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1. Bevezet®s 

 

A tudom§nyos munka jelentŖs®ge 

 

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakul§s§nak h§tter®ben §ll· §ltal§nos 

tºrv®nyszerŤs®gek ®s kiv§lt· t®nyezŖk felt®rk®pez®se ®s tiszt§z§sa kiemelt orvostudom§nyi 

jelentŖs®ggel b²r (Neu, 1992). Az antibiotikum rezisztens tºrzsek megjelen®se nemcsak a 

fertŖzŖ betegs®gek kezelhetŖs®g®t vesz®lyezteti, hanem sz§mos olyan gy·gy§szati kezel®st ®s 

beavatkoz§st is, melyekhez elengedhetetlen az antibiotikumok alkalmaz§sa (Levy ®s 

Marshall, 2004).  

Az antibiotikum rezisztencia jelens®g®nek vizsg§lata ugyanakkor evol¼ci·biol·giai 

szempontb·l is jelentŖs, hiszen egyike azon kev®s evol¼ci·s folyamatoknak, amelyeket val·s 

idŖben lehet vizsg§lni (Martinez, 2014). Evol¼ci·s megkºzel²t®sbŖl az antibiotikumok 

gy·gy§szatba val· bevezet®se egy hossz¼ t§v¼ evol¼ci·s k²s®rlet kezdet®nek is felfoghat·. Az 

elm¼lt hat ®vtizedben ugyanis Ăszemtan¼iò lehett¿nk annak a fegyverkez®si versenynek, 

amely a gy·gy§szat ®s a fertŖzŖ k·rokoz·k kºzºtt zajlik (Andersson ®s Levin, 1999). A 

mikroorganizmusok brav¼ros adapt§ci·s k®pess®g®t bizony²tja az, hogy az ¼jabb ®s ¼jabb 

antibiotikumok bevezet®s®t szab§lyszerŤen kºvette az adott antibiotikumokra rezisztens 

tºrzsek megjelen®se (1. §bra). 

 

 

1. §bra. A fŖbb antibiotikumok gy·gy§szatba val· bevezet®se ®s a rezisztencia megjelen®s®nek idŖrendi 

§br§zol§sa. ((Clatworthy ®s mtsai., 2007) nyom§n). 
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A tºbbszºrºsen rezisztens (multirezisztens) tºrzsek, amelyek a gy·gy§szatban 

alkalmazott antibiotikumok tºbbs®g®vel szemben ellen§ll·ak, vil§gszerte azzal fenyegetnek, 

hogy a csºkkent kezelhetŖs®g miatt sz§mos fertŖzŖ betegs®g ¼jra j§rv§ny m®reteket ºlthet 

(Walsh, 2003a). A 2014. §prilisi jelent®s®ben az Eg®szs®g¿gyi Vil§gszervezet (World Health 

Organization, WHO) felh²vja a figyelmet arra, hogy az antibiotikum rezisztencia vil§gszintŤ 

fenyeget®st jelent a kºzeg®szs®g¿gy sz§m§ra. A 114 orsz§got §tºlelŖ felm®r®s h®t k¿lºnbºzŖ 

bakt®riumtºrzsre koncentr§lt, amelyek olyan kºzºns®ges, de s¼lyos betegs®geket okoznak, 

mint a t¿dŖgyullad§s, hasmen®s, h¼gy¼ti fertŖz®sek, szepszis vagy a gonorrhea. Tºbb 

antibiotikum eset®ben tapasztaltak csºkkent vagy megszŤnt hat®konys§got ezekkel a 

fertŖz®sekkel szemben. Az E. coli §ltal okozott h¼gy¼ti fertŖz®sek kezel®s®re haszn§lt 

fluorokinolonok p®ld§ul sz§mos orsz§gban hat§stalannak bizonyultak a p§ciensek tºbb mint 

fel®n®l (World Health Organization, 2014) 

(http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2014/amr-report/en/). M§s adatok szerint, az 

Egyes¿lt Ćllamokban a Staphylococcus aureus MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus) vonalainak igen magas mortalit§s tulajdon²that·, kiv§ltk®pp a HIV fertŖz®sben 

szenvedŖ betegek eset®ben (Crum-Cianflone ®s mtsai., 2007). 

Mikroorganizmusok eset®n a k®t legfontosabb mechanizmus az antibiotikum 

rezisztencia kialakul§s§ban a horizont§lis g®n§tad§s (g®n-transzfer), valamint a rezisztenci§t 

okoz· kromosz·m§lis (endog®n) mut§ci·k felhalmoz§sa. Antibiotikum- ®s bakt®riumtºrzs-

f¿ggŖ lehet, hogy melyik mechanizmus r®v®n alakul ki a rezisztencia, de gyakran a k®t 

mechanizmus egy¿tt j§rul hozz§ egy igen magas rezisztenciaszint kialakul§s§hoz (Levy ®s 

Marshall, 2004).  

Azt gondolhatn§nk, hogy az antibiotikum rezisztencia megjelen®se az antibiotikumok 

gy·gy§szatba val· bevezet®s®hez kºthetŖ. Ez nincs teljesen ²gy, mivel az antibiotikumok 

jelentŖs r®sze a term®szetben elŖfordul· molekul§k lesz§rmazottja, amelyeket a 

mikroorganizmusok ®vmilli·k ·ta haszn§lnak egym§s ellen, alak²tva a mikrobi§lis 

kºzºss®gek szerkezet®t (Allen ®s mtsai., 2010). Az antibiotikum rezisztencia teh§t nem ¼j 

keletŤ jelens®g, hanem val·sz²nŤleg egyidŖs az antibiotikum-termelŖ fajok megjelen®s®vel, 

hiszen ezek a fajok rendelkeznek a megfelelŖ v®dekez®si mechanizmusokkal is a saj§t maguk 

§ltal termelt Ăk®miai fegyverò ellen (DôCosta ®s mtsai., 2011). Az antibiotikumok enzimatikus 

¼ton tºrt®nŖ hat§stalan²t§sa egyike ezeknek a v®dekez®si strat®gi§knak (Davies, 1994). Az 

antibiotikum bioszint®zis®®rt felelŖs ®s a rezisztenci§t biztos²t· g®nek gyakran ugyanannak az 

operonnak a r®szei, ami lehetŖv® teszi ºsszehangolt szab§lyoz§sukat (Hubbard ®s Walsh, 
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2003). A talajlak· mikroorganizmus-kºzºss®gekben rejlŖ hatalmas rezisztencia-potenci§lra 

vil§g²tott r§ az a munka, amely sor§n v§ltozatos ®letterekbŖl sz§rmaz· talajmint§kb·l 

tºrzseket izol§ltak ®s jellemezt®k Ŗket ®rz®kenys®g¿k szempontj§b·l 21 k¿lºnbºzŖ 

antibiotikummal szemben. A Streptomyces g®nuszba tartoz· kºzel 500 tºrzs jellemz®se sor§n 

a tºrzsek §tlagosan 7-8 antibiotikummal szemben rezisztensnek bizonyultak (DôCosta ®s 

mtsai., 2006). Ez az eredm®ny r§vil§g²t arra, hogy a talajlak· ®s m§s kºrnyezetben ®lŖ 

mikrobi§lis kºzºss®gek a rezisztencia-faktorok ĂgyŤjtŖtart§lyak®ntò szolg§lhatnak ®s 

potenci§lisan k®pesek lehetnek ezen faktorok tov§bb²t§s§ra a k·rokoz· fajoknak (DôCosta ®s 

mtsai., 2006; Davies, 1994; Nesme ®s mtsai., 2014). 

Fontos azonban megjegyezni, hogy mi, emberek is nagym®rt®kben hozz§j§rultunk ®s 

jelenleg is hozz§j§rulunk a multirezisztens k·rokoz·k megjelen®s®hez ®s glob§lis 

elterjed®s®hez. Az antibiotikumok helytelen, m®rt®ktelen ®s gyakran ellenŖrizetlen haszn§lata 

nemcsak a gy·gy§szatban, hanem p®ld§ul az §llatteny®szt®sben is jelentŖsen felgyors²totta a 

rezisztens k·rokoz·k megjelen®s®t ®s elterjed®s®t (Palumbi, 2001; Teuber, 2001; Walsh, 

2003a). 

S¿rgetŖv® v§lt teh§t olyan kieg®sz²tŖ ter§pi§s strat®gi§kat kidolgozni, amelyekkel 

csºkkenteni lehet az ellen§ll· bakt®riumtºrzsek megjelen®s®nek es®ly®t, ²gy megŖrizv®n az 

alkalmazott antibiotikumok hat®konys§g§t. Az elm¼lt h®t ®vtized Ăevol¼ci·s k²s®rlet®bŖlò 

vil§goss§ v§lt ugyanis, hogy az ¼j antibiotikumok kifejleszt®se csak rºvid t§v¼ megold§st 

jelentene, hiszen ezekkel szemben is bel§that· idŖn bel¿l megjelennek a rezisztens k·rokoz· 

tºrzsek. K¿lºnbºzŖ t²pus¼ pr·b§lkoz§sok l®teznek a gy·gy§szatban a rezisztencia megjelen®si 

es®ly®nek csºkkent®s®re ®s ez§ltal az antibiotikum ter§pia hat®konys§g§nak nºvel®s®re. 

Ilyenek p®ld§ul a kombin§ci·s ter§pi§k, amelyek eset®n k®t vagy tºbb, §ltal§ban egym§s 

hat§s§t erŖs²tŖ antibiotikumot egy¿ttesen alkalmaznak (jellemzŖen egy b®ta-lakt§m 

antibiotikumot egy fluorokinolon vagy aminoglikozid antibiotikummal), vagy az 

antibiotikumot egy m§s jellegŤ adjuv§nssal egy¿tt alkalmazz§k. Ut·bbi esetben, az 

alkalmazott adjuv§ns a rezisztencia kialakul§si es®ly®t csºkkenti (pl. a b®ta-laktam§z-g§tl· 

klavul§nsav), vagy erŖs²ti az antibiotikum hat§s§t (pl. a kolisztin antimikrobi§lis peptid) 

(Tamma ®s mtsai., 2012; Worthington ®s Melander, 2013).  

A rezisztens k·rokoz·k elleni k¿zdelemben egy ²g®retes ir§nyvonalat k®pviselnek a 

peptid alap¼ antibiotikumok (antimikrobi§lis peptidek), melyek antimikrobi§lis tulajdons§gaik 

mellett a velesz¿letett immunrendszer v®grehajt·ik®nt (immunm·dos²t·kk®nt) is mŤkºdnek. 
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Antimikrobi§lis hat§sukat jellemzŖ m·don a sejtmembr§n integrit§s§nak megbont§sa r®v®n 

®rik el, de pontos hat§smechanizmusuk kev®ss® ismert ®s intenz²ven kutatott. Mivel igen 

hat®kony antimikrobi§lis szereknek bizonyulnak egyre ink§bb a rezisztencia kutat§s 

kºz®ppontj§ba ker¿lnek. Ut·bbi kutat§sok c®lja annak felt§r§sa, hogy milyen es®llyel alakul 

ki vel¿k szemben rezisztencia, ºsszehasonl²t§sban az antibiotikumokkal (Gruenheid and Le 

Moual, 2012; Hancock, 2001). 

Doktori munk§m az endog®n mut§ci·k r®v®n, de novo m·don kialakul· antibiotikum-

rezisztencia jelens®g®re ºsszpontos²t, let§lis antibiotikum d·zis alkalmaz§sa eset®n. Ehhez az 

alapvetŖ m·dszertant a rºvid t§v¼ laborat·riumi evol¼ci·s k²s®rletek jelentett®k, amelyeket az 

Enterobacteriaceae csal§dba tartoz· Escherichia coli Gram-negat²v bakt®riummal v®gezt¿nk. 

A molekul§ris biol·gia ig§slov§nak is nevezett k·libakt®rium kiv§l· modellorganizmus, 

mivel laborat·riumi kºr¿lm®nyek kºzºtt kºnnyen ®s gyorsan teny®szthetŖ, valamint rendk²v¿l 

gazdag molekul§ris ®s genetikai adatmennyis®g §ll rendelkez®s¿nkre r·la (Elena ®s Lenski, 

2003). Kommenzalistak®nt az E. coli a hum§n b®lfl·ra legsikeresebb fakultat²v anaerob 

bakt®riumtºrzs®t k®pviseli. Virulencia faktorokkal felfegyverkezett patog®n v§ltozatai, ¼n. 

patot²pusai viszont sz§mos betegs®get (h¼gy¼ti ®s em®sztŖszervi megbeteged®seket, szepszist, 

agyh§rtyagyullad§st) okozhatnak (Kaper ®s mtsai., 2004), ami szint®n indokolja 

modellorganizmusk®nt val· felhaszn§l§s§t. 
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2. Szakirodalmi §ttekint®s 

 

2.1. Az antibiotikumok ®s az ellen¿k kialakul· rezisztencia jelens®ge 

 

2.1.1. Az antibiotikumok §ltal§nos jellemz®se ®s csoportos²t§sa 

 

Az antibiotikumok (elnevez®s¿k alapj§n Ă®let elleniò §gensek) olyan vegy¿letek, amelyek 

k¿lºnbºzŖ mikroorganizmusokban (bakt®riumok, gomb§k, m§s egysejtŤek) a sejtek ®letben 

marad§sa szempontj§b·l l®tfontoss§g¼ folyamatokat g§tolnak. Lehetnek term®szetes, m§s 

mikroorganizmusok §ltal termelt vegy¿letek (p®ld§ul a Penicillium notatum pen®szgomba 

§ltal termelt penicillin), vagy pedig ember §ltal elŖ§ll²tott f®lszintetikus vagy szintetikus 

sz§rmaz®kok (Walsh, 2003b). Gy·gy§szati szempontb·l n®pszerŤs®g¿k abban rejlik, hogy 

hat§sukat a mikroorganizmusokra specifikusan fejtik ki, an®lk¿l, hogy jelentŖsen 

beleavatkozn§nak az emberi szervezet ®letfolyamataiba. Specificit§suk annak kºszºnhetŖ, 

hogy olyan sejtfolyamatokat g§tolnak, amelyek csak a bakt®riumokra jellemzŖek (pl. 

sejtfalszint®zis, folsav szint®zis), vagy a bakt®rium-specifikus c®lmolekul§kat (pl. bakteri§lis 

ribosz·ma-alegys®gek) t§madj§k (Walsh, 2003b). 

Att·l f¿ggŖen, hogy az antimikrobi§lis hat§suk let§lis (azaz bakt®riumokat ºlŖ) vagy 

csak nºveked®s-g§tl·, megk¿lºnbºztet¿nk baktericid, illetve bakteriosztatikus 

antibiotikumokat (Walsh, 2003b). Ezen a k®tf®le t²pus¼, gy·gy§szatban hasznos²tott 

hat§sukon k²v¿l azonban a term®szetben (pl. a talajban) jellemzŖen elŖfordul·, g§tl· 

koncentr§ci· alatti tartom§nyban sokkal sz®leskºrŤbb ®s §rnyaltabb hat§skºrrel rendelkeznek 

(Davies ®s mtsai., 2006). A legfontosabbnak ezek kºz¿l a mikrobi§lis kºzºss®gek fajok kºzti 

k®miai kommunik§ci·j§ban betºltºtt szerep¿ket tartj§k a g®nexpresszi·t m·dos²t· hat§suk 

r®v®n (Davies, 2006; Yim ®s mtsai., 2006). Kimutatt§k, hogy az antibiotikumok d·zis-f¿ggŖ, 

¼n. hormetikus v§laszt v§ltanak ki: rendk²vŤl alacsony koncentr§ci·ban hat§suk 

g®nexpresszi·t m·dos²t·, m²g magas koncentr§ci·ban nºveked®s-g§tl· illetve ºlŖ (Calabrese 

®s Baldwin, 2002; Fajardo ®s Mart²nez, 2008).  

Az alapj§n, hogy milyen l®tfontoss§g¼ sejtfunkci·t g§tolnak, ºt nagyobb 

kateg·ri§jukat k¿lºnbºztetj¿k meg: sejtfal-szint®zis g§tl·k, feh®rjeszint®zis g§tl·k, DNS-
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szint®zis g§tl·k, RNS-szint®zis g§tl·k ®s folsav-szint®zis g§tl·k (Kohanski ®s mtsai., 2010a; 

Levy ®s Marshall, 2004; Walsh, 2003b) (1. t§bl§zat). 

 

IŀǘłǎƳŜŎƘŀƴƛȊƳǳǎ Fontosabb antibiotikum ŎǎŀƭłŘƻƪ 

Sejtfal-ǎȊƛƴǘŞȊƛǎ Ǝłǘƭłǎŀ Penicillinek, Cefalosporinok, Karbapenemek, 
aƻƴƻōŀƪǘłƳƻƪΣ DƭƛƪƻǇŜǇǘƛŘŜƪ 

CŜƘŞǊƧŜ-szintŞȊƛǎ Ǝłǘƭłǎŀ Tetraciklinek, Aminoglokozidok, 
Oxazolidononok, Streptograminok, 
Ketolidok, Makrolidek, Linkozamidok 

DNS-ǎȊƛƴǘŞȊƛǎ Ǝłǘƭƽƪ Fluorokinolonok 
RNS-ǎȊƛƴǘŞȊƛǎ Ǝłǘƭƽƪ Rifampicin 
Folsav-ǎȊƛƴǘŞȊƛǎ Ǝłǘƭƽƪ Szulfonamidok, Trimetoprim 

9ƎȅŞō ƳŜŎƘŀƴƛȊƳǳǎ Daptomicin, Metronidazol 

 

1. t§bl§zat. A fontosabb antibiotikum csal§dok hat§smechanizmus alapj§n tºrt®nŖ csoportos²t§sa (Levy 

®s Marshall, 2004) nyom§n. 

 

Az antibiotikumnak a specifikus c®lmolekul§j§hoz val· kapcsol·d§sa eredm®nyek®nt egy 

komplex, tºbbszintŤ v§laszreakci· indul be a sejtben, ami biok®miai, molekul§ris ®s 

ultrastrukt¼r§lis szintŤ v§ltoz§sokat egyar§nt mag§ba foglal (Kohanski ®s mtsai., 2010a). 

ElsŖdleges sejtszintŤ hat§saikat tekintve a kinolonok a DNS gir§z (topoizomer§z II) vagy 

topoizomer§z IV g§tl§sa r®v®n kettŖs sz§l¼ DNS tºr®seket hoznak l®tre (Drlica ®s mtsai., 

2008), a rifamicinek az RNS polimer§z ɓ-alegys®g®nek g§tl§sa r®v®n le§ll²tj§k a DNS-f¿ggŖ 

RNS szint®zist, a sejtfal-szint®zis g§tl·k megbontj§k a sejt strukt¼r§lis integrit§s§t, m²g a 

feh®rjeszint®zis g§tl·k a sejt energetikai h§ztart§s§ba avatkoznak bele a ribosz·m§khoz val· 

kºtŖd®s, illetve a feh®rj®k hib§s transzl§ci·ja r®v®n (Kohanski ®s mtsai., 2010a). 

 

2.1.2. A fluorokinolon antibiotikumok §ltal§nos jellemz®se 

 

Doktori munk§m kºz®ppontj§ban a fluorokinolonok csal§dj§ba tartoz· ciprofloxacinnal 

szemben kialakul· rezisztencia jelens®g®nek vizsg§lata §llt. Az 1980-as ®vek v®g®n 

bevezetett fluorokinolonok az egyik leggyakrabban alkalmazott antibiotikumcsal§dot 

k®pviselik a gy·gy§szatban. Ez elsŖsorban gyors ºlŖk®pess®g¿knek ®s sz®les 



7 

 

hat§sspektrumuknak (aerob Gram-negat²v ®s Gram-pozit²v fajok, n®h§ny anaerob Gram-

negat²v faj) kºszºnhetŖ (Drlica et al., 2008; Redgrave et al., 2014). A hum§n gy·gy§szatban 

val· alkalmaz§sukon k²v¿l az §llatgy·gy§szatban ®s §llatteny®szt®sben val· alkalmaz§suk is 

igen jelentŖs (Brown, 1996; Collignon, 2005). Az 1995-2009-es idŖszakban Eur·p§ban ®s az 

Amerikai Egyes¿lt Ćllamokban egyar§nt jelentŖs emelked®s volt tapasztalhat· a kinolon 

antibiotikumok, elsŖsorban a m§sodik- ®s harmadik-gener§ci·s kinolonok felhaszn§l§s§ban a 

j§r·betegek kºr®ben. Ebben az idŖszakban a m§sodik-gener§ci·s kinolonok (elsŖsorban a 

ciprofloxacin) tett®k ki a felhaszn§lt kinolonok tºbb mint 50%-§t (Adriaenssens et al., 2011; 

Linder et al., 2005) Az £lelmiszer ®s Gy·gyszer Hat·s§g adatai szerint 2011-ben az Amerikai 

Egyes¿lt Ćllamokban megkºzel²tŖleg 23 milli· j§r·beteg sz§m§ra ²rtak fel fluorokinolon 

antibiotikumot, melyeknek a 70%-§t a ciprofloxacin jelentette 

(http://www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/ucm365050.htm). 

N®gy gener§ci·jukat k¿lºnbºztetj¿k meg : elsŖ-gener§ci·s kinolonok (nalidixinsav - 

mint az elsŖk®nt izol§lt kinolon -, oxolinsav), m§sodik gener§ci·s kinolonok (pl. norfloxacin, 

ciprofloxacin, ofloxacin), harmadik gener§ci·s kinolonok (pl. sparfloxacin, gatifloxacin), 

negyedik gener§ci·s kinolonok (pl. moxifloxacin, gemifloxacin). A m§sodik, harmadik ®s 

negyedik gener§ci·s kinolonok a nalidixinsavnak m·dos²tott szerkezetŤ, hat®konyabb 

bakt®riumºlŖ aktivit§s¼ ®s sz®lesebb hat§sspektrum¼ szintetikus sz§rmaz®kai (Redgrave ®s 

mtsai., 2014). 

A kinolon antibiotikumok elsŖdleges c®lpontja Gram-negat²v bakt®riumokban a DNS-

gir§z (topoizomer§z II), m²g Gram-pozit²v bakt®riumokban a topoizomer§z IV (Drlica, 1999). 

B§r a k®tf®le topoizomer§z hasonl· mechanizmus alapj§n mŤkºdik ®s mindkettŖ esszenci§lis 

feladatot l§t el a DNS replik§ci·ban, funkci·juk elt®r egym§st·l (Drlica ®s mtsai., 2008). A 

DNS gir§z az ¼jonnan keletkezŖ DNS (illetve RNS) sz§l elong§ci·j§t seg²ti elŖ, az§ltal, hogy 

ATP-f¿ggŖ m·don negat²v csavarulatokat visz be a DNS sz§lba, ²gy megsz¿ntetve a 

replik§ci·s vagy transzkripci·s komplex elŖtt kialakul· torzi·s (csavarod§si) fesz¿lts®get a 

DNS-ben (Chen ®s mtsai., 1996). A DNS gir§z a gyrA ®s gyrB §ltal k·dolt alegys®gekbŖl ®p¿l 

fel ®s A2B2 tetramerk®nt kapcsol·dik a DNS-hez (Drlica ®s Zhao, 1997). A GyrA alegys®g 

feladata a torzi·s fesz¿lts®g megsz¿ntet®se, amit az§ltal val·s²t meg, hogy has²tja a kettŖs 

sz§l¼ DNS-t ®s a kettŖs sz§l¼ intakt DNS egy szakasz§t §tb¼jtatja ezen a tºr®sen, majd ¼jb·l 

ºsszekapcsolja a foszfodi®szter kºt®seket. Mindehhez a GyrB alegys®g §ltal megkºtºtt ®s 

hidroliz§lt ATP energi§j§t haszn§lja fel (Reece ®s mtsai., 1991). A topoizomer§z IV-nek 

dekaten§l· szerepe van, azaz elv§lasztja egym§st·l a topol·giailag kapcsolt le§ny 

http://www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/ucm365050.htm
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kromosz·m§kat a replik§ci· v®gsŖ f§zis§ban (Drlica, 1999; Levine ®s mtsai., 1998). A DNS 

gir§zhoz hasonl·an k®tf®le alegys®gbŖl ®p¿l fel, amelyeket a parC ®s parE g®nek k·dolnak ®s 

ugyancsak A2B2 tetramerk®nt kºtŖdik a DNS-hez (Peng ®s Marians, 1993).  

A fluorokinolonok nemcsak egyszerŤen a DNS gir§z vagy a topoizomer§z IV 

aktivit§s§t sz¿ntetik meg, hanem DNS kettŖs tºr®st induk§l· §gensekk® alak²tj§k §t ezeket az 

enzimeket, az§ltal, hogy egy h§rmas, ¼n.òtºrºttò komplexben (fluorokinolon ï topoizomer§z - 

DNS) tartva Ŗket megakad§lyozz§k a DNS v®gek (foszfodi®szter kºt®sek) ¼jb·li 

ºsszekapcsol§s§t. A h§rmas komplex l®trejºtte megakad§lyozza a replik§ci·s g®pezet 

tov§bbhalad§s§t, le§ll²tva ez§ltal a DNS szint®zist, ami a sejt nºveked®s®nek le§ll§s§hoz, 

majd sejthal§lhoz vezethet (Chen ®s mtsai., 1996; Drlica, 1999). Kinolon t²pust·l f¿ggŖen 

v§ltozik, hogy a kromosz·ma feldarabol·d§s let§lis hat§s§nak megnyilv§nul§s§hoz 

sz¿ks®ges-e az oxig®n jelenl®te ®s/vagy a mŤkºdŖk®pes feh®rjeszint®zis, vagy pedig 

feh®rjeszint®zistŖl ®s oxig®n jelenl®t®tŖl f¿ggetlen m·don is megnyilv§nul ez a hat§s (Drlica 

®s mtsai., 2008; Malik ®s mtsai., 2006, 2007). A DNS kettŖs tºr®sek aktiv§lj§k a RecA feh®rje 

koprote§z aktivit§s§t, ami elŖseg²ti a LexA represszor feh®rje autoproteol²zis®t ®s v®gsŖ soron 

induk§lja az SOS stresszv§laszban szerepet j§tsz· g®neket (Courcelle ®s Hanawalt, 2003; 

Foster, 2007). 

Az §ltalunk alkalmazott ciprofloxacin a m§sodik gener§ci·s karboxikinolonok 

csoportj§ba tartozik. Szerkezetileg szoros hasonl·s§got mutat a norfloxacinnal, azzal az 

elt®r®ssel, hogy az 1-es poz²ci·ban ciklopropil csoportot tartalmaz etil csoport helyett (Barry 

®s mtsai., 1984). G§tolt feh®rjeszint®zis ®s oxig®n hi§ny§ban is kifejti ºlŖ hat§s§t, de anaerob 

kºr¿lm®nyek kºzºtt magasabb koncentr§ci· mellett fejti ki ugyanazt a hat§st (Lewin ®s 

mtsai., 1991; Malik ®s mtsai., 2007).  

