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Roviditésjegyzék

AB: antibiotikum
ABC: ATP-binding cassette
AMP: ampicillin

CHL: kléoramfenikol

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

CPR: ciprofloxacin

DOX: doxiciklin

DHFR: dihidrofolat-reduktaz

DMSO: dimetil-szulfoxid

ERY:: erithromicin

E-teszt: (Epsilometer test) MIC meghatarozasra szolgalo teszt
FOX: cefoxitin

KAN: kanamicin

LB: Luria-Bertani tapoldat

Mar: multiple antibiotic resistance

MAGE: Multiplex Automated Genome Engineering

MATE: multidrug and toxic compound extrusion

MDR: (Multiple Drug Resistance) multidrog rezisztencia
MFS: Major Facilitator Superfamily

MIC: (Minimum Inhibitory Concentration) minimalis gatléo koncentracio
MMR: Mismatch Repair

MS: (Minimal Salt) minimal taptoldat



NAL: nalidixinsav

NIT: nitrofurantoin

OD: optikai denzités

pORTMAGE: portable Multiplex Automated Genome Engineering
SCVs: (Small Colony Variants) kis telepeket képz6 variansok

SMR: Small Multidrug Resistance

SNP: (Single Nucleotide Polymorphism), egyedi nukleotid polimorfizmus
TB: Terrific-broth tapoldat

TET: tetraciklin

TOB: tobramicin

TRM: trimethoprim



Tartalomjegyzék

Lo B@VEZELES.........ooeeiieieeee e n e 6
IL. Trodalmi AtteKintes...............cooviiiiiiiii e 12
II.1 Az antibiotikumok altalanos jellemzése €és cSOPOTrtositasa..........cevvrvriieiiriciiienennnn 12
I1.2. A bakterialis antibiotikum rezisztencia molekuldris mechanizmusa.............cccocccernennne. 15
I1.2. a. Az antibiotikum inaktivalasa vagy mOdoSitasa........cccccvevveriveieeiieseeniesie e 16
I1.2. b. Az antibiotikum célpontjdnak modositasa vagy megkerilése..........coovvrriirriinnnnns 16
I1.2. c. Az antibiotikum intracellularis felhalmozodéasanak akadéalyozésa ............cc.c........ 17
I1.3. Az antibiotikum rezisztencia terjedése €s stabilitdsa...........ccoovriiiiiniiiniiciiniciiceee 23
[1.4. A fitnesz javulasa: kompenzald eVOIUCIO .........cocviirieiiiiiieie e 28
HIL CEIKItHZESEK ...t ne e 32
IV. Anyagok és MOASZerek ..............cccoooviiiiiiiiiii e 33
IV.1. Alkalmazott antibiotikumok, tapoldat és baktériumtorzsek. ..........cocvviveiiiviiiienininnn. 33
IV.2. Evoluci6 antibiotikummentes kKOrnyezetben...........cocoveiiviiiiiiiiiieiicice e 35
IV.3. Relativ fitnesz mérése, a novekedési gorbe felvétele ..., 35
IV.5. Relativ fitnesz, informatikai €lemzeés.........ccivvvviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 36
IV.6. Az antibiotikum rezisztencia valtozdsnak a MErése...........coovvvriienirriierinniieneniens 38
IV.7. Egyedi mutaciok visszaillesztése pPORTMAGE technikaval...........ccccocveiiiiiiiennnnn. 38
IV.8. Hoechst akkumulacios MEIES.........c.ooiiiiriiiiiiiiic e 39
IV.9. Teljes genom SZEKVENAIAS ........ccvviiiiiiieiiieee e 39
VoEredmenyek ..o 41
V.1. Rezisztencia evolicio és fitnesz KOIESEE ......covevvviririeiiiiiiicis e 41
V.2. Rezisztens torzsek 60 napig tartd laboratoriumi evolicidja antibiotikum mentes
KOTNYEZEEDEI ... 45
V.3. A rezisztencia valtozasa antibiotikum mentes kornyezetben ............cccoceviviiiiiiinnnn 48
V.4. Kompenzalé mechanizmusok vizsgalata..........c.cooeviiiiiiiiiiiiiiec e 54
V.5. Kompenzald mutaciok pleitrop hatasa a doxiciklin-rezisztens E. coli térzsekben ....... 57
V.6. Kompenzald mutaciok pleitrop hatasa a cefoxitin rezisztens E. coli térzsekben.......... 61
VI. Eredmények megvitatasa...............ccooiiiiiiiiiiiiicic e 64
VIL. KOSZOnetnyilVANILAS ............ccoooiiiiiiiicicec e 68
VIII. Szakirodalmi hivatkozasok..................ccccoiiiiiiinii 69



IX. OSSZEFOGIALAS ..ottt ettt

X. Summary
XI. Fiiggelék



|. Bevezetés

Az antibiotikumok megjelenése jelentdsen megvaltoztatta a bakteridlis fertézések
kimenetelét és hatasara jelentésen megnovekedett a varhato €lettartam is (L. J. V. Piddock, 2012).
Az antibiotikumok nem csak a bakterialis fertézésben megbetegedettek életét mentették meg,
hanem kulcsfontossagu szerepet jatszottak az orvostudomany fejlodésében, hiszen hatékonynak
mutatkoztak a bakterialis feliilfert6z0dések elkeriilésében a rakterapias kezelések, a
transzplantaciok és mas immunszuppresszios eljardsok soran, az invaziv sebészeti
beavatkozasokban, valamint a korasziilottek ellatasaban is (Rossolini és mtsai., 2014; Wright,
2014). Azonban par évtizeddel azutan, hogy az els6 beteget antibiotikummal kezelték, a bakterialis
fertézések ismét fenyegetové valtak (Ventola, 2015).

Amikor Alexander Fleming 1928-ban felfedezte a penicillint, azt is megjegyezte, hogy az
érzékeny baktériumok képesek rezisztenssé valni, kiilonosen akkor, ha alacsony doézisoknak
vannak kitéve. Ezzel kiemelte azt, hogy a nem megfeleld alkalmazas az antibiotikum rezisztencia
megjelenéséhez és a terapia kudarcahoz vezethet (Alexander Fleming, €. n.). Ennek okan, mig a
penicillinre szinte az 6sszes Gram-pozitiv baktérium érzékeny volt az 1940-es években, manapsag
szinte az Osszes fertézést okozd Gram-pozitiv baktérium, példaul a Staphylococcus aureus,
penicillin-rezisztens, és 50%-uk a penicillin erésebb utdédjaval, a meticillinnel szemben is
ellenallova valt. A meticillin-rezisztens fert6zések kezelésére ezért ismét egy uj antibiotikumot, a
vankomicint vezették be, azonban a leggyakoribb korhazi fert6zéseket okozod Staphylococcus
aureus-nal mar erre a szerre is megjelent a rezisztencia. A vankomicin-rezisztens S. aureus torzsek
kezelésére kifejlesztett linezoliddal szemben mar szintén kifejlédott a rezisztencia (1. abra), bar

még széles korben nem terjedt el (Sr, 2001).
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Antibiotikum rezisztencia megjelenése

1. abra. Az antibiotikumok és az elleniik kialakult rezisztencia megjelenésének idopontjai

(Sr, 2001).

A multirezisztens kérokozok terjedése tehat az elmult évtizedekben jelentésen ndvekedett,
melynek oka tobbek kozt az antibiotikumok hosszantartd és nem megfeleld alkalmazasa: igy
példaul a mezdgazdasagban nem célzott moédon, hanem tomeges kezelésként vagy nem fogékony
mikroorganizmusok ellen bevetve, illetve szubterapias dozisokban, ismétlédéen vagy nem
megfeleld idétartamokon at adva ezen gyogyszereket (Bartlett és mtsai., 2013). A problémat
tovabb sulyosbitja az, hogy az 0j és a rezisztens baktériumokkal szemben is hatékony
antibiotikumok felfedezése rendkiviil lelassult. Az antibiotikum fejlesztést ma mar nem tartjak
gazdasagilag kifizetddo befektetésnek a gyogyszeripari cégek, mivel az antibiotikumokat
viszonylag rovid ideig hasznaljak és alkalmazasuk legtobbszor gyors gydgyulashoz vezet. Ezaltal
az antibiotikumok kevésbé jovedelmezok, mint a kronikus betegségek (példaul cukorbetegség
vagy pszichiatriai rendellenességek) kezelésére hasznalt gyogyszerek. Mindezek mellett, egy 1j

antibiotikum fejlesztése rendkiviil draga és iddigényes folyamat (2. abra) és mivel a baktériumok



elég gyorsan képesek kifejleszteni a rezisztenciat, amivel hatastalanna teszik a gydgyszert, nem

biztos, hogy hosszi tdvon hasznalhaté lesz a készitmény. Ezen okoknak koszOonhetden sok

gyogyszeripari cég tart attol, hogy az 11j antibiotikumok fejlesztésébe fektetett dollarmilliok nem

tériilnek meg (Ventola, 2015). Az eredményesen hasznalhaté gyogyszerek hianya és a rezisztens

mikroorganizmusok terjedése vilagméretli problémahoz vezetett, amelynek a megértéséhez és a

megoldasahoz részletesen fel kell térképeznilink, hogy milyen tényezdk befolyasoljak a

rezisztencia megjelenését és terjedését.
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2. abra. Az antibiotikum fejlesztés részfolyamatainak atlagos idétartama (Payne és mtsai., 2007).

Az antibiotikum rezisztencia jelenségének vizsgalata azonban nem csak orvos-biologiai

vonatkozasaiban fontos, hanem evollcidbioldgiai szempontbdl is jelentds, hiszen egyike azon

kevés evolucids folyamatoknak, amelyeket valos idoben lehet vizsgalni (Martinez, 2014). Az

evolucid biologusokat és a mikrobiologusokat egyre inkabb érdekli a rezisztencia terjedését és

fenntartasat okozo folyamatok megértése, hiszen ezen informaciok segitségével képesek lehetiink

megallitani vagy legalabbis késleltetni a rezisztencia terjedését és hozzajarulhatunk a megfeleld

antibiotikum felhasznalas kidolgozasahoz is (Blanquart és mtsai., 2018).

a részfolyamat becsuilt

a sikeres kimenetel
valdszinlisége



Az evoluci6 két legfontosabb mozgatdrugoja a variabilitas és a szelekcio. Ezt a feltételezést
az antibiotikum-rezisztencia szamos egyszerii jelensége meger6siti, igy példaul a genetikai
variabilitast a random mutaciok biztositjak, mig a szelekciot az antibiotikum jelenléte, mint Stressz
tényezd. Ha ez a két paraméter emelkedést mutat, az maga utan vonja a rezisztencia kialakulasanak
megnovekedett gyakorisagat is, mégpedig a rezisztens variansok szamanak €s antimikrobidlis
kezelés altal kivaltott szelekcid intenzitdsanak novekedésével (Lipsitch, 2001). Mindemellett a
rezisztencia megjelenésének és stabilitasanak masik igen fontos jellemzdje a rezisztencia fitnesz
koltsége, azaz a rezisztencia mechanizmusoknak a baktérium novekedésére és talélésére gyakorolt
mellékhatasai (Andersson és Levin, 1999). Az antibiotikumnak torténd kitettség soran rezisztencia
mechanizmusok fitnesz elényt jelentenek a baktériumnak az antibiotikumokkal szemben érzékeny
versenytarsaikkal szemben, azonban gyogyszermentes kornyezetben ezek a mechanizmusok
novelik a generacids idot és csokkentik a tulélés esélyét. Azonban az Uj antibiotikummentes
kornyezethez alkalmazkodva a mikroorganizmusok képesek gyorsan és hatékonyan ellenstlyozni
a rezisztencia okozta fitnesz koltséget, mivel képesek revertalni az antibiotikum rezisztenciat
biztositd mutaciot vagy a fitnesziiket masodlagos kompenzacios mutaciok segitségével feljavitani

(3. abra).
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3. dbra. A baktériumok fitneszének (akkumulator toltottség) és rezisztenciajanak (vonal jelolés)
valtozasa antibiotikummal torténd kezelés alatt és antibiotikum felhasznaldsanak korlatozdasa
utan: Optimalis kériilmények kozott (fehér teriilet) a baktériumsejt normal allapotban van
(teljesen feltoltott akkumuldtor a bal felsé sarokban). Miutin a baktériumokat antibiotikummal
kezeljiik (sziirke teriilet) a rezisztencia mértéke emelkedik. Miutan korlatoztuk az antibiotikum-
felhasznalast (fehér teriilet), a rezisztens baktériumok fitnesze csékken a rezisztencia
mechanizmusok koltsége miatt. Ezt a fitneszkoltséget azonban csokkenthetik az antibiotikum
hianydban felhalmozodo kompenzdcios mutdaciok (pontozott vonalak a fehér teriileten) és ezzel
egyidejiileg ezek a kompenzacios mutdciok csokkenthetik a rezisztencia szintjét. Veégiil a
baktériumsejt teljes mértekben helyreallitia a fitneszét, mikozben ismét érékennyé valhat az

antibiotikumokkal szemben.

A fentiek ismeretében az antibiotikum kezelések csokkentésére iranyuld kampanyok
indultak el nemzetkdzi szinten is, alatdmasztva azt a gondolatot, hogy ha koriiltekintéen és
csokkentett mértékben hasznaljuk a baktériumellenes szereket, akkor képesek lehetiink

visszaszoritani a mikroorganizmusokra hatd szelekcids nyomadst, amelyet a rezisztencia
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csokkenése fog kovetni (Lipsitch, 2001). Ezen tanulmanyok koziil talan a legismertebb a
makrolidok (pl. eritromicin) hasznalatanak csokkentése Finnorszagban az 1990-es években. Ennek
hatésara 4 év alatt 50%-kal csokkent a makrolid rezisztens Streptococcus korokozok aranya az
orszagban (Seppdld és mtsai., 1997). Hasonlo kisérletet hajtottak végre Izlandon a B-laktam
antibiotikumok alkalmazasanak korlatozasaval egy penicillin-rezisztens Streptococcus
pneumoniae torzs elterjedésének megakadalyozasara. Ebben az esetben a penicillin-rezisztencia
négy év alatt ~25%-kal csokkent (Austin és mtsai., 1999). Ezzel szemben Svédorszagban hiaba
vezettek be 24 honapig tartd trimetoprim antibiotikum korlatozast, a rezisztens Escherichia coli

korokozok szama nem csokkent szignifikansan (Sundqvist és mtsai., 2010Db).

Szamos laboratoriumi tanulmany is foglakozik a rezisztencia stabilitds valtozasanak
lehetéségével antibiotikummentes kornyezetben (Marcusson és mtsai., 2009; Reynolds, 2000;
Schrag és mtsai., 1997; Schrag és Perrot, 1996). Azonban ezen laboratoriumi kisérletek egyik
altalanosan elterjedt hianyossaga az, hogy egyetlen rezisztenciat biztosité kromoszéma mutéaciot
tartalmazé klonokat vizsgalnak. Ezzel szemben a klinikai izolatumokban tobbszords rezisztencia
mutaciok biztositjak a gyogyszerekkel szembeni ellenalld képességet, emellett a klinikai
populacidkban kevésbé elterjedt a rezisztencidval jard fitnesz koltség genetikai kompenzacioja

rezisztencia vesztés nélkiil, mint a laboratoriumi torzsekben (MacLean és Vogwill, 2014).

Az emlitett eltérések miatt, maig nyitott kérdés az, hogy az antibiotikum alkalmazas
korlatozasa hozzajarulna-e a multidrog-rezisztens baktériumok hattérbe szoritasahoz. Doktori
munkam soran a klinikai mikrobiologiai elveket és laboratoriumi evolucios eljarasokat
kombinalva arra kérdésre kerestem a valaszt, hogy a fitnesz javulasért felelds kompenzacios
mutaciok hatdsara milyen mértékben valtozik meg a rezisztencia mértéke antibiotikummentes
kornyezetben, tovabba milyen molekularis mechanizmusok befolyasolhatjak a rezisztencia

stabilitasat.
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1. Irodalmi attekintés

I1.1 Az antibiotikumok altalanos jellemzése €s csoportositasa

Az antibiotikumnak a specifikus célmolekulajahoz valo kapcsolodasa eredményeként egy
komplex, tobbszintli valaszreakcid indul be a mikroorganizmusokban, amelyek biokémiai ¢€s
molekuléaris mechanizmusok révén meggatoljak a baktériumsejt novekedését (bakteriosztatikus
antibiotikumok), vagy olyan élettani folyamatokat zavarnak meg, amelyek a sejt halalahoz
vezetnek (baktericid antibiotikumok) (Kohanski és mtsai., 2010). Az antibiotikumok lehetnek
természetes-eredetli, mas mikroorganizmusok altal termelt vegyiiletek (példaul a Penicillium
notatum penészgomba altal termelt penicillin), vagy pedig ember altal eldallitott félszintetikus
vagy szintetikus szarmazékok (Von Dohren, 2004). Az antimikrobialis szerek hatasanak alapja a
szelektiv toxicitas, amely a human sejtek és a mikrobak felépitésében, anyagcseréjében 1évo
kiilonbséget hasznalja ki: Az antimikrobialis szer toxikus a korokozora és nem, vagy pedig alig
artalmas a gazdaszervezetre. Ezt a szelektiv toxicitast az teszi lehetdvé, hogy az antibiotikumok
hatasukat a mikroorganizmusnak olyan alkotorészére fejtik ki, amelyek az emberi sejtben nem
talalhatoak meg (pl. a merev sejtfal), vagy olyan életfolyamatot gatol, amely az emlds szervezetben
masképp megy végbe (nukleinsavszintézis, fehérjeszintézis, stb.). Az alapjan, hogy milyen
létfontossagu sejtfunkciot gatolnak, az antibiotikumokat 6t nagyobb csoportba sorolhatjuk: 1)
sejtfal-szintézis gatlok, 2) fehérjeszintézis gatlok, 3) DNS-szintézis gatlok, 4) RNS-szintézis
gatlok és 5) folsav-szintézis gatlok (1. tablazat) (Kohanski és mtsai., 2010; Levy és Marshall,
2004; Von Dohren, 2004).
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1. tablazat. Antibiotikumok és hatasmechanizmusaik. A kisérleteinkben hasznalt — kivéve az RNS

szintézis gatlo — antibiotikumokat soroltuk fel példakent.

