Ez arra
utal, hogy a tesztelt A. fischeri ATCC 49387 torzs esetén
nem elsédleges szerepii ez a molekula (nem endogén szig-
nal), tehat feltehetden a baktérium nem termeli az alapvetd
fiziologias folyamatai soran. Az 5 és 50 uM (kb. 1070 és
10700 ng/ml) exogén OHHL szignal hatasat vizsgaldé min-
takban, az id6 elérehaladtaval és a koncentracioval névekvo
mennyiségii, maximum 73 és 487 ng/ml OHHL jelent meg,
amely azt szemlélteti, hogy az exogén OHHL indukcios
szereppel birt, tovabbi szignal termelést kivaltva. 24 ora el-
teltével a szignal koncentracio 20 mM ACD és 5 uM OHHL
hozzaadasa esetén maximum 24 ng/ml, 20 mM ACD és 50
uM OHHL adagolasa esetén pedig 245 ng/ml volt. Az ACD
hozzaadasa nélkiil mért OHHL koncentraciokkal dsszevet-
ve az ACD jelenléte ebben az idépontban nem befolyasolta
a szignal molekula mennyiségét. Ugyanakkor 48 ora eltelté-
vel az ACD jelenlétében csaknem negyvened és harmincad
részére csokkent az OHHL koncentracidja a tesztkdzegben.
Az OHHL hianya, valamint kis mennyisége a mintakban
rendkiviil érdekes eredmény, hiszen a visszamért koncent-
racio nagysagrendekkel kevesebb volt, mint az dsszeallitas
soran a kisérleti rendszerhez adott mennyiség. Alapvetden

az AHL szignalok a sejten kiviili térben is stabilak, viszont
a kozeg kémbhatasa és hdmérséklete befolyasolhatja az élet-
tartamukat.? Ezen kiviil a spontan laktonolizis is csokkent-
heti a koncentraciojukat.*® Erdemes megemliteni tovabba,
hogy egyes Gram-negativ baktériumok a sajat szignaljaik
lebontasara (és késobbi ,,ujrahasznositasara”) is termel-
hetnek szubsztrat-specifikus laktonaz enzimeket.® Ezek a
folyamatok magyardzattal szolgalhatnak az OHHL kis kon-
vizsgalt vagy még nem ismert mechanizmusok huzoédnak a
hattérben.

3.3.3. N-oktanoil-I-homoszerin lakton (OHSL)

A kontroll mintahoz viszonyitva az ACD és az OHHL hoz-
zaadasa is negativan befolyasolta az OHSL mennyiségét. 20
mM ACD jelenlétében tobb, mint 95%-kal kevesebb volt az
OHSL, mint a kontroll mintdkban. Az 5 és 50 pM OHHL-t
tartalmazé mintakban pedig a kontrollhoz viszonyitva 37
és 43%-kal (24 o6ra), valamint 28 és 32%-kal (48 ora) ki-
sebb volt az OHSL koncentracio. Az ACD ¢és az OHHL
egylttes adagolasa esetén ez a hatas fokozottan érvénye-
siilt: 24 ora elteltével mindkét esetben megsziint az OHSL
szintézis, 48 ora utan pedig tobb mint 95%-kal csokkent a
kontrollhoz képest. Ezen eredmények alapjan feltételezhe-
t6, hogy az OHHL és az OHSL ko6z6tt kompetitiv inhibicid
is fennallhat.*

1. Tablazat. Az AHL szignalok koncentracioja (ng/ml) az ACD és OHHL kiilonb6z6 kombinéacidinak hatésat vizsgalo kisérletben.

Kontroll 20 mM ACD 5 uM OHHL 50 WM OHHL 2;) ?y&c}?; 2;) :E\l/\[/[(;fHDJ
HHL [ng/ml] 6,0+0,6 n.a. 3,3+£0,2 n.a. n.a. n.a.
OHHL [ng/ml] na. - 255+ 4,3 22264179 230405 24554392
OHSL [ng/ml] 122,2+106 25402 747 + 4,4 70,0£2,0 - -
48 ora
HHL [ng/ml] 200+47 n.a. 182+27 170<15 0.8+0,1 05402
OHHL [ng/ml] na. na. 731+103 486,7+45,1 22402 129418
OHSL [ng/ml] 3782 +37,8 52,6409 27174338 256,7 5,0 16,7429 18,2430

@ p.a.: nincs adat, nem volt mérheté mennyiségii szignal molekula.