 

 

2. §bra. A ciprofloxacin szerkezeti k®plete 
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2.2. Az antibiotikum rezisztencia kialakul§s§nak fŖbb mechanizmusai 

 

Az antibiotikumokkal szemben kialakul· rezisztencia jelens®g®re m§r maga Alexander 

Fleming is r§vil§g²tott csup§n n®h§ny ®vvel a penicillin felfedez®se ut§n: ĂVal·sz²nŤleg nem 

l®tezik olyan kemoter§pi§s szer amelyre a bakt®riumok megfelelŖ kºr¿lm®nyek kºzºtt ne 

lenn®nek k®pesek ellen§ll§ssal [rezisztenci§val] reag§lniò (Fleming, 1946) (Alekshun ®s 

Levy, 2007). Ahogy azt m§r Fleming is felismerte, a jelens®g mºgºtt egy evol¼ci·s 

alkalmazkod§si folyamat rejlik, hiszen az antibiotikum(ok)nak val· kitetts®g egy 

stresszt®nyezŖt ®s ebbŖl kifoly·lag egy erŖs szelekci·s nyom§st jelent a mikroorganizmusok 

sz§m§ra. Ilyen kºr¿lm®nyek kºzºtt azok az egyedek fognak kiszelekt§l·dni ®s elterjedni a 

popul§ci·ban, amelyek genetikai anyaguk m·dosul§s§n kereszt¿l ellen§ll·k®pess®get 

(rezisztenci§t) biztos²t· mechanizmusokat alak²tottak ki az antibiotikummal szemben 

(Martinez ®s mtsai., 2009). Defin²ci· szerint, egy mikroorganizmus ®rz®keny egy adott 

antibiotikum hat§s§val szemben, ha nem rendelkezik sem horizont§lis g®ntranszfer ¼tj§n 

szerzett, sem kromosz·m§lis mut§ci·n alapul· rezisztencia mechanizmussal az adott szerrel 

szemben. EllenkezŖ esetben rezisztensnek tekinthetŖ az adott antibiotikummal szemben 

(Martinez, 2014).  

 

2.2.1. Az antibiotikum rezisztencia fŖbb t²pusai 

 

K®t fŖ kateg·ri§j§t k¿lºnbºztetj¿k meg az antibiotikum rezisztenci§nak: term®szetes ®s 

szerzett rezisztenci§t. Term®szetes rezisztenci§r·l besz®l¿nk, amikor egy mikroorganizmus 

struktur§lis vagy funkcion§lis jellemzŖinek kºszºnhetŖen ellen§ll· egy adott antibiotikum 

hat§s§val szemben. A term®szetes rezisztencia tºbbf®le okb·l ad·dhat. N®h§ny ezek kºz¿l: 1) 

az antibiotikum k®ptelen bejutni az adott mikroorganizmusba, vagy 2) akt²van elt§vol²t·dik 

onnan (pl. efflux pump§k mŤkºd®se §ltal), 3) az antibiotikum nem rendelkezik 

c®lmolekul§val az adott sejtben, vagy 4) bizonyos enzimek hat§stalan²tj§k a sejtben vagy m®g 

a bejut§st megelŖzŖen, a sejten k²v¿l (Fern§ndez ®s Hancock, 2012).  

A szerzett rezisztencia k®t fŖ ¼ton alakulhat ki: 1) az antibiotikummal szemben 

ellen§ll§st biztos²t·, ¼jonnan keletkezŖ (endog®n) mut§ci·k megjelen®se r®v®n, vagy 2) a 

rezisztenci§t biztos²t· g®nek horizont§lis ¼ton tºrt®nŖ megszerz®s®vel (Alekshun ®s Levy, 
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2007). A k®tf®le mechanizmus gyakran egym§ssal kºlcsºnhatva j§rul hozz§ igen magas 

rezisztencia-szint kialakul§s§hoz, ugyanakkor antibiotikum- ®s fajf¿ggŖ, hogy melyik 

mechanizmus j§rul hozz§ domin§ns m·don a rezisztencia kialakul§s§hoz (Martinez ®s mtsai., 

2009).  

A rezisztencia faktor horizont§lis megszerz®se tºrt®nhet plazmid vagy konjugat²v 

transzpozon kºzvet²tette konjug§ci·val, bakteriof§g kºzvet²tette transzdukci·val, szabad DNS 

§ltali transzform§ci·val (Levy ®s Marshall, 2004), vagy transzpozonok ®s integronok 

kºzvet²t®s®vel (Mazel, 2006). Az §tad§s megval·sulhat nemcsak ugyanazon nemzetts®gen 

bel¿li fajok kºzºtt, hanem filogenetikailag egym§st·l t§vol §ll· csoportok kºzºtt is, p®ld§ul 

Gram-pozit²v ®s Gram-negat²v fajok kºzºtt is (Courvalin, 1994).  

Sz§mos antibiotikum eset®n (pl. fluorokinolonok, rifampicinek) a rezisztencia 

elsŖdlegesen a ter§pia sor§n, ¼jonnan megjelenŖ kromosz·m§lis mut§ci·k r®v®n alakul ki 

(Martinez ®s Baquero, 2000; Alekshun ®s Levy, 2007).  

 

 

 

3. §bra. Az antibiotikum rezisztencia kialakul§s§ban szerepet j§tsz· legfontosabb mechanizmusok Gram-

negat²v bakt®rium eset®n: 1) rezisztencia mut§ci·k megjelen®se az antibiotikum c®lmolekul§j§t k·dol· 

g®n(ek)ben, 2) nehezen §tj§rhat· sejtfal, 3) az antibiotikum kipump§l§sa efflux pump§k §ltal, 4) az 

antibiotikum enzimatikus hat§stalan²t§sa a sejten bel¿l vagy k²v¿l ((Allen ®s mtsai., 2010) nyom§n). 
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A mut§ci·k r®v®n kialakul· rezisztencia mechanizmusok h§rom fŖ kateg·ri§ba 

sorolhat·k: 1) az antibiotikum c®lmolekul§j§nak m·dosul§sa, 2) az antibiotikum 

transzportj§nak (bejut§s§nak vagy kipump§l§s§nak) m·dosul§sa, 3) az antibiotikumot lebont· 

vagy hat§stalan²t· enzimek expresszi·j§nak megemelked®se (Alekshun and Levy, 2007; 

Allen ®s mtsai., 2010; Jayaraman, 2009) (3. §bra). 

 

2.2.2. A fluorokinolon antibiotikumokkal szemben kialakul· rezisztencia jelens®ge 

 

A fluorokinolon antibiotikumok eset®ben a mut§ci·k okozta rezisztencia mechanizmusok 

kºz¿l az antibiotikum c®lpontj§nak (DNS gir§z vagy topoizomer§z IV) alegys®geit k·dol· 

g®nekben (gyrA, gyrB valamint parC, parE) megjelenŖ mut§ci·k k®pezik a rezisztencia 

kialakul§s§nak leggyakoribb forr§s§t (Drlica ®s Malik, 2003; Hooper, 2001). A rezisztenci§t 

biztos²t· mut§ci·k Gram-negat²v bakt®riumok, ²gy E. coli eset®n is elsŖdlegesen a gyrA g®n 

5ô v®g®nek kºzel®ben elhelyezkedŖ QRDR (quinolone resistance determining region) 

r®gi·ban jelennek meg. A leggyakrabban megjelenŖ mut§ci·k az S83L ®s D87G 

aminosavcser®ket okoz· mut§ci·k (Nakamura ®s mtsai., 1989; Yoshida ®s mtsai., 1991). 

Gram-pozit²v bakt®riumokban a parC g®n QRDR r®gi·j§ban jelennek meg elsŖdlegesen 

mut§ci·k. Mindk®t g®n eset®n a QRDR r®gi· az enzim akt²v centrum§ban l®vŖ tirozin 

kodonja kºzel®ben helyezkedik el. Az ebben a r®gi·ban megjelenŖ mut§ci·k lecsºkkentik a 

fluorokinolon enzimhez val· kºtŖd®s®t, ami rezisztencia kialakul§s§hoz vezet (Alekshun ®s 

Levy, 2007; Hooper, 2001). A fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia kialakul§s§nak 

m§sik forr§s§t az antibiotikum transzportj§t (csºkkent bejut§s§t vagy megnºvekedett 

kipump§l§s§t) befoly§sol· mut§ci·k jelentik, melyek hat§s§ra lecsºkken az antibiotikum 

effekt²v intracellul§ris koncentr§ci·ja (Fern§ndez ®s Hancock, 2012). Ezek a mut§ci·k a 

fluorokinolonok kipump§l§s§t v®gzŖ efflux pump§k (pl. AcrAB-TolC), illetve az Ŗket 

szab§lyoz· feh®rj®k g®njeiben (pl. marA, marR) (Maneewannakul ®s Levy, 1996), valamint 

az §ltal§nos porinok g®njeiben (pl. ompF) jelennek meg (Drlica ®s Malik, 2003; Fern§ndez ®s 

Hancock, 2012; Kern ®s mtsai., 2000).  

Az esetek legnagyobb r®sz®ben a mut§ci·k megjelen®se l®pcsŖzetes (gradu§lis) ®s a 

klinikai szempontb·l relev§ns rezisztencia-szint kialakul§s§hoz E. coli-ban tºbb mut§ci· 

megjelen®se sz¿ks®ges (Hooper, 2001; Marcusson ®s mtsai., 2009). Az igen magas 

rezisztencia-szinttel rendelkezŖ klinikai tºrzsek tºbb targetmut§ci·t ®s efflux pumpa mut§ci·t 
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tartalmaznak, ®s gyakran multirezisztens (mar ï multiple antibiotic resistance) fenot²pust 

mutatnak (Cohen ®s mtsai., 1989; Morgan-Linnell ®s mtsai., 2009). Ciprofloxacin eset®ben a 

kºzepesen magas rezisztenci§val (0.06-4 Õg/ml) rendelkezŖ E. coli vonalak §ltal§ban csak 

egy gyrA mut§ci·t hordoznak ®s csak ritk§n tartalmaznak mut§ci·t a parC g®nben is. Ezzel 

ellent®tben a magas rezisztenci§val rendelkezŖ E. coli klinikai tºrzsek ( Ó 4 Õg/ml) tºbb gyrA 

®s legal§bb egy parC mut§ci·t hordoznak (Bagel ®s mtsai., 1999; Heisig, 1996).  

Ugyanakkor, a fluorokinolonokkal szemben nemcsak endog®n mut§ci·k r®v®n 

alakulhat ki rezisztencia, hanem plazmid-kºzvet²tett horizont§lis g®n§tad§s r®v®n is. A 

legismertebb ezek kºz¿l a plazmidon elhelyezkedŖ qnr g®ncsal§d tagjai §ltal biztos²tott 

rezisztencia jelens®ge (Strahilevitz ®s mtsai., 2009). A pentapeptid ism®tlŖd®st tartalmaz· Qnr 

(quinolone resistance) feh®rj®k a DNS gir§zhoz val· kºtŖd®s¿k r®v®n v®dik azt a 

fluorokinolonok hat§sa ellen, egy antitoxin-szerŤ funkci·t betºltve (Tran ®s Jacoby, 2002). 

Ugyancsak plazmid §ltal k·dolt az a g®n is, amely egy aminoglikozid acetiltranszfer§z 

v§ltozatot k·dol AAC(6ô)-Ib-cr, amely a ciprofloxacin m·dos²t§sa r®v®n csºkkenti annak 

aktivit§s§t (Robicsek ®s mtsai., 2006). Ezek a plazmid-kºzvet²tett rezisztencia 

mechanizmusok jelentŖsen hozz§j§rulhatnak a klinikai relevanci§j¼, igen magas rezisztencia 

megjelen®s®hez, az§ltal, hogy alacsony vagy kºzepes rezisztenci§t biztos²tva alapot 

szolg§ltatnak a mut§ci·k megjelen®s®hez (Strahilevitz ®s mtsai., 2009). 

 

2.3. A mut§ci·s r§ta szerepe az antibiotikum rezisztencia kialakul§s§ban 

 

Az evol¼ci· k®t legfontosabb mozgat·rug·ja a variabilit§s (Ăaz evol¼ci· alapanyagaò) ®s a 

szelekci· (Bell, 1997). Ugyanez ®rv®nyes az antibiotikum rezisztencia mikrobi§lis 

evol¼ci·j§ra is, ahol a genetikai variabilit§st a random mut§ci·k biztos²tj§k, m²g a szelekci·t 

az antibiotium jelenl®te, mint stresszt®nyezŖ. Ha a k®t param®ter emelked®st mutat - nŖ a 

genetikai variabilit§s (a mut§ci·s r§ta megemelked®se r®v®n) vagy a szelekci· erŖss®ge 

(t¼lzott antibiotikum haszn§lat miatt) ï az maga ut§n vonja a rezisztencia kialakul§s§nak 

megnºvekedett gyakoris§g§t is (Martinez ®s mtsai. , 2009). 

A term®szetben ritk§n, vagy csak rºvid ideig elŖfordul· stabil nºveked®si 

kºr¿lm®nyek kºzºtt egy klon§lis popul§ci· sz§m§ra ĂelŖnyºsò a spont§n mut§ci·s r§t§j§t 

alacsony szinten tartani a k§ros mut§ci·k megjelen®s®nek megelŖz®se v®gett (Drake, 1991a). 
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Ugyanakkor a mut§ci·k hat§rozz§k meg az evol¼ci· ritmus§t ®s m·dj§t, ®s maga a mut§ci·s 

r§ta is alanya az evol¼ci·s folyamatoknak (Sung ®s mtsai., 2012). DNS v²rusok ®s prokari·t§k 

eset®n a nukleotidhely/gener§ci·ra vonatkoztatott mut§ci·s r§ta ford²tottan ar§nyos a 

genomm®rettel, ®s egy §lland· ®rt®k kºr¿l mozog (Drake, 1991b). SoksejtŤ eukari·t§k eset®n 

viszont pozit²v ºsszef¿gg®s figyelhetŖ meg a gener§ci·ra vonatkoztatott mut§ci·s r§ta ®s a 

genomm®ret kºzºtt (Lynch, 2010). ElŖzetes felt®telez®sekkel (Drake, 1991b) ellent®tben a 

mut§ci·s r§ta k¿szºb®rt®k®t nem a fiziol·gi§s megkºt®sek hat§rozz§k meg, hanem sokkal 

ink§bb a genetikai sodr·d§s §ltal korl§tozott term®szetes szelekci· m®rt®ke, ami az effekt²v 

popul§ci·m®rettŖl f¿gg (Lynch, 2010; Sung ®s mtsai., 2012). E. coli-val v®gzett leg¼jabb 

vizsg§latok ugyanakkor kimutatt§k, hogy adott genot²puson bel¿l, a genom egy meghat§rozott 

r®sz®re vonatkoz· mut§ci·s r§ta plasztikusan v§ltozhat a sejt-sejt kºzºtti interakci·k hat§s§ra, 

negat²v korrel§ci·t mutatva a popul§ci·sŤrŤs®ggel (Kraġovec ®s mtsai., 2014). 

A v§ltoz· kºrnyezeti felt®telekhez ®s stresszkºr¿lm®nyekhez val· sikeres 

alkalmazkod§shoz azonban a popul§ci· sz§m§ra kifejezett elŖnyt jelent azoknak a 

mut§roroknak nevezett egyedeknek a jelenl®te, amelyek megemelkedett spont§n mut§ci·s 

r§t§val rendelkeznek. A mut§torok lehetŖv® teszik a k¿lºnbºzŖ stresszkºr¿lm®nyekhez val· 

gyors alkalmazkod§st a term®szetben, illetve laborat·riumi ®s klinikai kºr¿lm®nyek kºzºtt 

egyar§nt (Denamur ®s mtsai., 2002; Matic ®s mtsai., 1997; Oliver ®s mtsai., 2000; Sniegowski 

®s mtsai., 1997). ErŖs szelekci·s nyom§s mellett a mut§tor genot²pusok gyorsan 

elterjedhetnek a popul§ci·ban, annak igen jelentŖs r®sz®t (> 1%) k®pezve (LeClerc ®s mtsai., 

1996). Ez§ltal jelentŖs szerepet tºltenek be a mikrobi§lis evol¼ci·ban (Sniegowski ®s mtsai., 

1997; Taddei ®s mtsai., 1997). Az emelkedett mut§ci·-gener§l· k®pess®g azonban kettŖs 

kºvetkezm®nnyel j§r: egyr®szt csºkkentheti a fitneszt a k§ros mut§ci·k megjelen®se miatt, 

m§sr®szt viszont elŖfelt®tele az evolvabilit§snak (Giraud ®s mtsai., 2001). Ennek megfelelŖen 

evol¼ci·s sikeress®g¿khºz a bakt®rium popul§ci·knak folyamatosan finomhangolni kell a 

mut§ci·s r§t§jukat (Denamur ®s Matic, 2006).  

Att·l f¿ggŖen, hogy a sejt mut§ci·s r§t§ja §lland· jelleggel magas vagy csak 

meghat§rozott stressz kºr¿lm®nyek kºzºtt emelkedik meg, megk¿lºnbºztet¿nk konstitut²v 

(permanens) mut§torokat, illetve §tmeneti (tranziens) mut§torokat (Foster, 2005). 
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2.3.1.Konstitut²v mut§torok 

 

A konstitut²v mut§torok dºntŖ tºbbs®gben a DNS replik§ci·ban vagy hibajav²t§sban szerepet 

j§tsz· enzimeket k·dol· g®nekben megjelenŖ funkci·veszt®ssel vagy -csºkken®ssel j§r· 

mut§ci·knak kºszºnhetŖen jelennek meg (Horst ®s mtsai., 1999). A mut§tor fenot²pust okoz· 

g®neket mut§tor g®neknek is nevezik ®s E. coli-ban 4 fŖ kateg·ri§jukat k¿lºnbºztetj¿k meg 

annak alapj§n, hogy milyen hibajav²t§si vagy m§s t²pus¼ folyamatban j§tszanak szerepet: 1) a 

DNS-replik§ci· hŤs®g®t biztos²t· (proofreading) aktivit§sban (pl. mutD), 2) a metilir§ny²tott 

DNS-hibajav²t§sban (metil-directed mismatch repair) (mutS, mutL, mutH, uvrD), 3) a DNS 

oxidat²v k§rosod§sainak elker¿l®s®ben (pl. mutT, oxyR, sodA) ®s az oxidat²v k§rosod§sok 

kijav²t§s§ban (pl. mutM, mutY) ®s 4) a transzl§ci·s hŤs®get biztos²t· folyamatokban (pl. miaA) 

(Chopra ®s mtsai., 2003; Miller, 1996). A vad t²pushoz viszony²tott spont§n mut§ci·s r§t§ban 

val· elt®r®s alapj§n k¿lºnbºzŖ erŖss®gŤ mut§tor tºrzseket k¿lºnbºztet¿nk meg (Chopra ®s 

mtsai., 2003). A legerŖsebb ismert mut§tor fenot²pust E. coli-ban a Pol III §ltal§nos DNS-

polimer§z exonukle§z aktivit§s§®rt felelŖs epszilon alegys®g g®nj®ben (mutD)(dnaQ) 

bekºvetkezŖ pontmut§ci· okozza (Schaaper ®s Radman, 1989).  

A term®szetben leggyakrabban elŖfordul· mut§tor bakt®riumtºrzsek a metilir§ny²tott 

hib§s-p§rosod§s DNS-jav²t§sban (angolul: metyl-directed mismatch repair) deficiens tºrzsek, 

ezek kºz¿li is a legelterjedtebbek a MutS deficiens tºrzsek (Chopra ®s mtsai., 2003; LeClerc 

®s mtsai., 1996). A hib§s-p§rosod§s DNS-jav²t§snak kiemelkedŖ szerepe van a genom 

integrit§s§nak megŖrz®s®ben, amit az is t¿krºz, hogy a hibajav²t· folyamatban r®sztvevŖ 

feh®rj®k egy r®sze evol¼ci·san konzerv§lt, a prokari·t§kt·l az emberig (Schofield ®s Hsieh, 

2003). A sejt mut§ci·s r§t§j§t alacsony szinten tartja az§ltal, hogy felismeri ®s kijav²tja azokat 

a DNS hib§kat (hib§s b§zisp§rosod§sokat valamint 1-4 nukleotid hossz¼s§g¼ inszerci·s ®s 

del®ci·s hurkokat), amelyek a replik§ci· ®s a homol·g rekombin§ci· sor§n, illetve k¿lºnbºzŖ 

DNS k§ros²t· anyagok hat§s§ra keletkeznek (Horst ®s mtsai., 1999; Junop ®s mtsai., 2003; 

Wyrzykowski ®s Volkert, 2003). Escherichia coli-ban a MutS, MutL, MutH ®s UvrD feh®rj®k 

kºzponti szerepet j§tszanak ebben a DNS hibajav²t§si folyamatban. Az Ŗket k·dol· g®nek 

del®ci·ja vagy csºkkent expresszi·ja a sejt ºssz-mut§ci·s r§t§j§nak ®s a nem homol·g 

rekombin§ci· gyakoris§g§nak megemelked®s®hez vezet, hiper-mutag®n ®s hiper-rekombin§ns 

fenot²pust eredm®nyezve (Iyer ®s mtsai., 2006; Schofield ®s Hsieh, 2003). Ezen mut§tor 

tºrzsek mut§ci·s r§t§ja a vizsg§lt bakt®riumfajt·l ®s mut§ci·s r§ta teszttŖl f¿ggŖen v§ltozhat, 

E. coli-ban 100-1000-szerese a vad t²pus®nak (Miller, 1996).  
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A mut§tor genot²pusok ®s ezen bel¿l a metilir§ny²tott DNS hibajav²t§sban deficiens 

vonalak egy jelentŖs vesz®lyforr§st k®pviselnek az antibiotikum rezisztens bakt®riumtºrzsek 

megjelen®s®ben (Chopra ®s mtsai., 2003; Gould ®s mtsai., 2007; Miller ®s mtsai., 2004b; 

Wiegand ®s mtsai., 2008a). A metilir§ny²tott DNS hibajav²t§sban deficiens vonalak nemcsak 

a rezisztencia kialakul§s§hoz sz¿ks®ges mut§ci·k megjelen®si gyakoris§g§t nºvelik meg, 

hanem a hiper-rekombin§ns fenot²pusuk miatt a k¿lºnbºzŖ fajok kºzti horizont§lis g®n-

transzfer es®ly®t is (Stambuk ®s Radman, 1998). Az antibiotikum jelenl®te, mint 

stresszkºr¿lm®ny egy erŖs pozit²v szelekci·t jelent a mut§tor genot²pusok elterjed®se 

ir§ny§ba, amelyek az §ltaluk biztos²tott elŖnyºs rezisztencia mut§ci·kkal val· kapcsolts§guk 

r®v®n Ăpotyautask®ntò terjednek el a popul§ci·ban. A kr·nikus fertŖz®sek sor§n is ez a pozit²v 

szelekci· ®rv®nyes¿l. A ciszt§s fibr·zist okoz· Pseudomonas aeruginosa tºrzsek igen jelentŖs 

r®sze mut§tor fenot²pus¼ (Oliver ®s mtsai., 2000). M§s patog®n bakt®riumtºrzsek (pl. E. coli, 

Salmonella enterica) eset®n is tapasztalt§k a mut§torok magas ar§ny¼ elŖfordul§s§t (Denamur 

®s mtsai., 2002; LeClerc ®s mtsai., 1996). A mut§tor fenot²pus ugyanakkor nemcsak az 

antibiotikum rezisztencia megjelen®s®t seg²ti elŖ, hanem a k¿lºnbºzŖ virulencia faktorok 

megszerz®s®t ®s a koloniz§ci·s k®pess®get is pozit²van befoly§solja (Oliver ®s Mena, 2010).  

 

2.3.2. Ćtmeneti (stresszinduk§lt) mut§torok 

 

A konstitut²v mut§tor genot²pusok eset®ben a megemelkedett mut§ci·s r§ta biztos²totta 

adapt§ci·s elŖnnyel egy¿tt j§r a k§ros mut§ci·k gyakoribb megjelen®si val·sz²nŤs®g®nek 

fitnesz terhe is. L®teznek azonban olyan bakteri§lis mechanizmusok is, amelyek csak 

stresszkºr¿lm®nyek eset®n, viszonylag szab§lyozott m·don emelik meg a mut§ci·s r§t§t, 

felszabad²tva ez §ltal a sejtet az §lland·an jelen l®vŖ mut§ci·s tehertŖl (Bjedov ®s mtsai., 

2003). Ezeknek a stresszinduk§lt mutagenezis folyamatoknak §ltal§nos jellemzŖje, hogy 

k¿lºnbºzŖ stresszt®nyezŖk hat§s§ra (pl. DNS k§rosod§s, ®hez®s, antibiotikumok vagy 

mutag®n anyagok jelenl®te, hŖm®rs®kletv§ltoz§s) kºzponti szab§lyoz· elemek g®nexpresszi·s 

®s metabolikus v§ltoz§sokat id®znek elŖ, amelyek gyakori kºvetkezm®nye a sejt mut§ci·s 

r§t§j§nak a megemelked®se (Foster, 2007). A stresszinduk§lt mutagenezis folyamatoknak 

tºbbf®le, r®szben §tfedŖ ¼tvonala ismert att·l f¿ggŖen, hogy milyen stresszt®nyezŖ aktiv§lja 

Ŗket ®s milyen szab§lyoz· elem ir§ny²t§sa alatt §llnak. A ma ismert legfontosabb ¼tvonalak E. 

coli-ban a kºvetkezŖk: 1) a DNS k§rosod§s §ltal induk§lt ®s LexA represszor feh®rje §ltal 
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szab§lyozott SOS v§lasz, 2) az ®hez®s/stacioner f§zis §ltal induk§lt ®s az RpoS (ů
38
) alternat²v 

szigma faktor §ltal szab§lyozott §ltal§nos stresszv§lasz, 3) a hŖstressz §ltal induk§lt ®s az 

RpoH (ů
32
) alternat²v szigma faktor §ltal szab§lyozott hŖsokk v§lasz, 4) az aminosav ®hez®s 

§ltal induk§lt ®s a guanozin-tetra-foszf§t (ppGpp) jelmolekula §ltal szab§lyozott stringens 

v§lasz (Foster, 2005).  

A felsorolt stresszinduk§lt ¼tvonalak kºz¿l a leggyakrabban az SOS v§lasz sor§n 

induk§l·d· hib§z§sra hajlamos DNS polimer§zok (Pol II, Pol IV, Pol V) aktivit§s§nak 

hat§s§ra emelkedik meg a sejt mut§ci·s r§t§ja (Schlacher ®s Goodman, 2007). Ha a DNS 

k¿lºnbºzŖ t®nyezŖk hat§s§ra (pl. UV sug§rz§s, DNS kettŖs tºr®st okoz· antibiotikumok, 

k§ros metabolikus intermedierek, magas nyom§s, stb) k§rosod§st szenved, tºbb mint 40 g®n 

induk§l·dik szab§lyozott m·don E. coli-ban az ¼n. SOS v§lasz keret®n bel¿l, a LexA 

represszor feh®rje inaktiv§l·d§s§nak eredm®nyek®nt (Friedberg ®s mtsai., 2002; Kelley, 

2006). A DNS k§rosod§s hat§s§ra kºzvetlen vagy kºzvetett m·don egyes-sz§l¼ DNS 

szakaszok keletkeznek, amelyeket a RecA rekombin§z feh®rje felismer ®s kapcsol·dik 

hozz§juk. A keletkezett RecA - egyes-sz§l¼ DNS nukleoprotein komplex serkenti a LexA 

represszor feh®rje autoproteol²zis®t, ami az SOS g®nek derepressz§l·d§s§hoz vezet (Foster, 

2007). A derepressz§l·dott g®nek kºzºtt vannak a ¼.n. magas hibasz§zal®k¼ vagy hib§z§sra 

hajlamos DNS polimer§zok g®njei is. Ezen polimer§zok aktivit§s§nak kºszºnhetŖ a sejt 

mut§ci·s r§t§j§nak megemelked®se az SOS v§lasz indukci·j§nak egyik kºvetkezm®nyek®nt 

(Goodman, 2002).  

A hib§z§sra hajlamos DNS polimer§zok a fenn§ll· stressz idej®re, az elakadt 

replik§ci· hely®n §tveszik a Pol III polimer§z hely®t, mivel azzal ellent®tben a k§rosodott 

DNS-t is k®pesek sokszoros²tani. Ez§ltal biztos²tott a sejt t¼l®l®se, ami viszont egy¿tt j§r a 

csºkkent hŤs®gŤ replik§ci· eredm®nyek®nt megjelenŖ pontmut§ci·k ®s del®ci·k okozta 

mut§ci·s teherrel. E. coli-ban az Y-polimer§zok csal§dj§ba tartoz· Pol IV ®s Pol V 

polimer§zok hibar§t§ja 2-4 nagys§grenddel nagyobb, mint a Pol III replik§ci·s polimer§znak 

(Tippin ®s mtsai., 2004). M§ig vitatott, hogy ezen polimer§zok mut§ci·gener§l· tulajdons§ga 

a stressz kºr¿lm®nyekhez val· alkalmazkod§st seg²ti elŖ (Shee ®s mtsai., 2011), vagy 

egyszerŤen csak Ămell®kterm®keò a sejt t¼l®l®s®t biztos²t· fiziol·gi§s szerep¿knek, az 

alacsonyabb replik§ci·s hŤs®g¿kbŖl ad·d·an (Andersson ®s mtsai., 2010).  