Hatasmechanizmus Példak

Sejtfal szintézis gatlas Cefoxitin, Ampicilin
Fehérje szintézis gatlas, 30S alegység  Doxiciklin, Tetraciklin, Aminoglikozidok

Fehérje szintézis gatlas, 50S alegység  Kloramfenikol, Eritromicin

DNS szintézis gatlas Ciprofloxacin, Nalidixinsav
RNS szintézis gatlas Rifampicin

Folsav szintézis gatlas Trimetropim

Oszetett mechanizmusok Nitrofurantoin

Az ampicillin (AMP) és cefoxitin (FOX), béta-laktdm antibiotikumok, a sejtfalszintézis
homeosztazisdnak zavarasaval megvaltoztatjdk a sejt alakjat és méretét, indukalva ezzel a
cellularis stressz valaszt, amely a sejt liziséhez vezet (Kohanski és mtsai., 2010). Pontosabban,
ezek a béta-laktdm antibiotikumok a bakteridlis sejtfalat felépitd peptidoglikdnokban a
keresztkotés kialakuldsat gatoljak, a kotést létrehozo transzpeptiddz enzimek, mdas néven
penicillin-koto fehérjék gatlasa altal. A gatlas soran a béta-laktam antibiotikum a peptidoglikan
helyett, a transzpeptidaz enzim aktiv centrumaba koét. A béta-laktam antibiotikumok okozta

enzimaktivitas és sejtfal szintézis gatlas kozvetett modon vezethet az SOS valasz kivaltasahoz,

crer

A nalidixinsav (NAL) és a fluorokinolonokat képviseld ciprofloxacin (CPR) a DNS
replikacidban és a kromoszéma térések javitasaban résztvevé DNS girdz (topoizomeraz II) és
topoizomeraz IV enzimek miikodését megakadalyozva képesek a sejtolé hatasukat kivaltani (Karl
Drlica és mtsai., 2008). Ez a gatlas azonban visszafordithato, tehat a DNS replikacio gatlasa
onmagaban minddssze bakteriosztatikus hatast érhetne el, és a baktérium sejtek gyors pusztuldsa
nem magyarazhat6 ezzel a mechanizmussal (Karl Drlica és mtsai., 2008). A kinolonok altali gyors

sejthalalért a replikacid gatlasabol fakadd tobb masodlagos folyamat Gsszhatdsa a felelds: F6
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folyamatként a kinolonok replikacidos villdkhoz valdo kotddése feltehetden széleskora
kromoszémafragmentaciohoz vezet (K Drlica és Zhao, 1997), melynek hatasat tovabb erésiti a

kinolonok altal beinditott SOS valasz, valamint a filamentacio (L. J. Piddock és mtsai., 1990).

A nitrofuran-szarmazékok kozé tartozo nitrofurantoin (NIT) Osszetett mechanizmusok
révén fejti ki hatasat, emellett kiilonlegessége az, hogy hatasa kifejtéséhez in vivo aktivalasa
sziikséges (Guay, 2001). A baktériumokban talalhato nitrofuran-reduktaz I enzim hatasara olyan
reaktiv koztitermékek keletkeznek, amelyek egyrészt gatoljak az Acetil-CoA szintézisét és a
dehidrogenazok aktivitasat, masrészt karositjak a riboszomakat és a DNS-t (Tu és McCalla, 1975).
Ezeknek a gyogyszereknek a legjelentsebb aktivitasa savas vizeletben figyelheté meg, ezért foleg
hugyuti  fertézések  kezelésére  alkalmazzak.  Mindemellett  feltehetéen  széles
hatasmechanizmusdnak koszonhetden a nitrofurantoin rezisztencia sokkal kevésbé elterjedt a

klinikumban, mint mas antibiotikum osztalyok esetében (Kahlmeter, 2000).

A 30S riboszéma gatlok, mint példaul a tetraciklin (TET) és doxiciklin (DOX) blokkoljak
az aminoacil-tRNS riboszomahoz kotodését, ezaltal gatoljak a fehérjeszintézis folyamatat.
Azonban a transzlacid gatlasa visszafordithat6, hatasuk igy csupan bakteriosztatikus (Chopra és
mtsai., 1992). Ezzel szemben a szintén 30S riboszoma gatld antibiotikumok csoportjaba tartozo
aminoglikozidok baktericid hatasuak. A kanamicin (KAN) és a tobramicin (TOB) antibiotikumok
az alegység 16S rRNS komponenséhez kotédve megvaltoztatjdk az mRNS kodon és az ahhoz
fehérjeszintézis torténik (Fourmy és mtsai., 1996). Ennek hatasara példaul hibas lesz a
membranfehérjék beépiilése a sejtmembranba, igy a membran integritasa megbomlik, ami noveli
a sejt permeabilitasat és hosszu tavon a sejt halalahoz vezet (Davis és mtsai., 1986). Az 50S
riboszoéma inhibitorok fizikailag gatoljak a protein transzlacio iniciacidjat, vagy a peptidil-tRNS
makrolid tipust eritromicin (ERY) és az amfenikol tipusu kléramfenikol (CHL) a fehérje lanc

elongacid gatolasan keresztiil fejtik ki hatasukat (Menninger és Otto, 1982).

A folsavszintézis gatlok csoportjaba tartozo trimethoprim (TRM) a dihidrofolat reduktaz
enzim aktiv centrumahoz kotédve gatolja a folsav aktiv formajanak redukciodjat, ezzel

megakadalyozza purin és végsd soron a DNS szintézisét. A leggyakrabban eléfordul6 rezisztencia
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mechanizmus soran egy olyan egy dihidrofolat-reduktaz enzim termel6dik, amely kevésbé

érzékeny a trimetoprim gatlasara (Brogden és mtsai., 1982).

11.2. A bakterialis antibiotikum rezisztencia molekularis mechanizmusa

A baktériumok rendelkeznek természetes védelemmel (intrinsic rezisztencia) mivel,
szerkezeti vagy funkcionalis jellemz6iknek koszonhetéen képesek ellenallova valni egy adott
antibiotikum hatasaval szemben (J. M. A. Blair és mtsai., 2015). P¢éldaul a daptomicin hatasosnak
bizonyul Gram-pozitiv baktériumok ellen, azonban Gram-negativ baktériumok ellen nem
hatékony. Ennek az az oka, hogy a citoplazma membran foszfolipid Osszetétele mas a két
csoportban, igy a Gram negativ baktériumokban a daptomicin Ca?* altal kozvetitett,
citoplazmatikus membranba torténd beagyazddasanak hatékonysidga alacsonyabb, tehat az
antibiotikum képtelen bejutni az adott mikroorganizmusba (Randall és mtsai., 2013). Ezen kiviil
természetes rezisztencidhoz vezethet még, ha az antibiotikum nem rendelkezik célmolekuléval az
adott sejtben, vagy ha bizonyos enzimek hatastalanitjak a sejten beliil vagy még a bejutast

megel6zden a sejten kiviil (Fernandez és Hancock, 2012).

A szerzett rezisztencia mechanizmusok megszerzésére haromféle lehetdsége van a
baktériumnak: vagy az antibiotikummal szemben ellenallast biztositd, Ujonnan keletkezd
(endogén) mutaciok megjelenése révén, de az is eléfordul, hogy a rezisztenciat biztositd gének

crer

Levy, 2007).

A szerzett rezisztencia harom f6 csoportba sorolhatd. Az elsé mechanizmus tavol tartja az
antibiotikumot a sejtben, a sejt felszinén talalhatod célpontjatol, a baktérium olyan enzimet termel,
amely kémiai ton inaktivalja a hatoanyag molekulajat. A rezisztencia elérésének masodik modja
a baktériumsejten beliil hatdsos antibiotikumszint kialakulasanak a megel6zése. Ekkor az
antibiotikum nem jut at a sejtmembranon, vagy ha be is jut, akkor egy aktiv transzport folyamat
visszajuttatja a kornyezetbe. A harmadik védekezési lehetdségre akkor keriil sor, ha az
antibiotikum molekula aktiv forméban mar bejutott a sejtbe ¢s megfeleld transzportfolyamat hijan
ott hatékony koncentraciot alakitott ki. Ilyenkor a rezisztens sejt az antibiotikumot a

tamadaspontjanak megvaltoztatasa révén teszi hatastalanna (Munita és Arias, 2016).
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11.2.a. Az antibiotikum inaktivalasa vagy modositasa

Az antibiotikum inaktivalé enzimek harom leggyakoribb csoprotja a B-laktamazok, az

aminoglikozid modosito enzimek és a kloramfenikol acetiltranszferazok (Goering és mtsai., 2008).
Antibiotikum inaktivacio hidrolizis altal:

Ennek klasszikus esete a penicillin, cefalosporin és karbapenem tipusu antibiotikumok
béta-laktam gytlirijének hidrolitikus hasitdsa a rezisztens baktérium altal termelt béta-laktamaz
enzim segitségével (Walsh, 2000). Ezek az antibiotikumok hatasukat ugy érik el, hogy a béta-
laktam gytrt irreverzibilisen bekot a sejtfal peptidoglikanjainak keresztkotését 1étrehozo
transzpeptidaz enzim aktiv centrumaba és igy fejti ki hatasat. Azonban, ha béta-laktamaz
széthasitja a béta-laktam gytirit, az képtelen lesz a transzpeptidaz enzimhez kotédni, ezaltal a
sejtfal szintézis gatlasa teljes mértékben meghitsul (Walsh, 2000). Egy masik elterjedt hidrolitikus
enzim az E. coli ereB génje altal kodolt eritromicin észteraz II, ami az eritromicin lakton

gylrijének hasitasan keresztiil alakitja ki a rezisztenciat (Kim és mtsai., 2002).
Antibiotikum inaktivacio transzferdazok altal:

Ebben az esetben a deaktivald enzimek foszfat-, acetil-, vagy adenil-csoporttal latjak el az
antibiotikumokat, igy példaul az aminoglikozid antibiotikumok kisebb affinitassal lesznek képesek
kotni a 30S riboszomalis alegységhez és kevésbé gatolja a fehérjeszintézist (Strateva és Yordanov,
2009). A kloramfenikol acetiltranszferaz pedig a kléramfenikol modositasaval és ezzel az 50S

egységhez valo kotddés megakadalyozasaval alakitja ki a rezisztenciat (Tolmasky, 2000).

11.2. b. Az antibiotikum célpontjanak modositasa vagy megkeriilése

Az antibiotikum ¢€s a célpontja kozott specifikus €s érzékeny kapcsolat van, ezért mar egy
kis valtozas a célpont molekulaban meg tudja akadalyozni az antibiotikum ahhoz torténd kotédését
(Dzidi¢ és mtsai., 2008). Az ilyen modositasok altalaban a normal funkciok mitkodését tovabbra
is lehetové teszik és nagymértékii rezisztenciat biztosithatnak az adott antibiotikummal szemben
(J. M. A. Blair és mtsai., 2015). Példaul, a makrolid antibiotikumok a riboszoéma 50S alegységéhez

kotédnek, azonban az erm gén altal termelt enzim poszttranszkripcionalisan (Avison, 2005)
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metilalja ezt a célpontot, ezaltal csokkenti az antibiotikum kotédési affinitasat (Kim és mtsai.,
2002). A DNS szintézist zavaro6 antibiotikumok ellen leggyakrabban két, eltéré enzimben torténik
modositas, a DNS girazban (gyrA ¢és gyrB gének mutacidja) és a topoizomeraz IV—-ben (parC és
parE gének mutacidja). A gyrA gén muticidja révén csokken az antibiotikum kotodési képessége
a DNS-fehérje komplexhez. Példaul a ciprofloxacin antibiotikum a modositast kovetéen nem tud
kotédni a DNS giraz A alegységéhez (Tolmasky, 2000). Tovabbi példaul szolgalhat a
sejtfalszintézis gatlé penicillin elleni rezisztencia mechanizmus is, ebben az esetben a
peptidoglikanok szintézisében résztvevd penicillinkoté fehérjék strukturaja valtozik meg oly
modon, hogy a B-laktam antibiotikumok nem képesek hozzajuk kétddni (Giedraitiené és mtsai.,

2011).

A rezisztencia nem csak az adott célmolekula modositasaval johet l1étre, hanem annak
elkertilésével is egy alternativ, nem érzékeny célpont biztositdsaval. A baktérium ilyenkor szert
tesz egy olyan fehérjére, mely a célpont szerepét képes atvenni a sejtben, az adott antibiotikumra
azonban nem érzékeny (Avison, 2005). Erre a mechanizmusra szolgalhat példaul az a plazmidon
megszerezhetd dihidrofolat-reduktaz (DHFR) enzim, mely a TRM antibiotikumra nem érzékeny,
azonban a sejt sajat, a trimetoprim altal gatolt DHFR enzim normal miikdését helyettesiteni tudja,

ezaltal biztositva trimetoprim rezisztenciat a baktérium szamara (Huovinen és mtsai., 1995).

11.2. c. Az antibiotikum intracellularis felhalmozédasanak akadalyozasa

Ahhoz, hogy egy antibiotikum ki tudja fejteni a hatasat, el kell jutnia sejten beliili
célpontjahoz (azaz at kell jutnia a Gram-negativ baktériumok esetében mind a kiils6, mind a bels6
membranon), majd ott olyan koncentracioban kell felhalmozddnia, amelyben mar képes
antibiotikus hatast kifejteni (Walsh, 2000). A rezisztencia megvalosulhat a membran permeabilitas
csokkentése altal, vagy a bejutott antibiotikumok aktiv kijuttatdsa révén efflux pumpak
segitségével. Az antibiotikumok szdmara két lehetséges utvonal all rendelkezésre a kiilsd
membranon vald atjutashoz: 1) A hidrofob antibiotikumok (aminoglikozidok és makrolid
antibiotikumok) a lipid-medialta itvonalon juthatnak at a kiilsé membranon, (2) mig a hidrofil
antibiotikumok (B-laktam antibiotikumok) az altalanos diffizioés porin csatornakon keresztiil

tudnak bejutni a sejtbe (Delcour, 2009). Egy atmeneti csoportot képeznek a tetraciklinek
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(tetraciklin, doxiciklin) és a fluorokinolonok (ciprofloxacin, nalidixinsav), amelyek képesek mind

a lipid-medialta, mind a porin-medialta Gtvonal hasznalatara (H Nikaido ¢és Thanassi, 1993).
A membran permeabilitas csokkentése:

A kiilsé membran az elsé védelmi gat a Gram-negativ baktériumok toxikus anyagok elleni
védelmében. Ez a lipid kettdsréteg kiilonboz6 protein csatornakat (porin csatornak) tartalmaz,
amelyek segitségével a baktérium képes felvenni a tdpanyagokat és az antibiotikumokat is. A
kiilonb6z6é porinok aktivitasuk szerint lehetnek nem-specifikusak, specifikusak, vagy szelektiv
csatornak; szerkezetiik szerint pedig vagy monomerek vagy trimerek. E. coliban a harom
legismertebb porin az OmpC és OmpF, melyek a kationos molekulakat részesitik elényben, illetve
a PhoE, amelyen foleg szervetlen foszfatok és anionok jutnak keresztiil (Nikaido, 2003). A porinok
szama a baktériumsejtben meglehetésen magas lehet (akar 10° darab). Azonban kérnyezeti
ingerekre reagalva a sejtek képesek a porinok expresszidjat szabalyozni, ezaltal a membranjuk
atjarhatosagat megvaltoztatni (Achouak és mtsai., 2001). Antibiotikum stresszre adott valaszként
csokkenhet a porinok mennyisége, vagy korlatozodhat a porinok atjarhatosaga, illetve egy mutacio
ronthatja is a csatornak mikodését (Pages és mtsai., 2008). Mindezek a valtozasok az
antimikrobialis szerek korlatozott, 1ényegesen lassabb diffuzojat eredményezik, kiilondsen a -
laktam, fluorokinol, tetraciklin és kloramfenikol antibiotikumok esetében. A porin elvesztésének
az antibiotikum rezisztencidra gyakorolt hatdsa évtizedek ota ismert és szamos baktériumfajban
azonositottak porint érintd rezisztencia mutaciokat (Fernandez és Hancock, 2012). Példaul egy
Enterobacter sp. izolatumban egyetlen, az ompF promoter régioban talalhatd pontmutacio
husszoros csokkenést 0kozott az ompF gén expresszidjaban, ami nagyfoku ertapenem rezisztenciat
biztosit a baktérium szamara (Doumith és mtsai., 2009). Noha a leirt vizsgalatok nagy része az
ompF génre Osszpontosit, mivel az jol ismert szerkezeti ¢és funkcionalis tulajdonsagokkal
rendelkezik mas f6 porinokhoz képest, nem szabad figyelmen kiviil hagyni a kisebb porinokat
(mint példaul az NmpC) és a specialis koriilmények kozott kifejezett porinokat (mint példaul a
PhoE) sem. Példaul a PhoE még jobb atjarhatdsagot is biztosit, mint az OmpF és az OmpC porinok,
ha az antibiotikum negativ toltéssel rendelkezik (H. Nikaido és mtsai., 1983).

A porinokat befolydsoldo mutaciok masik tipusa azokra a szabalyoz6 fehérjékre €s génekre
hat, amelyek a porint kodold gének expressziojat szabalyozzak (Pratt és mtsai., 1996). A két

génbdl all6 ompB operon altal kodolt fehérjék egyike, az EnvZ hisztidin kindz az ozmolaritas
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valtozasra reagalva foszforilalja a masik fehérjét, az OmpR transzkripcids faktort, amely ennek
hatasara megvaltoztatja az ompC és ompF expresszios szintjét (4. abra) (Cai és Inouye, 2002). Az
ompB lokuszon kiviil szdmos més fehérjérdl, mint példaul a Rob, SoxS és MarA, valamint a kis
RNS-ekr6l, mint példaul a MicF ismert, hogy részt vesznek a porin gének transzkripcidjanak a
szabalyozasaban (De la Cruz és Calva, 2010). Ezen l6kuszok barmelyikének mutaciéi az
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia véltozasaihoz vezethetnek. Osszességében azok a
mutaciok, amelyek a porinok elvesztéséhez vagy megvaltoztatdsdhoz vezetnek kozvetleniil
befolyasoljak a rezisztenciat azaltal, hogy korlatozzak az antibiotikum bejutasanak sebességét a
sejtbe és ezaltal novelik a masodlagos rezisztencia mechanizmusok (pl. efflux és degradacios

enzimek) hatasat (Fernandez és Hancock, 2012).
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4. abra. Az Escherichia coli EnvZ/OmpR ozmoreguldcios rendszerének grafikus abrazoldsa

(Pienaar és mtsai., 2016).