Osszességében a HHL és az OHSL szignalok valtozé kon-
centracioban, de mindegyik kontroll mintaban eléfordultak,
az OHHL - eltéréen néhany, a szakirodalomban megjelent
kutatas eredményeitol — viszont csak akkor volt detektalha-
to, ha azt mesterségesen adtuk hozza a tesztkdzeghez. Ez
az eredmény eldallhatott a korabban mar ismertetett okok
— a kisérleti rendszer kémhatasanak és hémérsékletének
valtozdsa, a laktonolizis, valamint szubsztrat-specifikus
laktondzok termelése — miatt, illetve a QS folyamat kiilon-
b6z szakaszaiban termelt szignalok kdzotti mennyiségi és

mindségi eltérés miatt is. Az A. fischeri kvorum érzékeld
rendszere jol szemlélteti, hogy egy-egy fenotipusos tulaj-
donsag megjelenésének szabalyozasaban tobb QS tutvonal
is kolcsonhatasba 1éphet egymassal. Ez a kolesdnhatas pe-
dig olyan komplex rendszert alkot, amely aligha érthetd
meg teljeskoriien az eddigi eredményeink alapjan, tehat a
kvorum érzékelés miitkddése tovabbi — koztiik molekularis
szintll — feltar6 vizsgalatokat, valamint matematikai elem-
zést igényel.
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4. Kisérleti metodika

A Kkisérletek soran alkalmazott Aliivibrio fischeri (ATCC
49387, DSM 7151) torzset a Hach Magyarorszag Kft.-tdl, a
szignal molekuldkat a Merck Life Science Kft.-tdl szerez-
tiik be. A ciklodextrineket (7. abra) a Cyclolab Ciklodextrin
Kutato-Fejlesztd Kft. bocsatotta a rendelkezésiinkre.

OR

Nativ CD n=26,7vagy 8 R=-H

Random-metilezett CD n=67vagy8 R=-H
-CHs
Trimetil-aminopropil-CD  n=6, 7 vagy 8 R=-H
-CH:CH(OH)CH:2N(CHs)s* ClI-
n=6,7 vagy 8 R=-H
-CH:CH(OH)CH3
n==6,7 vagy 8 R=-H
-(CH2):S0sNa*™
n=6,7 vagy 8 R=-H
-CH:CH(OH)CH:0H
-CH:CH(OH)CH:20-CD

2-hidroxipropil-CD

" Szulfobutil-éter-CD

CD polimerek

7. Abra. A kutatas soran vizsgalt ciklodextrinek (CD-k) szerkezete.
4.1. Az a-ciklodextrinek hatasanak vizsgalata

Ebben a kisérletsorozatban az a-ciklodextrinek A. fischeri
biolumineszcenciajara gyakorolt hatasat 0,156—10 mM
koncentracioban, kis térfogatban (mikrotitrator lemezben,
250 pl), nagy ateresztéképességli modszer alkalmazasaval
vizsgaltuk. A biolumineszcencia intenzitasat 0, 30, 60 és
120 perc expozicio utan, FLUOstar OPTIMA multifunkci-
6s mikrotitrator lemez olvasoval mértiik. A mérések kozott
a mintakat 22 °C-on, sotétben inkubaltuk. A ciklodextri-
nek kvorum csillapito hatasat a kontrollhoz (desztillalt viz)
viszonyitott gatlo hatasukkal jellemeztiik. Az adatok szig-
nifikanciajat a TIBCO Statistica 13.5 szoftver segitségével,
egyutas és ismételt méréses varianciaanalizissel (p<0,05)
ellendriztiik.

4.2. A nativ ACD és az OHHL szignal kombinalt
hatasanak vizsgalata

A kutatas ezen fazisdban 20 mM nativ ACD, valamint 5
s 50 uM N-(3-oxo-hexanoil)-l-homoszerin lakton (OHHL)
biolumineszcenciara gyakorolt hatdsat nagy térfogatban
(100 ml), razatott lombikos kisérletben mértiik fel. A lom-
bikokbol az dsszeallitas utan kovetleniil, majd 16, 24, 40 és
48 ora elteltével mikrotitrator lemezekbe 200 pl mintat vet-
tlink, tobb parhuzamosban. A mintavételek kozott a lom-
bikokat 22 °C-on, sotétben, 110 rpm intenzitdssal razatva
inkubaltuk. A méréseket és az adatok értékelését a 4.1. feje-
zetben leirtak szerint végeztiik el.