A DNS k§rosod§s term®szet®tŖl ®s szekvenciakºrnyezet®tŖl f¿ggŖen mindh§rom DNS 

polimer§znak (Pol II, Pol IV, Pol V) szerepe van a stressz-induk§lt mutagenezis folyamat§ban 
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(Friedberg ®s mtsai., 2002; Napolitano ®s mtsai., 2000). Ugyanakkor, a dinB illetve umuDC 

g®nek §ltal k·dolt Pol IV ®s Pol V polimer§zoknak kiemelt szerepet tulajdon²tanak az oxid§lt 

nukleotidok be®p²t®se §ltal okozott mutagenezisben (Yamada ®s mtsai., 2006). A h§rom 

polimer§z kºzti fŖ szerepfeloszt§s a kºvetkezŖ: Pol II - elakadt replik§ci·s villa ¼jraind²t§sa, 

Pol V ï (hib§s) b§zisp§ros²t§s, Pol IV ï (hib§s) b§zisp§ros²t§st kºvetŖ l§nchosszabb²t§s.  

A Pol V tºbbf®le t²pus¼ DNS l®zi·n kereszt¿l k®pes szint®zist v®gezni, mint a Pol IV, 

de aktiv§ci·j§hoz sz¿ks®ges az UmuD alegys®gek RecA §ltal elŖseg²tett autoproteolitikus 

has²t§sa, ak§rcsak a LexA eset®ben. Mindk®t polimer§z ĂproofreadingòellenŖrzŖ aktivit§s 

hi§ny§ban hib§z§sra hajlamos s®rtetlen ®s k§rosodott DNS-en egyar§nt (Tippin ®s mtsai., 

2004). A Pol IV elsŖdleges feladata a l®zi·n val· §thalad§st kºvetŖ l§nchosszabb²t§s 

(Goodman, 2002) ®s a Pol V-el ellent®tben SOS ®s LexA f¿ggetlen m·don is induk§l·dhat, az 

RpoS §ltal§nos stresszv§lasz-regul§tor pozit²v szab§lyoz§sa alatt. Ez az indukci· E. coli 

eset®ben a k®sŖi stacioner f§zis¼ sejtekben, ®hez®si kºr¿lm®nyek kºzºtt tºrt®nik meg ®s 

biztos²tja a Pol IV magas koncentr§ci·j§t tºbb napon kereszt¿l (Layton ®s Foster, 2003). A 

Pol IV polimer§zt k·dol· dinB g®n t¼lexpressz§ltat§sa stressz kºr¿lm®nyek hi§ny§ban is 

mutag®n hat§s¼, ®s elsŖsorban pontmut§ci·k ®s egy-nukleotidos del®ci·k megjelen®s®hez 

vezet (Kobayashi ®s mtsai., 2002; Kuban ®s mtsai., 2005; Wagner ®s Nohmi, 2000). Ezen 

k²v¿l a Pol IV polimer§znak kulcsfontoss§g¼ szerepet tulajdon²tanak az oxid§lt guanin (8-

oxo-dGTP) deoxiadenozinnal szembeni hib§s be®p²t®s®ben, hozz§j§rulva ez §ltal a GC ï TA 

transzverzi·k megjelen®s®hez, amelyek a megemelkedett oxidat²v stressz indik§torai (Foti ®s 

mtsai., 2012).  

Stressz kºr¿lm®nyek kºzºtti mut§ci·s r§ta nºvelŖ aktivit§suknak kºszºnhetŖen az 

SOS v§laszban r®szt vevŖ polimer§zok (Pol IV, Pol V, Pol II) fontos szerepet j§tszanak az 

antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakul§s§ban. Nemcsak in vitro k²s®rletekkel, 

hanem in vivo eg®rmodellben is igazolt§k, hogy az SOS v§lasz induk§l·d§s§ban g§tolt 

patog®n E. coli tºrzs eset®n jelentŖsen lecsºkkent a ciprofloxacin ®s rifampicin 

antibiotikumokkal szemben kialakul· rezisztens popul§ci·k gyakoris§ga (Cirz ®s Romesberg, 

2007; Cirz ®s mtsai., 2005). Ennek alapj§n az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia 

kialakul§s§t csºkkentŖ egyik lehets®ges ter§pi§s strat®giak®nt javasolt§k az SOS v§lasz vagy 

a hib§z§sra hajlamos polimer§zok induk§l·d§s§nak specifikus szerekkel val· g§tl§s§t (Cirz ®s 

Romesberg, 2007). 
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Kimutatt§k, ugyanakkor, hogy maguk az antibiotikumok is induk§lhatnak 

mutagenezist k¿lºnbºzŖ mechanizmusokon kereszt¿l. A DNS kettŖs tºr®st okoz· 

fluorokinolon antibiotikumokon k²v¿l a sejtfalszint®zis-g§tl· ɓ-lakt§m antibiotikumok is 

induk§lj§k az SOS v§laszt a DpiBA k®t-komponensŤ szign§ltranszdukci·s rendszeren 

kereszt¿l (Cirz ®s mtsai., 2005; Miller ®s mtsai., 2004a). A b®ta-lakt§mok mutag®n hat§sa 

ugyanakkor az SOS v§laszt·l f¿ggetlen¿l is megval·sul a Pol IV polimer§zt k·dol· dinB 

indukci·j§n kereszt¿l (P®rez-Capilla ®s mtsai., 2005). Ut·bbi esetben a mutag®n hat§s 

megnyilv§nul§s§hoz sz¿ks®ges a metilir§ny²tott DNS-hibajav²t· rendszer aktivit§s§nak 

csºkken®se, ami RpoS §ltal szab§lyozott (Gutierrez ®s mtsai., 2013).  

Ezen k²v¿l kimutatt§k azt is, hogy a baktericid antibiotikumok szublet§lis 

koncentr§ci·ban reakt²v oxig®ngyºkºk gener§l§s§n kereszt¿l is induk§lhatnak mutagenezist 

(Kohanski ®s mtsai., 2010b).  

 

2.4. Az oxidat²v stressz ®s az antibiotikum rezisztencia kapcsolata 

 

2.4.1. A baktericid antibiotikumok §ltal induk§lt oxidat²v stressz  

 

N®h§ny ®ve bevezettek egy olyan mechanisztikus modellt, amely azt felt®telezi, hogy a 

baktericid antibiotikumok ºlŖ hat§sa, a c®lmolekula-specifikus folyamatok mellett, egy kºzºs 

mechanizmusra, reakt²v oxig®ngyºkºk gener§l§s§ra vezethetŖ vissza, f¿ggetlen¿l a specifikus 

c®lmolekul§t·l. Ezt a radik§lisan ¼j elk®pzel®st kiterjesztett®k Gram-pozit²v ®s Gram-negat²v 

bakt®riumokra egyar§nt (Dwyer ®s mtsai., 2009, 2014; Kohanski ®s mtsai., 2007), sŖt 

gombaºlŖ (fungicid) szerekre is Candida albicans ®s Saccharomyces cerevisiae eset®ben 

(Belenky ®s mtsai., 2013).  

Bakt®riumok eset®ben a modell ®rtelm®ben az elsŖdleges antibiotikum-c®lmolekula 

kºlcsºnhat§s kºvetkezm®nyek®nt egy olyan fiziol·gi§s reakci·sorozat indul be, amely 

v§ltoz§sokat id®z elŖ a sejt anyagcser®j®ben ®s a l®gz®si l§ncban, ®s v®geredm®nyek®nt 

oxidat²v k§rosod§soknak tulajdon²that· sejthal§lhoz vezet. Az antibiotikumnak a 

c®lmolekul§(i)val val· kºlcsºnhat§s§nak kºvetkezm®nyek®nt fokoz·dik a sejt NADH-

felhaszn§l§sa, ami felpºrgeti az elektrontranszportl§ncot (l®gz®si l§ncot). Ut·bbi 

eredm®nyek®nt szuperoxid (O2
-
) termelŖdik ®s a sejt NADH tartal®kai §tmenetileg 
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lecsºkkennek. A szuperoxid k§ros²tja a Fe-S centrummal rendelkezŖ enzimeket, melyekbŖl 

Fe
2+

 szabadul fel, ami a Fenton reakci· t§pl§l§sa r®v®n a rendk²v¿l reakt²v hidroxilgyºk (OH
.
) 

k®pzŖd®s®hez vezet. A keletkezett hidroxilgyºk a legfontosabb sejtalkot·k (DNS, feh®rj®k, 

lipidek) k§ros²t§sa r®v®n a sejt hal§l§hoz vezet (Dwyer ®s mtsai., 2007; Kohanski ®s mtsai., 

2010a).  

A Fe-S centrumok szint®zis®®rt felelŖs IscS feh®rje hi§ny§ban a baktericid 

antibiotikumokkal tºrt®nŖ kezel®s hat§s§ra csºkkent hidroxilgyºk-termel®st m®rtek a vad 

t²pushoz k®pest (Kohanski ®s mtsai., 2007). Ez az eredm®ny r§vil§g²t a Fe-S tartalm¼ enzimek 

Fe-S centrumaib·l felszabadul· vas jelentŖs szerep®re a hidroxilgyºk-termel®sben. Emellett 

g®nexpresszi·s vizsg§latokkal kimutatt§k, hogy a DNS-gir§z g§tl· norfloxacinnal val· 

kezel®s hat§s§ra sz§mos vasfelv®telben szerepet j§tsz· g®n expresszi·ja megv§ltozik, olyan 

g®nekkel egy¿tt, amelyek a Fe-S centrumok szint®zis®ben, illetve az oxidat²v stressz elleni 

v®dekez®sben j§tszanak szerepet (Dwyer ®s mtsai., 2007). A baktericid antibiotikumok §ltali 

oxidat²v stressz-indukci·nak teh§t fontos t®nyezŖje a sejt vas-homeoszt§zis§nak felboml§sa 

(Dwyer ®s mtsai., 2007, 2014). 

 

2.4.2. A vas-homeoszt§zis szab§lyoz§sa ®s szerepe az oxid²tv stressz kialakul§s§ban E. 

coli-ban 

 

A vas n®lk¿lºzhetetlen eleme az ®lŖ szervezeteknek, egyike az Ŗsi anaerob kºrnyezetekben 

elsŖk®nt megjelent kofaktoroknak (Andrews ®s mtsai., 2003). Ugyanakkor kiemelt szereppel 

b²r a sejten bel¿li oxidat²v stressz kialakul§s§ban is (Touati, 2000). A Fenton reakci·nak (1) 

kºszºnhetŖen a magas intracellul§ris vaskoncentr§ci· hidroxilgyºk k®pzŖd®s®t eredm®nyezi, 

ami mut§ci·k keletkez®s®hez ®s/vagy let§lis oxidat²v k§rosod§shoz vezet (Touati ®s mtsai., 

1995).  

 

(1) Fenton/Haber-Weiss reakci·: Fe
2+

 + H2O2 Ÿ Fe
3+

 + OH
- 
+ HO

. 
 

 

Ennek megfelelŖen az intracellul§ris szabad vaskoncentr§ci· szab§lyoz§sa kiemelt 

fontoss§ggal b²r norm§l §llapotban ®s oxidat²v stresszkºr¿lm®nyek kºzºtt m®g ink§bb 
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(Touati, 2000). Ezt t§masztja al§ az is, hogy oxidat²v stressz eset®n az OxyR ®s a SoxR 

stresszv§lasz feh®rj®k aktiv§lj§k a vasfelv®telt g§tl· Fur szab§lyoz· feh®rje g®nj®nek 

expresszi·j§t, megelŖzve a magas intracellul§ris szabad vasszint oxidat²v stresszt fokoz· 

hat§s§nak kialakul§s§t (Zheng ®s mtsai., 1999). Emellett az OxyR aktiv§lja a vasrakt§roz· 

Dps feh®rje g®nj®nek expresszi·j§t is, ez§ltal is hozz§j§rulva az intracellul§ris szabad 

vastartalom csºkkent®s®hez (Zheng ®s mtsai., 2001). 

Bakt®riumokban az intracellul§ris vas-egyens¼ly alapvetŖen n®gy k¿lºnbºzŖ strat®gia 

ºsszehangolt alkalmaz§s§n kereszt¿l val·sul meg, melyek a kºvetkezŖek: 1) a magas 

vaskºtŖk®pess®gŤ feh®rj®k (sziderof·rok) §ltal kºzvet²tett Fe
3+

-felv®tel szab§lyoz§sa, 2) az 

intracellul§ris vasrakt§roz§s szab§lyoz§sa, 3) a vasfelhaszn§l§s szab§lyoz§sa a vastartalm¼ 

feh®rj®k expresszi·j§nak regul§ci·ja r®v®n, ®s 4) a vastºbblet reakt²v oxig®ngyºkk®pzŖ 

hat§sai elleni v®dekez®s. Az egyes strat®gi§k r®szv®teli ar§nya a vas-homeoszt§zis 

megteremt®s®ben a nºveked®si f§zist·l, a kºrnyezettŖl ®s fajt·l f¿ggŖen v§ltozhat (Andrews 

®s mtsai., 2003). 

 

2.4.2.1. A vasfelv®tel szab§lyoz§sa 

 

Aerob kºrnyezetben ®lŖ bakt®riumfajok eset®ben a vas felv®tele elsŖsorban Fe
3+

 form§ban, a 

bakt®rium §ltal szintetiz§lt ®s szekret§lt magas vaskºtŖk®pess®gŤ feh®rj®khez, ¼n. 

sziderof·rokhoz (pl. enterobaktin, ferrikr·m, aerobaktin) kºtºtten tºrt®nik (Neilands, 1995). 

Anaerob kºrnyezetben vagy alacsony oxig®nszint mellett viszont Fe
2+

 form§ban is tºrt®nhet a 

vasfelv®tel, E. coli eset®n a feoAB g®nek §ltal k·dolt transzporteren kereszt¿l (Ratledge ®s 

Dover, 2000). Gram-negat²v bakt®riumok eset®n a Fe
3+

-sziderof·r komplexek felv®tele a 

k¿lsŖ membr§n speci§lis, porinszerŤ receptorain kereszt¿l tºrt®nik. A periplazmatikus t®ren ®s 

a citoplazmatikus membr§non val· §thalad§st kºvetŖen a Fe
3+ 

Fe
2+

-§ reduk§l·dik a 

citoplazm§ban ®s lev§lik a sz§ll²t· feh®rj®j®rŖl (Andrews ®s mtsai., 2003) (4. §bra). E. coli 

eset®n a k¿lsŖ membr§non kereszt¿li akt²v transzporthoz sz¿ks®ges energi§t a citoplazmatikus 

membr§n proton motoros ereje (proton-motive force) szolg§ltatja a TonB energia§talak²t· 

feh®rje kºzvet²t®s®vel (Braun, 1995). A citoplazmatikus membr§nban helyet foglal· ExbB-

ExbD-TonB feh®rjekomplex periplazm§ba ny¼l· TonB feh®rj®je kapcsolatot teremt a belsŖ ®s 

k¿lsŖ membr§n kºzºtt, §talak²tva a proton motoros erŖt az akt²v transzporthoz sz¿ks®ges 
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energi§v§. E. coli eset®n a TonB mut§nsok nem k®pesek a Fe
3+

-sziderof·r komplexek ®s a 

B12 vitamin felv®tel®re (Letain ®s Postle, 1997). 

 

 

4. §bra. A sziderof·r-kºzvet²tett vasfelv®tel sematikus §br§ja Gram-negat²v bakt®riumok eset®n 

((Andrews ®s mtsai., 2003) nyom§n). 

 

2.4.2.2. A vasrakt§roz§s szab§lyoz§sa 

 

A hat®kony ®s megfelelŖen szab§lyozott vasfelv®telen k²v¿l a vasrakt§roz§snak ®s az 

intracellul§ris vasrakt§rak sz¿ks®g eset®n tºrt®nŖ mozg·s²t§s§nak is kulcsfontoss§g¼ szerepe 

van a vas-homeoszt§zis megteremt®s®ben. A bakt®riumok h§rom t²pusba tartoz· vasrakt§roz· 

feh®rj®vel rendelkeznek: a hem-mentes ferritinekkel (pl. FtnA), a hem-tartalm¼ 

bakterioferritinekkel (pl. Bfr) ®s a Dps feh®rj®kkel (pl. Dps). Kºzºs jellemzŖj¿k, hogy gºmb 

alak¼ feh®rj®k, melyek egy kºzponti ¿reggel rendelkeznek. A 24 monomerbŖl fel®p¿lŖ 

ferritinek ®s bakterioferritinek ~ 2000-3000 vas-atomot, m²g a 12 monomerbŖl fel®p¿lŖ Dps 

feh®rj®k ~ 500 vas-atomot k®pesek t§rolni. A t§roland· vasat reduk§lt form§ban veszik fel, 

majd egy ferroxid§ci·s l®p®st kºvetŖen oxid§lt form§ban t§rolj§k (Andrews, 1998; Andrews 

®s mtsai., 2003). E. coli-ban az elsŖdleges vasrakt§roz· feh®rje az FtnA, ami a rakt§rozott vas 

~ 50%-§®rt felelŖs. A nºveked®s exponenci§lis f§zis§t kºvetŖen, vasf¿ggŖ m·don 

induk§l·dik, a Fur feh®rje szab§lyoz§sa alatt ®s biztos²tja az intracellul§ris vasell§t§st 
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vasszeg®ny kºr¿lm®nyek kºzºtt (Abdul-Tehrani ®s mtsai., 1999; Nandal ®s mtsai., 2010). A 

DNS-kºt®sre k®pes Dps (DNA-binding proteins from starved cells) feh®rj®k a ferritinektŖl ®s 

bakterioferritinektŖl elt®rŖen a t§roland· vas oxid§ci·j§ra elsŖsorban H2O2-t haszn§lnak O2 

helyett (Andrews, 1998). E. coli eset®n az ®hez®s ®s oxidat²v stressz hat§s§ra erŖsen 

expressz§l·d· Dps feh®rje kettŖs ¼ton v®di a DNS-t az oxidat²v k§rosod§st·l: egyr®szt a 

DNS-hez val· fizikai kapcsol·d§sa r®v®n, m§sr®szt pedig a Fenton reakci· sor§n 

potenci§lisan keletkezŖ hidroxilgyºk mennyis®g®nek csºkkent®s®vel (Chiancone ®s Ceci, 

2010; Zhao ®s mtsai., 2002). 

 

2.4.2.3. A vas-homeoszt§zis fenntart§sa 

 

E. coli-ban ®s sz§mos m§s bakt®riumfajban is az intracellul§ris vas-homeoszt§zis elsŖdleges 

szab§lyoz· feh®rj®je a Fur (Ferric Uptake Regulator) transzkripci·s faktor, amely E. coli-ban 

tºbb mint 90 g®n expresszi·j§t szab§lyozza a vas el®rhetŖs®g®tŖl f¿ggŖ m·don (Escolar ®s 

mtsai., 1999; Hantke, 1981; McHugh ®s mtsai., 2003). A Fur feh®rje homodimer form§ban 

kºtŖdik a repressz§lt g®n(ek) oper§tor r®gi·j§hoz, alegys®genk®nt egy-egy Fe
2+

 iont kºtve. A 

Fe
2+

 kofaktork®nt (korepresszork®nt) mŤkºdik. Megkºt®se konform§ci·v§ltoz§st id®z elŖ, 

ami kºzel 1000-szeresre nºveli a Fur kapcsol·d§si affinit§s§t az §ltala szab§lyozott g®nek 

prom·ter®nek Ăvas doboznakò(iron box) nevezett 19 bp hossz¼ palindr·m szekvenci§j§hoz 

(Saito ®s mtsai., 1991). MegfelelŖ intracellul§ris vastartalom mellett a Fur §ltal szab§lyozott 

g®nek repressz§lt, m²g vashi§ny eset®n aktiv§lt §llapotban vannak (Andrews ®s mtsai., 2003) 

(5. §bra). ElsŖdleges szerepkºr®t tekintve a Fur g§tolja a vasfelv®telt, az§ltal, hogy g§tolja a 

Fe
3+ 
felv®tel®ben szerepet j§tsz· magas vaskºtŖk®pess®gŤ feh®rj®k, ¼n. sziderof·rok 

szint®zis®ben ®s membr§non kereszt¿li transzportj§ban szerepet j§tsz· g®nek expresszi·j§t. 

Emellett fokozza a vasrakt§roz§st, ®s v®geredm®nyk®nt alacsonyan tartja az intracellul§ris 

szabad vaskoncentr§ci·t (Abdul-Tehrani ®s mtsai., 1999). Represszor funkci·ja mellett a Fur 

aktiv§tork®nt is mŤkºdhet, ami h§rom mechanizmus r®v®n val·sulhat meg: 1) indirekt 

m·don, a RihB kis-RNS g§tl§s§n kereszt¿l (pl. a Fe SOD aktiv§l§sa), 2) fokozva az RNS 

polimer§z promoterhez val· kapcsol·d§s§t (Teixid· ®s mtsai., 2011), 3) antirepresszork®nt 

mŤkºdve (pl. az FtnA vasrakt§roz· feh®rje g®nj®nek szab§lyoz§sa) (Nandal ®s mtsai., 2010). 
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5. §bra. A Fur -medi§lt vasf¿ggŖ g®nrepresszi· sematikus bemutat§sa ((Andrews ®s mtsai., 2003) nyom§n). 

 

A Fur ugyanakkor szerepet j§tszik az oxidat²v stressz elleni v®delemben, az§ltal, hogy 

kºzvetlen vagy kºzvetett ¼ton szab§lyozza a szuperoxid lebont§s§t v®gzŖ szuperoxid 

diszmut§zok mŤkºd®s®t (Troxell ®s Hassan, 2013), illetve Staphylococcus aureus eset®n 

pozit²van szab§lyozza a H2O2-ot hat§stalan²t· KatA katal§z expresszi·j§t (Horsburgh ®s 

mtsai., 2001). Norm§l kºr¿lm®nyek kºzºtt, megfelelŖ vasell§totts§g mellett a Fur indirekt 

m·don aktiv§lja a Fe SOD szuperoxid diszmut§zt, az§ltal, hogy g§tolja az enzimet k·dol· 

sodB g®n mRNS-®t degrad§l· RihB kis RNS-t (Mass® ®s Gottesman, 2002). Ezzel egyidŖben 

repressz§lja a Mn SOD g®nj®nek expresszi·j§t (Niederhoffer ®s mtsai., 1990). Vashi§nyos 

kºr¿lm®nyek vagy oxidat²v stressz eset®n a Fur inaktiv§l·dik, aminek eredm®nyek®nt a Fe 

SOD inakt²vv§, m²g a Mn SOD akt²vv§ v§lik (Escolar ®s mtsai., 1999; Varghese ®s mtsai., 

2007). A ȹfur tºrzs r®szleges szuperoxid diszmut§z deficiens tºrzsk®nt is viselkedik, mivel a 

Fe SOD nem aktiv§l·dik, ®s a Mn SOD csºkkent aktivit§s¼. Ut·bbi abb·l ad·dik, hogy a 

magas intracellul§ris vastartalom miatt a kofaktork®nt mŤkºdŖ mang§n verseng a vassal az 

enzimhez val· kºtŖd®s®rt (Troxell ®s Hassan, 2013). Sokoldal¼ funkci·i kºzºtt a Fur 

szab§lyozza a citr§t-kºr n®h§ny enzim®nek aktivit§s§t is (Hantke, 1987) ®s szerepet j§tszik 

patog®n bakt®riumok eset®n a toxintermel®sben ®s a virulenci§ban is (Horsburgh ®s mtsai., 

2001; Mey ®s mtsai., 2005; Torres ®s mtsai., 2010). 
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2.4.3. Az oxidat²v stressz sejtk§ros²t· hat§sai ®s az ellen¿k kialakult fontosabb 

v®dekez®si mechanizmusok E. coli-ban 

 

Az oxidat²v stresszt okoz· reakt²v oxig®ngyºkºk k§ros hat§sai ellen az ®lŖ szervezeteknek 

k¿lºnf®le v®dekez®si mechanizmusokat kellett ki®p²teni¿k. Az ®rme m§sik oldal§t n®zve 

viszont, mut§ci·k gener§l§s§n kereszt¿l val·sz²nŤleg ugyanezek a reakt²v oxig®ngyºkºk 

j§rultak hozz§ a fºldi ®lŖl®nyek b§mulatos soksz²nŤs®g®nek kialakul§s§hoz (Sessions ®s 

mtsai., 2009; Touati, 2000).  

Aerob kºrnyezetekben a legnagyobb fiziol·giai jelentŖs®ggel b²r· k§ros reakt²v 

oxig®ngyºkºk a sejtekben a szuperoxid (O2
-
), a hidrog®n peroxid (H2O2) ®s a hidroxil gyºk 

(OH
.
). A reakt²v oxig®ngyºkºk k§ros hat§saival szemben a prokari·ta ®s eukari·ta sejtek 

egyar§nt egy olyan enzimk®szlettel Ăszerelkeztek felò, melynek tagjai a v®dekez®sben, a 

hat§stalan²t§sban vagy az oxidat²v k§rosod§sok kijav²t§s§ban j§tszanak szerepet. Az oxidat²v 

stresszv§lasz kºzponti szab§lyoz· feh®rj®i E. coli-ban a megemelkedett hidrog®n peroxid 

koncentr§ci· §ltal aktiv§lt OxyR (Tao ®s mtsai., 1991) ®s a szuperoxidot gener§l· redox-akt²v 

vegy¿letek §ltal aktiv§lt SoxR (superoxide response) (Greenberg ®s mtsai., 1990). 

Transzkripci·s szab§lyoz§son kereszt¿l ez a k®t redox-®rz®keny regul§tor feh®rje Ăvez®nyli 

leò a k¿lºnbºzŖ antioxid§ns v®dekez®si mechanizmusokat (Farr ®s Kogoma, 1991). M§r igen 

alacsony (~ 200 nM) intracellul§ris H2O2 aktiv§lja az OxyR transzkripci·s faktort a feh®rje 

akt²v centrum§ban l®vŖ egyik cisztein oxid§l·d§s§nak eredm®nyek®nt kialakul· diszulfid 

kºt®s konform§ci·v§ltoztat· hat§sa r®v®n (¡slund ®s mtsai., 1999). Az ºnmag§t negat²van 

szab§lyoz· OxyR pozit²van szab§lyozza tºbbek kºzºtt a hidrog®n peroxid lebont§s§t v®gzŖ 

KatG katal§z ®s Ahp hidroperoxid redukt§z g®njeinek expresszi·j§t (Tao ®s mtsai., 1991; 

Zheng ®s mtsai., 2001). A szuperoxid stresszv§lasz eset®n a SoxR aktiv§ci·ja a feh®rje Fe-S 

centrum§nak oxid§ci·ja r®v®n tºrt®nik. Az aktiv§lt SoxR tov§bb aktiv§lja a SoxS-t, ami 

induk§lja a stresszv§lasz effektorait k·dol· g®nek expresszi·j§t (Nunoshiba ®s mtsai., 1992; 

Wu ®s Weiss, 1991). Ez a regulon tºbbek kºzºtt pozit²van szab§lyozza a szuperoxid 

lebont§s§t v®gzŖ Mn SOD enzimet, a vas homeoszt§zis kºzponti regul§tor§t (Fur) ®s az 

oxidat²v DNS k§rosod§sok kijav²t§s§ban szerepet j§tsz· IV-es endonukle§zt (AP 

endonukle§z). Ugyanakkor a SoxRS regulon aktiv§l·d§sa az OmpF porinfeh®rje 

transzl§ci·j§nak negat²v szab§lyoz§s§n illetve a marRAB (multiple antibiotic resistance) ®s 

acrAB operonokba tartoz· g®nek expresszi·j§nak pozit²v szab§lyoz§s§n kereszt¿l 

multirezisztens fenot²pust kºlcsºnºz a bakt®riumsejteknek (Pomposiello ®s mtsai., 2001).  
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2.4.3.1. A szuperoxid sejtk§ros²t· hat§sai elleni v®dekez®s 

 

A szuperoxid egyik sejtk§ros²t· hat§sa a Fe-S centrum tartalm¼ dehidrat§zok (pl. a citr§tkºr 

akonit§z B ®s fumar§z A, B enzimeinek) inaktiv§l§s§b·l ad·dik. A szuperoxid §ltal oxid§lt 

Fe-S centrum instabill§ v§lik, ®s a komplexbŖl Fe
2+

 szabadul fel (Flint ®s mtsai., 1993; Imlay, 

2006). A Fe-S centrum tartalm¼ enzimek inaktiv§l·d§sa sor§n tºrt®nŖ Fe
2+

-felszabadul§snak 

azonban citotoxikus kºvetkezm®nyei vannak, mivel a Fe
2+ 
a Fenton reakci·ban val· 

r®szv®tel®vel hozz§j§rul az igen reakt²v hidroxil gyºk (HO
.
) k®pzŖd®s®hez (Keyer ®s Imlay, 

1996; Keyer ®s mtsai., 1995; Nunoshiba ®s mtsai., 1999).  