Az antibiotikum efflux novelése:

Az efflux pumpdk olyan transzport fehérjék, melyek aktiv mdédon pumpaljak ki a mérgezd
anyagokat (koztiik szamos klinikailag relevans antibiotikumot) a sejtbdl a kornyezetbe. Ezek a
pumpak lehetnek specifikusak egy adott szubsztratra (pl. a tetraciklin/proton antiporter), vagy
kipumpalhatnak szerkezetileg teljesen eltéré szubsztratokat is (példaul tobb eltérd osztaly
antibiotikumait) (Webber és Piddock, 2003). Ezeket multidrog efflux pumpaknak nevezziik.

Szamos multidrog efflux pumpat irtak mar le amelyek koziil kiilonosen fontosak a ,, Resistance-
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Nodulation- Division” (RND), ,,major facilitator superfamily” (MFS), ,,multidrug and toxic
compound extrusion” (MATE), ,,small multidrug resistance” (SMR) és az ,, ATP-binding
cassette ” (ABC) szupercsaladok vagy csaladok. Az ABC transzporterek energiaforrasként az ATP
hidrolizist hasznaljak, mig az 6sszes tobbi pumpa csalad miikodése a protonmotoros erétdl fiigg,
igy masodlagos transzportereknek tekinthetok (Li €s mtsai., 2015) A transzporterek szubcellularis
elhelyezkedésiikben is kiilonboznek, az RND efflux pumpak nem csupan a belsé membranon at a
periplazmaig juttatjak ki a szubsztratjaikat, hanem az intracelluléris térb6l mindkét membranon
athaladva egyenesen a sejten kiviili kdrnyezetbe is (Nikaido, 1989, 2003). Ezzel szemben az MFS
¢s az SMR pumpak kevésbé hatékonyak, mivel a gyogyszermolekulakat csak a periplazmaig
juttatjak el, igy azok spontan modon visszadiffundalhatnak a citoszolba. Azonban az RND
pumpak, amelyekrol azt gondoljak, hogy az antibiotikumokat elsdsorban a periplazmabol gytjtik
Ossze (Aires és Nikaido, 2005; H Nikaido, 1996) egyiittmiikodhetnek az MFS és az SMR
pumpakkal és ez altal novelik hatékonysagukat (A. Lee és mtsai., 2000). A legalaposabban
jellemzett RND efflux pumpa rendszer az E. coli-ban az AcrAB-TolC rendszer, melynek az RND
pumpakra jellemzé harom komponense a belsé membran transzporter AcrB, a kiills6 membran
fehérje csatorna TolC és a periplazmikus adaptor fehérje AcrA (J. M. Blair és mtsai., 2014; Du és
mtsai., 2014). Ezenkiviil még négy funkcionalisan elkiilonitheté csoportot azonositottak a RND
csaladban: AcrEF, AcrD, YhiUV és az MdtABC pumpakat. Azonban az acrEF, yhiUV és
mdtABCD génekben végzett génkiiitéses kisérletek nem valtoztattak a vad tipusu E. coli sejtek
antibiotikum érzékenységén, ami arra utal, hogy ezek a pumpak nem jatszanak jelentds szerepet
az antimikrobialis rezisztencia kialakulasaban (Sulavik és mtsai., 2001). Erdekes médon az AcrF
fehérje (AcrB hidnyaban) képes kapcsolddni az AcrA fehérjével és TolC csatorndval, ami az
sugallja, hogy az RND csalad Gsszetevoi cserélhetdk lehetnek egymassal (Kobayashi és mtsai.,
2001).

Az efflux pumpat €s a porin csatornakat érintd rezisztencia mechanizmusok nem izolaltan
fordulnak elé, hanem leggyakrabban egyiitt vannak jelen a baktériumban és kozos szabalyzo
rendszer hathat rajuk (Nikaido, 1989). Az AcrR lokalis represszor negativ hatassal van az AcrAB
¢s dnmaga expressziojara is (Ma és mtsai., 1996). Ezzel szemben a harom legnagyobb globalis
regulator, a MarA, a SoxS és a Rob pozitivan befolyasolja az AcrAB, TolC és micF kifejezodését.
A micF gén pedig az ompF gatlasaval hat a porincsatornakra (Li és mtsai., 2015). A ,,multiple

antibiotic resistance” (Mar) 16kusz két eltérd transzkripcios egységet tartalmaz a marRAB-t és a
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marC-t, amelyek egy k6z0s operator / promoter régiobol (marO) irdédnak at (M. N. Alekshun és
Levy, 1997). A MarA nemcsak pozitivan szabalyozza a marRAB expresszidjat, hanem részt vesz
tobb, mint hatvan egyéb gén szabalyozasaban is (Barbosa és Levy, 2000), mig a MarB mint egy
finomhangol6 szabalyozza a marA expressziojat (Nichols és mtsai., 2011). A két tovabbi globalis
aktivator, a SoxS (az oxidativ stressz SOXRS regulon effektorja) és a Rob szintén kotédhetnek a
marO-hoz és serkenthetik a mar regulon génexpressziojat, igy hatassal vannak az acrAB és a tolC-
génekre is (M. N. Alekshun és Levy, 1997). A MarA ¢és a SoxS expresszidjanak valtozasat
altalaban a rokon represszorok, a MarR és a SoxR mutacioi okozzak (Oethinger és mtsai., 1998).
A toIC expresszioja fiigg az EvgAS-tol és egy masik kétkomponensii rendszert6l, a PhoPQ-tol.
Ezek a rendszerek szignal-transzdukcios kaszkédot alkotnak és egy B1500 nevli membran
proteinnel kapcsolodnak dssze, amelynek expresszidjat kozvetleniil az EvgSA szabalyozza (Zhang
és mtsai., 2008). Osszességében, kiilonbozé koriilmények kozott ezek a tobbszords szabalyozo
mechanizmusok egyiittesen képesek multidrog-rezisztens fenotipust elddllitani azaltal, hogy
lehetévé teszik a kiilonboz6 antibiotikumok csokkentett bearamlasat (csokkent OmpF porin
szamon keresztiil) és megnovekedett kiaramlasat (AcrAB-TolC efflux pumpan keresztiil) (5.

abra).
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5. ébra. Az E. coli AcrAB-TolC efflux rendszerének expresszidjanak szabdlyozdsa. Az acrAB és a
tolC gének transzkripcioja dltalaban tobb szintii kozos szabadlyozok dltal vezérelt (Li és mtsai.,

2015).

11.3. Az antibiotikum rezisztencia terjedése és stabilitasa

Az antibiotikum rezisztencia megjelenése, terjedése ¢és stabilitisa a baktérium
populacidban szamos tényezOtdl fiigg: a) a gyogyszerhasznalat (és igy a szelekcids nyomas)
mértékétol, b) a rezisztenciat biztosité mutaciok megjelenésének gyakorisagatol, ¢) a rezisztencia
(Bjorkman és Andersson, 2000). A felhasznalt antibiotikum mennyisége a f6 szelekciés nyomas,
amely hozzajarul a rezisztencia megjelenésének gyakorisagdhoz. Az elmult évtizedekben
bevezetett antimikrobialis gyogyszerek a tulzott és nem megfelelé felhasznalasuk miatt igen
gyorsan elvesztették a hatdsossagukat és szdmos ellenalld baktérium torzs megjelenéséhez
vezettek (Austin és mtsai., 1999; Bonhoeffer és mtsai., 1997). Azonban néhany klinikai jelentés
alatdmasztja azt a gondolatot, hogy ha koriiltekintéen és csokkentett mértékben hasznaljuk a

baktériumellenes szereket, akkor képesek lehetiink visszaszoritani a baktériumokra hat6 szelekcios
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nyomast, amely a rezisztencia csokkenéséhez vezethet. Példaul Izlandon a penicillin-rezisztens
pneumococcusok gyakorisaga gyorsan ndvekedett az 1980-as évek végén. 1992 és 1995 kozott
intézkedéseket hoztak a gyermekek antibiotikumok fogyasztidsanak csokkentésére, amelynek
eredményeként a rezisztencia 1993-ban tetézott 19,8%-kal, majd csokkent (Kristinsson, 1997).
Finnorszagban, a makrolid antibiotikumok hasznalatanak orszagos csokkentése utan, az
eritromicin-rezisztencia gyakorisaga az 1992-es 16,5%-ro6l 4 év alatt 8,6%-ra csokkent (Seppila
¢s mtsai., 1997). Azonban az elméleti megfontolasok és a kisérleti tanulmanyok is azt sugalljak,
hogy a korhazakban alkalmazott csokkentett antibiotikum-alkalmazas a rezisztencia
gyakorisdganak gyorsabb ¢és kiterjedtebb csokkenéséhez vezethet, mint a kozdsségben

alkalmazottaké (M. Lipsitch és mtsai., 2000).

A rezisztens mutansok képzOdésének sebességét a bakteridlis mutaciok megjelenésének
gyakorisaga és a populacio mérete hatarozza meg (Taddei és mtsai., 1997). A természetben ritkan,
vagy csak rovid ideig el6fordulo allandé novekedési koriilmények kozott egy klonalis populécid
szdmara ,,elény0s”, a spontdn muticids ratajat alacsony szinten tartani a karos mutaciok
megjelenésének megeldzése végett. Ugyanakkor a mutaciok hatarozzdk meg az evollicio ritmusat
¢s modjat, és maga a mutacios rata is alanya az evolucids folyamatoknak (Sung és mtsai., 2012).
A vialtozd kornyezeti feltételekhez és stresszkoriilményekhez vald sikeres alkalmazkodashoz
azonban a populacio szamara kifejezett eldnyt jelent azoknak a mutatoroknak nevezett egyedeknek
a jelenléte, amelyek megemelkedett spontdn mutacids rataval rendelkeznek. A mutatorok lehetévé
teszik a kiilonbozd stresszkoriilményekhez vald gyors alkalmazkodast a természetben,
laboratoriumi és klinikai koriilmények kozott egyarant (Denamur és mtsai., 2002; Oliver és mtsai.,
2000). Er6s szelekcios nyomas mellett a mutator genotipusok gyorsan elterjedhetnek a
populacioban, (LeClerc és mtsai., 1996) ezaltal jelent6s szerepet toltenek be a mikrobialis
evoltcioban (Sniegowski és mtsai., 1997). Az emelkedett mutacio-generald képesség azonban
kettds kovetkezménnyel jar: egyrészt csokkentheti a fitneszt a karos mutaciok megjelenése miatt,
masrészt viszont eléfeltétele az evoluciora vald képességnek. (Giraud és mtsai., 2001). Ennek
megfelelden evolucios sikerességiikhoz a baktérium populacioknak folyamatosan finomhangolni
sziikséges a mutacios ratajukat (Denamur és Matic, 2006). A baktériumok példaul felhasznalhatjak
a génamplifikaciot a szelektiv feltételekhez valo alkalmazkodashoz (Andersson és mtsai., 1998).

Példaul E. coli-ban kimutattdk, hogy az ampC B-laktaméaz gén amplifikalédik a penicillin
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szelekciora adott valaszként (Edlund és Normark, 1981). A génmasolatok szama aranyos a f3-

laktamaz mennyiségével, az ampicillin-rezisztencia pedig aranyos a termelt enzim szintjével.

A rezisztens klonok fennmaradasat befolyasolo tényezok koziil az egyik legfontosabb a
rezisztencia fitneszkoltsége, ami hatassal van a baktériumok novekedésére és talélésére. Az
antibiotikummal val6 talalkozasa sorén a rezisztencia mechanizmusok fitnesz elényt jelentenck a
baktériumnak a szenzitiv versenytarsaival szemben. Gydgyszermentes kornyezetben azonban ezek
a mechanizmusok novelik a generacios id6t és csokkentik a tulélés esélyét (Andersson, 2006). A
kromoszomalis mutaciok altal okozott rezisztencia elsdsorban a célmolekulak modositasaval
torténnek. Az ezeket érinté kromoszomalis gének felel6sek a sejtek alapvetd aktivitasaért, ezért
indokolt feltételezni, hogy egy rezisztenciat biztosité mutacio befolyasolhatja a ndvekedés iitemét
¢s csokkentheti a fitneszt. Példaul a rifampicin rezisztenciaért felelds RNS polimeraz 3 alegységét
kédold rpoB gén mutacioi csokkenthetik a transzkripcids hatékonysagot és korlatozhatjak a
novekedési sebességet (Reynolds, 2000), mig a riboszémalis proteint kodoldo rpsL gén
sztreptomicin rezisztenciat okozd mutacidja, az elongacids rata csokkentésével jarul hozza a
fitnesz koltséghez (Kurland és mtsai., 1996). Osszességében megallapithatjiuk, hogy a
kromoszomalis rezisztencia mutacidk molekularis alapja szignifikdnsan befolyasolja a rezisztencia
koltségeit. Altalaban a DNS-topoizomerazok mutacioi kevésbé koltségesek, mint a transzlaciot

befolyasoldo mutaciok vagy az RNS gének mutacioi (6. abra) (Vogwill és MacLean, 2015).
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6. abra. 4 kiilonbozo célpontokat kodolo genekben bekovetkezo, rezisztenciat eredményezo
mutaciok fitneszkoltsége. Az oszlopok a DNS-topoizomeraz-inhibitor, transzkripcios inhibitor
vagy transzldcios inhibitorral szembeni egyetlen rezisztencia mutdcio datlagos fitneszkoltségét

jelentik (Vogwill és MacLean, 2015 alapjdn).

Fontos megjegyezni, hogy a fenti megallapitasok egyszeres mutans torzsek vizsgalatara
éplilnek, azonban az antibiotikum rezisztenciat sokszor tobb, fiiggetlen mutécio alakitja ki. Ezaltal
a mutaciok episztatikus hatasa sem hanyagolhat6 el. Példaul a legtobb fluorokinolon-rezisztens
klinikai izolatum nem csak tobbszorés mutaciokat hordoz a DNS-topoizomerazokban, hanem
gyakran tarsul ezek mellé efflux pumpat befolyasoldo mutacio is (Jalal és mtsai., 2000). A pozitiv
episztazis eldsegitheti a rezisztencia stabilitdsat, mivel elképzelhetd, hogy a kiilon-kiilon kdltséges
rezisztencia mutaciok egyiittesen kevésbé hatnak a novekedési ratara. Ezzel szemben a negativ
episztazis lassitja a rezisztencia kialakulasat, mivel ebben az esetben az egymast kdvetd
rezisztencia mutaciok tovabb sulyosbitjak egymas koltségeit (Vogwill és MacLean, 2015). Egy
masik lehetséges komplikacid, az olyan rezisztencia mutaciok eléforduldsa, amelyek nem
csokkentik a fitneszt. A ,koltségmentes” rezisztencia mutacid egyik példaja a rpsL gént érintd
AAA4 (Lys)-> AGA4 (Arg) szubsztitucio, mely E. coli-ban a sztreptomicin rezisztenciaért felelds
(Schrag és mtsai., 1997) vagy pédaul az rpoB génnek TCGsay (Ser)-> TTGsz1(Leu) szubsztiticidja
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amely Mycobacterium tuberculosis torzseknek biztosit fitnesz koltség nélkili rifampicin

rezisztenciat (Billington és mtsai., 1999).

Egy atfogé meta-analizis tanulmany (Melnyk és mtsai., 2015) azt mutatta ki, hogy a rezisztencia
mutaciok koltsége kiillonbséget mutat attol fliggden, hogy mely antibiotikummal szemben biztosit
rezisztenciat. Példaul a fehérjeszintézisre hatd sztreptomicin elleni mutacié altalaban nagyobb
koltséget jelent mint egy a folsav szintézisre hatd trimetoprim rezisztenciara jellemzd mutacio.
Azonban ugyanazon mutaciok mas genetika hattéren (mas fajokban) mas fitneszkoltséget

mutatnak (7. abra).

A B
) : i i
mixopironin - _— ! !
!
1 S. pneumoniae - —_—
szpektinomicin _— :
! i
amikacin - : !
. S. aureus - _— !
sztreptomicin - _— ! I
!
' !
coumermicin - [EED— '
]

l M. tuberculosis - i
novobiocin —_— !
I i
trimethroprim - _‘r_._ !
. M. smegmatis - —— ,
fuzidin sav !
i !
i !
klaritromicin 4 —_— :

I E. faecium - ——
eritromicin J S , :
! !
tilozin - —— ,
\ E. coli - —!
ciprofloxacin —_— : !
! !
nalidixin sav - - : :
I C. jejuni - —_— I
norfloxacin - L 1
' I
olfloxacin - . :
: B. burgdorferi - L
rifampicin - —_— ] '

T T T T T T d T T T T T + 1
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Fitnesz Fitnesz

7. abra. A: Az adott antibiotikumokkal szembeni rezisztencia mutdaciok atlagos relativ fitnesz
ertéke. B: Egy adott fajhoz kapcsolodo antibiotikum rezisztencia mutaciok atlagos relativ fitnesz

értéke (Melnyk és mtsai., 2015).
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I1.4 A fitnesz javulasa: kompenzalo evoliicié

Antibiotikum jelenlétében a rezisztencia mutaciok elterjednek a populacidban, azonban kezelés
utdn az addig elonyt biztositd mutaciok, karossa valhatnak ebben az 0 gyogyszermentes
kornyezetben, Azonban a rezisztens baktériumok ehhez az 1j, antibiotikummentes kornyezethez
adaptalodva képesek gyorsan és hatékonyan ellensulyozni a karos hatdsokat (Andersson és
Hughes, 2010). Ezt a jelenséget nevezziik kompenzald evolicionak amikor egy mar hatranyos
hatdsu mutacido a genom egyéb teriiletein adaptiv evoluciot indukal, igy megjelenhet egy az
eredetitdl fiiggetlen mutacio, amely az eredeti mutéacio karos fitneszhatasat (¢és egyidejiileg akar a
rezisztenciara gyakorolt hatasat) részben, vagy egészben kijavitja (8. abra). Az ilyen kompenzal6
mutaciok specifikusak a kezdeti karos genetikai valtozasra. Ez a specificitas azt jelenti, hogy
interakcid,van a mutaciok kozott, mivel egyiittes hatasuk kiilonbozik attél, amit egyedi hatésaik
alapjan varnank (Weinreich és Chao, 2005). Ezek lehetnek akar kis, kvantitativ eltérések is,
ugyanakkor a kompenzaci6 legnyilvanvalobb eseteiben a kompenzalé mutdcid csak az eredeti

karos mutécios hattéren elonyos, vad hattéren akar hatranyos is lehet.