4.3. Az AHL szignalok koncentraciojanak vizsgalata

A 4.2. fejezetben leirt biologiai kisérlet soran, 24 és 48 6ra
expozici6é utdn 10—-10 ml homogén mintat vettiink a lom-
bikokbol. A mintakat centrifugaltuk, majd az als6 fazisbol
kivett 5 ml-hez 5 ml kloroformot adtunk. Egy éjszakan at
kevertettiik az elegyet. Ezutan a kloroformos fazisbol 1 ml-t
70 °C-on beszaritottunk, majd 1 ml acetonitrilben visszaol-
dottuk. Az eldkészitett mintdkat injektaltuk a HPLC-MS/
MS késziilékbe. A mérések 25 °C-on, Kinetex C18 oszlop
alkalmazasaval, 0,7 ml/perc sebességili gradiens aramlassal
zajlottak.

5. Osszefoglalas

Az eredményeink alapjan egyes a-ciklodextrinek képe-
sek a kvorum érzékelés és az ezaltal iranyitott folyamatok
hatékony befolyasolasara, feltehetden a kvérum csillapitd
hatasuknak koszonhetden. Ez els6sorban arra vezethetd
vissza, hogy a baktériumok AHL szignal molekulaival zar-
vanykomplexet képeznek, igy megakadalyozzak a QS tt-
vonal elindulasahoz sziikséges specifikus szignal-receptor
komplexek létrejottét. A kvorum csillapité hatdsuk mérté-
két azonban szamos tényezod befolyasolja. Tobbek kozott az
expozicios ido, a ciklodextrin molekula szerkezete — a mo-
nomer vagy polimer karaktere, szubsztitualtsaga, toltése és
iiregmérete — az ebbdl adodo tulajdonsagai — a struktira ru-
galmassaga, az oldhatdsaga és az aggregatum képzésre valo
hajlanddésdga — valamint a ciklodextrin koncentracio is.

A felmeriilt, még megvalaszolatlan kérdések ellenére kije-
lenthetd, hogy a ciklodextrin-modulalt kvérum csillapitas
egy igéretes biotechnologiai stratégia, amely hosszu tavon
célspecifikusan tervezett ciklodextrin-alapu csapdak alapja
lehet. Ezen innovativ molekularis csapdak széleskort alkal-
mazasa a gyogyaszat, a mezdgazdasag, az ipar és a kornye-
zetvédelem teriiletén fordulatot hozhat a multidrog rezisz-
tens baktériumok, valamint az ezek altal képzett biofilmek
és megbetegedések elleni kiizdelemben.

Koszonetnyilvanitas
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Cyclodextrin modulated quorum quenching —

Investigation of the effect of a-cyclodextrins on bacterial communication in the Aliivibrio fischeri model system

In recent years, the control of bacterial biofilms and bacterial in-
fections has become a challenge in human and veterinary medi-
cine, agriculture, and several fields of industry. This is mainly due
to the spread of multidrug-resistant bacterial species, which need
to be treated with innovative approaches. This could include cy-
clodextrin (CD) modulated silencing of the bacterial communica-
tion (quorum quenching, QQ), which strategy is based on the mo-
lecular encapsulation of the acyl chain of the N-acyl-homoserine
lactone (AHL) signals produced during the bacterial communi-
cation process (quorum sensing, QS). In our study, we aimed at
the systematical assessment and comparative evaluation of the
time-, concentration- and structure-dependent quorum quench-
ing effect of a-cyclodextrins on Gram-negative, bioluminescent
marine bacteria Aliivibrio fischeri. The effect of several a-cy-
clodextrins with different structures and, consequently, different
properties on the quorum sensing (bioluminescence) of 4. fischeri
were examined. The effects of cyclodextrins were investigated in
microbiological experiments over a wide concentration range at
several time points using differentiated methodologies. An analyt-
ical method (HPLC-MS/MS analysis) was used to determine the
concentration of the most important signals to reveal the molecu-
lar processes in the background.

Our results show that certain a-cyclodextrins effectively influence
the quorum sensing and the phenotypic traits it controls, presum-
ably due to their quorum quenching effect. This is mainly due to
that cyclodextrins form an inclusion complex with AHL signal
molecules of 4. fischeri, thus preventing the formation of specif-
ic signal-receptor complexes required for the initiation of the QS
pathway. However, the extent of the QQ activity is influenced by,
among other factors, the exposure time, the structure and proper-
ties of the cyclodextrin molecule, and the cyclodextrin concentra-
tion. Furthermore, we have shown that the presence of ACD in the
test medium can alter the concentration of different AHL signals.

The overall results of our study suggest that cyclodextrin-mod-
ulated quorum quenching is a promising biotechnological strat-
egy that could be the fund of different target-specific cyclodex-
trin-based traps of the future. The widespread application of these
innovative molecular traps could not only reduce bacterial prolif-
eration but also turn the tide in the fight against bacterial biofilms
and infections.
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