E. coli-ban a szuperoxid hidrog®n peroxidra val· lebont§s§®rt h§rom f®le szuperoxid 

diszmut§znak nevezett metalloenzim felelŖs: k®t citoplazmatikus enzim, a mang§n kofaktorral 

mŤkºdŖ, sodA §ltal k·dolt Mn SOD ®s a Fe
2+

 kofaktorral mŤkºdŖ, sodB §ltal k·dolt Fe SOD, 

illetve egy periplazmatikus r®z-cink kofaktorokkal mŤkºdŖ Cu-Zn SOD (Imlay, 2013). A 

citoplazmatikus diszmut§zok aktivit§sa a Fur feh®rje szab§lyoz§sa alatt §ll ®s ez§ltal 

intracellul§ris vaskoncentr§ci·-f¿ggŖ. A Mn SOD szint®zis®t ugyanakkor a SoxRS regulon is 

pozit²van szab§lyozza (Greenberg ®s mtsai., 1990). B§r a Mn SOD ®s Fe SOD enzimek 

hasonl· r§t§val k®pesek hat§stalan²tani a szuperoxidot, elsŖdleges fiziol·giai szerepeik E. 

coli-ban elt®rŖek: a Mn SOD hangs¼lyosabb szerepet tºlt be a DNS oxidat²v stressz elleni 

v®delm®ben, m²g a Fe SOD a szuperoxid-®rz®keny citoplazmatikus enzimek v®delm®ben 

(Hopkin ®s mtsai., 1992). E. coli eset®n a SOD nullmut§ns (ȹsodAB) jelentŖsen 

megemelkedett O2-f¿ggŖ spont§n mut§ci·s r§t§val rendelkezik a vad t²pushoz viszony²tva ®s 

magas ®rz®kenys®get mutat a szuperoxid gener§l· redox-cikliz§l· §gensekkel (pl. paraquat) 

szemben. A SOD mut§nsban a megemelkedett mutagenit§s f¿ggetlennek bizonyult a RecA 

feh®rje aktivit§s§t·l ®s az SOS v§laszt·l (Farr ®s mtsai., 1986; Touati, 2000). 
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2.4.3.2. A hidrog®n-peroxid sejtk§ros²t· hat§sai elleni v®dekez®s 

 

A hidrog®n peroxid citotoxikus hat§sa elsŖdlegesen abb·l fakad, hogy a Fenton reakci·ban 

val· r®szv®tel®vel hozz§j§rul a rendk²v¿l reakt²v hidroxil gyºk k®pzŖd®s®hez. EbbŖl fakad·an 

ez a hat§s kºzvetlen¿l f¿gg az intracellul§ris szabad vas (Fe
2+)

 koncentr§ci·j§t·l (Imlay ®s 

Linn, 1988), de ugyanakkor f¿gg az oxid§lt vas ¼jb·li reduk§l·d§s§t (2-es reakci·egyenlet) 

biztos²t· reduk§l·szerek (pl. reduk§lt szabad flavinok, cisztein) el®rhetŖs®g®tŖl is (Park ®s 

Imlay, 2003; Woodmansee ®s Imlay, 2002).  

 

(2) Fe
3+

 + reduk§l·szer
red 
Ÿ Fe

2+
 + reduk§l·szer

ox
 

 

A szabad vas szerep®t a hidrog®n peroxid citotoxikus hat§s§ban az is al§t§masztja, hogy a 

peroxid stressz §ltal induk§lt OxyR aktiv§lja a vasrakt§roz· Dps feh®rje expresszi·j§t (Zhao 

®s mtsai., 2002; Zheng ®s mtsai., 2001), ez§ltal csºkkentve a Fenton reakci· sz§m§ra el®rhetŖ 

szabad vas mennyis®g®t. A szuperoxidhoz hasonl·an a H2O2 is k®pes inaktiv§lni a Fe-S 

tartalm¼ dehidrat§zokat, de ez az inaktiv§ci· csak rºvid ideig tart (Jang ®s Imlay, 2007). 

Ugyanakkor, hosszabb ideig val· kitetts®g eset®n a H2O2 k§ros²tja a Fe-S kock§k 

ºsszeszerel®s®®rt felelŖs Isc rendszer feh®rj®it is, amelyet a sejt az Isc rendszer szerep®t 

§tvevŖ Suf feh®rj®k aktiv§ci·j§val kompenz§l (Jang ®s Imlay, 2010). A hidrog®n peroxid ®s a 

szuperoxid egyar§nt k®pes k§ros²tani az ¼n. mononukle§ris vas feh®rj®ket (pl. a Fur feh®rj®t 

is), amelyek prosztetikus csoportk®nt egy vasatomot haszn§l· enzimek (Anjem ®s Imlay, 

2012; Varghese ®s mtsai., 2007). 

E. coli-ban h§rom enzim j§tszik kiemelt szerepet a hidrog®n peroxid 

hat§stalan²t§s§ban: az ahpC ®s ahpF g®nek §ltal k·dolt alkil hidroperoxid redukt§z (Ahp), a 

katG §ltal k·dolt G katal§z (KatG) ®s a katE §ltal k·dolt E katal§z (KatE) (Imlay, 2003). 

Mindh§rom enzim hi§nya eset®n (Hpx
-
 tºrzs) az E. coli megfelelŖen k®pes nŖni anaerob 

kºr¿lm®nyek kºzºtt, viszont aerob kºr¿lm®nyek kºzºtt szinte egy§ltal§n nem. Ez r§vil§g²t a 

hidrog®n peroxid citotoxikus hat§s§ra ®s a hat§stalan²t§s§nak a sz¿ks®gess®g®re m§r nagyon 

alacsony (ÕM alatti) intracellul§ris koncentr§ci· eset®n is (Park ®s mtsai., 2005; Seaver ®s 

Imlay, 2001). E. coli-ban norm§lis nºveked®si kºr¿lm®nyek kºzºtt az endog®n hidrog®n 

peroxid elsŖdleges hat§stalan²t· enzime az Ahp, viszont ez a NADH-f¿ggŖ enzim m§r 
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alacsony hidrog®n peroxid koncentr§ci·n (10
-5

 M) tel²tŖdik. Magasabb koncentr§ci·n a 

katal§zok veszik §t a hat§stalan²t· funkci·t (Seaver ®s Imlay, 2001).  

 

2.4.3.3. A hidroxilgyºk citotoxikus ®s mutag®n hat§sai 

 

A hidroxilgyºk a legreakt²vabb oxig®ngyºk, amely a diff¼zi·j§val ar§nyos r§t§val k®pes 

reakci·ba l®pni gyakorlatilag az ºsszes biomolekul§val (DNS-el, feh®rj®kkel, lipidekkel). 

ErŖs citotoxikus ®s mutag®n hat§ssal b²r, annak kºszºnhetŖen, hogy mind a b§zisokat, mind a 

dezoxirib·zt k®pes k§ros²tani a DNS-ben, k¿lºnf®le DNS l®zi·kat okozva (Imlay, 2003). A 

hidroxilgyºk §ltal okozott DNS k§rosod§sok dºntŖ tºbbs®g®t az oxid§lt b§zisok jelentik, de 

vezethet ab§zikus helyek, DNS l§nctºr®sek, DNS-feh®rje keresztkºt®sek keletkez®s®hez is 

(Cadet et al., 1999).  

Alacsony redox-potenci§lja miatt a nitrog®n b§zisok kºz¿l a guanin a leg®rz®kenyebb 

a hidroxilgyºk oxidat²v hat§s§val szemben, aminek eredm®nyek®nt 8-oxo-guanin k®pzŖdik 

(Neeley ®s Essigmann, 2006). Ez ut·bbi gyakran p§rosodik hib§san adeninnel, ami az 

oxidat²v DNS k§rosod§st f®mjelzŖ G:C Ÿ T:A, illetve A:T Ÿ C:G transzverzi·k sz§m§nak 

megemelked®s®hez vezet (Cadet et al., 1999). Ezen mut§ci·k keletkez®s®nek megelŖz®se a 

MutM, MutY ®s MutT enzimek egy¿ttmŤkºd®se r®v®n val·sul meg (Tajiri et al., 1995). A 

DNS l§ncban jelen l®vŖ 8-oxo-guanin kijav²t§sa a b§zis exc²zi·s jav²t· rendszeren kereszt¿l 

val·sul meg, tºbbek kºzºtt a MutM ®s a MutY enzimek seg²ts®g®vel. A DNS glikozil§z 

aktivit§s¼ MutM elt§vol²tja a 8-oxo-guanint a DNS-bŖl, aminek eredm®nyek®nt egy b§zis 

n®lk¿li (ab§zikus) hely keletkezik. Ez ut·bbi az AP endonukle§zok kºzbenj§r§s§n kereszt¿l 

kijav²t·dik ®s v®geredm®nyk®nt a 8-oxo-guanin guaninra lesz kicser®lve. Ha a 8-oxo-guanin 

nem t§vol²t·dik el, replik§ci· sor§n a DNS polimer§z magas gyakoris§ggal adenint ®p²t be 

hib§san vele szemben. A 8-oxo-guaninnal szemben hib§san be®p¿lt adenin elt§vol²t§s§®rt a 

MutY adenin glikozil§z felelŖs. A nukleotid rakt§rakban l®vŖ dGTP oxid§ci·j§b·l keletkezŖ 

8-oxo-dGTP-t a MutD enzim dGMP-v® hidroliz§lja, megakad§lyozva ez§ltal az oxid§lt 

nukleotidok DNS-be val· be®p¿l®s®t. Mindh§rom enzimnek a hi§nya k¿lºn-k¿lºn is mut§tor 

fenot²pust eredm®nyez (Miller, 1996). A guanin oxid§ci·j§n k²v¿l az adenin oxid§ci·j§b·l 

sz§rmaz· 2-oxo-adenin mutag®n hat§sa is igen jelentŖs. Guaninnal val· hib§s p§rosod§sa 

eredm®nyek®nt ugyancsak G:C Ÿ T:A transzverzi·k jºnnek l®tre (Nunoshiba et al., 2002). 
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2.4.4. Az oxidat²v stressz k®t®lŤ fegyver jellege: letalit§s vs mutagenezis 

 

Az intracellul§ris oxidat²v stressz fokoz·d§sa baktericid antibiotikumokkal val· kezel®s vagy 

m§s t®nyezŖk hat§s§ra k®t fŖ, a bakt®rium sorsa szempontj§b·l ellent®tes hat§s¼ 

kºvetkezm®nnyel j§rhat.  

Az egyik k®zenfekvŖ hat§s az oxidat²v k§rosod§sokb·l ad·d· sejtºlŖ hat§s (Hassett ®s 

Imlay, 2007; Imlay, 2003). A m§sik hat§s a mut§ci· gener§l· hat§s, amely kºzvetlen vagy 

kºzvetett m·don val·sulhat meg. A mut§ci·k sz§rmazhatnak a reakt²v oxig®ngyºkºk 

kºzvetlen interakci·j§b·l a DNS-el vagy a nukleotid rakt§rakban l®vŖ nukleotidokkal (Foti ®s 

mtsai., 2012; Kohanski ®s mtsai., 2010b), vagy pedig kºzvetett ¼ton, elsŖsorban az SOS 

v§lasz hib§z§sra hajlamos DNS polimer§zainak mut§ci·-gener§l· aktivit§s§nak 

eredm®nyek®nt (Cirz ®s mtsai., 2005).  

A reakt²v oxig®ngyºkºk mutagenezisben betºltºtt kulcsfontoss§g¼ szerep®t igazolja a 

DNS oxidat²v k§rosod§sainak megelŖz®s®®rt, illetve kijav²t§s§®rt felelŖs MutT, MutM illetve 

MutY enzimek hi§ny§nak mut§ci·s r§tanºvelŖ hat§sa (Miller, 1996; Tajiri ®s mtsai., 1995). 

Ugyancsak a reakt²v oxig®ngyºkºk mutagenezis®rt felelŖs szerep®t t§masztja al§ a 

hat§stalan²t§sukban szerepet j§tsz· enzimek (G katal§z ®s Mn SOD szuperoxid diszmut§z) 

megemelkedett aktivit§sa egy hossz¼ t§v¼ evol¼ci·s k²s®rletbŖl sz§rmaz·, csºkkent mut§ci·s 

r§t§val rendelkezŖ MutS deficiens E. coli vonalak eset®n (Turrientes ®s mtsai., 2013). 

 

2.4.4.1 A vas §ltal kºzvet²tett oxidat²v mutagenezis 

 

Mivel a Fenton reakci·n kereszt¿l a magas intracellul§ris vaskoncentr§ci· oxidat²v stresszt 

eredm®nyez, annak egyik kºvetkezm®nyek®nt szerepet j§tszik a mut§ci·k megjelen®s®ben is 

(Touati, 2000). A vas-egyens¼ly felboml§s§nak spont§n mut§ci·s r§ta nºvelŖ hat§sa 

figyelhetŖ meg a Fur deficiens E. coli tºrzs eset®n. A vas-homeoszt§zist szab§lyoz· Fur 

feh®rje hi§ny§ban az intracellul§ris vas koncentr§ci·ja megnŖ, abb·l ad·d·an, hogy a 

vasfelv®telben szerepet j§tsz· g®nek folyamatosan aktiv§lt §llapotban vannak (Escolar ®s 

mtsai., 1999; Touati ®s mtsai., 1995). Ugyanakkor, mivel az FtnA vasrakt§roz· feh®rje nem 

induk§l·dik, kevesebb vas rakt§roz·dik, mint a vad t²pusban (Abdul-Tehrani ®s mtsai., 1999). 

Kimutatt§k, hogy a Fur mut§ns tºrzset megemelkedett spont§n mut§ci·s r§ta jellemzi (Touati, 
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2000; Touati ®s mtsai., 1995). A szuperoxid hat§stalan²t§s§ban is deficiens ȹfurȹsodAB 

h§rmas mut§nsban 2.4-szer magasabb intracellul§ris szabad vaskoncentr§ci·t, megemelkedett 

hidroxilgyºk-szintet ®s 2 nagys§grendnyi mut§ci·s r§taemelked®st detekt§ltak a vad t²pushoz 

viszony²tva. A mut§ci·k dºntŖ tºbbs®g®t az oxidat²v k§rosod§st f®mjelzŖ G:C Ÿ T:A ®s A:T 

Ÿ C:G transzverzi·k tett®k ki (Nunoshiba ®s mtsai., 1992). 

 

2.4.4.2. A vas-kºzvet²tett oxidat²v mutagenezis ®s az antibiotikum rezisztencia 

kapcsolata 

 

Annak ismeret®ben, hogy a baktericid antibiotikumok §ltali oxidat²v stressz-indukci·nak 

fontos t®nyezŖje a sejt vas-homeoszt§zis§nak felboml§sa (Dwyer ®s mtsai., 2014), valamint a 

vas-homeoszt§zis felboml§sa a spont§n mut§ci·s r§ta emelked®s®t v§ltja ki (Nunoshiba ®s 

mtsai., 1999; Touati ®s mtsai., 1995), felvetŖdik a potenci§lis kapcsolat a vas-kºzvet²tett 

oxidat²v mutagenezis ®s az antibiotikum rezisztencia kialakul§sa kºzºtt. FeltevŖdik a k®rd®s, 

hogy a baktericid antibiotikumok §ltal kiv§ltott oxidat²v stressz ºlŖ vagy mutag®n hat§sa a 

domin§nsabb a kezel®s sor§n. 

A baktericid antibiotikumok §ltal induk§lt oxidat²v stressz bakt®riumºlŖ hat§s§t 

sz§mos publik§ci· k®rdŖjelezte meg a kºzelm¼ltban (Keren ®s mtsai., 2013; Liu ®s Imlay, 

2013; Molina-Santiago ®s Ramos, 2014; Paulander ®s mtsai., 2014), ®s jelenleg is vita t§rgy§t 

k®pezi (Dwyer ®s mtsai., 2014). Kimutatt§k ugyanakkor, hogy a szublet§lis koncentr§ci·j¼ 

baktericid antibiotikumok §ltal induk§lt reakt²v oxig®ngyºk-termel®s mut§ci·k 

megjelen®s®hez, ®s annak kºvetkezm®nyek®nt multirezisztens fenot²pus megjelen®s®hez vezet 

(Kohanski ®s mtsai., 2010b). Az oxidat²v mutagenezis antibiotikum rezisztencia 

kialakul§s§ban betºltºtt szerep®re vil§g²t r§ az a vizsg§lati eredm®ny is, mely szerint 

antibiotikum rezisztens E. coli ®s Mycobacterium tuberculosis vonalak eset®n az oxidat²v 

k§rosod§st jelzŖ GC ï TA transzverzi· ®s a GC ïAT tranz²ci· ar§ny§nak ®rt®ke jelentŖsen 

megnŖtt az alap§llapothoz k®pest (Wang ®s mtsai., 2012). Ciszt§s fibr·zisban szenvedŖ 

betegekbŖl izol§lt, hipermut§tor antibiotikum rezisztens Pseudomonas aeruginosa vonalak 

kºzºtt azonos²tottak olyanokat, amelyek funkci·veszt®ses mut§ci·kat hordoztak az oxidat²v 

DNS k§rosod§sok jav²t§s§®rt, illetve megelŖz®s®®rt felelŖs MutY, illetve MutT enzimek 

g®njeiben. A megemelkedett reakt²v oxig®ngyºkszintnek val· kitetts®g a ciszt§s fibr·zisos 

betegek t¿dej®ben a jav²t· enzimek deficiens mŤkºd®s®vel egy¿tt az oxidat²v mutagenezis 
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fokoz§s§n kereszt¿l elŖseg²ti az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakul§s§t 

(Mandsberg et al., 2009).  
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3. C®lkitŤz®sek 

 

Munk§nk t§gabb ®rtelemben vett c®lja olyan bakteri§lis mechanizmusoknak az azonos²t§sa 

volt, amelyekbe beavatkozva lelass²that· a bakt®riumok antibiotikumokhoz val· adapt§ci·s 

k®pess®ge, ®s ez §ltal jelentŖsen csºkkenthetŖ a rezisztencia kialakul§s§nak es®lye. 

Vizsg§lataink sor§n a klinikumban sz®les kºrben alkalmazott ciprofloxacinnal szembeni 

rezisztencia kialakul§s§nak h§tter®ben §ll· mechanizmusok felt§r§s§ra ºsszpontos²tottunk 

toxikus antibiotikum-d·zis alkalmaz§sa mellett. A g®ninaktiv§ci· hat§s§nak vizsg§lat§val, 

c®lunk azoknak a nem esszenci§lis g®neknek az azonos²t§sa volt, amelyek hi§nya elŖseg²ti a 

ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakul§s§t. Annak ismeret®ban, hogy a baktericid 

antibiotikumok oxidat²v stresszt induk§lnak, ®s ut·bbinak fontos szerepe van a mutagenezis 

folyamat§ban, megvizsg§ltuk, hogy a megemelkedett oxidat²v stressz-szint milyen hat§ssal 

van a ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia evol¼ci·j§ra. Vizsg§lataink sor§n az alapvetŖ 

m·dszertant az E. coli modellorganizmussal v®gzett rºvid t§v¼ laborat·riumi evol¼ci·s 

k²s®rletek jelentett®k.  

 

A kºvetkezŖ k®rd®sekre kerest¿k a v§laszt: 

1. Vannak-e olyan nem esszenci§lis Escherichia coli g®nek, amelyek hi§nya elŖseg²ti az 

antibiotikum rezisztencia kialakul§s§t toxikus antibiotikum-d·zis alkalmaz§sa eset®n?  

2. Milyen szerepet j§tszik a vash§ztart§s az antibiotikum rezisztencia kialakul§s§ban? 

3. Hogyan befoly§solja az antibiotikumok §ltal kiv§ltott megemelkedett oxidat²v stressz-

szint az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia evol¼ci·j§t? 

4. Hogyan befoly§solj§k az oxig®nmentes (anaerob) kºr¿lm®nyek az E. coli 

antibiotikumokhoz val· adapt§ci·s k®pess®g®t?  
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4. Anyagok ®s m·dszerek 

 

4.1. Felhaszn§lt bakt®riumtºrzsek, plazmidok ®s oligonukleotid primerek 

 

A k²s®rletekhez vad t²pusk®nt az Esherichia coli BW25113 tºrzset (Baba ®s mtsai., 2006) 

haszn§ltuk, amely az Eredm®nyek fejezet §br§in wt (wild type) jelºl®ssel szerepel. A 

k²s®rleteket, ha m§sk®nt nincs jelezve, 37 ÜC-on, Luria Bertani (LB) (0.5% NaCl, 0.5% 

®lesztŖkivonat, 1% tripton) gazdag t§ptalajban v®gezt¿k. A felhaszn§lt bakt®riumtºrzsek ®s 

plazmidok egy r®sze a jelen munka sor§n k®sz¿lt el, m§sik r®sze pedig h§rom kollekci·b·l 

sz§rmazik: 1) KEIO egyszeres g®ndel®ci·s kollekci· (Baba ®s mtsai., 2006), 2) ASKA feh®rje 

t¼ltermelŖ kollekci· (Kitagawa ®s mtsai., 2006) ®s 3) fluoreszcens promoter kollekci· 

(Zaslaver ®s mtsai., 2006). A genom szintŤ keres®shez a teljes KEIO kollekci·t (3985 tºrzs, 2 

replik§tumban) felhaszn§ltuk, melynek tºrzsei a ki¿tºtt g®n hely®n egy kanamicin 

rezisztencia kazett§t hordoznak szelekci·s markerk®nt.  

Tºbbszºrºs g®ndel®ci·kat tartalmaz· tºrzseket P1 f§g-transzdukci·s elj§r§ssal (Green 

®s Sambrook, 2012) hoztunk l®tre a KEIO kollekci· tºrzseit felhaszn§lva. Az §ltalunk 

elŖ§ll²tott tºrzsekbŖl a kanamicin rezisztencia kazetta elt§vol²t§s§t az FLP rekombin§zt 

hordoz· pFT-A hŖ®rz®keny seg®dplazmidot alkalmaz· m·dszerrel v®gezt¿k P·sfai ®s mtsai., 

1997 le²r§sa szerint, melynek eredm®nyek®nt marker- ®s Ăhegmentesò del®ci·kat kaptunk. A 

ȹmutS tºrzset ¼jonnan is elŖ§ll²tottuk RecA-f¿ggŖ, Ăºngyilkosò plazmidon alapul· 

m·dszerrel (Feh®r ®s mtsai., 2008; P·sfai ®s mtsai., 1999). A g®ndel®ci·kat ®s a kanamicin 

rezisztencia kazetta kiejt®s®t PCR-el, a megfelelŖ oligonukleotid primereket haszn§lva 

minden esetben ellenŖrizt¿k. 

A Bfr, FtnA ®s MutS feh®rj®k t¼ltermeltet®s®hez a megfelelŖ k·dol· r®gi·kat a pZE31 

magas k·piasz§m¼ plazmidba kl·noztuk. Ehhez az ASKA kollekci· megfelelŖ plazmidjair·l 

a ny²lt leolvas§si kereteket (ORF, Open Reading Frame) PCR-el felsokszoros²tottuk ®s 

§tkl·noztuk Ŗket a kloramfenikol rezisztencia markert hordoz· pZE31 plazmidba (Lutz ®s 

Bujard, 1997). A kl·noz§st megelŖzŖen az ORF-ek N-termin§lis v®g®hez csatolt hisztidin 

jelºl®st elt§vol²tottuk ®s a nat²v ATG start kodont rekonstru§ltuk. A kl·noz§shoz haszn§lt 

oligonukleotid primereket ¼gy tervezt¿k meg, hogy az 5ô v®g¿kºn a HindIII restrikci·s enzim 

felismerŖhely®t hordozz§k, ami lehetŖv® tette a kl·noz§st. A feh®rje t¼ltermelŖ plazmidokat 
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elektropor§ci·val vitt¿k be a ȹfur tºrzsbe. Mivel egyik tºrzsben sem termelŖdik a TetR 

represszor feh®rje, a kl·nozott g®nek expresszi·ja konstitut²van, a plazmid k·piasz§m§nak 

megfelelŖ m®rt®kben tºrt®nik. Ez ~ 40-szeres expresszi·t eredm®nyez (Lutz ®s Bujard, 1997).  

A GyrA feh®rje 83. poz²ci·j§ban l®vŖ szerin leucinra val· cser®lŖd®s®t biztos²t· 

pontmut§ci· bevitele a gyrA g®nbe a vad t²pus¼ tºrzs eset®n egysz§l¼ oligonukleotid-

kºzvet²tett rekombin§ci·s m·dszerrel tºrt®nt (Ellis ®s mtsai., 2001). 

A plazmidok ®s PCR term®kek izol§l§sa kereskedelmi forgalomban kaphat· 

reagensekkel (Sigma-Aldrich, Analytic Jena) tºrt®nt, a gy§rt· le²r§sait kºvetve. A munka 

sor§n a kºvetkezŖ antibiotikumokat haszn§ltuk: ciprofloxacin (CPR), kanamicin (Kn), 

kloramfenikol (Cm), Sztreptomicin (Str). A vaskel§torok hat§s§nak vizsg§lat§hoz fenantrolint 

(1,10-fenantrolin monohidr§t) haszn§ltunk. A felhaszn§lt antibiotikumok ®s vegyszerek a 

Sigma-Aldrich vagy BD (Becton, Dickinson and Company) gy§rt·kt·l sz§rmaztak. A munka 

sor§n felhaszn§lt ®s a KEIO kollekci· r®sz®t nem k®pezŖ bakt®riumtºrzsek ®s k¿lºnbºzŖ 

plazmidok az 2. t§bl§zatban vannak ºsszefoglalva. A felhaszn§lt oligonukleotid primerek 

list§j§t az 3. t§bl§zat tartalmazza.  