A rezisztencia fitneszkoltségeinek genetikai kompenzacidja a kovetkezok révén torténhet: a) a
rezisztencia gén reverzioja vagy elvesztése, b) a rezisztenciaért felelds gén genetikai valtozasai, és

c) a rezisztencia gén intra- vagy extragenikus szuppresszioja.
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8. abra. A kompenzalo evolucio hatasa a fitnesz és a rezisztencia valtozasara

A kompenzaldo mutaciok rogziilését a populacioban befolyasolja azok aranya, a fitnesz
koltség mértéke és a baktérium populacié mérete (Bjorkman és Andersson, 2000). A kompenzacio
tobb kiilonféle mechanizmuson keresztiil torténhet. Az elsd és talan a leggyakoribb mechanizmus
a megvaltozott RNS vagy fehérje szerkezetének és mitkodésének helyreallitasa intragén mutaciok
révén, azonban az is el6fordul, hogy a mutalt funkciot egy alternativ lehet6ség valtja fel (Maisnier-

patin és Andersson, 2004).

Rendszerint egy masodik mutacio kovetkeztében javul a fitnesz, mig a reverzid igen ritkan
fordul eld. Egy 10° sejtes populacioval szamolva a revertdlé mutacié varhatéan csak minden

ezredik generacioban jelenik meg (MacLean és Vogwill, 2014).

A rezisztencia koltségeinek kompenzécioval torténd csokkentésére iranyuld evoluciods
kisérletek antibiotikum jelenlétében és hianyaban torténnek laboratoriumi kézegben vagy kisérleti
allatokban. A laboratoriumi kompenzacids evolucids kisérletek javarészt azt igazoljak, hogy a
fitnesz javulast el6idézé masodlagos mutacidk nem vonnak maguk utan rezisztencia csokkenést

(2. tablazat) (Andersson és Hughes, 2010).
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2. tablazat. A laboratoriumi kompenzdcios evoliicios kisérletekben megjelend rezisztencia
mutdciok és az antibiotikummentes evoliiciot kdvetd rezisztencia valtozdasok (Andersson

és Hughes, 2010).

. i Rezisztencia a
Baktérium ReZISZEet],C 'a kompenzalé evoluciot | Lab. objektum
mutacio . n
kovetoen
rpsL Megmarad egér
gyrA (Nalidixsav) Megmarad egér
Salmonella rpoB (Rifampicin) Megmarad egér
enterica fusA (Fuzidinsav) Elveszik egér
fusA (Fuzidinsav) Gyakran megmarad lab. tapkozeg
fmt és folD Gyakran megmarad lab. tapkozeg
Escherichia | rpoB (Rifampicin) Megmarad lab. tapkozeg
Staphylococcus |  fus (Fuzidinsav) Megmarad lab. tapkozeg
aureus rrl (Linezolid) Elveszik lab. tapkozeg
Neisseria sp. | sul2 (Szulfonamid) Megmarad human

Egy klasszikus kisérletben Schrag és Perrot (1996) azt vizsgaltak, hogy miként valtozik
meg a sztreptomicin rezisztens klonok rezisztenciaja antibiotikum hianyaban. Varakozasaikkal
ellentétben azt talaltdk, hogy a rezisztencia stabilan fennmaradt antibiotikum hidnyaban, mert a
rezisztens klonok alkalmazkodtak egy masodik kompenzacios mutacio segitségével (Schrag és
mtsai., 1997). Azdta szamos tanulmany alkalmazta ugyanezt az alapvetd kisérleti elrendezést,
hogy tanulméanyozza a baktériumok alkalmazkodoképességét a a rezisztencia koltségeihez
(Maisnier-patin és Andersson, 2004; Andersson ¢és Hughes, 2010; MacLean és mtsai., 2010;).
Ezek a kompenzacids evolucios kisérletek javarészt azt igazoljak, hogy a fitnesz javulasat el6idéz6
masodlagos mutaciok nem vonnak maguk utan rezisztencia csokkenést. Ugyanakkor egy jonnan
megjelent kutatasban porin fehérjéket kodolo ompCF gén delécios E. coli torzseket vizsgalva azt
tapasztaltak, hogy az evolucids adaptacid soran a fitnesz javulasa mellett a vizsgalt evolvaltatott
vonalak felében elveszett a rezisztencia. A phoR és pstS géneket érinté mutaciok az alternativ porin
fehérjét kodolo phoE gén magasabb szintii expresszidjahoz vezettek, ezaltal az Gjonnan keletkezett
alternativ porin csatorndkon ismét képesek voltak bejutni az aminoglikozid antibiotikumok

(Knopp és Andersson, 2015).
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A kompenzacios adaptacios laboratoriumi kisérleteknek az egyik altalanosan elterjedt
hianyossaga, hogy egyetlen rezisztenciat biztositd kromoszoma mutaciét tartalmazo klonok allnak
a tanulmédnyok kdzpontjdban. Ezzel szemben a klinikai izolatumokban tobbszords rezisztencia
mutaciok biztositjak a gyogyszerekkel szembeni ellenalloképességet, és emellett a klinikai
populéciokban kevésbé elterjedt a rezisztenciaval jaro fitnesz koltség genetikai kompenzacidja
rezisztencia vesztés nélkiil, mint a laboratoriumi torzsekben. A klinikumban az antibiotikum-
rezisztencia fennmaradas tesztelésének egyszerli modja a rezisztens izolatumok eléfordulési
gyakorisdganak a mérése a betegektdl vett mintakbol az antibiotikumokkal torténd kezelés el6tt és
utan. Az ilyen tipust kozosség fertézésekkel kapcsolatos metaanalizise arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy a rezisztens izolatumok gyakorisaga nd az antibiotikum kezelést kovetden, majd annak
hianyaban lassan visszatér a kiindulasi allapot felé (Costelloe és mitsai., 2010). Példaul a
Streptococcusok-ban a makrolidrezisztencia kezdetben gyorsan megnétt az azitromicinnel vagy
klaritromicinnel végzett kezelés utan, de a hasznélat utdn 12 honappal visszaesett a kiindulasi
szintre (Malhotra-Kumar és mtsai., 2007). Ezzel szemben, a szulfonamid és a trimetoprim
alkalmazasdnak nagymértékii csokkentése csak csekély hatassal volt az antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia mértékére (V. I. Enne és mtsai., 2001; Sundqvist és mtsai., 2010b), azonban
ezekben az esetekben a rezisztencia nem okozott jelentds fitnesz koltséget (Virve I. Enne és mtsai.,

2004; Sundqvist és mtsai., 2010b).
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III. Célkitiizések

Az antibiotikumok széles korben elterjedt és gyakori klinikai és mezdgazdasagi
alkalmazasa erds ¢és folyamatos szelekcios nyomast gyakorol a baktériumokra az
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakitasara és annak fenntartasara. A gyors evolucios
adaptaci6 miatt az Ujonnan bevezetett gyogyszerek a hatékonysagukat igen hamar elveszitik.
Emiatt egyre tobb kutatas az antibiotikum rezisztencia kikiiszobolésére fokuszal, nem pedig az j
gyogyszerek fejlesztésére. A rezisztencia mutaciok gyakran jarnak fitnesz koltséggel
antibiotikummentes kérnyezetben, ahol a szenzitiv genotipus nem rendelkezik ezzel (Melnyk és
mtsai., 2015). Az igy kialakult kompeticido soran a rezisztens torzsek képesek fitnesziiket az
antibiotikum rezisztenciat biztositd muticid revertdldsaval vagy madsodlagos kompenzacios
mutaciok 4altal feljavitani. Az antibiotikum rezisztencidval jard fitnesz koltséget szamos
tanulmanyban emlitik, azonban ezek altalaban egyetlen rezisztenciat biztositd kromoszoéma
mutaciot tartalmazé klonokat vizsgalnak. A jelenséget szisztematikusan még nem vizsgaltak, ezért
munkank soran nagy ateresztd képességii laboratoriumi kompenzacios evolucios kisérleteket
végeztiink tobbszorés mutaciot hordozo, multidrog rezisztens torzseket vizsgalva az alabbi

kérdések rendszerszintli megvalaszolasara:

e Mekkora az antibiotikum rezisztencia fitnesz koltsége €s milyen faktorok befolyasoljak a

meértékét?

e Antibiotikummentes kornyezetben fenntarthato-e a rezisztencia?

e A kompenzald evoluciot kdvetéen a tobbszords mutaciot hordozo multidrog rezisztens
torzsek milyen eltéréseket mutatnak a rezisztencia valtozasadban az egyetlen rezisztenciat
biztositd kromoszéma mutaciot tartalmazé térzsekhez képest?

e A kompenzalé mechanizmusok hatterében milyen molekuldris mechanizmusok éallnak és

ezek hogyan befolyasoljak a multidrog rezisztenciat antibiotikummentes kdrnyezetben?
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V. Anyagok és modszerek

IV.1. Alkalmazott antibiotikumok, tapoldat és baktériumtorzsek.

Baktériumtorzsek

Vad tipusu torzs: Az Escherichia coli K12 BW25113 torzsét hasznaltuk vad tipusu
torzsként, mint kontrol térzs az Osszes kisérletben. Az E. coli az Enterobacteriaceae csaladba
tartoz0 Gram-negativ baktérium. A kolibaktérium széleskorben alkalmazott, idealis
modellorganizmus, laboratoriumi koriilmények kozott konnyen tenyészthetd, és rovid generacids
idejének kdszonhetden konnyen is kezelhetd. Ezen feliil rengeteg molekularis és genetikai ismeret

all rendelkezésiinkre rola (Elena és Lenski, 2003).

Antibiotikum rezisztens torzsek

Kiindulasi torzseink egy korabbi kisérletben (Lazar és mtsai., 2014) fokozatosan ndvelt
antibiotikum szelekcié mellett evolvaltatott E. coli K12 kultirakbol szarmaztak. Az evolicio
,Minimal Salt” (MS) minimal taptalajban tortént, 12 féle antibiotikum egyikének jelenlétében. A
kovetkezd atibiotikumok kertiltek felhasznalasra: ampicillin - (AMP), cefoxitin (FOX),
kloramfenikol (CHL), ciprofloxacin (CIP), doxiciklin (DOX), eritromicin (ERY), kanamicin
(KAN), nalidixinsav (NAL), nitrofurantoin (NIT), tetraciklin (TET), trimethoprim (TMP) and
tobramicin (TOB). Ezeknek az antibiotikumoknak a hasznalata széles korben elterjedt, az E. coli-
ra gyakorolt hatasuk jol ismert, valamint valtozatos hatasmechanizmusu csoportokat képviselnek
(Kohanski és mtsai., 2010). A kezdeti szubletalis antibiotikum koncentraciot fokozatosan novelve
(minden harmadik atoltasnal 1,5-szeres a korabbi dozishoz képest) 30-48 nap alatt 20-328-szoros
minimdlis gatlasi koncentraci6 (MIC) novekedést lehetett elérni. A klinikailag jelentds
“breakpoint” értékek a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI Approved Standard
M100, 29" Edition) (Weinstein & Clinical and Laboratory Standards Institute, 2019)
iranymutatasa alapjan keriiltek meghatarozasra. Végezetiil 60 fiiggetlen evolvalt vonal

(antibiotikumonként 5-6 db) teljes genom szekvenaldsanak kdszonhetden az dsszes mutacio, mig
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30 flggetlen evolvalt vonal (antibiotikumonként 2-5 db) RNS szekvendldsaval a teljes

transzkriptom feltérképezésre keriilt.

Antibiotikumok

Az al4bbi 12 antibiotikumot alkalmaztuk a laboratoriumi evolucids kisérletek, valamint az
antibiotikum rezisztencia spektrum nagy ateresztoképességli szilirése soran: ampicillin (AMP),
cefoxitin (FOX), ciprofloxacin (CPR), nalidixinsav (NAL), nitrofurantoin (NIT), kanamicin
(KAN), tobramicin (TOB), tetraciklin (TET), doxiciklin (DOX), kloramfenikol (CHL), eritromicin
(ERY), trimetoprim (TRM). Minden antibiotikumot a Sigma-Aldrich forgalmazott, kivétel az
ERY, amelyet az AMRESCO ¢és a DOX, amelyet az AppliChem gyartott. Az egyes antibiotikum
porokbol hetente friss, tomény oldatot készitettiink, amit filterrel atszirtiink (Millex-gv filter, @

22 um) ¢és a felhasznalasig -20°C-on taroltunk.

Tapoldatok

Az Osszes kisérlet soran azonos tapoldatot, illetve taptalajt alkalmaztunk, amennyibben a
kisérlet ezt lehetové tette. Ez a tapoldat egy a hosszatavi laboratoriumi evolucios kisérletekhez
optimalizalt minimal salts” (MS) tapoldat modositott valtozata volt. Ennek Osszetevdi: 1 g/L
(NH4)2S04, 3 g/L KH2PO4 és 7 g/L KoHPOs, kiegészitve 1,2 mM natrium-citrattal, 0,4 mM
magnézium-szulfattal, 0,54 pg/mL vas(I1I)-kloriddal, 1 pg/mL tiamin-hidrokloriddal, 0,2% (m/V)
kazaminosavval és 0,2% (m/V) gliikozzal. A tapoldat Gsszes Osszetevojét a Sigma-Aldrich-tol

szereztik be.

Azokban az esetekben, ahol azt a kisérlet nem tette lehetévé, hogy az MS tapoldatot
alkalmazzuk, gazdag tapoldatban ndvesztettik a baktériumokat. Példaul a mutaciok
visszaillesztéséhez (PORTMAGE technikaval) nagy sejtszamt, tomény kultarakra volt
sziikségiink, igy a sejtek novesztéséhez az ilyen kisérletekben altalanosan alkalmazott ,,Lysogeny
Broth” (LB) gazdag tapkozeget hasznaltuk. Az LB tapoldat 6sszetevoi: 5 g/L NaCl, 5 g/L élesztd
kivonat, 10 g/L tripton. Ezeket az Osszetevoket szintén a Sigma-Aldrich-tol szereztiik be. Az

pORTMAGE technika elektroporacios 1épését kovetd regeneraciohoz pediqg ,, Terrific-broth” TB
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tapoldatot hasznaltunk, melynek 6sszetevoi a kovetkezok: 24 g/L €lesztd kivonat, 12 g/L tripton,

9,4 g/L K2HPO4,2 g/L KH2PO4)

IV.2. Evoluci6 antibiotikummentes kornyezetben

A laboratériumi evolucids kisérlethez a a laboratoriumunkban mar korabban hasznalt
kisérleti elrendezés utmutatasait kovettiik (Lazar és mtsai., 2014). A kiindulasi antibiotikum
rezisztens torzseket (kivéve az ERY rezisztens és NAL rezisztens torzset, amelyek nem mutattak
szignifikans fitnesz koltséget) MS tapoldatban novesztettiik, kiegészitve 0,2% (m/V) gliikkozzal és
0,1% (m/V) kazaminosavval. Minden antibiotikum rezisztens torzset 6-6 parhuzamosban, tovabba
20 sziil6i (kiindulasi, vad tipusu) torzset, 6sszesen 10 db 96 lyuka mikrotiter lemezen helyeztiink
el, sakktablaszeri elrendezésben az atfert6z6dések monitorozasa végett. A parhuzamos
populacidkat 96-lyuka mikrotiter lemezen novesztettiik folyamatos razas mellett (320 rpm.) 30°C-
os homérsékleten. A novekedés soran a lemezeket egy specialis szendvics tetdvel (Enzyscreen)
zartuk le az optimalis oxigén ellatottsag biztositasa és a parolgds minimalizalasa érdekében. A
baktérium populaciok 1%-at (~1-1,2 pl stacioner kultara) 24 6ranként 100 pl antibiotikummentes
friss tapoldatba oltottuk at 96-pines replikator (VP407) segitségével. Ez az atoltasi rend koriilbeliil
100-szoros higitast, igy napi koriilbeliil 6-7 duplikaciot biztositott. Az optikai denzitast minden
egyes atoltast megel6zéen egy Biotek Synergy mikotiterlap leolvaso késziilék segitségével 600
nm-en (ODeoo) mértiik. A laboratoriumi evolacidé (9. abra) soran a parhuzamos populaciok
valtozatos sejtsiirliséget értek el az egyes atoltasok alkalmaval, ami a fiiggetlen evolucios
utvonalakat tiikrozi. A 0, 30 és 60 napig evolvaltatott baktériumsejteket 10 %-0s DMSO-val

(ardanyszam: 17,5 %) kiegészitve -80°C-on taroltuk.

IV.3. Relativ fitnesz mérése, a novekedési gorbe felvétele

A 10 db 96 lyuka mikrotiterlapon 1évé kompenzaltatott vonalakat lyukanként 60 pl

tapoldatot tartalmazo6 384 lyuka lemezekre oltottuk 3-3 ismétlésben a kdvetkezd felosztas szerint:
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1 2 (A1) kiindulasi AB rezisztens torzsek

A | 10 torzsek | 30 trzsek (A2) 30 napos evolvalt AB rezisztens torzsek

(B1) 60 napos evolvalt AB rezisztens torzsek

B | t60 torzsek | kontrol

(B2) kiindulasi vad térzsek

Az atoltashoz 1,58 mm atmérdji tivel rendelkezd replikatort hasznaltunk, amit a
folyadékkezel robot (Hamilton Bonaduz) mozgatott. A 384 lyuka lemezeket STX44 (LiCONiC)
automata inkubatorba tettiikk at, amibél a Microlab Swap 420 robotkar (Hamilton Bonaduz)
helyezte a lemezeket 20 percenként ODgoo mérésre Powerwave XS2 lemez leolvasdba. A sejtek
novekedését (30°C, 175 rpm.) 24 oran keresztiil kdvettilk nyomon, végiil a 15 fiiggetlen mérés
(minden torzsbdl 3-3 parhuzamos, 5 fliggetlen lemezen) minden adatpontjara informatikai

elemzést készitettink.

1V.5. Relativ fitnesz, informatikai elemzés

A lemezeken beliili, illetve lemezek kozotti szisztematikus mérési kiillonbségek kiszlirésére
a lemezeken minden negyedik pozicidban egy vad tipusu referencia torzset oltottunk és mértiink
le. Minden mérési értékiinket normaltuk az adott lyuk szomszédsagaban 1év6 4-9 db vad referencia
torzs integraljdnak medianjara. Ezzel egyrészt egy relativ fitneszértéket kaptunk a vad tipus
fitneszére normalva, masrészrdl pedig kontrolladltuk mérésiinket az esetleges szisztematikus
(lemezen beliili és lemezek kozotti) pozicidhatdsokra. Egy adott torzs adott idépontban mutatott
fitneszét az adott idépontban szamolt vad tipusu referencia toérzsre normalt integralok
medianjaként kaptuk meg. A 0. napos, kiindulasi rezisztens torzs fitneszének szamolasakor mind
a hat evolucios vonal 0. napos Osszes technikai replikdtumanak integraljabol egyiitt szamoltunk
mediant, hiszen ekkor még izogenikus torzsek voltak, fliggetlen evolucid nem torténhetett benniik.
A kezdeti szettiinket, az a 23 rezisztens torzs alkotta, amelyek szignifikans fitneszcsokkenést
mutattak a vad tipushoz képest (TO torzsek) (egyoldalat Mann-Whitney proba fdr korrigélt p érték
<0,05).