 

¢ǀǊȊǎ DŜƴƻǘƝǇǳǎ ǾŀƎȅ ƧŜƭƭŜƳȊǃ ǘǳƭŀƧŘƻƴǎłƎƻƪ CƻǊǊłǎ 

 

BW25113 

 

 

rrnB3 ҟlacZ4787 hsdR514 ҟόaraBAD)567 

ҟ(rhaBAD)568 rph-1 

same as  

 

(Baba Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

CC101-106                         

 

F lacI
-
 Z

-
 proB

+
 ŜǇƛǎȊƽƳłǘ ƘƻǊŘƻȊƽ tфл/ ώaraɲόlac 

proB)XIIIϐ ǾŀǊƛłƴǎƻƪ 

(Cupples Şǎ Miller, 1989) 

wt-S83L BW25113, gyrA ƎŞƴōŜƴ {уо[ ǇƻƴǘƳǳǘłŎƛƽ jelen munka 

ɲfur          .²нрммоΣ ɲfur όŜƭǘłǾƻƭƝǘƻǘǘ ƪŀƴŀƳƛŎƛƴ ƪŀȊŜǘǘŀύ         (Baba Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006), 

jelen munka 

ɲtonB .²нрммоΣ ɲtonB, Kan
R
                        (Baba Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

ɲfurɲtonB ɲfur ɲtonB jelen munka 

ɲfurɲdinB                ɲfurΣ ɲdinB                                                             jelen munka 

ɲfurɲdinBɲumuDC     ɲfurɲdinBΣ ɲumuDΣ ɲumuC                            jelen munka 

ɲsodAB                         .²нрммоΣ ɲsodAΣ ɲsodB                                                                                 (Baba Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006); 

jelen munka 

ɲsodABɲtonB ɲsodABΣ ɲtonB                                                                               jelen munka 

ɲmutS .²нрммоΣ ɲmutS                                                                                                                                                         jelen munka 
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Plazmid   

 

pZE31 

 

ColE1, PLtetO-1, Cm
R
 

 

(Lutz Şǎ Bujard, 1997); 

jelen munka 

pZE31_bfr bfr ORF-ƧŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ½9ом jelen munka 

pZE31_ftnA ftnA ORF-ƧŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ½9ом jelen munka 

pZE31_mutS mutS ORF-ƧŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ½9ом jelen munka 

pUA66 sc101 Ori, Kan
R
 (Zaslaver Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pUA66_ ahpC ahpC ǇǊƻƳƽǘŜǊŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ¦!сс (Zaslaver Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pUA66_ katG katG ǇǊƻƳƽǘŜǊŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ¦!сс (Zaslaver Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pUA66_oxyR  oxyR ǇǊƻƳƽǘŜǊŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ¦!сс (Zaslaver Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pUA66_soxS  soxS ǇǊƻƳƽǘŜǊŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ¦!сс (Zaslaver Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pCA24N PT5-lac, Cm
R
 (Kitagawa Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pCA24N_fur  fur ORF-ƧŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ/!нпb (Kitagawa Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pCA24N_miaA  miaA ORF-ƧŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ/!нпb (Kitagawa Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pCA24N_mutH mutH ORF-ƧŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ/!нпb (Kitagawa Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pCA24N_mutL  mutL ORF-ƧŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ/!нпb (Kitagawa Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pCA24N_mutS  mutS ORF-ƧŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ/!нпb (Kitagawa Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

pCA24N_ybgJ ybgJ ORF-ƧŞǘ ƘƻǊŘƻȊƽ Ǉ/!нпb (Kitagawa Şǎ ƳǘǎŀƛΦ, 2006) 

 

2. t§bl§zat. A munka sor§n felhaszn§lt tºrzsek ®s plazmidok list§ja. 

 

Primer neve  Szekvencia CŜƭƘŀǎȊƴłƭłǎŀ 

      

9ƭƭŜƴǃǊȊǃ ǇǊƛƳŜǊŜƪ 

mutS_F 5' GCCTCCACCTCATTAAGA 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

mutS_R 5' TCCGGTCCACGATCAATA 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

mutL_F 5' GCCTGCGCAATTACTTCCTT 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

mutL_R 5' GAGTAACTCTTCAGCGTTCG 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

mutH_F 5' GTCGCACGTCAAGGCTGTAA 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

mutH_R 5' TCTCCAGCAGCGTCAGCGTA 3' KEIO ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

miaA_F 5' GCGGACGTGGAACGGTTATG 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

miaA_R 5' TGCGTTCAGGAACGGATCTT 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

fur_Fw 5' TATCAGCAGTGTCTGCGTG 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

fur_R 5' GGTGTTCAAGTGGCCTTGC 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎe 

ybgJ_F 5' AGGTCACCATGCCACTGAA 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 
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ybgJ_R 5' TGACCGAGCGTGATCTCCA 3' Y9Lh ǘǀǊȊǎŜƪ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

gyrA_QRDR_F 5' CGGTCAACATTGAGGAAGAG 3' ƳǳǘłŎƛƽƪ ŀȊƻƴƻǎƝǘłǎŀ 

gyrA_QRDR_R 5' TGGCGTCAACTTCCACTTCT 3' ƳǳǘłŎƛƽƪ ŀȊƻƴƻǎƝǘłǎŀ 

parC_QRDR_F 5' ATGTACGTGATCATGGACCG 3' ƳǳǘłŎƛƽƪ ŀȊƻƴƻǎƝǘłǎŀ 

parC_QRDR_R 5' CTGAGCCACTTCACGCAGG 3' ƳǳǘłŎƛƽƪ ŀȊƻƴƻǎƝǘłǎŀ 

marR_F 5' TGAAAAGTACCAGCGATCTGT 3' ƳǳǘłŎƛƽƪ ŀȊƻƴƻǎƝǘłǎŀ 

marR_R 5' TTACGGCAGGACTTTCTTAAG 3' ƳǳǘłŎƛƽƪ ŀȊƻƴƻǎƝǘłǎŀ 

sodA_F 5' TTAACAATCGGCCGCCCGAC 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

sodA_R 5' ACAGTGCGCCAAGGAATAGC 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

sodB_F 5' TAAGGCTATTGTACGTATGC  3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

sodB_R 5' CAGGTCTGTCTTCATCAGTC 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

tonB_F 5' TCACTGATCCTGATCGTC 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

tonB_R 5' GTATGTCGCGGTTGATCC 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

dinB_F 5' GTGTTCGACTCGCTCGAT 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

dinB_R 5' GAGTCGTCGTAGAGTGCAT 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

umuDC_F 5' AATGCTCCATCTGCGGTT 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

umuDC_R 5' GCTCTATCCTTCGCCGTT 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

KEIO_Km_P1 5' ATTCCGGGGATCCGTCGACC 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

KEIO_Km_P2 5' TGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3' ŘŜƭŞŎƛƽ ŜƭƭŜƴǃǊȊŞǎŜ 

      

{ȊŜƪǾŜƴłƭƽ ǇǊƛƳŜǊŜƪ     

ASKAs_1 5' CTTCCCAACAGTTGCCTAAG 3' ǎȊŜƪǾŜƴłƭłǎ 

ASKAs_2 5' ATTAAGCTTGGCTGCAGGTC 3' ǎȊŜƪǾŜƴłƭłǎΣ ƪƭƽƴƻȊłǎ 

TetRSeq1 5' CGCCAGATATCGACGTCTAA 3' ǎȊŜƪǾŜƴłƭłǎ 

TetRSeq2 5' AGCTCGCTTGGACTCCTGTT 3' ǎȊŜƪǾŜƴłƭłǎ 

gyrA_QRDR_F 5' CGGTCAACATTGAGGAAGAG 3' ǎȊŜƪǾŜƴłƭłǎ 

parC_QRDR_F  5' ATGTACGTGATCATGGACCG 3' ǎȊŜƪǾŜƴłƭłǎ 

marR_F                                          5' TGAAAAGTACCAGCGATCTGT 3' ǎȊŜƪǾŜƴłƭłǎ 

YƭƽƴƻȊƽ ǇǊƛƳŜǊŜƪ   

bfr_ATG_HindIII 5' GGAAGCTTATG-AAAGGTGATACTAAAGTTAT 3' Ǉ½9ом ǇƭŀȊƳƛŘōŀ Ǿŀƭƽ ƪƭƽƴƻȊłǎ 

ftnA_ATG_HindIII 5' GGAAGCTTATG-CTGAAACCAGAAATGATTGA 3' Ǉ½9ом ǇƭŀȊƳƛŘōŀ Ǿŀƭƽ ƪƭƽƴƻȊłǎ 

mutS_ATG_HindIII 5' GGAAGCTTATG-AGTGCAATAGAAAATTTCGAC 3' Ǉ½9ом ǇƭŀȊƳƛŘōŀ Ǿŀƭƽ ƪƭƽƴƻȊłǎ 

 
  

3. t§bl§zat. A munka sor§n felhaszn§lt oligonukleotid primerek list§ja. 
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4.2. Elektrokompetens sejtek k®sz²t®se ®s transzform§ci· 

 

Az egy kol·ni§b·l ind²tott, ®jszak§n §t nºvesztett starter kult¼r§b·l 1 ml-t oltottunk §t 100 ml 

LB t§poldatba, amely antibiotikum rezisztencia markert hordoz· tºrzsek eset®n ki volt 

eg®sz²tve a megfelelŖ koncentr§ci·j¼ antibiotikummal. A kult¼r§t 0.4-0.6 OD-ig nºvesztett¿k, 

majd j®gre helyezve lehŤtºtt¿k. Ezt kºvetŖen a sejteket centrifug§l§ssal ¿lep²tett¿k (10 perc, 

4ÜC, 4250 rpm), majd felszuszpend§ltuk Ŗket 50 ml j®ghideg, ultratiszta Milli-Q v²zben. 

Đjabb centrifug§l§st kºvetŖen a sejteket 25 ml j®ghideg, ultratiszta Milli-Q v²zben vett¿k fel. 

A harmadik centrifug§l§st kºvetŖen a sejteket 5 ml j®ghideg 20%-os glicerinben vett¿k fel, 

majd centrifug§l§ssal ¿lep²tett¿k Ŗket. A glicerin ·vatos elt§vol²t§sa ut§n a sejteket 

felszuszpend§ltuk 200 Õl j®ghideg 20%-os glicerinben ®s 40 Õl-enk®nt sz®tosztottuk Ŗket 

Eppendorf csºvekbe. Az ²gy elk®sz²tett elektrokompetens sejteket azonnal vagy pedig -80 ÜC-

on val· t§rol§st kºvetŖen haszn§ltuk fel elektropor§l§sra. 

A k¿lºnbºzŖ plazmidok kompetens sejtekbe val· transzform§l§sa elektropol§l§ssal 

tºrt®nt, BTX Electro Cell Manipulator 630 k®sz¿l®kkel. 40 Õl elektrokompetens sejthez 1-1.5 

Õl kittel izol§lt plazmid prepar§tumot pipett§ztunk, majd 1 mm-es k¿vett§kban 

elektrosokkoltuk Ŗket 1800 V maxim§lis fesz¿lts®g ®s 200 ɋ maxim§lis ellen§ll§s mellett. Ezt 

kºvetŖen 1 ml LB-ben szuszpend§ltuk fel a sejteket ®s r§zat§s mellett, 1 ·r§n kereszt¿l 

inkub§ltuk Ŗket a megfelelŖ hŖm®rs®kleten. Az inkub§l§st kºvetŖen megfelelŖ hig²t§sban 

vagy hig²t§s n®lk¿l 50-100 Õl-t sz®lesztett¿nk ki belŖl¿k antibiotikummal kieg®sz²tett LB agar 

lemezekre. 

 

4.3. Antibiotikumok minim§lis g§tl· koncentr§ci·j§nak meghat§roz§sa 

 

A k¿lºnbºzŖ antibiotikumok minim§lis g§tl· koncentr§ci·j§nak (MIC (Minimal Inhibitory 

Concentration) ®rt®k®nek) meghat§roz§sa a vad t²pus¼ tºrzs ®s k¿lºnbºzŖ mut§ns tºrzsek 

eset®ben k®tf®le m·dszerrel tºrt®nt: hagyom§nyos mikrohig²t§sos m·dszerrel (Wiegand ®s 

mtsai., 2008b), 96-lyuk¼ lemezekben, 1.4-szeres hig²t§si l®p®sekkel ®s/vagy agar-diff¼zi·s 

m·dszerrel, Epszilom®ter teszt (E-teszt) (Biom®rieux) seg²ts®g®vel (Marley ®s mtsai., 1995). 

Az antibiotikum MIC ®rt®k®nek leolvas§sa mindk®t esetben 24 ·ra inkub§l§st kºvetŖen 
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tºrt®nt. Adott tºrzs MIC ®rt®k®nek azt a legkisebb antibiotikum-koncentr§ci·t hat§roztuk 

meg, amely mellett, 24 ·ra inkub§l§st kºvetŖen a tºrzs nºveked®se teljesen g§tolt volt. 

 

4.4. Antibiotikumokkal szemben de novo m·don kialakul· rezisztencia m®r®se 

 

A ciprofloxacinnal vagy m§s antibiotikummal szemben ¼jonnan (de novo) kialakul· 

rezisztencia m®r®s®re kidolgoztunk egy rºvid t§v¼ (5 napos) laborat·riumi evol¼ci·s k²s®rleti 

elj§r§st. A k²s®rlet sor§n a bakt®rium popul§ci·kat j·val az MIC ®rt®k fºlºtti, g§tl· 

koncentr§ci·j¼ antibiotikum hat§s§nak tessz¿k ki 5 napon kereszt¿l. A toxikus antibiotikum 

koncentr§ci· alkalmaz§sa magas szelekci·s nyom§st jelent a popul§ci·k sz§m§ra, aminek k®t 

f®le kºvetkezm®nye lehet: adapt§ci· vagy kihal§s. A vizsg§lt tºrzseket 24 ·r§n §t elŖnevelt¿k, 

majd a felnŖtt kult¼r§kb·l ~10
8
 sejtet vitt¿nk §t a megfelelŖ antibiotikumot tartalmaz·, 350 Õl 

v®gt®rfogat¼ friss LB t§poldatba. Genot²pusonk®nt jellemzŖen 96 f¿ggetlen, p§rhuzamos 

popul§ci·t evolv§ltattunk 96-os m®ly-lyuk¼ lemezekben, melyeket a megfelelŖ szellŖz®st 

biztos²t· tetŖkkel (Enzyscreen) fedt¿nk le. A lemezeket 5 napig inkub§ltuk r§z· inkub§torban 

(280-320 rpm). Az 5 napos inkub§l§st kºvetŖen a 350 Õl kult¼r§b·l 2 Õl-nyit oltottunk ki 

Duetz §tolt·t (replik§tort) haszn§lva k®tf®le LB agar lemezre: antibiotikum n®lk¿li (nem 

szelekt²v) illetve a k²s®rlet sor§n alkalmazott koncentr§ci·j¼ antibiotikummal kieg®sz²tett 

lemezre. Az antibiotikumot tartalmaz· lemezeken felnŖtt bakt®rium telepek megsz§mol§s§val 

meghat§roztuk az 5 napos idŖintervallum sor§n megjelent rezisztens popul§ci·k sz§m§t, m²g 

a nem szelekt²v lemezeken felnŖtt bakt®rium telepek megsz§mol§s§val a t¼l®lŖ popul§ci·k 

sz§m§t. 

Az anaerob kºr¿lm®nyek kºzºtt v®gzett evol¼ci·s k²s®rleteket pall§dium kataliz§torral 

ell§tott Bactron X anaerob f¿lk®ben v®gezt¿k (95% N2/5% H2). Ebben az esetben a kult¼r§k 

r§zat§s§ra nem volt lehetŖs®g. Az anareob kºr¿lm®nyekbŖl ad·d· lass¼bb nºveked®si r§ta 

miatt a starter popul§ci·k inkub§l§si idej®t 3 napra, m²g az 5 napos inkub§l§si 

idŖintervallumot 11 napra nºvelt¿k. A rezisztens, illetve t¼l®lŖ popul§ci·k detekt§l§sa az 

aerob k²s®rletekhez hasonl·an tºrt®nt. Az 5 napos k²s®rletek sor§n jellemzŖen 96-192 

p§rhuzamos kult¼r§t alkalmaztunk genot²pusonk®nt. 
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4.5. Genom szintŤ keres®s a g®n-inaktiv§ci· szerep®nek vizsg§lat§ra a ciprofloxacinnal 

szembeni rezisztencia kialakul§s§ban 

 

A KEIO kollekci· kºzel 4000 egyszeres g®n-del®ci·s tºrzs®nek felhaszn§l§s§val egy genom 

szintŤ keres®st v®gezt¿nk, melynek c®lja olyan nem esszenci§lis g®nek azonos²t§sa volt, 

amelyek hi§nya elŖseg²ti a let§lis koncentr§ci·j¼ ciprofloxacinhoz val· alkalmazkod§st. A 

genom l®pt®kŤ keres®s alapvetŖ m·dszertan§t az ºt napos laborat·riumi evol¼ci·s k²s®rlet 

jelentette. A k²s®rlet sor§n alkalmazott ciprofloxacin koncentr§ci· 200 ng/ml volt, ami a vad 

t²pus¼ tºrzs MIC ®rt®k®nek 12.5-szºrºs®t jelenti. A genom szintŤ keres®s k®t szŤr®si l®p®sben 

val·sult meg. Az elsŖ szŤr®si l®p®s a kollekci· ºsszes tºrzs®vel tºrt®nt, k®t f¿ggetlen 

kult¼r§val tºrzsenk®nt. A m§sodik szŤr®si l®p®s az elsŖ szŤr®si l®p®s pozit²v tal§lataival 

(legal§bb egy rezisztens popul§ci·/tºrzs) tºrt®nt, 96 replik§tummal tºrzsenk®nt.  

A v®gsŖ pozit²v tal§latoknak sz§m²t· tºrzsek eset®ben PCR seg²ts®g®vel ellenŖrizt¿k, 

hogy val·ban a megfelelŖ g®ndel®ci·t hordozz§k-e. Azt, hogy val·ban az adott g®ndel®ci· 

okozza a rezisztens popul§ci·k gyakoris§g§nak megemelked®s®t komplement§ci·val 

ellenŖrizt¿k, az ASKA kollekci· tºrzseit felhaszn§lva. A megfelelŖ g®nek nyitott leolvas§si 

kereteit (ORF, open reading frame) hordoz· plazmidokat izol§ltuk a kollekci· tºrzseibŖl ®s 

elektropor§ci·val vitt¿k be a komplement§lni k²v§nt egyszeres del®ci·s tºrzsekbe. A 

plazmidon bevitt g®nek expresszi·j§nak induk§l§sa 0.1 mM IPTG hozz§ad§s§val tºrt®nt. 

 

4.6. T¼l®l®s-vizsg§latok antibiotikum jelenl®t®ben 

 

A t¼l®l®s-vizsg§latok keret®ben meghat§roztuk az 5 napos evol¼ci·s k²s®rletek sor§n 

alkalmazott antibiotikum d·zisokra jellemzŖ t¼l®l®si gºrb®ket k¿lºnbºzŖ genot²pus¼ tºrzsek 

eset®ben. A k²s®rlet sor§n nyomon kºvett¿k a vizsg§lt tºrzsek antibiotikum jelenl®t®ben 

tºrt®nŖ popul§ci·m®ret-csºkken®s®t. Az 5 napos evol¼ci·s k²s®rlethez hasonl·an, 96-os m®ly-

lyuk¼ lemezekben, 350 Õl v®gt®rfogatban, ~10
8
 sejtbŖl kiindulva v®gezt¿k a k²s®rletet. 

K¿lºnbºzŖ idŖpontokban - t0 (kºzvetlen¿l az antibiotikum hozz§ad§sa ut§n), t1, t3 ®s t6 (1, 3 

illetve 6 ·r§val az antibiotikum kezel®st kºvetŖen) - 6-12 p§rhuzamos popul§ci·b·l 

tºrzsenk®nt mint§t vett¿nk ®s ebbŖl 4 f®le hig²t§st vitt¿nk fel 24-lyuk¼ LB-agar lemezekre. A 

k¿lºnbºzŖ idŖpontokra jellemzŖ popul§ci·m®retet a 24 ·ra ut§n megjelenŖ telepek sz§ma ®s 
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az alkalmazott hig²t§s seg²ts®g®vel becs¿lt¿k meg ®s cfu/ml-re (cfu = colony forming unit) 

sz§moltuk ki. A k²s®rlet sor§n ellenŖrizt¿k, hogy megjelentek-e rezisztens kol·ni§k,  az§ltal, 

hogy mindegyik vizsg§lt idŖpontban kioltottunk a megfelelŖ d·zis¼ antibiotikummal 

kieg®sz²tett LB agar lemezekre. A popul§ci·m®ret csºkken®s®t a kiindul§si (t0) idŖpontra 

normaliz§lva §br§zoltuk.  

 

4.7. Mut§ci·s r§ta vizsg§latok 

 

4.7.1. Rifampicines mut§ci·s r§ta m®r®s 

 

A k¿lºnbºzŖ tºrzsekre jellemzŖ mut§ci·s r§ta meghat§roz§sa a rifampicin rezisztens sejtek 

megjelen®si gyakoris§ga alapj§n, LuriaïDelbr¿ck f®le fluktu§ci·s teszt seg²ts®g®vel tºrt®nt. A 

rifampicinnel szembeni rezisztenci§t leggyakrabban az RNS polimer§z b®ta alegys®g®t 

k·dol· rpoB g®nben bekºvetkezŖ pontmut§ci·k okozz§k (Jin ®s Gross, 1988). A m®r®sek 

sor§n, az ®jszak§n §t nºvesztett kult¼r§kb·l ~10
4
 sejtet oltottunk §t 1 ml friss LB t§poldatba. 

Ćtlagosan tºrzsenk®nt 8-10 p§rhuzamos popul§ci·t ind²tottunk ®s 24 ·r§n kereszt¿l 

inkub§ltuk Ŗket a megfelelŖ hŖm®rs®kleten. Az ºsszsejtsz§mot a sejtkult¼r§k megfelelŖ 

hig²t§sainak nem szelekt²v, LB agar lemezekre val· sz®leszt®s®vel hat§roztuk meg. A 

rifampicin rezisztens telepsz§mok meghat§roz§sa 50-100 Õl sejtkult¼ra 100 Õg/ml rifampicin 

tartalm¼ LB agar lemezre val· sz®leszt®s®vel tºrt®nt. A felnŖtt rifampicin rezisztens telepeket 

24 illetve 48 ·ra inkub§l§st kºvetŖen sz§moltuk meg. A rifampicin rezisztens telepsz§mok ®s 

az ºsszsejtsz§m ismeret®ben a k¿lºnbºzŖ tºrzsekre jellemzŖ mut§ci·s r§t§t a Ma-Sandri-

Sarkar Maximum Likelihood Estimator (MSS-MLE) m·dszerrel, a FALCOR (Fluctuation 

AnaLysis CalculatOR) internetes program seg²ts®g®vel hat§roztuk meg (Hall ®s mtsai., 2009).  

 

4.7.2. Lac reverzi·s mut§ci·s r§ta m®r®s 

 

A k¿lºnbºzŖ tºrzsekre jellemzŖ mut§ci·s r§ta meghat§roz§sa a Lac
+
 sejtek megjelen®si 

gyakoris§ga alapj§n, LuriaïDelbr¿ck f®le fluktu§ci·s teszt seg²ts®g®vel tºrt®nt. A mut§ci·s 

r§tam®r®shez hat olyan E. coli Lac
-
 tºrzset (CC101-106) haszn§ltunk, amelyek a b®ta-
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galaktozid§zt k·dol· lacZ g®nben k¿lºnbºzŖ pontmut§ci·t hordoznak, ®s ez§ltal nem k®pesek 

a lakt·z sz®nforr§sk®nt val· hasznos²t§s§ra. A pontmut§ci·k a b®ta-galaktozid§z akt²v 

centrum§ban l®vŖ glutaminsavat k·dol· kodonban tal§lhat·ak (Cupples ®s Miller, 1989). A 

Lac
-
 sejtek akkor revert§lnak ha a glutaminsav kodonja valamelyik b§zis-szubsztit¼ci· 

hat§s§ra helyre§ll²t·dik. A hatf®le indik§tor tºrzs a hatf®le b§zis-szubsztit¼ci· egyik®vel 

k®pes revert§lni (Lac
+
-§ v§lni). Ez§ltal, a megjelenŖ Lac

+
 sejtek detekt§l§s§val lehetŖv® v§lik 

egy adott tºrzsre specifikus tranz²ci·k ®s transzverzi·k elŖfordul§si gyakoris§g§nak 

meghat§roz§sa. A mut§ci·s r§tam®r®st 96-os m®ly-lyuk¼ lemezekben, tºrzsenk®nt 16 

p§rhuzamos teny®szettel v®gezt¿k ®s 24 ·r§n kereszt¿l inkub§ltuk a lemezeket. Az 

ºsszsejtsz§mot a sejtkult¼r§k megfelelŖ hig²t§sainak nem szelekt²v, LB agar lemezekre val· 

sz®leszt®s®vel, m²g a Lac
+
 telepek sz§m§t 300 Õl sejtkult¼ra MacConkey agar lemezre val· 

sz®leszt®s®vel hat§roztuk meg. A MacConkey agar lakt·zt ®s pH indik§tork®nt neutr§lvºrºs 

fest®ket tartalmaz. A lakt·z ferment§l§s§ra k®pes Lac
+
 kol·ni§k eset®ben a ferment§ci· sor§n 

egy savas v®gterm®k k®pzŖdik, aminek hat§s§ra a neutr§lvºrºs r·zsasz²nŤre sz²nezŖdik. A 

Lac
+
 kol·ni§k teh§t r·zsasz²nŤek lesznek, m²g a Lac

-
 kol·ni§k sz²ne nem v§ltozik meg, ami 

lehetŖv® teszi elk¿lºn²t®s¿kat. A felnŖtt telepeket 24 illetve 48 ·ra ut§n sz§moltuk meg. A 

Lac
+
 telepsz§mok ®s az ºsszsejtsz§m ismeret®ben a k¿lºnbºzŖ tºrzsekre jellemzŖ mut§ci·s 

r§t§t a Ma-Sandri-Sarkar Maximum Likelihood Estimator (MSS-MLE) m·dszerrel, a 

FALCOR (Fluctuation AnaLysis CalculatOR) internetes program seg²ts®g®vel hat§roztuk 

meg. 

 

4.8. Fluoreszcencia alap¼ g®nexpresszi·s vizsg§latok 

 

Az oxidat²v stresszv§laszban szerepet j§tsz· g®nek (soxS, oxyR, ahpC, katG) ciprofloxacin 

kezel®s hat§s§ra tºrt®nŖ expresszi·s v§ltoz§sainak vizsg§lat§ra fluoreszcencia alap¼ 

g®nexpresszi·s m®r®seket v®gezt¿nk §raml§si citometria seg²ts®g®vel. Ehhez egy GFP alap¼ 

transzkripci·s kºnyvt§r (Zaslaver ®s mtsai., 2006) megfelelŖ tºrzseit haszn§ltuk fel, amelyek 

egy alacsony k·piasz§m¼ plazmidon (pUA66 vagy pUA139) az E. coli MG1655 egy-egy 

prom·ter®t hordozz§k egy erŖs ribosz·ma kºtŖhellyel rendelkezŖ gfp v§ltozathoz (gfpmut2) 

f¼zion§ltatva. Ez§ltal a bekl·nozott prom·ter fogja szab§lyozni a gfpmut2 transzkripci·j§t. 

Az akt²v konform§ci·j§t gyorsan felvevŖ GFP vari§ns a transzkripci· inicializ§l·d§s§t kºvetŖ 

<5 percen bel¿l m§r fluoreszk§l, ami lehetŖv® teszi a prom·ter aktivit§s dinamik§j§nak prec²z 
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idŖbeli kºvet®s®t. A fent eml²tetteken k²v¿l mindegyik plazmid tartalmaz egy kanamicin-

rezisztencia kazett§t is. A megfelelŖ plazmidokat izol§l§st kºvetŖen elektropor§ci·val vitt¿k 

be a k¿lºnbºzŖ genetikai h§tterŤ tºrzsekbe. Az §raml§si citometria seg²ts®g®vel detekt§lhat· 

fluoreszcencia-intenzit§s jelzi a vizsg§lt g®n prom·ter®nek az aktivit§s§t. Az §raml§si 

citometri§s m®r®st megelŖzŖen a jelzŖtºrzseket 96-lyuk¼ lemezekben, 100 Õl t®rfogat¼, 50 

Õg/ml kanamicinnel kieg®sz²tett szŤrt LB-ben 24 ·r§n kereszt¿l elŖnevelt¿k. A felnŖtt 

kult¼r§kat k®tszeresre hig²tottuk 100 ng/ml ciprofloxacint tartalmaz·, 100 Õl v®gt®rfogat¼ 

friss LB-ben ®s 24 ·r§n kereszt¿l inkub§ltuk Ŗket az §raml§si citometri§s m®r®st megelŖzŖen. 