Egy evolvalt vonal akkor mutatott fitnesz javulast (T60 vonalak) a definicionk szerint, ha

ket feltételt teljesitett. Egyrészt, a kiindulasi torzshoz képest szignifikans fitneszemelkedést

36



mutatott (egyoldalt Mann-Whitney préba fdr korrigalt p érték < 0,05). Masrészt, hogy biztosak
legytink benne, hogy kompenzacid és nem tapanyag adaptacid tortént, az emelkedés mértékének
nagyobbnak kellett, hogy legyen, mint a vad tipusu evolvalt kontroll torzs esetében (p < 0,05).

A relativ fitnesz mérések informatikai elemzését Dr. Boross Gabor kollégam végzete, az éltala irta

algoritmus (R-Studio) hasznalataval.

E. coli K12 BW25113

Laboratériumi evolucio doxiciklin antibiotikum
jelenlétében

Rezisztens térzsek (1% [ [Dox4 @iDOXS|

Fitnesz kéltséggel rendelkezé rezisztens térzsek

DOX3
TO torzsek m

Laboratériumi evollcio antibiotikum menetes
kdrnyezetben

T60vonalak  [TEE] CIED CTVER [IEVER] CITEY CRTED

1 Fitnesz javulast mutatd vonalak tovabbi vizsgalata

a L 30D 3ciD! 3diDOX3e]

1 1

9. abra. DOX rezisztencia evolvalt E. coli torzsek létrehozasanak és fitnesz analizisének
sematikus dbrazoldsa. A rezisztens torzsek koziil csak azokat valasztottuk ki (példaul DOX3),
amelyek jelentds fitneszkoltséget mutattak a vad tipushoz képest (T0 torzsek), majd antibiotikum
mentes evoliicios kisérleteket inditottunk el tobb parhuzamos vonallal (példaul DOX3a-b-c-d-e-
f). A részletes fenotipusos és molekularis analizist csak azokon a T60 vonalakon végeztiink,

amelyek szignifikans fitnesz javulast mutattak (zéld jelolés).
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1V.6. Az antibiotikum rezisztencia valtozasnak a mérése

A kiindulési vad torzshoz képest szignifikans fitnesz koltséget mutatd 23 genotipust (138
torzset) MS agart tartalmazo Petri csészére oltottuk, majd 24 6ras 30°C-os inkubacio utan E-teszt
(bioMerieux) segitségével meghataroztuk az antibiotikum rezisztens torzsek minimalis gatld
folyamatos koncentracio gradiensét tartalmazza. A gyartd (bioMerieux) eléirasainak megfeleléen
elkészitett baktérium szuszpenziot 0,2% (m/V) glikozzal és 0,1% (m/V) kazaminosavval
kiegészitett MS minimal taptalajra kikentiik, és az E-teszt csikot felhelyeztiik. A 24-48 6ras (30°C)

inkubaciot kovetden az ellipszis alaku gatlasi zona alapjan olvastuk le a MIC értéket.

IV.7. Egyedi mutaciok visszaillesztése pPORTMAGE technikaval

A rekonstrualt mutans torzseket pPORTMAGE technika (Nyerges és mtsai., 2016)
segitségével hoztuk létre. A T60 torzsek feltételezett kompenzald mutécioit és a TO torzsek
rezisztencia mutaciot vad tipusu, sziildi torzsekbe (kiilon-kiilon és kombinacidban is), illetve a

kompenzal6é mutaciokat a rezisztens torzsekbe illesztettiik vissza.

Az eljaras alapjaul a ,,Multiplex Automated Genome Engineering” (MAGE) (Wang és
mtsai., 2009) modszer szolgal. Azonban a pontosabb kivitelezés és konnyebb alkalmazas
érdekében ennek egy tovabbfejlesztett valtozatat, a pPORTMAGE-t (Nyerges és mtsai., 2016)
hasznaltuk a kisérleteink soran. A MAGE gyors, automatizalt és nagy teljesitményli genom
manipulaciot tesz lehetové a baktérium genomban. A moddszer soran egy szintetikus, kb. 90
nukleotid hosszusagh egyszalu DNS oligonukleotidot inszertalunk a genomba, amely hordozza a
kivant mutaciot, igy konnyen kivitelezhetd a kivant allélkombindci6 vagy genom konyvtar
létrehozasa. A pPORTMAGE plazmid tartalmazza a MAGE ciklus elengedhetetlen elemeit, igy a
héindukalhatd prométer segitségével termeltetett A fag Red rekombinécids rendszert (Exo, Gam
¢s Beta fehérjék) az egyszalu oligonukleotidok beépitésére, valamint a mutans MutL fehérjét,
amely ideiglenes gatlast hoz 1étre a ,, Mismatch Repair” (MMR) rendszerben. Az egyes MAGE
ciklusok kiilonboz6 1épésekbdl alltak: az ODeoo = 0,4-0,6 elérése utan a sejteket 15 percig 42°C -
os razovizfiirdébe (250 rpm.) helyeztiik, hogy a A-Red rendszre elemeit és a mutL gén expresszigjat

indukaljuk. A sejteket ezutan 10 percig jégen hiitottiik, ezutan centrifugaltuk (2,490 x g, 8perc)
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majd kétszer mostuk és 40 ul MQ vizben szuszpendaltuk. A 40 ul sejtet és 1 pl oligonukleotidot
hiitott elektroporalo kiivettaba (1 mm résszélesség, VWR Signature) tettiink. A mutaciot hordozo
oligonukleotidot elektroporacioval (CM-630, BTX Electroporation System) (1,8 kV, 200 Q, 25
uF) juttattuk a sejtbe, majd ezt kovetden a sejteket 5 ml antibiotikum mentes TB tapoldatba tettiik
¢s 30°C-on inkubaltuk 1 éran at (175 rpm.), a regeneracio miatt. Ezutan 5 ml, KAN-nel kiegészitett
LB-t tettiink a tipoldathoz és hagytuk a sejteket egy éjszakan keresztiil néni, szintén 30°C-on (320
rpm.) A mutaciok meglétét allélspecifikus PCR-rel ellendriztiik (Nyerges és mtsai., 2014).

1VV.8. Hoechst akkumulacios mérés

A membran permeabilitasanak valtozasait és az efflux pumpa hatékonysagat a Hoechst
alapulo, felskalazhato méréssel vizsgaltuk. Az torzseket egy éjszakan at MS tapkozegben
novesztettitk 30°C-on, majd az optikai denzitast ODesoo = 0,6 értékre allitottuk. Ezutan a sejteket
lecentrifugaltuk (4000xg) és foszfatpufferelt sooldatban (PBS) vettiik fel. Ezt kvetéen 180-180
ul baktérium kultarat atmértiink 96-lyuktt mikrotiter lemezre, térzsenként 8 technikai ismétlésben,
melyekhez Hoechst festéket (Sigma) adtunk 25 pM végkoncentracidoban és a lemezt ezutan
Synergy 2 lemezleolvasoéban inkubaltuk 30 °C fokon. Az ODeoo €s a fluoreszcencia (355 és 460
nm) gorbéket 1 oran at vettiik fel, 75 masodpercenként leolvasva. Az els6 15 adatpontot kizartuk
a késobbi adatelemzésbdl a technikai parhuzamosok kozotti nagy standard devidcid miatt. A
pozitiv kontrol 1étrehozasahoz a vad tipust torzseket CCCP (carbonyl cyanide-m-chlorophenyl
hydrazone, Sigma-Aldrich) efflux pumpa gatloval kezeltik Az ODeoo értékeket a korabbiakban
leirtak alapjan kalibraltuk, majd Dr. Szappanos Balazs algoritmusat (R-Studio) hasznalva
kiszamoltuk a fluoreszcencia - ODegoo aranygorbéket. Ezutdn az aranygorbéknek a gorbe alatti
teriiletét hataroztuk meg, majd ebbdl szamoltuk tovabb a relativ Hoechst akkumulaciot az azonos

lemezen mért vad tipusu kiindulasi torzsh6z viszonyitva.

IV.9. Teljes genom szekvenalas

A potencialis kompenzacios mechanizmusok azonositasa érdekében 15 darab T60 adaptalt

vonalat valasztottunk ki, amelyek 10, kiilonb6zé antibiotikumra rezisztens TO torzsbol
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szarmaznak. Ezeket a T60 vonalakat ugy valasztottuk meg, hogy reprezentaljak a rezisztencia
vesztés kiilonboz6 mintazatait,. A kivalasztott kolibaktérium térzsekb6l genomi DNS-t (QDNS)
izolaltunk SIGMA GenElute Bacterial Genomic DNA kit (Sigma Aldrich) felhasznalasaval. A
genomi DNS izolalast én végeztem el, mig a teljesgenom szekvenalast, a nyers szekvencia adatok
elemzését, majd az azt kovetd adatelemzési validalast a Szegedi Tudoményegyetem Biokémia
Intézete végezte, Dr. Bodai Léaszl6 szakmai vezetésével. A genom szekvenalashoz az izolalt
gDNS-bdl a TruSeq Nano DNA LT kit (Illumina) segitségével késziilt fragmentum konyvtar. Ez
roviden magaban foglalja a DNS torését, a DNS-fragmensek végeinek javitasat, a megfeleld
méretll fragmensek izolalasat, az indexelt adapterek ligalasat és a konyvtar disitasat korlatozott
ciklusi PCR-rel. A szekvenaldo konyvtarak mindségét Agilent Bioanalyzer 2100 miszeren
(Agilent) high-sense DNS készlettel, mig mennyiségét NEBNext Library Quant Kitet (New
England Biolabs) hasznalva valosidejii kvantitativ PCR-rel (qPCR) ellenérizték (Thermo Fisher
Scientific) és végiil 4 nM koncentraciora higitottak. A 12 indexalt konyvtar csoportjait
egyesitették, 0,1 N NaOH-val denaturaltak, és 8 pM végkoncentracioban a 2 x 250 bp hosszisagu
leolvasast lehetévé tevé V2-500 MiSeq reagenskészlet (Illumina)- segitségével Illumina MiSeq

késziilékkel szekvenaltak.

A szekvenalasi adatokat FASTQ f4jl formatumban exportaltak. A 20 bazisparnal hosszab,
rossz minéségii szekvenciak Trim Galore (Babraham Bioinformatics) and Cutadapt (Martin, 2011)

rrrrrr

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastac/).

A teljes genom szekvenalas nyers eredményei az NCBI BioProject adatbazisban elérhetdek:

(URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRINA529335).
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V. Eredmények

V.1. Rezisztencia evolucio és fitnesz koltség

A kiindulasi torzseink a korabbi nagyléptéki evolicios kisérletbdl szarmaztak (Lazar és
mtsai., 2014). Ebben a kisérletben az E. coli K12 BW25113 parhuzamosan fejl6d6 populacioit 12
antibiotikum egyikének tették ki. A laboratériumi evolicié 240-384 generacion at tartott, am a
rovid iddtartam ellenére nagyon magas, a minimalis gatldé koncentracié (MIC) akar 328-szoros

értékéhez is tudott a baktérium alkalmazkodni.

A kialakitott rezisztencia molekularis mechanizmusainak tisztazasa érdekében 60 darab
antibiotikum-rezisztens torzset (minden populaciobol egy klont) izolaltak és teljes genom
elemzésnek vetették ald dket. Az azonositott rezisztencia mutdciok altaldban a sejtfal szerkezetét,

célpontfehérjéket kodolo géneket, efflux pumpakat és a porinokat befolyasoltak.

Az antibiotikum-rezisztens torzsek evoluciods sikerének egyik legfontosabb befolyasold
tényezlje a rezisztencia fitnesz koltsége. Antibiotikum jelenlétében a rezisztencia megszerzése
fitnesz eldnyt jelent a baktériumnak a szenzitiv tarsaival szemben, azonban antibiotikummentes
kdrnyezetben a rezisztenciat el6idézé mutdciok lassabb ndvekedést és ezaltal csokkent talélési
esélyt jelentenek a mikroorganizmus szamdra. Munkédnk sordan a 60 kordbban laboratériumban
evolvaltatott rezisztens torzs fitnesz koltségét €és 60 nap utani fitnesz javuldsat hatdroztuk meg.
Egy adott torzs fitneszét az kiindulasi torzsre normalt integralok medidnjaként kaptuk meg. A 60
rezisztens genotipusbol (360 torzs) 23 genotipus, azaz 138 torzs mutatott szignifikans
fitneszcsokkenést a kiindulasi torzshoz képest (4. tablazat) (Mann-Whitney proba FDR korrigalt
p-érték < 0,05).
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4. tablazat. Fitneszkoltséggel rendelkezo torzsek szama antibiotikum csoportonként felosztasban.

Fitnesz
I - Rezisztens koltséggel
A . Antibiotikum . . Bakteriocid/ . i
Antibiotikumok Roviditések osztalyok Hatiasmechanizmus Bakteriosztatikus tor,zsek rer{delkezo
szama torzsek
szama
Ampicilin AMP Penicillin sejtfal szintézis gatls Baktericid 4 1
Cefoxitin FOX Chephalosporin sejtfal szintézis gatl Baktericid 5 1
Ciprofloxacin CIP Quinolon DNS szintézis gatlas Baktericid 5 2
Nalidixsav NAL Quinolon DNS szintézis gatlas Baktericid 6 0
) ) . . Osszetett - 6 2
Nitrofurantoin NIT Nitrofurantion mechanizmusok Baktericid
Kanamicin KAN Aminoglikozid Fehérje Szgl,gtsem gatlas Baktericid 5 4
Tobramicin TOB Aminoglikozid Fehérje szégg:m gatlas Baktericid 5 4
Tetraciklin TET Tetraciklin Fehérje Szégg:m gatlds | L teriosztatikus 5 2
Doxiciklin DOX Tetraciklin Fehérje Szégtsem gatlas bakteriosztatikus 4 1
Kléramfenikol CHL Kléramfenikol Fehérje szggtsezls gatlas bakteriosztatikus 5 2
Eritromicin ERY Makrolid Fehérje Szégg:m gatlds | L teriosztatikus 5 0
Trimetoprim TRM Trimetoprim | Folsav szintézis gdtlds | oy oniostatikus 5 4

A rezisztencia mutacidok kovetkeztében kialakuld pleiotropia okai vagy abbdl fakadnak,
hogy a kornyezetben a magas toxinszinthez (pl. antibiotikum) valé alkalmazkodas egy
energetikailag koltséges folyamat, amely elvonja az eréforrasokat mas sejtfunkcidoktol. Egy masik
ok lehet, hogy a baktériumok a rezisztenciat olyan mutaciok révén érik el, amelyek

megvaltoztatjak vagy megzavarjak egy enzim miikodését és az esszencidlis fehérjék termelését.

Példaul az aminoglikozid rezisztens torzsek (KAN, TOB) szembetiinéen nagy fitnesz
koltsége mar korabbi tanulmanyokbol jol ismert. Az aminoglikozidok elleni rezisztencia
kialakitdsanak egyik lehetséges modja a 30S riboszéma alegység megvaltoztatasa, azonban a
riboszomalis proteineket kodold gének (példaul rpsL) mutacidja jelentdsen csokkenti a baktérium
novekedési iitemét (Paulander és mtsai., 2009). Az aminoglikozidok kdzvetleniil a riboszémat
tamadjak, am a fehérjeszintézist nem gatoljak, ehelyett misztranszlacidhoz vezetnek. A

misztranszlacioé eredményeként hibas membranfehérjék jonnek létre, amelyeknek fontos szerepe
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van az aminoglikozidok altal kivaltott oxidativ stresszben és az azt kovetd sejthalalban. Az
aminoglikozidok sejtbe torténd bejutasa aktiv respiraciot, azaz membranpotencialt igényel (Taber
¢s mtsai., 1987). Az aktiv respiraciohoz pedig sziikséges a citokromoknak és a 1€gzési lanc tobbi
komponensének a megfeleld mitkodése (Kohanski és mtsai., 2010). Az aminoglikozid rezisztens
torzsek egy masik jellegzetessége az ugynevezett ,,small colony” (SCV) variansok fenotipus. Ezek
a szubpopulaciok jellemzéen kis telepeket képeznek, lassan novekednek, atipikus
telepmorfologiaval és szokatlan biokémia funkciokkal rendelkeznek. Habar tobb, a bakteridlis
anyagcserét érint0 valtozas okozhat lasst novekedést, az SCV -kben ez alapvetéen két okra
vezethet6 vissza: az elektron transzportlanc sériilésére, és a a timidin bioszintézis hianyara (Proctor
¢s mtsai., 2000). Az altalunk vizsgalt tiz aminoglikozid rezisztens t6rzsbdl nyolc mutat jelentds
fitnesz koltséget, melyekben igen gyakran megjelenik az rpsL gént érintd rezisztencia mutacio

¢s/vagy a légzési lancot szabalyozé valamely gén (pl. cyoA, nuoL) mutacidja.

A CPR rezisztens vonalak néhany tagja szintén jelentds fitnesz koltséget mutatott. A
kinolonok, mint példaul a CPR célpontjai a DNS girdz és a topoizomerdz IV. Az erre a szere
kialakult rezisztencia jellemzden ezeknek a célpontmolekuldknak a megvaltozasaval és/vagy az
efflux és permeabilitassal kapcsolatos mutaciok révén jon 1étre. A fent emlitett mechanizmusokhoz
kothetd génekben (gyrA, parC, acrR, marR) torténé mutaciok fitneszre gyakorolt hatasa, azonban
nagyban fligg ezen mutaciok kombinaciojatol, illetve egymasra gyakorolt hatasatol (Bhatnagar és
Wong, 2019). Az altalunk hasznalt CPR rezisztens térzsekben szintén megjelennek a fent emlitett
irodalombdl mar ismert rezisztencia mutaciok, melyek kiilonb6z6 kombinacidl és a melléjlik

tarsulo egyéb mutaciok miatt valtozatos mértékii fitnesz koltséget hoznak 1étre.

Ellentétben egy korabbi tanulmannyal (Petrackova €s mtsai., 2013), esetiinkben az ERY
rezisztens torzsek nem mutattak szignifikans fitneszkoltséget az 6shoz képest. Az emlitett
tanulmanyban envA mutans E. coli torzseket tettek ki fokozatosan emelt eritromicin kezelésnek.
Az envA mutacié megvaltoztatja a membran atjarhatdsagat, igy ezzel az antibiotikumok felvételét
is. Az altalunk vizsgalt ERY rezisztens torzsek azonban nem ebben a génben, hanem a
transzkripcios regulator génekben tartalmaztak mutaciot (pl. fis) ami gy tlinik kevésbé van

hatassal a fitnesz valtozéasara antibiotikum mentes kornyezetben.

NAL esetében szintén nem lattunk jelentds fitneszkoltséget, amit alatdmaszt egy 2009-ben

megjelent tanulmany (Trindade €és mtsai., 2009). Ebben a tanulmanyban a NAL rezisztens
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egyszeres mutansok (gyrA) novekedési rataja nem valtozott meg szignifikansan. Feltehetden a mi
esetiinkben is a kinolokra jellemzd6 target mutacio (gyrA) felelés a NAL rezisztencia kialakitasaért,

amely altalanossdgban nem von maga utan fitnesz csokkenést.

Tehat a kiindulasi torzshoz viszonyitott kezdeti relativ fitnesz értékek antibiotikum
csoportonként igen eltéré eredményeket mutattak (10. abra). Az egyes antibiotikumra jellemz6
rezisztencia gének fitneszre gyakorolt hatdsara talalunk megegyezo példat sajat adatainkban és az
irodalomban egyarant, viszont a fent emlitett példak csupan betekintést nyujtanak a fitnesz koltség
kialakulasnak kiilonboz6 modjaira. Altalanossagban azonban nem jelenthetd ki, hogy egyes
rezisztencia gének megjelenése biztosan fitnesz csokkenéssel fog jarni, hiszen az antibiotikum

szelekci6 alatt megjelend egyéb mutaciok episztatikus hatisa arnyalhatja a fitnesz hatdsokat.

Azonban mas tanulmanyokkal megegyezéen (Marcusson és mtsai., 2009; Melnyk ¢és
mtsai., 2015; Merker és mtsai., 2018), mi is kimutattuk, hogy a magas fitnesz kdltség erdsen
Osszefiiggésbe hozhatd a kiindulési rezisztencia mértékével (Spearman korrelacid, p = —0,658;
p=0.0006; N = 23) és a mutaciok szamaval (Spearman korrelacio, p =—0,7488; p<0.0001; N = 23)
(1. fiiggelék). Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy bizonyos antibiotikumokhoz nagyobb kihivas
alkalmazkodni ¢és csak Osszetettebb rezisztencia mechanizmusok 4altal lehetséges magas

rezisztenciat elérni, s ez, mint eredményeink mutatjak, nagyobb mértéki fitnesz koltséghez vezet.
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10. abra. Az antibiotikum-rezisztens T0 torzsek fitneszkoltsége. A fitneszkoltséget a TO és a vad
tipusu torzsek abszolut fitneszébol szamitottuk ki, az alabbi egyenlet felhaszndlasaval: 1-

WTO/ andttpus-

V.2. Rezisztens torzsek 60 napig tarté laboratériumi evolicidja antibiotikum mentes

kornyezetben

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az ellenalloképesség és a fitnesz esetleges
valtozasait egy antibiotikumoktdl mentes kornyezetben, parhuzamos laboratoriumi evolucids
kisérleteket végeztiink azzal a 23 antibiotikum-rezisztens torzzsel, amelyek jelent6s fitneszvesztést
mutattak. Antibiotikum-rezisztens torzsenként hat parhuzamos populaciot tenyésztettiink
antibiotikumoktol mentes tapkoézegben, igy 138 fiiggetleniil fejlddé populéciot kaptunk. Az
evolucio 60 napig tartott (koriilbeliil 480 generacio) tigy, hogy a populacio 1%-at friss taptalajra
oltottuk 24 o6ranként. Az egyes kialakult populaciok kozil egyetlen reprezentativ klont
vélasztottunk a tovabbi elemzéshez. Megkiilonboztetésként a 23 kiindulési rezisztens tdrzset TO-
val, mig az antibiotikummentes evolucios kisérletbdl szarmazo 138 fiiggetlen térzseket T60-al

jelbltiik.
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Megfigyeltiikk, hogy az antibiotikum szelekci®é megsziinése utan a rezisztencia fitnesz
koltségét a baktériumok gyorsan és hatékonyan képesek ellensulyozni. A fitnesz helyreallito
kompenzacioés mutaciok eléfordulasat, tipusat és szamat azonban tobb tényez6 is befolyasolja,
mint példaul a rezisztencia mechanizmusa, a korokoz6 fajtija és a kornyezet, amelyben a
kompenzacié végbement (Andersson és Hughes, 2010). Eredményeink alapjan a T60 vonalak
51%-a volt képes szignifikdnsan javitani a fitneszét, sot némely torzs fitnesz értéke megkozelitette
a vad tipusu torzsét. A kiilonbozd antibiotikumra adaptalt torzsek fitnesz értékei kozott jelentds
kiilonbségeket figyeltiink meg (11. abra), ami alatamasztja az adott antibiotikumra jellemzéen

kialakulé mutaciok szerepét.
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11. abra. A T60 evolvalt vonalak relativ fitnesze: 23 kiinduldsi rezisztens torzs (T0) 6
parhuzamos vonalanak relativ fitneszét mutatja a 60 napos antibiotikum mentes laboratoriumi
evolucio utan. A relativ fitnesz: A T60 fitnesz normalizalva a megfelelo T0 antibiotikum

rezisztens torzs fitneszével
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A korabban létrehozott kiindulasi rezisztens vonalak teljes genom és RNS szekvenalasanak
koszonhetéen mar ismertik az antibiotikumhoz valé alkalmazkodas soran létrejott genomi
mutéaciokat, illetve az expresszios valtozasokat. Igy munkank soran lehetdség nyilt annak a
vizsgalatara, hogy ezek a tényezok és hogyan képesek befolyasolni a fitnesz javulasat. Statisztikai
elemzéseink soran azt figyeltilk meg, hogy a kezdeti fitnesz koltség mértéke negativan korrelal a
fitnesz javulas el6fordulasaval (rho: -0,413, p: 2,2e-16), azaz minél nagyobb kezdeti fitnesz
koltséggel rendelkezik egy torzs annal nagyobb fitnesz javuldst képes elérni. Emellett a mésik

meghataroz6 tényez6 a mutaciok szama illetve ezeknek a kombinaciodja.

Antibiotikum csoportonként eltérd gének és ezzel eltéré mechanizmusok jarulhatnak hozza
a rezisztencidval egyiitt jar6 fitnesz koltséghez, azonban ugy tlinik hogy rezisztenciagének és a
laboratériumi evollcid sordn mutélt gének kozotti funkciondlis kapcsolat van, mivel a fitnesz
javulasaért felelés kompenzaldo gének vagy ugyanabban a rezisztencia génben vagy azonos

szabalyz6 rendszert érint6 génekben jelennek meg.

Példaul a TRMO rezisztens torzseben talalhatdo SOXR rezisztencia gén fitnesz koltségét, a
TRMOf T60 vonaldban ugyanebben a génben egy Ujabb mutaci6 ellensulyozza, mig a TRM9c
esetén a szabalyzd rendszer masik tagjanak (SOXS) muticidja révén ér el fitnesz javulast. Habar
mindkét kompenzalé mutacio képes javitani a fitneszt, a javulas mértéke eltérd, mint ahogy az

ezzel tarsulo rezisztencia vesztés sem teljesen azonos (2. fiiggelék).

CPR rezisztens torzseknél példaul nagy variancia figyelheté meg a mutaciok szamaban €s
az Osszetételében is, amelyek mar a kezdeti fitnesz koltség kiillonbségekben is megmutatkozott.
Ehhez hasonlé eredményt publikaltak egy 2009-es tanulmanyban (Marcusson és mtsai., 2009),
ahol a leggyakoribb fluorokinolon rezisztencia mutaciokat vizsgaltdk. Hasonléan a mi
eredményeinkhez a legkisebb kiindulési fitneszt és az ezzel kapcsolatba hozhat6d antibiotikum
mentes evolucio utani fitnesz javulast az efflux pumpékat érinté mutaciok (marR, acrR) €s egy
antibiotiukum célpontot érintd (gyrA) érintd mutacié okoztak. Az aminoglikozid-rezisztens
vonalak magas fitnesz koltsége szintén nagy javaulast ért el a 60 napon 4t tartd, antibiotikum-

mentes takozegben torténd evoliciot kovetden (5. tablazat és 3. fiiggelék)
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5. tablazat. T0 torzsekben megjelend rezisztencia mutdciok (fekete jelolés) és a hozzajuk

kapcsoldo antibiotikum mentes evoluciot kovetéen megjelené kompenzalo mutdaciok (piros

Jjeloleés)
Kompenzalé mutaciok azonos génben
torzs | pozicio mutacio annotacio gén
TRM9 4,267,833 |C—T Al46V (GCA—GTA) SOXR —
TRMOf | 4,267,467 | C—T A24V (GCG—GTG) SOXR —
CPR5 2,332,651 |C—T S83S (TCG—TCA) gyrA «—
CPR5a |2,332,651|5 bp—5 bp | coding (245-249/2628 nt) | gyrA <«
CPR5 |4,171,145| T—G intergenic (+292/-28) rplL — / — rpoB
CPR5a [4,171,144|2 bp—AG |intergenic (+291/-28) rplL — / — rpoB
DOX3 [1,613,627 | T—>G V84G (GTG—GGG) marR —
DOX3a |1,613,342| T—-C intergenic (-177/-35) marC < / —» marR
FOX8 3,529,618 G—A P109L (CCG—CTG) OmpR «—
FOX8c | 3,529,601 | G—>A R115C (CGT—TGT) ompR «
Kompenzilé mutaciék azonos alrendszerben
torzs | pozicio mutacio annotacio gén
KAN1 | 4,026,755 | G—A G84D (GGT—GAT) trkH —
KAN1b | 3,430,901 | G—>A S342N (AGC—AACQ) trkA —
FOX8 |3,529,618| G—A P109L (CCG—CTQG) ompR «—
FOX8b | 3,528,849 | Al bp coding (379/1353 nt) envZ «—
TRM9 [4,267,833|C—T Al46V (GCA—GTA) SOXR —
TRMOc | 4,267,228 | (T)7—8 coding (84/324 nt) SOXS «—
TRM9 | 1,184,682 | Al bp coding (551/1461 nt) phoQ «
TRM9c | 1,185,991 | A5 bp intergenic (-88/+77) phoP < / < purB
CPR5 | 481,442 |G—T E76* (GAG—-TAG) acrR —
CPR5a [1,613,734 | +CTGC coding (358/435 nt) marR —

V.3. A rezisztencia valtozasa antibiotikum mentes kérnyezetben

A novekvd antibiotikum hasznalat €s a rezisztens torzsek elterjedése kozotti 0sszefliggés
mar jol ismert, azonban az a feltevés, hogy a csokkent gyogyszerfelhasznalas vezethet-e csokkent
rezisztenciahoz mar kevésbé tisztazott (Gottesman és mtsai., 2009). Habar antibiotikum-mentes
kornyezetben a rezisztencia mutaciok fitnesz hatranyt jelentenek a sejtnek, a legtobb laboratoriumi

tanulmany szerint a fitnesz javulni tud rezisztenciavesztés nélkiil is. Dan Andersson és munkatarsai

48



az alabbi okokkal magyarazzak a jelenséget: 1. A rezisztencia gének gyakran mas funkcioval,
példaul fitnesz javulast el6idéz6 funkcioval is ellatottak., 2. A fitnesz koltség nélkiili rezisztens
torzsek elterjedhetnek a populdcidban., 3. A fitnesz javulasa mellett megmarad a rezisztencia a
kompenzacidés mutacioknak koszonhetéen (Knopp és Andersson, 2015). Egy masik tanulmany
szerint a laboratériumi kisérletekben megmaradd rezisztencia oka az, hogy csak egyetlen
kromoszdéma mutaciot hordozo egyedi klonokat vizsgalnak (MacLean és Vogwill, 2014). Azonban
néhany klinikai kisérletben sikeriilt a gyogyszerhasznalat csokkentésével visszaszoritani a
rezisztens baktériumok szamat (Batard és mtsai.,, 2013; Gottesman és mtsai., 2009). Ezért
munkank soran elvégeztiik a tobb mutaciot is hordozo, laboratériumban evolvaltatott rezisztens
hasznalataval. Az E-teszt a klinikai diagnosztikaban is hasznalt antibiotikum érzékenységet
vizsgald teszteljaras, aminek a segitségével gyorsan és pontosan megallapithatd egy adott
antibiotikumnak egy adott baktériumtorzzsel szemben mutatott MIC értéke. Azonban néhany torzs
esetében a TO és az T60 klonok is talnéttek az E-teszten megtaldlhatdé maximalis antibiotikum
koncentraciot, ezért ezeknél a rezisztenciavesztés nem volt kimutathat6. Ezek az eredmények
azonban nem tekinthetdk klinikailag relevansnak, hiszen ha tortént is valamilyen mértékit MIC
csokkenés, a rezisztencia szint még mindig magasan meghatarozott hataréték felett maradt, azaz
még mindig tobbszordsen rezisztensek ezek a torzsek a vad tipushoz képest. Ezért ezekben az
esetekben a rezisztencia csokkenést 0%-ra értékeltiik. Az érzékenységi vizsgalatok laboratoriumi
szabvanyositasat tobb orszag nemzeti szervezete elvégezte, az egyes eldirasok értékhatarai tobb
esetben is Kisebb-nagyobb eltérést mutatnak egymastol. Jelen dolgozatban az amerikai Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) ajanlasait vessziik egységesen alapul. Ez a szervezet
az utmutatokat rendszeresen feliilvizsgadlva naprakészen tartja, igyekszik a legfrissebb
ismeretekhez igazitani, kiadvanyai a legkortiltekintObben tartalmazzak a vizsgalatok kvantitativ és
kvalitativ kivitelezésének leirdsait, az értelmezés és az interpretalds szabalyait. Ez alapjan harom
csoportra lehet osztani a minimalis gatlasi koncentraci6 altal meghatarozott értékeket, rezisztens
(R), intermedier (IM) és érzékeny. A 71 szignifikansan javulast mutatd torzs MIC értékeit

viszonyitottuk a kiindulasi (TO) rezisztens térzsek MIC értékeihez.

Munkank els6 felében a ,,sajat” antibiotikummal szembeni érzékenység valtozasat elemeztiik Ki
szazalékos aranyban (12. abra). Az ampicilin rezisztens térzsek nagyobb részét nem terhelte nagy

fitnesz kdltség, azonban abban az estben ahol ez megfigyelhetd volt, ott az evoluciot kovetd fitnesz
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javulashoz nagyfokt rezisztencia vesztés is jarult. Hasonlé eredményt értek el egy Klinikai
kisérletben (Butler és mtsai., 2007) is, ahol 7 éven keresztiil azt vizsgaltak, hogy hogyan hat az

ampicilin antibiotikum csokkentett terdpias alkalmazasa a rezisztencia valtozasara.

A ciprofloxacin rezisztens vonalak (CPR9 kivételével) jellemzden veszitettek
rezisztenciajukbol, amit alatamaszt egy 2009-ben megjelent klinikai tanulmany (Gottesman és
mtsai., 2009) is, ahol a kinolon doézis 50%-0s mérséklésével atlagosan 36%-0S rezisztencia
csokkenést tudtak elérni. Egy masik tanulmany (Sundqvist és mtsai., 2010a) a svédorszagi
trimetoprim-tartalmt gyogyszerek hasznalatara vonatkozo 24 honapos dnkéntes korlatozas hatasat
vizsgalta hugyuti fert6zésekbdl izolalt trimetoprim-rezisztens E. coli antibiotikum érzékenységére.
Megallapitottak, hogy az Gsszes klinikai rezisztens izolatum megtartja rezisztencia szintjét, ha a
trimetoprim célgénjében (folA gén) hordoz mutaciét. Ezzel a klinikai vizsgalattal egyetértésben
azt talaltuk, hogy ha a trimetropin rezisztenciaért felelds folA gén jelen van az adott klonban, akkor
a rezisztencia megmarad az antibiotikumok jelenléte nélkiili laboratoriumi evolucidt kovetden is.
Ezzel szemben a TRM9 térzsekben ahol a trimetroprim rezisztencia mas gének megléte miatt

alakult ki, nagyfoku rezisztencia vesztés volt megfigyelhet6 a fitnesz javulasaval parhuzamosan.
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12. abra. Rezisztencia vesztés a 60 napig tarto antibiotikummentes evoluciot kovetoen, ,,sajat”

antibiotikumra vizsgalva.
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Megfigyeltiik, hogy az altalunk vizsgalt egy-egy antibiotikumhoz mar alkalmazkodott
kiindulasi torzseknek ezzel egyidejiileg szamos mas antibiotikummal szemben is cs6kkenhet az
érzékenysége (keresztrezisztencia), azaz multidrog-rezisztensé valhat. Nemcsak azoknak az
antibiotikumoknak az esetében volt megfigyelheté meg nagymértékii keresztrezisztencia, amelyek
hasonldé médon hatnak vagy hasonlé a kémiai szerkezettel rendelkeznek. Megfigyelhet6 volt, hogy
a baktérium képes talélni annak az eltéré hatismechanizmusu antibiotikumnak akar a 128-szoros
dozisat is, amelyet nem hasznaltunk az rezisztencia evolvacio6 soran (Lazar és mtsai., 2014). Ezért,
hogy teljes képet kapjunk a 60 napig tarté antibiotikum mentes evoluciot kdvetd rezisztencia

valtozéasokrol, 6sszesen 195 antibiotikum-T60 vonal kombinéciojat is megvizsgaltuk.