Genot²pusonk®nt n®gy p§rhuzamos teny®szetet haszn§ltunk. Az §raml§si citometri§s m®r®st 

Millipore Guava 8HT k®sz¿l®kkel v®gezt¿k. A GFP intenzit§sok §tlag§t sz§moltuk ki lemez-

lyukank®nt 15000 esem®nybŖl ®s ezt normaliz§ltuk a nem kezelt, vad t²pus¼ kontrol GFP 

intenzit§s§ra. A m®r®sek sor§n a prom·tert nem hordoz·, Ă¿resò plazmidot haszn§ltuk negat²v 

kontrollk®nt. 

 

4.9. Antibiotikum hat§s§ra tºrt®nŖ reakt²v oxig®ngyºk-termel®s m®r®se dihidrorodamin 

seg²ts®g®vel 

 

A ȹfur, ȹsodAB ®s vad t²pus¼ tºrzsek eset®ben a ciprofloxacin kezel®s (100 ng/ml) hat§s§ra 

tºrt®nŖ reakt²v oxig®ngyºk-termel®st dihidrorodamin123 (DHR) (Sigma) redox-®rz®keny 

fluoreszcens fest®k seg²ts®g®vel m®rt¿k. A nem fluoreszcens dihidrorodamin123 oxid§ci·t 

kºvetŖen alakul §t fluoreszcens rodamin123-§, ami sz§m§ra a sejtmembr§n m§r §tj§rhatatlan 

(Gomes ®s mtsai., 2005). A DHR k¿lºnf®le reakt²v oxig®ngyºk (pl. hidroxil gyºk, 

szuperoxid, hidrog®n peroxid, nitrog®n dioxid) kimutat§s§ra alkalmas, de egyikre sem 

specifikus (Cossarizza ®s mtsai., 2009). A vizsg§lt tºrzseket egyetlen kol·ni§b·l kiindulva 

Erlenmeyer lombikban 24 ·r§n kereszt¿l elŖnevelt¿k, majd a kult¼r§k sejtsŤrŤs®g®t OD600 

=1.5-re §ll²tottuk ®s sz®tosztottuk Ŗket 96-lyuk¼ mikrotiter lemezekben. A dihidrorodamin 

hozz§ad§s§t mind a ciprofloxacinnal kezelt, mind a kontroll popul§ci·k eset®ben egy 3 ·r§s 

elŖnevel®s elŖzte meg. A dihidrorodamin (10 ÕM) hozz§ad§s§t kºvetŖen a lemezeket 24 ·r§n 

kereszt¿l r§z§s mellett (300 rpm) inkub§ltuk, majd a fluoreszcens jelet BioTek Synergy2 

fluoreszcens lemezolvas· k®sz¿l®kkel (excit§ci·: 485 nm, emisszi·: 528 nm) olvastuk le. 

Kezel®senk®nt/tºrzsenk®nt 9 replik§tumot alkalmaztunk. A v®gsŖ fluoreszcencia 

intenzit§sokat a sejtsŤrŤs®gre (OD 600) normaliz§ltuk.  
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4.10. Membr§n-permeabilit§s m®r®s Hoechst fest®k felhalmoz·d§si teszttel 

 

7 mutS del®ci·s- ®s 3 vad t²pus¼ genot²pusb·l sz§rmaz· ciprofloxacin rezisztens kol·nia 

eset®n megvizsg§ltuk a sejtmemembr§n §tj§rhat·s§g§t (Coldham ®s mtsai., 2010) §ltal 96-

lyuk¼ lemezre adapt§lt Hoechst fluoreszcens fest®k felhalmoz·d§si teszt alkalmaz§s§val. A 

m·dszer a Hoechst fluoreszcens fest®k (H33342 Biszbenzimid) felhalmoz·d§s§nak m®r®s®n 

alapul. A ciprofloxacin rezisztens kol·ni§kat 5 napos, 200 ng/ml ciprofloxacin jelenl®t®ben 

v®gzett evol¼ci·s k²s®rlet eredm®ny®bŖl izol§ltuk. Az ®jszak§n §t, LB-ben tºrt®nŖ nºveszt®st 

kºvetŖen a 10 k¿lºnbºzŖ kol·ni§b·l ind²tott kult¼ra sejtsŤrŤs®g®t friss LB-ben tºrt®nŖ 

hig²t§ssal OD600 = 0.3-ra §ll²tottuk, majd ezekbŖl 180 Õl-eket m®rt¿nk §t 96-lyuk¼ mikrotiter 

lemezbe. A kult¼r§khoz egy autoinjekci·s adagol· k®sz¿l®k (BioTek) seg²ts®g®vel Hoechst 

(SIGMA) fest®ket adagoltunk 25 ɛM v®gkoncentr§ci·ban 200 ɛl v®gt®rfogatban. 

Vonalank®nt 8 technikai replik§tumot haszn§ltunk. Az optikai denzit§s (OD) ®s 

fluoreszcencia ®rt®keket egy Synergy2 (BioTek) fluoreszcens lemezolvas· k®sz¿l®kkel 

(excit§ci·: 355 nm, emisszi·: 460 nm) olvastuk le 1 ·r§n kereszt¿l, 37ÁC-on tºrt®nŖ inkub§l§s 

mellett. ElŖszºr a kult¼r§kat tartalmaz· lemezlyukak OD ®rt®keit normaliz§ltuk a csak 

t§pfolyad®kot tartalmaz· lyukak §tlagos OD ®rt®k®vel, majd a m®rt fluoreszcencia 

intenzit§sokat normaliz§ltuk az ²gy kisz§molt OD ®rt®kekkel. Ezt kºvetŖen minden vonalra 

meghat§roztuk a fluoreszcencia/OD gºrb®t ®s kisz§moltuk a gºrbe alatti ter¿letnek megfelelŖ 

®rt®ket. A k¿lºnbºzŖ vonalakra a Hoechst fest®k felhalmoz·d§s§t a vad t²pus¼ kontroll 

tºrzshºz viszony²tva hat§roztuk meg. 

 

4.11. Microarray alap¼ g®nexpresszi·s vizsg§latok 

 

A ȹfur tºrzs ciprofloxacin jelenl®t®ben mutatott g®nexpresszi·s mint§zat§nak (profilj§nak) 

meghat§roz§sa v®gett microarray alap¼ g®nexpresszi·s vizsg§latokat v®gezt¿nk. A microarray 

k²s®rletet Affymetrix E. coli Genome 2.0 Array platformmal v®gezt®k. A g®nexpresszi·s 

anal²zishez tºrzsenk®nt (ȹfur ®s vad t²pus¼ tºrzs) ®s idŖpontonk®nt k®t biol·giai replik§tumot 

haszn§ltunk. Az egy kol·ni§b·l ind²tott kult¼r§kat ®jszak§n §t nºvesztett¿k 25 ml LB-t 

tartalmaz· Erlenmeyer lombikokban. A teljes RNS tiszt²t§s§hoz a mintav®telez®st 2 

idŖpontban v®gezt¿k: a ciprofloxacin kezel®st megelŖzŖen (t0) ®s a ciprofloxacin kezel®st 

kºvetŖen 1 ·r§val (t1). A kezel®s sor§n ~10
9 
/ml sejkoncentr§ci·j¼ kult¼r§t kezelt¿nk 100 
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ng/ml ciprofloxacinnal 20 ml friss LB-ben, Erlenmeyer lombikban, r§zat§s ®s 37ÜC-on tºrt®nŖ 

inkub§l§s mellett. IdŖpontonk®nt ~ 10
9 
sejtet vett¿nk mintak®nt a teljes RNS izol§l§s§hoz. Az 

RNS stabiliz§l§sa c®lj§b·l a mint§khoz RNA Bacteria Protect Reagent (Qiagen) reagenst 

adtunk a gy§rt· le²r§s§nak megfelelŖen, majd ®jszak§n §t -80ÜC-on t§roltuk Ŗket. A teljes 

RNS tiszt²t§s§t RNeasy Mini Kit (Qiagen) nevŤ kittel v®gezt¿k a gy§rt· le²r§sait kºvetve. A 

kitiszt²tott RNS koncentr§ci·j§t NanoDrop 1000 (Thermoscientific) spektrofotom®ter 

seg²ts®g®vel becs¿lt¿k meg. 

A microarray k²s®rletbŖl sz§rmaz· nyers g®nexpresszi·s adatokat bioinformatikai 

anal²zisnek vetett¿k al§. Az adatokat az R 3.0.2 program affy package 1.38.1 csomagja 

(Gautier ®s mtsai., 2004; R Core Team, 2013) seg²ts®g®vel dolgoztuk fel ®s elemezt¿k ki. A 

mintaszettek annot§l§sa az ecoli2.db 2.9.0 programcsomag (Gentleman ®s mtsai., 2004) 

seg²ts®g®vel tºrt®nt. A microarray chip-ek kºzti variancia csºkkent®se c®lj§b·l elŖszºr RMA 

(Robust Multi-array Average) normaliz§l§st v®gezt¿nk, vagyis a mintaszettek 

intenzit§s®rt®keit meghat§rozott E. coli l·kuszok azonos²t·ival normaliz§ltuk ®s ezt kºvetŖen 

sz§moltuk ki a g®nexpresszi·s v§ltoz§sok m®rt®k®t. K¿szºb®rt®knek a k®tszeres 

g®nexpresszi·s elt®r®st v§lasztottuk az induk§l·dott ®s repressz§l·dott g®nek eset®n egyar§nt. 

A kiv§lasztott k¿szºb®rt®ket m§s publik§lt adatokkal (McHugh ®s mtsai., 2003) ºsszevetve 

valid§ltuk (hipergeometrikus teszt, P = 3.5*10
-25

 ®s P = 5*10
 -4

 az induk§l·dott ®s 

repressz§l·dott g®nek eset®n). A ciprofloxacin kezel®s ®s az adott genot²pus kºlcsºnhat§s§nak 

vizsg§lat§ra k®tutas ANOVA tesztet alkalmaztunk 10%-os hib§s tal§lati r§ta (false discovery 

rate (FDR)) korrekci·val. 
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5. Eredm®nyek 

 

5.1. Genom szintŤ szŤr®s let§lis koncentr§ci·j¼ ciprofloxacinhoz val· alkalmazkod§st 

elŖseg²tŖ g®ninaktiv§ci·k azonos²t§s§ra. 

 

E. coli eset®n tºbb genom sk§l§j¼ munka (Hansen ®s mtsai., 2008; Liu ®s mtsai., 2010; 

Nichols ®s mtsai., 2011) sor§n vizsg§lt§k azt, hogy a nem esszenci§lis g®nek ki¿t®se hogyan  

befoly§solja az ®rz®kenys®get szublet§lis koncentr§ci·j¼ antibiotikum alkalmaz§sa eset®n. 

Azt azonban nem vizsg§lt§k genom szinten, hogy mely g®nek befoly§solj§k a rezisztencia de 

novo kialakul§s§t let§lis koncentr§ci·j¼ antibiotikum alkalmaz§sa eset®n. EbbŖl kiindulva 

szisztematikus m·don megvizsg§ltuk a g®n-inaktiv§ci· szerep®t a klinikumban sz®les kºrben 

alkalmazott fluorokinolon antibiotikummal (ciprofloxacinnal) szembeni rezisztencia 

kialakul§s§ban. Ehhez egy genom szintŤ keres®st v®gezt¿nk a 3985 nem esszenci§lis, 

egyszeres g®n-del®ci·s tºrzset tartalmaz· KEIO E. coli kollekci·t (Baba ®s mtsai., 2006) 

felhaszn§lva. C®lunk olyan g®nek azonos²t§sa volt, amelyek hi§nya elŖseg²ti a magas 

koncentr§ci·j¼ ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakul§s§t. V§laszt§sunk az®rt esett a 

ciprofloxacinra, mert sz®leskºrben alkalmazz§k a gy·gy§szatban ®s hat§smechanizmusa j·l 

felt§rt (Dc ®s mtsai., 1987; Drlica, 1999). Az §ltalunk alkalmazott 200 ng/ml ciprofloxacin 

koncentr§ci· a vad t²pus¼ tºrzs MIC ®rt®k®nek 12.5-szºrºs®t jelenti. Ez a d·zis az ¼n. 

mut§nsok megjelen®s®t megelŖzŖ koncentr§ci· (angolul MPC (Mutant Prevention 

Concentration)) fºlºtt van (Drlica, 2003; Marcusson ®s mtsai., 2005; Olofsson ®s mtsai., 

2006), ami azt jelenti, hogy 10
10 
sejtm®retŤ vad t²pus¼ popul§ci·ban nem jelennek meg 

rezisztensek egyszeri antibiotikum kezel®st kºvetŖen.   

 

5.1.1. ¥t nem esszenci§lis g®n azonos²t§sa, amelyek del®ci·ja megemelkedett 

evolvabilit§st kºlcsºnºz let§lis koncentr§ci·j¼ ciprofloxacin jelenl®t®ben.  

 

A genom szintŤ keres®s sor§n alkalmazott ciprofloxacin d·zis bakt®riumºlŖ hat§sa magas, 

ami vad t²pus eset®n a popul§ci·m®ret gyors csºkken®s®hez vezet (Mason ®s mtsai., 1995). 

K²s®rleteink sor§n az 5 napos idŖintervallum v®g®re csak azok a vad genot²pus¼ popul§ci·k 

maradtak ®letben, amelyek rezisztenss® v§ltak ciprofloxacinnal szemben. A p§rhuzamosan 
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evolv§l·dott vad genot²pus¼ popul§ci·knak mindºssze a 4%-a v§lt rezisztenss® §tlagosan. A 

genom szintŤ keres®s m§sodik szŤr®si l®p®s®nek eredm®nyek®nt hat olyan del®ci·s tºrzset 

azonos²tottunk (ȹmutS, ȹmutH, ȹmutL, ȹmiaA, ȹfur, ȹybgJ), amelyek eset®n a vad t²pus¼ 

tºrzshºz viszony²tva jelentŖsen megemelkedett a ciprofloxacin rezisztens popul§ci·k 

gyakoris§ga. Ezen genot²pusok eset®n az 5 napos k²s®rlet v®g®re a p§rhuzamosan 

evolv§l·dott, f¿ggetlen popul§ci·k 60-100 %-a rezisztenss® v§lt ciprofloxacinnal szemben (4. 

t§bl§zat). A tºrzsek identit§s§t (az adott g®n kanamicin rezisztencia kazett§val val· 

helyettes²t®s®t) PCR seg²ts®g®vel ellenŖrizt¿k a megfelelŖ g®nre specifikus primerek 

haszn§lat§val. Annak ellenŖrz®s®re, hogy val·ban a g®ndel®ci· felelŖs-e a megfigyelt 

hat§s®rt, a hatf®le genot²pust komplement§ltuk az ASKA t¼ltermelŖ (overexpresszi·s) 

kollekci· (Kitagawa ®s mtsai., 2006) megfelelŖ g®nt hordoz· plazmidj§val ®s megism®telt¿k 

az 5 napos k²s®rletet az eredeti ®s a komplement§lt tºrzsekkel. A ȹybgJ genot²pus kiv®tel®vel 

siker¿lt bizony²tani, hogy az adott g®n ki¿t®se volt felelŖs a ciprofloxacin rezisztens 

popul§ci·k megemelkedett gyakoris§g§®rt, mivel a komplement§lt tºrzsek eset®n a rezisztens 

popul§ci·k megjelen®si gyakoris§ga nem t®rt el szignifik§nsan a vad t²pus®t·l. A genom 

szintŤ keres®s v®gsŖ tal§latainak sz§m²t· 5 genot²pus rºvid jellemz®s®t az 4. t§bl§zat 

tartalmazza. 

Megvizsg§ltuk, hogy az azonos²tott del®ci·s tºrzsek rezisztencia kialakul§s§t elŖseg²tŖ 

k®pess®ge ciprofloxacin specifikus, vagy pedig ®rv®nyes m§s antibiotikumokkal val· kezel®s 

eset®n is. Ennek ®rdek®ben megvizsg§ltuk az azonos²tott 5 tºrzs evolvabilit§si k®pess®g®t k®t, 

a ciprofloxacin®t·l elt®rŖ hat§smechanizmus¼ antibiotikum jelenl®t®ben is. 5 napos evol¼ci·s 

k²s®rleteket v®gezt¿nk a vizsg§lt tºrzsekkel egy-egy feh®rjeszint®zis-g§tl· antibiotikum ï a 

bakteriosztatikus hat§s¼ kloramfenikol, illetve az aminoglikozidok csal§dj§ba tartoz· 

baktericid antibiotikum, a sztreptomicin - jelenl®t®ben. Jelen munka sor§n az evolvabilit§s 

kifejez®s egy tºrzs alkalmazkod§si k®pess®g®t jelzi az alkalmazott antibiotikumhoz. Mindk®t 

antibiotikum eset®n a vad t²pus¼ tºrzs MIC ®rt®k®nek tºbbszºrºs®t - a kloramfenikol eset®n 

5.6-szoros§t, m²g a sztreptomicin eset®n 12-szeres®t - alkalmaztuk. A ȹfur tºrzs kiv®tel®vel 

kloramfenikol eset®ben, mindegyik tºrzs a vad t²pushoz viszony²tva megemelkedett 

gyakoris§ggal hozott l®tre rezisztens popul§ci·kat kloramfenikol, illetve sztreptomicin 

jelenl®t®ben egyar§nt (4. t§bl§zat). EbbŖl arra kºvetkeztett¿nk, hogy a vizsg§lt tºrzsek 

megemelkedett alkalmazkod·k®pess®ge nem ciprofloxacin specifikus, hanem §ltal§nosabb 

hat§s. 
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KEIO 
ǘǀǊȊǎ 

ciprofloxacin 
MIC (ng/ml) 

  DŞƴ-ŦǳƴƪŎƛƽ 

wŜȊƛǎȊǘŜƴǎ ǇƻǇǳƭłŎƛƽƪ ƎȅŀƪƻǊƛǎłƎŀ 

Ciprofloxacin Kloramfenikol Sztreptomicin 

(200 ng/ml) όмнΦр ҡƎκƳƭύ όол ҡƎκƳƭύ 

wt    18.4                -         0.04         0.02         0.2 

ɲfur    13.9 
 
vas-ƘƻƳŜƻǎȊǘłȊƛǎ 
ǎȊŀōłƭȅƻȊłǎŀ 

        0.6         0.00          0.73 

ɲmiaA    26.7 ǘǊŀƴǎȊƭłŎƛƽǎ ƘǼǎŞƎ         0.99         0.92         1 

ɲmutH    19.4 
 
ƳŜǘƛƭƛǊłƴȅƝǘƻǘǘ 5b{ 
ƘƛōŀƧŀǾƝǘłǎ 

        1         0.92         1 

ɲmutL    19.4 
 
ƳŜǘƛƭƛǊłƴȅƝǘƻǘǘ 5b{ 
ƘƛōŀƧŀǾƝǘłǎ 

        0.95         1         0.99 

ɲmutS    20.5 
 
ƳŜǘƛƭƛǊłƴȅƝǘƻǘǘ 5b{ 
ƘƛōŀƧŀǾƝǘłǎ 

        1         0.96         1 

 

4. t§bl§zat. A genom szintŤ keres®s eredm®nyek®ppen azonos²tott, megemelkedett evolvabilit§si 

k®pess®ggel rendelkezŖ egyszeres del®ci·s tºrzsek list§ja ®s jellemz®se. 

 

5.1.2. A genom szintŤ keres®s sor§n azonos²tott g®nek inaktiv§l§sa nem v§ltoztatja meg 

az ®rz®kenys®get vagy a t¼l®l®si k®pess®get ciprofloxacin jelenl®t®ben. 

 

Annak ®rdek®ben, hogy felt§rjuk az azonos²tott egyszeres del®ci·s tºrzsek megemelkedett 

evolvabilit§si k®pess®g®nek h§tter®ben §ll· mechanizmusokat, megvizsg§ltuk, hogy 

megv§ltozott-e az ®rz®kenys®g¿k vagy a t¼l®l®s¿k ciprofloxacin jelenl®t®ben.  

ElsŖ l®p®sk®nt hagyom§nyos mikrohig²t§si m·dszerrel meghat§roztuk a ciprofloxacin 

minim§lis g§tl· koncentr§ci·j§t (MIC ®rt®k®t) ezekre a tºrzsekre. Eredm®nyeink alapj§n 

egyik tºrzs MIC ®rt®ke sem t®r el jelentŖsen a vad t²pus®t·l (4. t§bl§zat), ami azt mutatja, 

hogy ®rz®kenys®g¿k nem v§ltozott meg ciprofloxacinnal szemben. 

Ezt kºvetŖen meghat§roztuk a tºrzsekre jellemzŖ kihal§si gºrb®ket ciprofloxacin jelenl®t®ben. 

Az alkalmazott ciprofloxacin koncentr§ci· megegyezett a genom szintŤ szŤr®s sor§n 

alkalmazott d·zissal. Az antibiotikum hozz§ad§s§t kºvetŖen 5 ·r§n kereszt¿l, ·r§nk®nti 
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mintav®telez®ssel kºvett¿k nyomon a popul§ci·m®ret csºkken®s®t. Ez alatt az idŖintervallum 

alatt egyik vizsg§lt tºrzs eset®n sem detekt§ltunk ciprofloxacin rezisztens sejteket (1-n®l 

kevesebb rezisztens sejt 1.4 x 10
7 
sejtbŖl), amelyek megjelen®se befoly§solhatta volna a 

t¼l®l®st. A vad t²pus¼ tºrzset az ºlŖ hat§s¼ antibiotikumokra tipikusan jellemzŖ k®tf§zis¼ 

kihal§si gºrbe (Levin ®s Rozen, 2006) jellemezte, vagyis a gyors popul§ci·m®ret-csºkken®s 

ut§n az ®lŖ sejtek sz§ma csak kism®rt®kben v§ltozik. Ennek oka egy perzisztens vagy toler§ns 

szubpopul§ci·, amelynek tagjai a genetikai §llom§nyukban tºrt®nŖ m·dosul§s n®lk¿l, az 

§tmenetileg nem oszt·d· §llapotuknak kºszºnhetŖen v§lnak ellen§ll·v§ az antibiotikum ºlŖ 

hat§s§val szemben. K®sŖbb ennek a szubpopul§ci·inak a tagjai kºz¿l ker¿l ki a rezisztens 

egyedek nagy r®sze, mivel a toler§ns §llapot ĂidŖt biztos²tò a rezisztencia mut§ci·(k) 

megjelen®se sz§m§ra (Balaban et al., 2013; Cirz and Romesberg, 2007) Az ºt egyszeres 

del®ci·s tºrzs kºz¿l egyik sem mutatott szignifik§nsan elt®rŖ t¼l®l®st a vad t²pushoz 

viszony²tva (P > 0.05, Wilcoxon teszt) (6. §bra).  

 

 

6. §bra. A genom l®pt®kŤ szŤr®s sor§n azonos²tott egyszeres del®ci·s tºrzsek ®s a vad t²pus t¼l®l®se 200 

ng/ml ciprofloxacin jelenl®t®ben. Az ºt f®le egyszeres del®ci·s tºrzs kºz¿l egyik tºrzs t¼l®l®se sem t®r el 

szignifik§nsan a vad t²pus®t·l (P > 0.05, Wilcoxon teszt). A hibas§vok 95%-os konfidencia intervallumot 

jelºlnek. 
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A vizsg§lt del®ci·s tºrzsek csºkkent ®rz®kenys®ge vagy megemelkedett t¼l®l®se 

ciprofloxacin jelenl®t®ben r®szben magyar§zhatta volna a rezisztens popul§ci·k 

megemelkedett gyakoris§g§t, de eredm®nyeink nem t§masztott§k al§ ezt a felt®telez®st. 

Eredm®nyeink egybev§gnak egy kor§bbi szisztematikus kemo-genomikai vizsg§latnak 

(Girgis ®s mtsai., 2009) az eredm®nyeivel. Ennek sor§n egy E. coli transzpozon-inszerci·s 

kºnyvt§r tºrzseinek ®rz®kenys®g®t vizsg§lt§k 17 k¿lºnbºzŖ antibiotikum szublet§lis (MIC 

®rt®k alatti) koncentr§ci·ival szemben. Az §ltalunk azonos²tott ºt g®n kºz¿l csak a miaA g®n 

del®ci·ja okozott enyh®n megemelkedett nºveked®si r§t§t a vad t²pushoz k®pest, egy m§sik 

kinolon antibiotikum, a nalidixinsav jelenl®t®ben. Girgis ®s koll®g§i ugyanakkor sz§mos olyan 

g®nt azonos²tottak (pl. az acrR-t), amelyek inaktiv§l§sa megemelte a nºveked®si r§t§t a vad 

t²pus¼ tºrzshºz k®pest szublet§lis koncentr§ci·j¼ kinolon antibiotikumok (nalidixinsav, 

lomefloxacin) jelenl®t®ben. MeglepŖ m·don ezen g®nek kºz¿l egyik sem jelent meg pozit²v 

tal§latk®nt a mi vizsg§latainkban. Az §ltalunk azonos²tott g®nek list§ja annak a szisztematikus 

genom szintŤ szŤr®snek a pozit²v tal§lataival sem mutat §tfed®st, amely sor§n az ofloxacin 

nevŤ kinolon antibiotikummal szembeni perzisztencia kialakul§s§ban szerepet j§tsz· g®neket 

azonos²tottak (Hansen ®s mtsai., 2008).  

Eredm®nyeink arra utalnak, hogy let§lis koncentr§ci·j¼ ciprofloxacin jelenl®t®ben az 

§ltalunk alkalmazott k²s®rleti kºr¿lm®nyek kºzºtt a rezisztencia kialakul§s§®rt felelŖs 

mechanizmusok csak kism®rt®kŤ §tfed®st mutatnak a szublet§lis koncentr§ci·hoz val· 

alkalmazkod§s®rt felelŖs mechanizmusokkal.  

 

5.1.3. A genom szintŤ keres®s sor§n azonos²tott g®nek ki¿t®se nºveli a mut§ci·s r§t§t. 

 

KºvetkezŖ l®p®sk®nt megvizsg§ltuk, hogy az azonos²tott del®ci·s tºrzsek mut§ci·s r§t§ja 

elt®r-e a vad t²pus®t·l. Ehhez Lac reverzi·s mut§ci·s r§tam®r®seket v®gezt¿nk, melynek sor§n 

hatf®le nukleotid szubsztit¼ci· (tranz²ci· ®s transzverzi·) elŖfordul§si gyakoris§g§t hat§roztuk 

meg a vizsg§lt del®ci·s genetikai h§ttereken. A g®ndel®ci·kat P1 f§g-transzdukci·s elj§r§ssal 

(Green ®s Sambrook, 2012) vitt¿k be a hat f®le indik§tor tºrzsbe.  