Az irodalmi laboratériumi adatoktol eltérden (Marcusson és mtsai., 2009a; Reynolds,
2000; Schrag és mtsai., 1997b; Schrag & Perrot, 1996) a vizsgalt torzsek 54,8%-ndl tapasztaltunk
rezisztencia csokkenést, sot tobb klon esetében igen magas, 80-100%-os rezisztencia vesztés volt
megfigyelhetd. Rezisztencia vesztésnek az adott kategoridk kozotti atmenetet értettiik, tehat harom
lehetséges varidcio fordult eld: 1) Rezisztensbdl intermedier- ha az érzékenység kismértékben
csokkent, nagy fokll csokkenés esetében pedig a rezisztens torzsek 2) intermedier vagy akar 3)
szenzitiv csoportba is keriilhettek (13. abra). 26 esetben teljes valtozast figyeltiink meg, amikor is

a rezisztens fenotipus csupan 60 nap elteltével mar visszatért a vad tipusu érzékeny allapotba.
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13. ébra. A rezisztencia valtozasa, 195 antibiotikum-760 vonal kombindacioban. A torzseket a
CLSI rezisztencia hatdrérték alapjan osztalyoztuk rezisztens (R), koztes (IM) vagy érzékeny (S)
csoportokba. A nyilak jelzik, hogy a rezisztencia szintje fennmarad-e (példaul R-> R) vagy
csokken (példaul R-> S) a laboratoriumi evoluciot kévetden, illetve az estek szamat is

feltiintettiik.
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Az antibiotikum rezisztencia mechanizmusok nem izolaltan fordulnak eld, hanem
leggyakrabban egyiittesen vannak jelen a baktériumsejtben. A ,,multiple antibiotic resistance”
(Mar) fenotipust 1étrehozo, akar egyetlen a mar operont érintd mutacio is szamos fehérje sejtbeli
szintjének koordinalt valtozasat hozza létre. A fenotipus kialakulasahoz vezetd valtozasok kozé
tartozik az efflux pumpak (példaul az AcrAB-TolC multidrog efflux pumpa) tultermeltetése,
valamint porin csatornak (példaul az OmpF porin csatorna) termelésének a gatldsa transzkripcids
vagy poszttranszkripcids szabalyozas altal. A Mar fenotipusu baktérium sejtek rezisztenciat
mutatnak szamos hidrofil és lipofil antibiotikumra (Seoane & Levy, 1995). Feltehet6en ezen
mutaciok kompenzaldsa miatt torténik magas rezisztencia vesztés a 60 napig tartd antibiotikum
mentes evoluciot kovetden. Példaul doxiciklinnel és teraciklinnel szembeni érzékenység
kiemelkedd csokkenést mutatott, mig ugy tlinik az aminoglikozid rezisztenciaért felelds mutaciok
okozta fitneszhatrany kompenzalasa nem jar jelentds antibiotikum érzékenység valtozassal (14.

abra).

A B
Rezisztencia csokken [l megmarad i} Rezisztencia csokken Jj megmarad i
40 1.00
o
z
- 30 © 075
(44
£ n
® ‘U
N -
v 20 a
ﬁ g 0.50
e
@ ®
w e
10 8025
2
~N
iy ¢
4
0 0.00
NIT KAN TOB TMP FOX AMP NAL CIP CHL TET DOX NIT KAN TOB TMP FOX AMP NAL CIP CHL TET DOX
Antibiotikumok Antibiotikumok

14. dbra. A rezisztencia valtozdasa a 60 napos evoluciot kévetoen antibiotikumonkent felosztva, A:

az vizsgalt esetek szama, B: rezisztencia vesztés szazalékos aranya.
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Negativ korrelaciot talaltunk a relativ fitnesz €s rezisztencia szintek koézott (Spearman
korrelacio teszt, p = —0,35, p=0,0031), ami az jelenti, hogy az antibiotikum mentes evoliciot
kovetden, azok a torzsek amik magasabb fitnesz javulast értek el, altaldban nagyobb fokl
érzékenységet mutattak. Altalanossagban azok a multidrog-rezisztens torzsek, amelyek a
legmagasabb fitneszjavulasra tettek szert nem csak az adott antibiotikummal, hanem az 0sszes
keresztrezisztenciat mutatd antibiotikummal szemben is veszitettek a rezisztencidjukbol (15.
abra). Ko6zépso relativ fitnesz értékeket elérd csoportba tartozd torzsek, csak részleges, vagyis
néhany antibiotikummal szembeni érzékenység csokkenést mutattak. Azoknal a torzseknél pedig
ahol, megmaradt a rezisztencia, tobbnyire csekély mértékii volt a fitnesz javuldsa. Ez alol kivételt
mutatnak a kanamicin-rezisztens torzsek, amelyek tobbnyire megtartjak rezisztenciajuk, bar

képesek magasabb fitneszjavulast elérni, feltételezhetéen a specifikusan rajuk jellemz6 mutéaciok

miatt.
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15. abra. A: Az antibiotikum mentes evoluciot koveto fitnesz javulas és rezisztencia csokkenés
osszefiiggese. B: A T60 vonalakat rezisztenciaprofiljuk alapjan harom fo kategoriaba soroltuk: a
rezisztencia szintje csokkent az osszes vizsgalt antibiotikummal szemben (teljes), legaldbb egy
antibiotikumra vizsgalva csokkent (részleges) vagy a rezisztencia szintje fennmaradt
(megmarad).
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V.4, Kompenzalé mechanizmusok vizsgalata

A kiindulasi torzsek (TO) rezisztenciaért felelds mutacioit mar a korabbi szekvenalasi
adatokbol ismertiik (Lazar és mtsai., 2014). Hogy betekintsiink a rezisztencia csokkenésének
alapjaul szolgald molekularis mechanizmusokba 15, egymastol fliggetleniil evolvaltatott T60
torzset, amelyek szignifikans fitnesz javulast mutattak, teljes genom szekvenalasnak vetettiink ala
(3. fiiggelék). A torzseket igyekeztiink ugy kivalasztani, hogy minél tobb antibiotikum csoport
képviselve legyen illetve, hogy reprezentaljak a kiilonb6z6 szintli rezisztencia valtozasok
lehetséges okait. Az Illlumina platformon kivitelezett szekvenalast kévetéen bioinformatikai
elemzéseket végezve arra torekedtiink, hogy a megfeleld TO torzsek genomjahoz viszonyitva uj,
feltételezett kompenzalé mutaciokat azonositsunk. Osszességében 45 fiiggetlen mutacids
eseményt azonositottunk, koztiik 16 egyedi nukleotid polimorfizmust (SNP), 16 deléciot és 13
inszerciot. Megvizsgaltuk, hogy a TO populdcidban rezisztencidt okozdé SNP-k visszaalltak-
e/revertalodtak-e vad tipusu szekvenciava, de ilyen esetet nem talaltunk, ezért a T60 torzsek
fitneszndvekedése nem az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia mutiaciok molekuldris
visszafordulasanak kovetkezménye. Ugy tiinik inkabb a genom mas részeiben talalhato
kompenzaciés mutaciok jarultak hozza a kialakult torzsek gyors fitnesz-javulasdhoz. A
laboratoriumi evoluci6 soran felhalmozodott mutaciok alacsony szama miatt nem lehetett szigort
statisztikai elemzést végezni a TO-ban és a T60-ban kimutatott mutacidk funkcionalis
kapcsolatanak vizsgélatdra. Ennek ellenére szdmos példat talaltunk a TO-ban mutalt
rezisztenciagének ¢és a laboratériumi evolicid sordn mutdlt gének kozotti funkciondlis

kapcsolatrol.

Szamos feltételezett kompenzaciés mutacié halmozodott fel az antibiotikum elleni
védelemben részt vevo transzkripcios szabalyozo fehérjékben, amelynek részt vesznek az efflux
pumpa szabalyozasaban (marR) (Seoane és Levy, 1995; M. N. Alekshun és Levy, 1999; Duval és
mtsai., 2013; Ferenci és Phan, 2015; S), a lipopoliszacharid bioszintézisben (SOXRS) (Seo és mtsai.,
2015) vagy porin csatornak megvaltozasaban (envz/ompR) (Knopp és Andersson, 2015; Phan és
Ferenci, 2013).

Az ¢l6 szervezetek hatékony mechanizmusokat fejlesztettek ki a kornyezeti stressz

érzékelésére €és az ezek elleni védelemben résztvevd gének expresszidjanak a szabalyozésara. E.
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coli-ban példaul a ,multiple antibiotic resistant” (mar) regulon nem csak az antibiotikumokkal
szembeni, hanem a szerves oldoszerekkel vagy a fertdtlenitoszerekkel szembeni védelemben is
szerepet jatszik (M. N. Alekshun és Levy, 1999). Az oxidativ stresszre adott reakciot az E. coli-
ban két f6 szabalyoz6 rendszer kozvetiti, amelybdl az egyik a SOXRS. A SoxR a szuperoxidok
jelenlétét érzékeli, majd aktivalja a soxS transzkripciot. A megndvekedett SoxS szint ezutan
aktivalja a célgének expressziojat, amelyek helyreallitjdk a sériilt DNS-t, fenntartjadk a redox
egyensulyt és védenek a toxikus gyokokkel szemben (Pomposiello és Demple, 2001). Az oxidativ
stresszvalasz és az antibiotikum-rezisztencia szoros dsszefiiggése a SOXRS és a mar regulon kozotti
kiterjedt atfedésekben nyilvanul meg (Barbosa és Levy, 2000), mivel a baktericid antibiotikumok
6lési mechanizmusa oxidativ karosodasokkal jar (Kohanski és mtsai., 2007), illetve a mar regulon
szamos olyan gént tartalmaz, amelyeket a SoxRS szabalyoz az oxidativ stressz hatasara. A SOxR
¢s MarR célgénjei kozott szamos efflux pumpa szabalyozasaért felelds vagy porincsatornaval
Osszefliggésbe hozhatd gén szerepel (példaul: acrAB, tolC, marAB, és micF), azonban a SoxRS
rendszernek jelentds szerepe van a lipopoliszacharid (LPS) és sejtfal modositasaban is (J.-H. Lee
¢s mtsai., 2009). Hasonldan a fenti példakhoz a PhoPQ kétkomponensii szabalyzé rendszer is mind
az efflux pumpékra gyakorolt hatasaval (Li és mtsai., 2015) mind az LPS modifikéciora hatva

(Groisman, 2001) hozzajarul a multidrog rezisztenciahoz.

Esetiinkben példaul a TRM9 rezisztens torzs phoQ, soxR, acrR mutacio révén tett szert
rezisztenciara tobb antibiotikummal szemben is. A 60 napig tart6 antibiotikum mentes evoliciot
kovetden, ezek a két komponensii szabalyz6 rendszerek masik tagjadban vagy ugyanazon génben
torténd, fitnesz novekedést okozd masodik mutéciod jelent meg. A TRMO9c evolvaltatott T60 vonal
esetében a phoP génben egy delécio, mig a SOXS génben egy inszercié jarult hozza a fitnesz
javulasahoz és ezzel egyidejiileg rezisztencia vesztéshez, mi tobb, az dsszes keresztrezisztenciat
mutatd antibiotikummal szemben is. A TRMOf vonalban pedig a phoP mutacié mellett a SOXR
génben tortént egy jabb mutacio, ami feltehetleg ellenstlyozni tudta az eredeti rezisztencia
mutacio hatasat az antibiotikum érzékenységre és a fitnesz koltségre egyarant. Ezzel szemben a
trimetropim rezisztenciaért felelés célpont gént (folA) tartalmazd torzsek megtartottak
rezisztenciajukat, ami azt sugallja, hogy az 4&ltalanos multidrog rezisztenciaért felelds
mechanizmusok okozta fitnesz hatrany kompenzaldsa gyakrabban jar egyidejlleg

rezisztenciavesztéssel is.
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CPRS torzs esetében megfigyelhetd volt magaban, a célpont génben (gyrA) megjelend
masodik mutacio is. Azonban emellett az antibiotikum mentes evolicidt kdvetden szdmos mas
efflux pumpat érintd mutécié (SOXR, maR, envZ) is megjelent, igy nem allapithaté meg, hogy mely
mutacionak vagy mutaciok kombinacidjanak milyen mértékii szerepe lehet a rezisztencia

vesztéssel egylitt jaro fitnesz javulasban (16. abra).
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16. abra. A4 rezisztenciat biztosito és a kompenzalo mutdciok funkcionalis dsszefiiggései. A fekete
gén nevek a T0 kiinduldsi torzsek rezisztencia mutdcioit mig, a piros gén nevek T60 vonalakban

talalhato kompenzadlo mutaciokat jelolik.

Az aminoglikozidok egyediilall6 mdédon proton motoros erdt igényelnek a sejtbe torténd
bejutashoz, ezért az aminoglikozid-adaptalt vonalak altal hordozott membranpotencialra hatassal
levé mutaciok mind az aminoglikozidok altal kivaltott oxidativ stressznek, mind pedig az

aminoglikozidok felvételének a mértékét képesek csokkenteni. Az egyik ilyen gyakori génmutaciod
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a trkH gént érinti, amely kalium ionok felvételével jarul hozza a megfeleld6 membranpotencial
kialakitasahoz (Lazar és mtsai., 2013). A 60 napig tartd antibiotikum szelekcié nélkiili
kornyezetben torténd adaptacio utan a Trk kalium felvétel rendszer egy masik tagjat kodolo trkA
génben jelent meg egy tjabb mutécio. Feltehetden ez az ) mutacid jarult hozza a relativ fitnesz
emelkedéséhez. Azonban ez az 0j mutaci6 nem befolyasolta a rezisztencia mértékét. Az
elmondottak alapjan gy tlinik, hogy a célpont gén rezisztencia mutacid karos fitnesz hatasat
ellenstlyozé mutaciok ritkabban jelennek meg a T60 vonalakban, mint a multidrog rezisztenciat
ellenstlyozé mutéciok és altalaban nem vonnak maguk utan jelentds antibiotikum érzékenység

csokkenést.

V.5. Kompenzalé mutaciok pleitrép hatasa a doxiciklin-rezisztens E. coli torzsekben

A teljes genom szekvenalas eredményei alapjan megfigyeltiik, hogy szamos feltételezett
kompenzald mutéacié azokkal a génekkel all funkcionalis kapcsolatban, amelyek az altalanos
multidrog rezisztencidért felelds mechanizmusokat befolydsoljak. Ezért, hogy feltarjuk a
kompenzal6é mutdciok bioldgiai hatasat a fitnesz €s a rezisztencia valtozéasara, egy olyan doxiciklin
rezisztens tOrzset valasztottunk részletes elemzésre, amely tobbféle mechanizmusa
antibiotikummal szemben mutat ellenallast, elsésorban az efflux pumpakat befolyasold
rezisztencia mutaciok (acrR, marR) miatt (Lazar és mtsai., 2014). A marR génnek nagy klinikai
szerepét az antibiotikum rezisztenciaban ( Mazzariol és mtsai., 2000; Komp Lindgren és mtsai.,
2003;). Ezek a mutaciok altalaban inaktivaljak a MarR-t (a MarA represszorat, az acrAB és tolC
transzkripcios aktivatorat) vagy az AcCrR-t (az acrAB operon represszorat), ¢s novelhetik az
AcrAB-TolC multidrug efflux pumpak aktivitasat (Grkovic és mtsai., 2002).

A 60 napig tart6 antibiotikum szelekcio nélkiili evoluciét kdvetden, egy uj marR mutaciot
figyeltink meg a DOX3 T60 evolvalt vonalban (3. fiiggelék) .Feltételeztik, hogy mivel ez a
hatasara a maRA represszioja az eredetei allapotba keriil, igy eldidéz egy vad tipust efflux pumpa

aktivitast. Ennek a vizsgalatara rekonstrualt mutans torzseket hoztunk Iétre PORTMAGE technika

crer
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kompenzal6é mutaciot a rezisztens torzsbe illesztettiik vissza.

Eldszor megvizsgaltuk a feltételezett kompenzald mutdcid (marR*) hatasat a novekedési
sebességre. Azt tapasztaltuk, hogy a mutacid szerepe genetikai hattér fliggd, mivel a rezisztens
torzsben a varttal megegyezden képes kompenzalni az eredeti TO mutacio fitnesz hatasat. Azonban
vad tipus E. coli térzsbe juttatva, nem emeli a relativ fitnesz mértékét, sét inkabb csékkenést okoz
anovekedésben a kontrol torzshdz viszonyitva, tehat ennek a mutacidonak 6nmagéban nincs fitnesz
noveld hatasa. Ezek az eredmények az sugalljak, hogy valdéban a rezisztencia mutacid karos
hatasanak ellensulyozasa miatt jelent meg ez az Uj mutacido a 60 napos antibiotikum mentes

evoluciot kovetden.

A kovetkez6 1€épésben a marR* mutaci6 rezisztencidra gyakorolt hatasat térképeztiik fel. A
DOX3 torzs nem csak doxiciklinnel szemben mutat rezisztenciat, hanem szamos mas, kiilonb6zo
hatasmechanizmust antibiotikumra is. Ezért az antibiotikum érzékenység valtozasat a vad tipust
torzshoz viszonyitva E-teszt segitségével mértik le, AMP, CHL, DOX, FOX, NAL és TET
esetében. Megfigyeltiik, hogy ez az egyetlen kompenzaldé mutacié (marR*) elegendd a kiindulasi
torzshoz viszonyitott nagyfoku rezisztencia valtozashoz, st tobb esetben a vad tipussal

megegyez0 gyogyszerérzékenység volt tapasztalhato.