A mut§ci·s r§ta m®r®sek eredm®nyei azt mutatt§k, hogy mindegyik vizsg§lt 

g®ndel®ci·s tºrzs megnºvekedett spont§n mut§ci·s r§t§val rendelkezik a vad t²pushoz k®pest, 

de mut§ci·s spektrumukat illetŖen elt®r®sek figyelhetŖek meg kºzt¿k (5. t§bl§zat) Ez arra 

utal, hogy elt®rŖ t²pus¼ mut§ci·k gener§l§s§n kereszt¿l, elt®rŖ mut§ci·s folyamatokban 
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j§tszanak szerepet. A metilir§ny²tott DNS hibajav²t§s kulcsenzimeit (MutS, MutL, MutH) 

k·dol· g®nek egyenk®nti ki¿t®se hasonl· mut§ci·s spektrumot kºlcsºnºz, amelyben 

jellemzŖen a GC Ÿ AT ®s AT Ÿ GC tranz²ci·k gyakoris§ga nŖtt meg a vad t²pushoz k®pest. 

A miaA g®n ki¿t®se a GC Ÿ TA ®s AT Ÿ TA transzverzi·k gyakoris§g§t nºveli meg. 

Mut§ci·s spektrum eredm®nyeink egybev§gnak m§s, mut§tor tºrzseket vizsg§l· munk§k 

(Cupples ®s Miller, 1989; Horst ®s mtsai., 1999) eredm®nyeivel. SzembetŤnŖ, hogy a fur g®n 

del®ci·ja a fent eml²tett g®nekhez k®pest kisebb mut§ci·s r§ta emelked®st okoz. ElsŖsorban a 

GC Ÿ TA transzverzi· gyakoris§g§t nºveli meg a vad t²pushoz k®pest, amelynek l®trejºtte 

nagym®rt®kben az oxid§lt guanin (2ô-deoxy-7,8-dihidro-8-oxoguanozin, rºviden 8-oxoG vagy 

ĂGOò) adeninnel szembeni hib§s b§zisp§rosod§s§nak a kºvetkezm®nye (Miller, 1996).  

 

DŞƴŘŜƭŞŎƛƽ 
ǘƝǇǳǎŀ 

LƴŘƛƪłǘƻǊ ǘǀǊȊǎ όǎȊǳōǎȊǘƛǘǵŎƛƽ ǘƝǇǳǎŀύ 

CC101 CC102 CC103 CC104 CC105 CC106 
ό!Υ¢ Ҧ /ΥDύ όDΥ/ Ҧ !Υ¢ύ όDΥ/ Ҧ /ΥDύ όDΥ/ Ҧ ¢Υ!ύ ό!Υ¢ Ҧ ¢Υ!ύ ό!Υ¢ Ҧ DΥ/ύ 

wt        -a        1.6        -a        2.3        0.4        -a 

ɲfur        -a        4        -a        7.3        -a        0.9 

ɲmiaA        -a        -a        4.5        95.3        68.2        -a 

ɲmutH        -a        88.3        1.5        6.7        19.5        82.1 

ɲmutL        -a        203.5        2.3        2.9        12        80.6 

ɲmutS        -a        18.2        2.6        28.6        0.5        312.7 

 
-
a
: DetŜƪŎƛƽǎ ǎȊƛƴǘ ŀƭŀǘǘƛ όлΦпκƎŜƴŜǊłŎƛƽκмл

8
 sejt) 

 
5. t§bl§zat. Lac

+ 
revert§nsok gyakoris§ga 10

8 
sejtre sz§molva, ºt f®le g®ndel®ci·s ®s vad t²pus¼ h§tt®ren. A 

genom l®pt®kŤ keres®s sor§n azonos²tott ºt g®n egyenk®nti ki¿t®se megemelkedett b§zis szubsztit¼ci·s 

gyakoris§got kºlcsºnºz a vad t²pushoz viszony²tva. 

 

Eredm®nyeink arra engednek kºvetkeztetni, hogy a genom szintŤ keres®s sor§n 

azonos²tott mut§ns tºrzsek emelkedett evolvabilit§si (alkalmazkod§si) k®pess®g®nek 

h§tter®ben a tºrzsek megemelkedett mut§ci·s r§t§ja §ll. Az azonos²tott g®nek h§rom nagyobb 

funkcion§lis csoportba sorolhat·k: metilir§ny²tott DNS hibajav²t§s (metyl directed mismatch 

repair (MMR)) (mutS, mutH, mutL), transzl§ci·s hŤs®g megŖrz®se (miaA) ®s vas-

homeoszt§zis szab§lyoz§sa (fur).  
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A mutS, mutH ®s mutL g®nek del®ci·j§nak mut§ci·s r§ta-nºvelŖ hat§sa nem meglepŖ, 

hiszen ezek a g®nek a metilir§ny²tott hib§s-p§rosod§s DNS-jav²t§sban kulcsfontoss§g¼ 

szerepet j§tsz· feh®rj®ket k·dolnak. A fent eml²tett hibajav²t· rendszer a sejt mut§ci·s r§t§j§t 

alacsony szinten tartja az§ltal, hogy felismeri ®s kijav²tja azokat a DNS hib§kat, amelyek a 

replik§ci· ®s a homol·g rekombin§ci· sor§n, illetve k¿lºnbºzŖ DNS k§ros²t· anyagok 

hat§s§ra keletkeznek (Horst ®s mtsai., 1999; Junop ®s mtsai., 2003; Wyrzykowski ®s Volkert, 

2003). Escherichia coli-ban a MutS, MutL ®s MutH feh®rj®ket k·dol· g®nek del®ci·ja vagy 

csºkkent expresszi·ja a sejt ºssz-mut§ci·s r§t§j§nak ®s a nem homol·g rekombin§ci· 

gyakoris§g§nak megemelked®s®hez vezet, hiper-mut§tor ®s hiper-rekombin§ns fenot²pust 

eredm®nyezve (Schofield ®s Hsieh, 2003).  

A miaA g®n egy dimetilallil-transzfer§zt k·dol, amely bizonyos tRNS-ek (pl. tRNS
Tyr

, 

tRNS
Phe
) m·dos²t§s§t v®gzi az§ltal, hogy a dimetilallil pirofoszf§t dimetilallil csoportj§t 

§thelyezi a tRNS-ek antikodonja mellett elhelyezkedŖ, 37-es poz²ci·j¼ adenozinra (Connolly 

®s Winkler, 1991). A tRNS-ek bizonyos nukleozidjainak megfelelŖ m·dos²t§sa fontos 

szerepet tºlt be a transzl§ci· pontoss§g§nak ®s megfelelŖ hat®konys§g§nak biztos²t§s§ban. 

M·dos²t§s hi§ny§ban a peptidil-tRNS megcs¼sz§sa nagyobb gyakoris§ggal kºvetkezik be, 

ami a leolvas§si keret elt·l·d§s§t, ®s annak eredm®nyek®nt aminosavcser®ket ®s 

misztranszl§l·dott feh®rj®ket eredm®nyezhet (Urbonavicius ®s mtsai., 2001). B§r a pontos 

mutagenezis ¼tvonal nem ismert, azt felt®telezik, hogy a miaA mut§ns eset®ben is a 

megnºvekedett transzl§ci·s hibar§ta az ¼n. transzl§ci·s stressz induk§lta mutagenezis 

¼tvonal(ak)on kereszt¿l vezet mut§ci·k megjelen®s®hez, egy m§sik misztranszl§ci·s mut§ns 

(mutA) eset®ben le²rtakhoz hasonl·an (Ren et al., 1999; Zhao et al., 2001). Kimutatt§k, hogy 

pozit²v ºsszef¿gg®s l®tezik a hib§s szerkezetŤ feh®rj®k ®s ezek oxid§ci·ja kºzºtt, mivel a 

misztranszl§l·dott feh®rj®k ®rz®kenyebbek az oxidat²v stresszel szemben (Dukan et al., 2000). 

Elk®pzelhetŖ, hogy a l®gz®si l§nc feh®rj®inek misztranszl§ci·ja eset®n, ezen feh®rj®k hib§s 

vagy csºkkent mŤkºd®se mut§ci·kat gener§l· abnorm§lis reakt²v oxig®ngyºk-k®pzŖd®shez 

vezethet. A mut§ci·k ugyanakkor l®trejºhetnek kºzvetett ¼ton is, a DNS replik§ci·ban vagy a 

replik§ci·s hŤs®g biztos²t§s§ban r®szt vevŖ feh®rj®k misztranszl§ci·ja kºvetkezt®ben. A miaA 

g®n del®ci·ja az ºssz-mut§ci·s r§ta megemelked®s®hez elsŖsorban a GC ŸTA transzverzi· 

gyakoris§g§nak megnºvel®se r®v®n j§rul hozz§ (Connolly ®s Winkler, 1991; Zhao ®s mtsai., 

2001). 

A fur (ferric uptake regulator) g®n egy Fe
2+

 kofaktorral mŤkºdŖ, sz®les spektrum¼ 

transzkripci·s szab§lyoz· feh®rj®t k·dol, amelynek elsŖdleges feladata az intracellul§ris vas- 
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egyens¼ly fenntart§sa. Fur hi§ny§ban a vasfelv®tel konstitut²vv§ v§lik, ami az intracellul§ris 

szabad vastartalom (Fe
2+
) megemelked®s®hez, ®s ennek kºvetkezm®nyek®nt a Fenton reakci· 

felpºrget®s®hez vezet (Escolar ®s mtsai., 1999; Hantke, 1981, 1982). A megemelkedett 

oxidat²v stressz kºvetkezt®ben a fur del®ci·s tºrzset az oxidat²v k§rosod§sok ®s a mutagenezis 

emelkedett szinje jellemzi (Nunoshiba ®s mtsai., 1999; Touati ®s mtsai., 1995). Mut§ci·s 

spektrum§t tekintve az oxidat²v k§rosod§st jelzŖ GC ŸTA transzverzi· gyakoris§ga nŖtt meg, 

hasonl·an, mint az oxid§lt guanozin DNS-bŖl val· elt§vol²t§s§®rt felelŖs MutM illetve MutY 

DNS glikozil§zokban deficiens tºrzsekn®l (Miller, 1996).  

 

5.1.4. Ciprofloxacin rezisztens ȹmutS ®s vad t²pus¼ popul§ci·k jellemz®se a rezisztenci§t 

okoz· mut§ci·k t²pusa alapj§n. 

 

Annak meg§llap²t§sa ®rdek®ben, hogy milyen t²pus¼ mut§ci·k biztos²tanak rezisztenci§t a 

genom l®pt®kŤ vizsg§lat sor§n alkalmazott ciprofloxacin d·zis mellett, rezisztens 

popul§ci·kat izol§ltunk 200 ng/ml ciprofloxacin jelenl®t®ben a ȹmutS, illetve a vad t²pus¼ 

tºrzsekbŖl. Szekven§l§ssal megvizsg§ltunk h§rom olyan g®nt (gyrA, parC ®s marR), amelyek 

gyakran tartalmaznak mut§ci·kat kinolon rezisztens vonalak eset®n (Bagel ®s mtsai., 1999; 

Kern ®s mtsai., 2000). H®t ȹmutS, illetve h§rom vad t²pus¼ rezisztens kol·ni§b·l kol·nia PCR 

seg²ts®g®vel felsokszoros²tottuk a gyrA ®s parC g®nek kinolon rezisztenci§t meghat§roz· 

r®gi·j§t (QRDR), illetve a teljes marR g®nt. Szekven§l§st kºvetŖen a pontmut§ci·k 

azonos²t§sa a CLC Sequence Viewer (http://www.clcbio.com/products/clc-sequence-viewer ) 

®s a BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html) programok seg²ts®g®vel tºrt®nt a 

vizsg§lt szekvenci§k EcoCyc (http://ecocyc.org/) adatb§zisb·l letºlthetŖ g®nszekvenci§kkal 

val· ºsszehasonl²t§sa r®v®n. A megszekven§lt vonalak eset®n Epszilom®ter teszt (E-teszt) 

seg²ts®g®vel meghat§roztuk a ciprofloxacin MIC ®rt®k®t, valamint Hoechst fluoreszcens 

fest®k seg²ts®g®vel megvizsg§ltuk a sejtmembr§n §tj§rhat·s§g§t. A 10 rezisztens vonal kºz¿l 

mindegyik tartalmazta a Ser83Leu aminosavcser®t okoz· pontmut§ci·t a DNS gir§z egyik 

alegys®g®t (GyrA) k·dol· gyrA g®nben (6. t§bl§zat). Ez a mut§ci· a ciprofloxacin rezisztens 

laborat·riumi ®s klinikai vonalak egyik jellemzŖ mut§ci·j§nak tekinthetŖ (Conrad ®s mtsai., 

1996; Nakamura ®s mtsai., 1989). 

Annak ellen®re, hogy a rezisztens vonalak kºz¿l a vizsg§lt g®nekben csak egy esetben 

azonos²tottunk k®t pontmut§ci·t, k®t t®nyezŖ is arra enged kºvetkeztetni, hogy a vizsg§lt 

http://www.clcbio.com/products/clc-sequence-viewer
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html
http://ecocyc.org/
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vonalak a genom §ltalunk nem vizsg§lt r®szein m§s pontmut§ci·(ka)t is hordoznak. Egyr®szt 

a rezisztens vonalak ciprofloxacin MIC ®rt®ke a legtºbb esetben j·val meghaladja a gyrA-ban 

l®vŖ Ser83Leu aminosavcser®t okoz· pontmut§ci· §ltal biztos²tott MIC ®rt®ket. M§sr®szt a 

vizsg§lt tºrzsek jelentŖs r®sz®ben a Hoechst fest®k intracellul§ris felhalmoz·d§sa enyh®n, de 

szignifik§nsan alacsonyabb a vad t²pushoz viszony²tva (6. t§bl§zat), ami csºkkent porin- 

vagy megemelkedett efflux pumpa aktivit§sra utal (Coldham ®s mtsai., 2010; Kern ®s mtsai., 

2000). 

 ¥sszess®g®ben a genom l®pt®kŤ keres®s eredm®nyek®nt azonos²tott ºt g®n kºz¿l a 

leg®rdekesebb tal§lat a fur g®n volt. A m§sik n®gy g®nnel ellent®tben, del®ci·ja a spont§n 

mut§ci·s r§ta csak enyhe (egy nagys§grenden bel¿li) emelked®s®t v§ltja ki norm§l 

kºr¿lm®nyek kºzºtt (5. t§bl§zat). Ez azt sugallta, hogy a ciprofloxacin jelenl®t®ben tapasztalt 

emelkedett evolvabilit§si k®pess®g®hez m§s t®nyezŖk is hozz§j§rulnak. 

 

    aǳǘłŎƛƽƪ ǘƝǇǳǎŀ   

Rezisztens vonal 
Ciprofloxacin 
aL/ όҡƎκƳƭύ 

gyrA parC marR 
MemōǊłƴ- 
łǘƧłǊƘŀǘƽǎłƎa 

     ɲmutS-1       1   S83L        -      -      1.08b 
     ɲmutS-2       2   S83L    A140T      -      1.01 

     ɲmutS-3       0.75   S83L        -      -      0.90b 

     ɲmutS-4       1   S83L        -      -      0.94b 

     ɲmutS-5       2   S83L        -      -      0.74b 

     ɲmutS-6       2   S83L        -      -      1.30b 

     ɲmutS-7       2   S83L        -      -      0.91b 

     wt-1       1.5   S83L        -      -      0.91b 

     wt-2       1   S83L        -      -      0.91b 
     wt-3       0.25   S83L        -      -      0.98 
     wt-S83L       0.25   S83L        -      -      1.01 
     wt       0.008      -        -      -      1.00 
aΥ wŜƭŀǘƝǾ IƻŜŎƘǎǘ ŦŜǎǘŞƪ-ŦŜƭƘŀƭƳƻȊƽŘłǎ         
b: P< 0.05 (Mann-Whitney U teszt) 
-Υ ǇƻƴǘƳǳǘłŎƛƽ Ƙƛłƴȅŀ          

 

6. t§bl§zat. A genom szintŤ keres®s k²s®rleti kºr¿lm®nyei kºzºtt szelekt§lt t²z ciprofloxacin rezisztens 

vonal jellemz®se a felhalmozott pontmut§ci·k t²pusa, a ciprofloxacin MIC ®rt®ke ®s a sejtmembr§n 

§tj§rhat·s§ga szempontj§b·l. 
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5.2. A vas-kºzvet²tett oxidat²v mutagenezis ®s az antibiotikum rezisztencia kapcsolata 

 

A vas-homeoszt§zis szab§lyoz§s§ban kºzponti szerepet j§tsz· fur g®n volt az elŖzetes 

genom l®pt®kŤ vizsg§lat tal§n leg®rdekesebb eredm®nye, ®s az intracellul§ris vas-egyens¼ly 

®s az antibiotikum rezisztencia kapcsolat§ra ir§ny²totta a figyelm¿nket. Kor§bbi munk§k 

alapj§n a baktericid antibiotikumok felpºrgetik a l®gz®si l§ncot ®s v§ltoz§sokat id®znek elŖ a 

vash§ztart§sban is, ami reakt²v oxig®ngyºkºk k®pzŖd®s®hez vezet (Kohanski ®s mtsai., 2007, 

2010a). Ezen eredm®nyekre ®s az §ltalunk v®gzett szŤr®s eredm®ny®re alapozva, a vas 

kºzvet²tette oxidat²v stressz antibiotikum rezisztencia kialakul§s§ban betºltºtt szerep®nek 

tanulm§nyoz§s§ba kezdt¿nk a ȹfur tºrzs jellemz®s®n kereszt¿l. Vizsg§lataink sor§n a genom 

szintŤ keres®s sor§n alkalmazott ciprofloxacin antibiotikummal szemben kialakul· 

rezisztencia jelens®g®re ºsszpontos²tottunk. 

 

5.2.1. A vas homeoszt§zis szab§lyoz· feh®rj®j®nek (Fur) inaktiv§l§sa elŖseg²ti a 

rezisztencia kialakul§s§t let§lis d·zis¼ ciprofloxacinnal szemben. 

 

A genom szintŤ keres®s eredm®ny®nek megerŖs²t®se c®lj§b·l 5 napos laborat·riumi evol¼ci·s 

k²s®rleteket v®gezt¿nk 100 ng/ml ciprofloxacin jelenl®t®ben a ȹfur tºrzzsel, ®s az 

eredm®nyeket ºsszehasonl²tottuk a vad t²pus¼ ®s a ȹmutS tºrzsekkel. Az evol¼ci·s k²s®rletek 

sor§n alkalmazott ciprofloxacin d·zis 100 ng/ml volt, ami a vad t²pus¼ tºrzs MIC ®rt®k®nek 

6.25-szºrºs®t jelenti. Ezen a let§lis d·zis¼ ciprofloxacin koncentr§ci·n az 5 napos k²s®rlet 

v®g®re a vad t²pus¼, nem rezisztens popul§ci·k teljes kihal§sa volt jellemzŖ, vagyis az 

antibiotikumot nem tartalmaz· lemezeken csak rezisztenss® v§lt popul§ci·kat detekt§ltunk 5 

nap eltelt®vel. Vad t²pus eset®n a rezisztens popul§ci·k a p§rhuzamosan evolv§l·dott 

popul§ci·k 4 %-§t tett®k ki §tlagosan (7. §bra). 
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7. §bra. A ȹfur  tºrzs evolvabilit§si k®pess®ge 100 ng/ml ciprofloxacin jelenl®t®ben, ºsszehasonl²tva a vad 

t²pus¼ (wt) ®s a ȹmutS tºrzsekkel. A hibas§vok ar§nyb·l sz§molt 95%-os konfidencia intervallumot jelºlnek. 

***= P Ò 0.0001 (Kh²-n®gyzet pr·ba). 

 

A ȹfur tºrzs eset®n a ciprofloxacin rezisztens popul§ci·k frekvenci§ja a 

p§rhuzamosan evolv§l·dott popul§ci·k 40%-§t tette ki §tlagosan, ami t²zszeres emelked®st 

jelent a vad t²pushoz k®pest (P Ò 0.0001, Kh²-n®gyzet pr·ba) (7. §bra). A ȹmutS tºrzs eset®n 

ezen a koncentr§ci·n a ciprofloxacin rezisztens popul§ci·k gyakoris§ga 100%-os volt (7. 

§bra). Evolvabilit§sa alapj§n a ȹfur tºrzs Ăkºz®p¼tonò helyezkedik el a vad t²pus ®s a ȹmutS 

erŖs mut§tor tºrzs kºzºtt. 24 ·r§nk®nti mintav®telez®ssel kimutattuk, hogy a ȹfur tºrzs eset®n 

a rezisztens vonalak az 5 napos idŖintervallum alatt (2-3 nap ut§n) jelentek meg, teh§t nem 

voltak eleve jelen a kiindul§si popul§ci·kban. A rezisztens telepek de novo megjelen®s®t az 

igazolta, hogy a ciprofloxacinnal kieg®sz²tett LB t§poldatba val· ¼jb·li kiolt§sukat kºvetŖen 

gyors nºveked®st mutattak.  

Ezt kºvetŖen t¼l®l®si vizsg§latot v®gezt¿nk, melynek sor§n meghat§roztuk a vad 

t²pus¼ ®s a ȹfur tºrzsekre jellemzŖ kihal§si gºrb®ket 100 ng/ml ciprofloxacin jelenl®t®ben. A 

ȹfur tºrzs t¼l®l®se nem nºvekedett meg a vad t²pus¼ tºrzshºz k®pest 100 ng/ml ciprofloxacin 

jelenl®t®ben sem (8. §bra), megerŖs²tve elŖzŖ eredm®ny¿nket 200 ng/ml ciprofloxacin 

jelenl®t®ben. £ppen ellenkezŖleg, enyh®n csºkkent t¼l®l®st mutat a vad t²pushoz k®pest, 
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aminek h§tter®ben a ȹfur genot²pusra jellemzŖ megemelkedett intracellul§ris Fe
2+

-szintbŖl 

ad·d· oxidat²v k§rosod§sok §llhatnak (Touati ®s mtsai., 1995).  

 

 

8. §bra. A ȹfur  tºrzs kihal§si gºrb®je 100 ng/ml ciprofloxacin jelenl®t®ben, ºsszehasonl²tva a vad t²pus¼ 

(wt) tºrzzsel. A hibas§vok h§rom f¿ggetlen k²s®rlet eredm®ny®bŖl sz§molt 95%-os konfidencia intervallumot 

jelºlnek. 

 

5.2.2. A Fur regulon plasztikus §trendezŖd®st mutat ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra. 

 

A ȹfur tºrzs emelkedett evolvabilit§s§nak h§tter®ben §ll· mechanizmusok felt§r§sa c®lj§b·l 

transzkriptomikai vizsg§latokat v®gezt¿nk, ºsszehasonl²tva a vad t²pus¼ ®s a ȹfur tºrzs 

g®nexpresszi·s v§lasz§t ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra. C®lunk olyan g®nexpresszi·s 

v§ltoz§sok azonos²t§sa volt, amelyek specifikusan a ȹfur tºrzs eset®n ciprofloxacin kezel®s 

hat§s§ra jelentkeznek. Ennek ®rdek®ben ºsszehasonl²tottuk a vad t²pus¼ ®s a ȹfur tºrzs 

g®nexpresszi·s mint§zat§t ciprofloxacin hi§ny§ban, illetve 1 ·r§s 100 ng/ml ciprofloxacin 

kezel®st kºvetŖen. A transzkriptomikai anal²zishez a mintav®telez®s kºzvetlen¿l a 

ciprofloxacin kezel®s elŖtt (t0), illetve 1 ·r§val a kezel®st kºvetŖen tºrt®nt. A nyers 

microarray adatok kºz¿l a transzkriptomikai anal²zishez csak azokat a g®neket haszn§ltuk fel, 

amelyek expresszi·ja legal§bb k®tszeres v§ltoz§st mutatott a kezeletlen konrollhoz k®pest. 

ElŖszºr ciprofloxacin hi§ny§ban (t0) hasonl²tottuk ºssze a vad t²pus¼ ®s a ȹfur tºrzsek 

g®nexpresszi·s mint§zat§t. Specifikusan a ȹfur tºrzsben 125 g®n expresszi·ja v§ltozott meg, 



56 

 

melyek kºz¿l 56 induk§l·dott ®s 69 repressz§l·dott. Valid§l§s c®lj§b·l a g®nexpresszi·s 

adatsorunkat ºsszevetett¿k egy elŖzŖ vizsg§lat (McHugh ®s mtsai., 2003) adatsor§val, ®s az 

elt®rŖ k²s®rleti kºr¿lm®nyek ellen®re szignifik§ns §tfed®st tal§ltunk azon g®nek list§j§ban 

amelyek expresszi·ja a ȹfur tºrzsre specifikusan v§ltozott meg (F¿ggel®k, 1. §bra). Nem 

meglepŖ m·don, a g®n-ontol·giai elemz®sek (Boyle ®s mtsai., 2004; Camon ®s mtsai., 2004) 

igazolt§k, hogy a ȹfur tºrzsben elsŖsorban a vas homeoszt§zisban szerepet j§tsz· g®nek 

expresszi·ja v§ltozott meg. Ezek kºz¿l pedig a sziderof·r-kºzvet²tett vasfelv®telben ®s az 

enterobaktin sziderof·r bioszint®zis®ben szerepet j§tsz· g®nek expresszi·ja emelkedett meg 

jelentŖsen (F¿ggel®k, 1. t§bl§zat). £rdekes m·don az anaerob respir§ci·ban szerepet j§tsz· 

®s az elektron-transzportl§nc n®h§ny tagj§t k·dol· g®nek expresszi·ja is jelentŖsen 

megv§ltozott (F¿ggel®k, 1. t§bl§zat). 

Ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra jelentŖs g®nexpresszi·s §trendezŖd®s volt 

megfigyelhetŖ mindk®t tºrzs eset®n. A vad t²pusban ºsszesen 748 g®nnek v§ltozott meg 

szignifik§nsan az expresszi·ja. Ezek kºz¿l a DNS hibajav²t§sban ®s az SOS v§laszban 

szerepet j§tsz· g®nek expresszi·ja jelentŖsen megemelkedett (F¿ggel®k, 2. t§bl§zat), 

egyez®st mutatva egy m§sik DNS-gir§z-g§tl· antibiotikummal v®gzett transzkripci·s 

vizsg§lat (Dwyer ®s mtsai., 2007) eredm®nyeivel. A ȹfur tºrzsben ciprofloxacin hi§ny§ban 

illetve jelenl®t®ben ºsszesen 221 g®n expresszi·ja v§ltozott meg specifikusan a vad t²pushoz 

viszony²tva. Azon g®nek ar§nya, amelyek a ȹfur tºrzsben mindk®t kºr¿lm®ny kºzºtt 

(ciprofloxacin hi§ny§ban ®s jelenl®t®ben is) megv§ltozott expresszi·t mutattak, alacsony volt: 

az induk§l·dott g®nek eset®n 15.4%, m²g a repressz§l·dott g®nek eset®n 6.3%. (9. §bra). Ez 

arra utal, hogy antibiotikum kezel®s hat§s§ra a ȹfur tºrzs transzkripci·s mint§zata jelentŖsen 

§trendezŖdik. Ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra 96 g®n expresszi·ja v§ltozott meg specifikusan, 

ezek kºz¿l 57 induk§l·dott, m²g 39 repressz§l·dott. Ezek kºz¿l egy szigor¼ statisztikai elj§r§s 

alkalmaz§s§val (l§sd anyagok ®s m·dszerek r®szben) azonos²tottuk azokat a g®neket, amelyek 

genot²pus-kºrnyezet (ȹfur ï ciprofloxacin kezel®s) kºlcsºnhat§sra specifikus expresszi·s 

v§ltoz§st mutattak (7. t§bl§zat). Ilyen p®ld§ul a sziderof·rhoz kºtºtt Fe
3+

-felv®telben 

kºzponti szerepet j§tsz· TonB-ExbB-ExbD feh®rjekomplex egyik alegys®g®t k·dol· exbB 

g®n, amelynek expresszi·ja a fur g®n ki¿t®se vagy a ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra k¿lºn-

k¿lºn nem mutatott szignifik§ns elt®r®st a kezeletlen vad t²pushoz k®pest. Ezzel ellent®tben, 

ha a fur g®n ki¿t®se ®s a ciprofloxacin kezel®s egy¿tt fordult elŖ, akkor 6-szoros indukci·t 

mutatott a kezeletlen vad t²pushoz k®pest (7. t§bl§zat). 
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9. §bra. A ȹfur  tºrzsre specifikus, ciprofloxacin hi§ny§ban, illetve jelenl®t®ben szignifik§nsan 

megv§ltozott expresszi·t (indukci·t (A) vagy represszi·t (B)) mutat· g®nek kºzti §tfed®st §br§zol· Venn 

diagrammok. Kev®s g®n mutatott megv§ltozott expresszi·t mindk®t kºr¿lm®ny kºzºtt. A diagrammon 

felt¿ntetett sz§mok az egyik, vagy mindk®t kºr¿lm®ny kºzºtt megv§ltozott expresszi·t mutat· g®nek sz§m§t 

jelzik. 

 

Egy m§sik p®lda a Fe-S kock§k ºsszeszerelŖd®s®ben szerepet j§tsz· SufA v§zfeh®rj®t k·dol· 

g®n, amelynek expresszi·ja a ȹfur-ban ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra 8-szoros emelked®st 

mutat a kezeletlen vad t²pushoz k®pest. Ugyancsak jelentŖs indukci·t mutatnak az 

enterobaktin sziderof·r bioszint®zis®ben szerepet j§tsz· EntA ®s EntC enzimeket k·dol· 

g®nek is. A fent eml²tett transzkriptomikai eredm®nyekbŖl arra kºvetkeztett¿nk, hogy a ȹfur 

emelkedett evolvabilit§si k®pess®ge ciprofloxacin jelenl®t®ben a vasfelv®tel szab§lyoz§s§val 

hozhat· ºsszef¿gg®sbe. 
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DŞƴ YƽŘƻƭǘ ŦŜƘŞǊƧŜ ŦǳƴƪŎƛƽƧŀ A kezeletlen ǾŀŘ ǘƝǇǳǎƘƻȊ 
ǾƛǎȊƻƴȅƝǘƻǘǘ Ƙwb{ ǎȊƛƴǘ 

ɲfur CPR ɲfur + CPR 

exbB TonB-ExbB-9Ȅō5 ŜƴŜǊƎƛŀłǘŀƭŀƪƝǘƽ ŦŜƘŞǊƧŜƪƻƳǇƭŜȄ ǊŞǎȊŜ   1.43 1.10       6.64 

efeU IƛǇƻǘŜǘƛƪǳǎ ŦŜƘŞǊƧŜΣ CŜнҌ ǘǊŀƴǎȊǇƻǊǘŜǊ ǊŞǎȊŜ  1.05 1.00       1.72 

mntH Mn
2+

/Fe
2+

 : H
+
 szimporter  1.05 0.81       1.56 

yqjH {ȊƛŘŜǊƻŦƽǊǊŀƭ ƪǀƭŎǎǀƴƘŀǘƽΣ b!5tI-ŦǸƎƎǃ CŜ
3+-
ǊŜŘǳƪǘłȊ  1.62 0.58       2.76 

entC 9ƴǘŜǊƻōŀƪǘƛƴ ōƛƻǎȊƛƴǘŞȊƛǎŞōŜƴ ǎȊŜǊŜǇŜǘ ƧłǘǎȊƽ ƛȊƻƪƻǊƛȊƳłǘ-ǎȊƛƴǘłȊ 
 3.39 0.69       9.59 

entA 9ƴǘŜǊƻōŀƪǘƛƴ ōƛƻǎȊƛƴǘŞȊƛǎŞōŜƴ ǎȊŜǊŜǇŜǘ ƧłǘǎȊƽ нΣо-dihidro-2,3-

ŘƛƘƛŘǊƻȄƛōŜƴȊƻłǘ ŘŜƘƛŘǊƻƎŜƴłȊ  1.81 0.96       5.89 

sufA Fe-{ ƪƻŎƪłƪ ǀǎǎȊŜǎȊŜǊŜƭǃŘŞǎŞōŜƴ ǎȊŜǊŜǇŜǘ ƧłǘǎȊƽ ǾłȊŦŜƘŞǊƧŜ  1.70 1.17       8.25 

ybbB  tRNS-Ŝƪ ƳƽŘƻǎƝǘłǎłŞǊǘ ŦŜƭŜƭǃǎ ǎȊŜƭŜƴƻǳǊƛŘƛƴ-ǎȊƛƴǘłȊ   1.01 1.71       1.23 

ptrB . ƻƭƛƎƻǇŜǇǘƛŘłȊ όǇǊƻǘŜłȊ LLύ  1.10 1.24       1.10 

lolB YǸƭǎǃ ƳŜƳōǊłƴōŀƴ ŜƭƘŜƭȅŜȊƪŜŘǃΣ ƭƛǇƻǇǊƻǘŜƛƴŜƪ ƭƻƪŀƭƛȊłŎƛƽƧłŞǊǘ ŦŜƭŜƭǃǎ 

lipoprotein  1.16 2.53       1.80 

lpxL [ŀǳǊƻƛƭ ŀŎƛƭǘǊŀƴǎȊŦŜǊłȊ  1.21 1.47       1.22 

napF tǊŜŘƛƪǘłƭǘ оCŜ-п{ ǘŀǊǘŀƭƳǵ ŦŜƘŞǊƧŜΣ ŦƻƪƻȊȊŀ ŀ ǇŜǊƛǇƭŀȊƳƛƪǳǎ ƴƛǘǊłǘ-ǊŜŘǳƪǘłȊ 

όbŀǇύ ŀƪǘƛǾƛǘłǎłǘ   0.91 3.85       1.73 

 

7. t§bl§zat. A ȹfur  tºrzsben ciprofloxacin (CPR) kezel®s hat§s§ra szignifik§ns expresszi·s v§ltoz§st 

mutat· g®nek list§ja ahhoz viszony²tva, amit a fur  g®n ki¿t®se, valamint a ciprofloxacin kezel®s f¿ggetlen 

hat§sa alapj§n v§rn§nk. Csak azok a nyitott leolvas§si keretek (ORF-ek) vannak felt¿ntetve, amelyek a k®tutas 

ANOVA teszt sor§n szignifik§ns interakci·s ®rt®ket kaptak, 10%-os hib§s tal§lati r§ta mellett. Jelºl®s: hRNS ï 

h²rvivŖ RNS. 
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5.2.3. Az intracellul§ris szabad vastartalom kulcsfontoss§g¼ szerepet tºlt be a 

ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakul§s§ban. 

 

Mivel a Fur szab§lyoz· feh®rje a vasfelv®telt negat²van, m²g a vasrakt§roz§st 

pozit²van szab§lyozza, hi§ny§ban a vasfelv®telben szerepet j§tsz· g®nek folyamatosan 

expressz§l·dnak, ami az intracellul§ris vasszint megemelked®s®hez vezet (Hantke, 1981; 

Touati ®s mtsai., 1995). ElŖszºr a vasfelv®tel szerep®t vizsg§ltuk meg a ciprofloxacinnal 

szembeni rezisztencia kialakul§s§ban a sziderof·r-kºzvet²tett vasfelv®tel egyik kulcsfeh®rj®j®t 

(TonB) k·dol· g®n ki¿t®s®n kereszt¿l. A TonB-ExbB-ExbD feh®rjekomplex egyik alegys®g®t 

k®pezŖ TonB feh®rje kºzponti szerepet tºlt be a sejt vasfelv®tel®ben az§ltal, hogy a 

citoplazmatikus membr§n proton motoros erej®t §talak²tja a Fe
3+-
sziderof·r komplexek 

felv®tel®hez (k¿lsŖ membr§non kereszt¿li akt²v importj§hoz) sz¿ks®ges energi§v§ (Letain ®s 

Postle, 1997). Hi§ny§ban a Fe
3+

 felv®tele g§tolt (Andrews ®s mtsai., 2003; Letain ®s Postle, 

1997). 5 napos evol¼ci·s k²s®rleteket v®gezt¿nk ºsszehasonl²tva a ȹfur ®s ȹfurȹtonB tºrzsek 

evolvabilit§si k®pess®g®t. Eredm®nyeink azt mutatt§k, hogy a vasfelv®tel g§tl§sa a tonB g®n 

ki¿t®s®vel jelentŖsen lecsºkkentette a ciprofloxacin rezisztens popul§ci·k gyakoris§g§t fur 

del®ci·s h§tt®ren a ȹfur tºrzshºz viszony²tva (10. §bra). 

 

10. §bra. A sziderof·r-kºzvet²tett vasfelv®tel g§tl§s§nak hat§sa (a tonB g®n ki¿t®se §ltal) a ciprofloxacin 

rezisztens popul§ci·k megjelen®si gyakoris§g§ra a vad t²pus¼, ȹfur  ®s ȹsodAB tºrzsek eset®n. A hibas§vok 

ar§nyb·l sz§molt 95%-os konfidencia intervallumot jelºlnek. ***= P Ò 0.0001 (Kh²-n®gyzet pr·ba). 
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A tonB del®ci·s tºrzsekkel, 100 ng/ml ciprofloxacin jelenl®t®ben v®gzett t¼l®l®si vizsg§latok 

eredm®nyei kimutatt§k, hogy a tonB g®n del®ci·ja nem okoz csºkkent t¼l®l®st ciprofloxacin 

jelenl®t®ben (11. §bra). Ennek megfelelŖen a ȹfurȹtonB tºrzs eset®n a ciprofloxacin 

rezisztens popul§ci·k csºkkent megjelen®si gyakoris§ga nem egy megemelkedett 

ciprofloxacin ®rz®kenys®gnek, hanem a r®szlegesen g§tolt vasfelv®telnek a kºvetkezm®nye. 

 

11. §bra. A sziderof·r-kºzvet²tett vasfelv®tel g§tl§s§nak hat§sa (a tonB g®n ki¿t®se §ltal) a t¼l®l®sre 100 

ng/ml ciprofloxacin jelenl®t®ben a vad t²pus ®s a ȹfur  tºrzs eset®n. A hibas§vok k®t f¿ggetlen k²s®rlet 

eredm®ny®bŖl sz§molt 95%-os konfidencia intervallumot jelºlnek. 

 

KºvetkezŖ l®p®sk®nt az intracellul§ris vasrakt§roz§s szerep®t vizsg§ltuk meg a 

ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakul§s§ban, a k®t fŖ vasrakt§roz· feh®rje - ferritin 

(FtnA) ®s bakterioferritin (Bfr) - magas k·piasz§m¼ plazmidr·l tºrt®nŖ egyenk®nti 

t¼ltermeltet®se r®v®n. Ehhez 5 napos evol¼ci·s k²s®rleteket v®gezt¿nk ºsszehasonl²tva a 

vasrakt§roz· feh®rj®t t¼ltermelŖ fur del®ci·s tºrzs ®s az ¿res plazmidot hordoz· fur del®ci·s 

tºrzs evolvabilit§si k®pess®g®t. A Bfr ®s FtnA feh®rj®k magas k·piasz§m¼ plazmidr·l tºrt®nŖ 

t¼ltermeltet®se jelentŖsen lecsºkkentette a ciprofloxacin rezisztens popul§ci·k frekvenci§j§t 

az ¿res plazmidot hordoz· kontrollhoz k®pest (12. §bra). Eredm®nyeink alapj§n a ȹfur tºrzs 

rezisztencia kialakul§s§t elŖseg²tŖ Ăk®pess®geò nagym®rt®kben f¿gg az intracellul§ris szabad 

vastartalomt·l. A rezisztencia kialakul§sa csºkkenthetŖ az extracellul§ris vasfelv®tel r®szleges 

g§tl§s§val vagy az intracellul§ris vasrakt§roz§s serkent®s®vel. 
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12. §bra. A vasrakt§roz§sban szerepet j§tsz· feh®rj®k (Bfr, FtnA) ®s a MutS feh®rje plazmidr·l tºrt®nŖ 

t¼ltermeltet®s®nek hat§sa a ciprofloxacin rezisztens popul§ci·k megjelen®si gyakoris§g§ra fur  del®ci·s 

h§tt®ren. Jelºl®sek: ++ - adott feh®rje t¼ltermeltet®se a pZE31 magas k·piasz§m¼ plazmidr·l; kontrol ï ¿res 

pZE31 plazmidot hordoz· ȹfur tºrzs. A hibas§vok ar§nyb·l sz§molt 95%-os konfidencia intervallumot jelºlnek.      

***= P Ò 0.0001 (Kh²-n®gyzet pr·ba). 

 

Mivel a vasfelv®tel g§tl§s§val, illetve a vasrakt§roz§s fokoz§s§val jelentŖsen 

csºkkenthetŖ volt a ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakul§sa, megvizsg§ltuk, hogy 

a szabad vas kel§tor seg²ts®g®vel tºrt®nŖ megkºt®s®nek hasonl· hat§sa van-e a rezisztencia 

alakul§s§ra. Vaskel§tork®nt o-fenantrolint alkalmaztunk, amely magas lipofilit§s§nak 

kºszºnhetŖen k®pes §thaladni a sejtmembr§non ®s bejutni a sejtbe. A ȹfur ®s vad t²pus¼ 

tºrzsekkel v®gzett 5 napos evol¼ci·s k²s®rleteket sor§n a p§rhuzamosan evolv§l·d· 

popul§ci·k fel®hez a ciprofloxacinon k²v¿l 50 Õg/ml v®gkoncentr§ci·ban o-fenantrolint 

adtunk. Az alkalmazott koncentr§ci· az MIC m®r®ssel meghat§rozott g§tl· koncentr§ci· alatti 

tartom§nyban van. 

A fenantrolin jelenl®te drasztikusan lecsºkkentette a ciprofloxacin rezisztens 

popul§ci·k megjelen®s®t (13. §bra, A panel). Ez az eredm®ny nem ad·dhat a fenantrolinnak 

a sejtek t¼l®l®s®re gyakorolt esetleges g§tl· hat§s§b·l, mivel ®rdekes m·don a t¼l®lŖ, de nem 

rezisztens popul§ci·k sz§m§t a rezisztensekkel ellent®tben jelentŖsen nºvelte (13. §bra, B 

panel). 
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13. §bra. Az o-fenantrolin vas kel§tor hat§sa a ciprofloxacin rezisztens popul§ci·k megjelen®si 

gyakoris§g§ra (A) ®s a t¼l®lŖ popul§ci·k gyakoris§g§ra (B) a vad t²pus¼ ®s a ȹfur tºrzsek eset®n. Az o-

fenantrolin 50 ÕM v®gsŖ koncentr§ci·ban volt alkalmazva. A hibas§vok ar§nyb·l sz§molt 95%-os konfidencia 

intervallumot jelºlnek. ** = P Ò 0.01, ***= P Ò 0.0001 (Kh²-n®gyzet pr·ba). Jelºl®s: Fen ï o-fenantrolin. 

 

5.2.4. A szuperoxid szerepe a rezisztencia kialakul§s§ban 

 

E. coli eset®n a DNS-gir§z g§tl§sa (antibiotikumok vagy peptid toxinok §ltal) a l®gz®si l§nc 

felpºrget®s®nek kºvetkezm®nyek®nt a szuperoxid szintj®nek megemelked®s®hez vezet 

(Dwyer ®s mtsai., 2007). A szuperoxid kºzvetlen¿l nem k§ros²tja a DNS-t, de a Fe-S tartalm¼, 

oxid§ci·ra ®rz®keny citosz·likus dehidrat§zokb·l vasat k®pes felszabad²tani ®s ez §ltal 

megnºveli az intracellul§ris szabad vas koncentr§ci·j§t (Imlay, 2006; Keyer ®s Imlay, 1996). 

A ȹfur tºrzs vasban gazdag kºr¿lm®nyek kºzºtt fenotipikusan ¼gy viselkedik, mint egy 

szuperoxid diszmut§zokban r®szlegesen deficiens tºrzs. Ez k®t okb·l ad·dik. Egyr®szt a Fe 

SOD (SodB) nem aktiv§l·dik, m§sr®szt pedig a mang§n kofaktorral mŤkºdŖ Mn SOD (SodA) 

csºkkent aktivit§s¼. Ez ut·bbi annak tulajdon²that·, hogy a mang§n kisebb es®llyel kºtŖdik az 

enzim akt²v centrum§hoz, mivel verseng a kºtŖd®s®rt a magas koncentr§ci·ban jelen l®vŖ 

vassal (Schrum ®s Hassan, 1994; Troxell ®s Hassan, 2013). 

Ennek ismeret®ben elŖ§ll²tottunk egy olyan kettŖs g®ndel®ci·s tºrzset (ȹsodAB), 

amelyikbŖl mindk®t szuperoxid hat§stalan²t· enzim: SodA ®s SodB is hi§nyzik, ®s 

megvizsg§ltuk ezen tºrzs evolvabilit§si k®pess®g®t ciprofloxacin jelenl®t®ben. A ȹfur 
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tºrzshºz hasonl·an a ȹsodAB tºrzs is gyakrabban k®pez ciprofloxacin rezisztens popul§ci·kat 

a vad t²pushoz viszony²tva. A ȹsodAB tºrzs eset®n a ciprofloxacin rezisztens popul§ci·k a 

p§rhuzamosan evolv§l·dott popul§ci·k kºzel 40%-§t tett®k ki §tlagosan, ami jelentŖs 

emelked®st jelent a vad t²pushoz k®pest (P Ò 0.0001, Kh²-n®gyzet pr·ba) (10. §bra). E.coli 

eset®n mindk®t szuperoxid diszmut§z hi§nya aerob kºr¿lm®nyek kºzºtt 40x-es mut§ci·s 

r§taemelked®st okoz a vad t²pushoz viszony²tva, a magas szuperoxid szintbŖl ad·d· 

megemelkedett oxidat²v stresszszintnek kºszºnhetŖen (Farr ®s mtsai., 1986; Nunoshiba ®s 

mtsai., 1999; Touati ®s mtsai., 1995).  

A tonB g®n ki¿t®s®nek hasonl· hat§sa volt a ȹsodAB tºrzs eset®n, mint a ȹfur 

tºrzsn®l, vagyis jelentŖsen lecsºkkentette a ciprofloxacin rezisztens popul§ci·k frekvenci§j§t 

(10. §bra). Ez az eredm®ny arra utal, hogy a ȹfur tºrzshºz hasonl·an a ȹsodAB tºrzs eset®n 

is a mut§ci·k megjelen®se nagym®rt®kben f¿gg az intracellul§ris szabad vas 

koncentr§ci·j§t·l. Azt felt®telezz¿k, hogy mindk®t tºrzs eset®n a Fenton reakci· felpºrget®s®n 

kereszt¿l emelkedik meg a reakt²v oxig®ngyºkºk mennyis®ge ®s a Fe
2+

 el®rhetŖs®ge jelentheti 

a korl§toz· t®nyezŖj®t a reakci·nak. 

 

5.2.5. A megemelkedett intracellul§ris vasszint ®s a ciprofloxacin okozta oxidat²v stressz 

egym§st erŖs²tve j§rulnak hozz§ a rezisztencia kialakul§s§hoz. 

 

A ȹfur ®s ȹsodAB tºrzsek tov§bbi jellemz®se c®lj§b·l a dihidrorodamin123 (DHR) redox-

®rz®keny fluoreszcens fest®k seg²ts®g®vel megm®rt¿k a ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra (100 

ng/ml) tºrt®nŖ reakt²v oxig®ngyºk-termel®st. Ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra mindegyik tºrzs 

eset®n szignifik§nsan magasabb (~5x) fluoreszcenciajelet kaptunk a nem kezelt kontrollhoz 

k®pest (14. §bra), ami a ciprofloxacin reakt²v oxig®ngyºk-termel®st stimul§l· hat§s§t 

igazolja, egyez®sben m§s munk§kkal (Dwyer ®s mtsai., 2007; Kohanski ®s mtsai., 2007; 

Wang ®s mtsai., 2010). 
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14. §bra. Reakt²v oxig®ngyºkºk felhalmoz·d§sa 100 ng/ml ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra vad t²pus¼, ȹfur  

®s ȹsodAB tºrzsekben. Az oxid§l·dott dihidrorodamin123 (DHR) fluoreszcencia-intenzit§s§nak m®r®se 24 ·r§s 

ciprofloxacin kezel®st kºvetŖen tºrt®nt. A kezeletlen vad t²pushoz viszony²tott v®gsŖ fluoreszcencia-intenzit§s-

v§ltoz§sok vannak §br§zolva a sejtek 600 nm-en m®rt optikai sŤrŤs®g®vel (OD600) val· normaliz§l§st kºvetŖen. 

A hibas§vok h§rom f¿ggetlen k²s®rlet eredm®ny®bŖl sz§molt 95%-os konfidencia intervallumot jelºlnek.        

*** = P Ò 0.001 (K®t-mint§s T-teszt). 

Mivel a DHR nem alkalmas a k¿lºnbºzŖ t²pus¼ reakt²v oxig®ngyºkºk elk¿lºn²t®s®re (Gomes 

®s mtsai., 2005), m§sodik l®p®sben az oxidat²v stresszv§laszban szerepet j§tsz· fontosabb 

feh®rj®k g®njeinek prom·ter aktivit§s v§ltoz§s§t vizsg§ltuk meg 24 ·r§s 100 ng/ml 

ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra, GFP-t expressz§l· riporter plazmidok seg²ts®g®vel (Zaslaver 

®s mtsai., 2006). A kºvetkezŖ feh®rj®ket k·dol· g®nek prom·ter aktivit§s§t vizsg§ltuk: a) a 

hidrog®n peroxid §ltal aktiv§lt OxyR transzkripszi·s szab§lyoz· feh®rje, b) az OxyR §ltal 

aktiv§lt KatG ®s AhpC katal§zok, c) valamint a szuperoxid §ltal aktiv§lt SoxS transzkripszi·s 

szab§lyoz· feh®rje (Farr ®s Kogoma, 1991; Park ®s mtsai., 2005).  

Mindh§rom tºrzs eset®n ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra 2-5-szºrºs emelked®st 

tapasztaltunk az oxyR ®s soxS g®nek prom·ter-aktivit§s§ban a kezeletlen kontrollokhoz 

viszony²tva (15.§bra, A, B panelek). A vad t²pus¼ tºrzsben ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra az 

ahpC g®n prom·ter-aktivit§sa megemelkedett, m²g a katG-® nem mutatott szignifik§ns 

elt®r®st a kezeletlen kontrollhoz k®pest (16. §bra). Mivel a KatG katal§zt a magas hidrog®n 

peroxid-szint, m²g az AhpC-t m§r igen kis koncentr§ci·j¼ hidrog®n peroxid is induk§lja (Park 

®s mtsai., 2005), arra kºvetkeztett¿nk, hogy a 100 ng/ml ciprofloxacin kezel®s alacsony 

m®rt®kŤ peroxid-felhalmoz·d§st okoz.  
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15. §bra. A ciprofloxacin §ltal induk§lt oxidat²v stressz m®r®se az oyxR ®s soxS g®nek prom·teraktivit§sa 

alapj§n. Az oxyR (A), illetve soxS (B) g®nek prom·ter-aktivit§s§nak v§ltoz§sa 100 ng/ml ciprofloxacin kezel®s 

hat§s§ra vad t²pus¼, ȹfur ®s ȹsodAB tºrzsekben. A prom·ter-aktivit§st jelzŖ GFP intenzit§sok m®r®se a 

ciprofloxacin kezel®st megelŖzŖen (0 idŖpontban) ®s 24 ·r§s, 100 ng/ml ciprofloxacin kezel®st kºvetŖen tºrt®nt. 

A kezeletlen vad t²pus¼ tºrzshºz viszony²tott fluoreszcencia intenzit§s-v§ltoz§sok vannak §br§zolva. A 

hibas§vok h§rom f¿ggetlen k²s®rlet eredm®ny®bŖl sz§molt 95%-os konfidencia intervallumot jelºlnek. * = P Ò 

0.05, ** = P Ò 0.01, *** = P Ò 0.001 (K®t-mint§s T-teszt). 

 

 

16. §bra. A ciprofloxacin §ltal induk§lt oxidat²v stressz m®r®se az OxyR §ltal szab§lyozott ahpC ®s katG 

g®nek prom·teraktivit§sa alapj§n. Az ahpC ®s katG g®nek prom·ter-aktivit§s§nak v§ltoz§sa 100 ng/ml 

ciprofloxacin kezel®s hat§s§ra a vad t²pus¼ tºrzsben. A prom·ter-aktivit§st jelzŖ GFP intenzit§sok m®r®se a 

ciprofloxacin kezel®st megelŖzŖen (0 idŖpontban) ®s 24 ·r§s, 100 ng/ml ciprofloxacin kezel®st kºvetŖen tºrt®nt. 

A prom·termentes plazmidot tartalmaz·, kezeletlen vad t²pus¼ tºrzshºz viszony²tott fluoreszcencia intenzit§s-

v§ltoz§sok vannak §br§zolva. A hibas§vok k®t f¿ggetlen k²s®rlet eredm®ny®bŖl sz§molt 95%-os konfidencia 

intervallumot jelºlnek. * = P Ò 0.05, ** = P Ò 0.01, *** = P Ò 0.001 (K®t-mint§s T-teszt). 



66 

 

Reakt²v oxig®ngyºk-m®r®si eredm®nyeink ºsszess®g®ben azt mutatj§k, hogy az §ltalunk 

alkalmazott ciprofloxacin kezel®s az intracellul§ris reakt²v oxig®ngyºk-szint enyhe, de 

szignifik§ns emelked®s®t v§ltja ki. 

 

5.2.6. Az anaerob kºr¿lm®nyek g§tolj§k a rezisztencia kialakul§s§t. 

 

Anaerob kºr¿lm®nyek kºzºtt v®gzett evol¼ci·s k²s®rletek keret®ben azt vizsg§ltuk meg, hogy 

a ȹfur ®s ȹsodAB tºrzsekre jellemzŖ megemelkedett mutagenezis ®s evolvabilit§s mennyire 

f¿gg az oxig®n jelenl®t®tŖl. O2 hi§ny§ban mindk®t tºrzs eset®n drasztikusan lecsºkkent a 

ciprofloxacin rezisztens popul§ci·k megjelen®si gyakoris§ga az aerob kºr¿lm®nyekhez k®pest 

(17. §bra, A panel). A ciprofloxacin anaerob kºr¿lm®nyek kºzºtt is kifejti ºlŖ hat§s§t (Malik 

®s mtsai., 2007), mivel a 100 ng/ml koncentr§ci·j¼ ciprofloxacin a vad t²pus eset®n k®t 

nagys§grendnyi popul§ci·m®ret-csºkken®st okozott 3 nap alatt anaerob kºr¿lm®nyek kºzºtt 

(17. §bra, B panel). A ȹfur ®s ȹsodAB tºrzsek evolvabilit§si k®pess®g®nek drasztikus 

csºkken®se anaerob kºr¿lm®nyek kºzºtt arra utal, hogy a fokozott oxidat²v mutagenezis 

aerob kºr¿lm®nyek kºzºtt nagym®rt®kben hozz§j§rul a rezisztencia kialakul§s§hoz ezen 

tºrzsek eset®ben. 

 

17. §bra. Az anaerob kºr¿lm®ny hat§sa a ciprofloxacinnal szembeni rezistencia kialakul§s§ra. (A) Az 

anaerob kºr¿lm®ny hat§sa a ciprofloxacin-rezisztens popul§ci·k megjelen®si gyakoris§g§ra a vad t²pus¼, ȹfur ®s 

ȹsodAB tºrzsek eset®n ºsszehasonl²tva az aerob kºr¿lm®nnyel. A hibas§vok ar§nyb·l sz§molt 95%-os 

konfidencia intervallumot jelºlnek. ** = P Ò 0.01, *** = P Ò 0.001 (Kh²-n®gyzet pr·ba). (B) A vad t²pus¼ tºrzs 

t¼l®l®se 100 ng/ml ciprofloxacin jelenl®t®ben anaerob kºr¿lm®nyek kºzºtt. A hibas§vok 95%-os konfidencia 

intervallumot jelºlnek. 










































