A fenti eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy a rezisztencia mértékében és novekedési
rataban tortént valtozasok a marR* antibiotikum felvételre gyakorolt antagonista hatdsanak a
kovetkezménye. Hipotézislinket az efflux pumpa hatékonysagat mérdé Hoechst fluoreszcens festék
Amennyiben a festék alacsony szinten mérhetd a sejtben, magas efflux aktivitas torténik, mivel
ebben az esetben a pumpa a sejten kiviilre juttattja a fluoreszcens festéket vagy masik
lehetdségként egy csokkent membran atjarhatdésag miatt a festék korlatozottan képes a sejtbe
bejutni. Pozitiv kontrolként CCCP efflux pumpa gatldszert adtunk a vad tipusu torzshoz, ebben az
esetben az efflux mechanizmusok nem tudnak miikddni, tehat magas szintli festék felhalmozast
latunk. A varttal megegyezden a kiindulasi rezisztens DOX3 torzsben, jelezve az aktiv efflux
pumpa mechanizmust egy meglehetdsen alacsony Hoechst felhalmozddast figyeltiink meg a vad
tipust torzshoz viszonyitva. Azonban ha ebbe a kiindulasi TO torzsbe visszajuttatjuk a kompenzald

marR* mutaciot, akkor a festék akkumuléacié megegyezik a vad tipuséval, ami bizonyitja az efflux
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pumpa normal mikodésének visszaallasat. A marR* mutacié a vad tipusu torzsbe visszaiiltetve is

képes némiképp emelni a festék felhalmozodast, jelezve az efflux mechanizmusra gyakorolt gatlo

hatasat.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a kompenzaciés muticio a marR* prométer régiéjaban
csak egy specialis, antibiotikum-rezisztens genotipusban ndvelte a baktérium fitneszét.
Mellékhatasként ugyanez a mutacid megndvelte a baktériumok érzékenységét tobb

antibiotikummal szemben, valdsziniileg az efflux mechanizmusok fokozasa révén (17. abra).
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17. abra. marR mutdcio hatasa A: relativ fitnesz valtozasra, B: rezisztencia valtozasra és C:
Hoechst festék felhalmozodasra doxiciklin rezisztens torzsekben és a rekonstruktdlt mutans

torzsekben (WT+maR*és TO+marR™).
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A mar regulon részletes genetikai elemzése alatdmasztja a fenotipus reverzio hipotézisét.
A MarR egy transzkripcids represszor protein, amely a marRA operon igy a sajat és a MarA
transzkripcids aktivator mennyiségét és a MarA altal regulélt gének expresszidjat szabalyozza E.
coli-ban. A mar regulon részt vesz szamos, az antibiotikum-rezisztenciaban részt vevd fehérje,
koztiik az AcrA/AcrB/TolC multidrug-efflux rendszer szabalyozasaban. Az antibiotikum-stresszre
(p¢ldaul DOX vagy CPR) valaszul a marR gyakran mutalodik mind klinikai, mind laboratériumi
kortilmények kozott, ami a marA és a mar regulon tobbi tagjanak fokozott expresszidjahoz vezet
(Praski Alzrigat és mtsai., 2017). Esetiinkben a DOX3 torzs mutaciot hordoz a marR fehérje
koédold szekvenciajaban és ez a rezisztencia mutacid fitneszkoltséggel jar, eldsegitve a tovabbi
mutéaciok felhalmozodasat. Vizsgalatunk azt mutatja, hogy egy kompenzaciés mutacioval a mar
operon promoter régidjaban visszaallithato a vad fenotipus, mivel ez noveli a baktériumok
fitneszét, tovabba az antibiotikum iranti érzékenységét és helyreallitja a vad tipust efflux pumpa

hatékonysagat valosziniileg a mar regulon aktivitasanak megvaltoztatasaval (18. abra).
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18. abra. A: A MarR egy transzkripciot szabalyozo protein, amely a marA gatlasan keresztiil
szabalyozza az AcrA/AcrB/TolC efflux rendszer aktivitasat. Antibiotikum-stressz hatdsdra a
marR mutalodik (voros csillaggal jelolve), ami a marA és késébb a mar regulon tobbi tagjanak
fokozott expressziojahoz vezet. A 60 napig tarto antibiotikummentes evoluiciot kovetden egy uj
kompenzalo mutacio jelenik meg (sarga csillaggal jelolve) ami visszadllitia a vad fenotipust .B:

Rezisztencia- és kompenzalo mutacié hatdsa az efflux pumpa aktivitdsra.

V.6. Kompenzalé mutaciok pleitrép hatasa a cefoxitin rezisztens E. coli torzsekben

Az eldbbiekben targyalt pleiotrop hatdshoz hasonldé mintdzatot talaltunk a FOXS8 kiindulasi
rezisztens torzsben megjelend 1) envZ gént érintd kompenzalé mutacid vizsgdlata soran. Az EnvZ
egy, az ozmoregulacioban kozponti szerepet jatszé Szabalyozd protein, ami az OmpR-t
foszforilalja. A foszforilalt OmpR transzkripcios faktorként mikodik a fo kiilsé membran
porinokat kodold gének, az ompC és ompF expressziojaban. Az OmpC és az OmpF csatorndkat
képeznek a kiilsé membranban, amik lehetévé teszik Kis méretii hidrofil molekulak passziv
difftzigjat. Az OMP-k, kiilonosen az OmpC és OmpF porinok fontos szerepet jatszanak az
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakulasaban. Szamos antibiotikum, példaul a
karbapenemek, kinolonok, aminoglikozidok és tetraciklinek nem tudnak konnyen diffundalni a
kiils6 membranon keresztiil (Delcour, 2009). Ehelyett ezek az antibiotikumok porinokat
hasznalnak a hidrofob gat lekiizdésére és a periplazmaba torténd transzlokaciora. Gyakran az
egyszeres mutaciok, amelyek a porus tulajdonsagait csak kis mértékben valtoztatjak meg
elegendéek lehetnek az antibiotikumok felvételének csokkentésére (Bredin és mtsai., 2002;
Simonet és mtsai., 2000). Hasonloképpen azok a mutaciok, amelyek a porin elvesztéséhez vagy
megvaltozasdhoz vezetnek, gyakran megjelennek a rezisztens klinikai izolatumok korében.
Példaul egy klinikai tanulmany alapjan az Enterobacter aerogenes B-laktam-rezisztens klinikai

izolatumainak 40%-anal hianyoztak a porinok (Charrel és mtsai., 1996).

A csokkent porin expresszid ¢és membranpermeabilitds miatt az antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia jelent6s fitnesz koltséggel jar, mivel az antibiotikumok kizarasaval

egyidejiileg a fontos tapanyagokat is kizarjak a periplazmabol (Ferenci, 2005). Az antibiotikummal
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torténd kezelés soran a csokkent tapanyagfelvétel elfogadhaté kompromisszum lehet, viszont

antibiotikumok hianyaban az athatolhatatlan kiils6 membran hatranyosnak bizonyulhat.

Az altalunk vizsgalt kiindulasi (T0) cefoxitin-rezisztens torzs tartalmaz egy ompR és egy
ompC mutéciot, amelyek hatdsara csokken a porin expresszio és megjelenik a rezisztens fenotipus
(Léazér és mtsai., 2014). Azonban ezek a mutaciok jelentds fitneszkoltséget is okoznak a vad tipusu
torzshoz képest. Megfigyeléseink alapjan, a 60 napig tartd antibiotikum szelekcio nélkiili evoliciot
kovetden, egy delécio torténik az envZ génben, amelynek hatasara a relativ fitnesz mértéke
jelentdsen megemelkedik. Ennek a mutacionak a szerepe genetikai hattér fliggé hasonldéan a
korabban mar emlitett marR* kompenzald6 mutacidhoz, mivel a rezisztens tdrzsben képes
kompenzalni az eredeti TO mutaciok fitnesz hatasat. A vad tipusu térzsben viszont épp ellenkezéen
hat, azaz csokkenést okoz a novekedésben a kontrol térzshéz viszonyitva. Ez az eredmény azt
sugallja, hogy valdban a rezisztencia mutaci6 karos hatdsanak ellensulyozéasa miatt jelent meg az
Uj mutaci6 a 60 napig tartdo antibiotikum mentes evolliciot kovetéen. A porin csatornak
helyreallitdsa nem csak a baktérium novekedésére hat, hanem a gyodgyszer érzékenységre is. E-
teszttel mért rezisztencia-szint valtozas alapjan, ez az egyetlen kompenzald mutacié (envZ)
elegendd volt a kiindulasi rezisztens torzshdz viszonyitott nagyfoktl ampicillin érzékenység
valtozashoz (19. abra). Hasonld eredményeket figyeltek meg egy korabbi tanulmanyban (Knopp
¢és Andersson, 2015), ahol ompCF gén delécios torzseket vizsgalva a rezisztencia mellett, csokkent
novekedést tapasztaltak antibiotikummentes kdzegben. Ennek ellenére, a baktériumok gyorsan
tudtak alkalmazkodni egy 0j, megvaltozott antibiotikummentes kornyezethez €s egy kompenzalo
mutacido megszerzésével javult a fitnesziikk és visszaallt az eredeti, vad tipust éllapotra az

antibiotikum érzékenységiik.
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19. abra. Az envZ mutdcio hatasa A: relativ fitnesz valtozdsra és a B: rezisztencia valtozasra

cefoxitin rezisztens és rekonstruktalt mutans torzsekben.
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V1. Eredmények megvitatasa

A baktériumok antibiotikumokkal szembeni rezisztencidjanak kialakulasa és elterjedése
egyre sulyosabb kozegészségiigyi problémat jelent vilagszerte. Mivel az Ujonnan bevezetett
antibiotikumok is igen hamar elveszitik a hatékonysagukat, a kutatasok egyre inkabb a rezisztencia
mechanizmusok részletesebb megismerésére €s 11j tamadasi pontok azonositasara fokuszalnak. Az
antibiotikum-rezisztencia fennmaradasanak befolyasold tényez6i koziil talan az egyik
legfontosabb az antibiotikum-rezisztencia fitnesz koltsége és azok a kompenzacidos mutaciok,
amelyek antibiotikum szelekcio nélkiili kornyezetben képesek a baktérium fitneszének javitasara.
Azonban a mai napig nyitott kérdés az, hogy az antibiotikum alkalmazas korlatozasa valoban
képes-e hozzajarulni a tobbszords rezisztenciaval bird baktériumok szamanak jelentOs
csOkkenéséhez. Bar a rezisztencia mutaciok gyakran jarnak fitnesz koltségekkel, ezek késObb
csokkenhetnek a kompenzaciés mutaciok felhalmozodasa révén. Az eddigi  fitnesz
kompenzacioval foglalkozé laboratériumi kisérletek tobbnyire amellett érvelnek, hogy a
kompenzaciés mutacidk enyhitik a rezisztencia muticiok fitneszkdltségeit anélkiil, hogy
befolyasolnak a rezisztencia mértékét (Andersson és Hughes, 2010). Mindez arra utalt, hogy az
antibiotikumok alkalmazas korlatozasanak klinikai koriilmények kozott nem sok haszna lehet,
mivel igy antbiotikum szelekcido nélkiil is megmaradna a rezisztencia. A legtobb korabbi
laboratoriumi vizsgalat azonban csak egyetlen rezisztencia mutaciét hordoz6 baktériumokra
Osszpontositott, mig az antibiotikum-rezisztens klinikai izolatumok altaldban tobb ilyen mutaciot
hordoznak (Vogwill és MacLean, 2015). Ez a kérdés azért is 1ényeges, mert az episztatikus

kolcsonhatasok az antibiotikum-rezisztencia mutaciok kozott igen elterjedtek (Wong, 2017).

A kompenzacio kiilonleges esete a molekularis reverzio. Ebben az esetben a molekularis
reverzidért felelés mutacid helyreallitja a vad tipust, antibiotikumokkal szemben érzékeny
genetikai szekvenciat és ezaltal kikiiszoboli a rezisztencia mutdcioval jarod fitnesz koltséget.
Azonban azt feltételezziik, hogy a genotipusos reverzié altalaban egy ritka jelenség, mivel nagyon
specifikus mutacios eseményeket igényel, a genom egy jol meghatiarozott helyén kellene
1étrejénnie az 0j kompenzald mutacionak (Andersson és Hughes, 2010; Durao és mtsai., 2018).

Egyes esettanulmanyok azt mutattdk, hogy a fenotipusos reverzio akkor is eléfordulhat, ha az
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eredeti rezisztencia mutdcio fennmarad, de a kiegészitd mutaciok megszerzése egyidejiileg
csokkenti a fitnesz koltségét és noveli a baktérium antibiotikumokkal szembeni érzékenységét.
Példaul a sztreptomicin rezisztenciat gyakran az rpsL riboszomalis protein gén rezisztencia-
mutacioi kozvetitik, de a transzlacidban részt vevd mas gének kompenzéicidos mutdcioi a
sztreptomicin érzékenységre valo visszatérést eredményezik (Moura de Sousa és mtsai., 2017).
Mivel a fenotipusos reverzid6 molekularis célpontjai viszonylag szélesek lehetnek, az
antibiotikumokkal szemben érzékeny allapotba vald visszatérés valdszinilileg sokkal gyakrabban

fordul el6, mint ahogy korabban feltételezték.

A fenotipusos reverzid elméletének vizsgalatara nagy ateresztd képességli laboratoriumi
kompenzaciés evolucios kisérletet végeztiink kiilonboz6é antibiotikumokra rezisztens E. coli
torzseken. Ezek a torzsek 2—13 mutéciot hordoztak és fitnesz koltséget mutattak a vad tipust
torzshoz képest. Megallapitottuk, hogy antibiotikumoktol mentes kornyezetben végrehajtott, 60
napig tartd laboratoriumi evolicidé az antibiotikum-rezisztens torzsek 51%-aban gyors fitnesz
javulast eredményezett. Ezek koziil néhany megkozelitette a vad tipusu torzs fitneszét. A fitnesz a
laboratoriumi evoltci6é soran javulhat a kérnyezethez vald altalanos alkalmazkodas és/vagy a
kompenzacids mutaciok felhalmozodasa kdvetkeztében. Ez utobbiak enyhitik a rezisztencia kéaros
mellékhatasait. A kompenzacidos mutaciok felhalmozodasanak a lehetdsége redlisabb, mint a
kdrnyezethez vald adaptéacio sordn létrejovo mutaciok megjelenése, mivel a kompenzald mutaciok
altalaban antibiotikumok elleni védelem mechanizmusaban vagy az altalanos stresszvalaszban
részt vevO rezisztencia génekkel voltak funkcionalis kapcsolatban. Genetikai/genomikai
vizsgalatok soran kimutattuk a marR ¢s az envZ rezisztencia és feltételezett kompenzacios
mutéacidinak episztatikus kdlcsonhatasait is, mivel a laboratériumi evolucié sordn ndvekedett a

fitnesz az adott antibiotikum-rezisztens torzsben, de cs6kkent a vad tipusban.

A mar regulon részletes genetikai elemzése alatdmasztja a fenotipusos reverzio hipotézisét.
A MarR egy transzkripcios szabalyozd protein, amely a marA regulon aktivitasat gatolja az E.
coliban. A mar regulon részt vesz szamos, az antibiotikum-rezisztenciaban részt vevd gén,
kozottik az AcrA/AcrB/TolC multidrog-efflux rendszert kodold gének szabalyozasaban. Az
antibiotikum-stresszre (példaul DOX vagy CPR) reagalva a marR gyakran mutalédik mind
klinikai, mind laboratériumi koriilmények kozott, ami a marA és a mar regulon tobbi tagjanak

fokozott expressziojahoz vezet (Praski Alzrigat és mtsai., 2017). A vizsgalatainkba bevont DOX3
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torzs mutaciot hordoz a marR fehérje kodolo szekvencidjaban €s igazoltuk, hogy ez a rezisztencia-
mutacié valoban fitnesz koltséggel jar. Azonban eredményeink azt mutatattak, hogy a mar operon
kompenzacids mutacid novelte a baktériumok fitneszét, a tobb antibiotikum iranti érzékenységet,
¢és helyreallitotta a vad tipus membran efflux mechanizmusokat, valosziniileg a mar regulon

aktivitdsanak megvaltoztatasaval.

Viszont fontos hangsulyozni, hogy az antibiotikum rezisztencia elvesztése nem azonos
valdsziniiséggel torténik az antibiotikum-rezisztens torzsek kozott. Példaul tanulmanyunkban a
DOX ¢és a TET rezisztencia gyakran elveszett, mig az aminoglikozid rezisztencia altalaban a 60

napos antibiotikum nélkiili laboratériumi evolucio utan fennmaradt.

Megfigyeléseink 6sszhangban éallnak a klinikai adatokkal. Példaul egy klinikai tanulmany
a kinolonra érzékeny E. coli izolatumok aranyat vizsgalta a CPR hasznalatanak orszagos
korlatozasa el6tt és utan Finnorszdgban. A kutatds kimutatta, hogy a kinolon antibiotikumok
csokkent fogyasztasanak eredményeként az E. coli kinolon rezisztenciaja csokkent (Gottesman és
mtsai., 2009). Laboratoriumi vizsgalatunk viszont azt is kimutatta, hogy a CPR rezisztencia a
populacidk 66% -aban csokkent az antibiotikumok nélkiili evolucidt kovetden. Egy masik
tanulméany a TRM tartalmu gydgyszerek hasznélatara vonatkozé 24 honapos 6nkéntes korlatozas
hatasat vizsgalta Svédorszagban hugyuti fertézésekbdl izolalt TRM E. coli torzsek esetében.
Megallapitottak, hogy az Osszes klinikai izolatum meg6rzi a rezisztencia szintjét. Ezek az
izolatumok mutaciot hordoznak a folA-ban, a TRM célgénjében (Brolund és mtsai., 2010). Ezzel
a klinikai vizsgalattal egyetértésben azt figyeltiik meg, hogy a folA mutacioval rendelkez6 TRM
E. coli torzsek megoérizték rezisztencidjukat a laboratoriumi antibiotikum mentes evoliciot
kovetéen. Azonban ezeket az egyezéseket koriiltekintéen kell kezelni, mivel a klinikai és
laboratoriumi adatok Osszehasonlitdsa nem egyszerli. Példaul bizonyos orszagos vagy korhazi
korlatozasok hasznalata nem képes teljes mértékben kikiiszobolni az antibiotikumok szelekcigjat,

példaul a keresztrezisztencia megléte miatt.
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Osszefoglalva, harom fé mintazat jelzi, hogy a fenotipus reverzid az antibiotikumokkal

szembeni érzékenység megvaltozasaban altalanos lehet a kompenzacios evolucid soran:
i) Az antibiotikumok nélkiili kérnyezetben a baktériumok gyors fitneszének novekedése.
ii) Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia csokkenése vagy teljes elvesztése.

iii) Specifikus mutaciok, amelyek képesek egyszerre megvaltoztatni mindkét

tulajdonsagot.

Eredményeink azt sugalljdk, hogy az antibiotikum felhasznalas korlatozasa hasznos
megoldas lehet a multidrog-rezisztens baktériumok terjedésének megakadalyozasara, de csak
bizonyos antibiotikumok esetében miikodhet. Azt is hangsulyoznunk kell, hogy minden evoltcids
kisérletiinket antibiotikumok jelenléte nélkiil végeztiikk. A kovetkezd logikus 1épés a fenotipus
reverzié el6fordulasanak tanulmanyozasa valtakozo antibiotikum kezelések vagy szubletalis
antibiotikum doézisoknak valo kitettség alatt, mivel ez fordulhat el6 valds helyzetekben (Andersson
¢s Hughes, 2014). Vizsgalatunk nyitva hagyja azt a kérdést, hogy az antibiotikumok
szelekcidjanak intenzitdsa milyen mértékben alakitjak ki a késébbi kompenzacids evoluciot és az
ezzel jard rezisztencia vesztést. Végiil kutatdsunk a kromoszéma rezisztencia mutacidkra
Osszpontositott. Még nem tisztazott az a kérdés sem, hogy horizontalis géntranszfer esetén a fitnesz
javulasa a rezisztenciat biztositd plazmidok elvesztésével vagy a genomban megjelend 1j

kompenzalé mutaciok megjelenésvel érheté-e el (Dahlberg és Chao, 2003).
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IX. Osszefoglalas

Az antibiotikumok széles korben elterjedt €s nem megfelel6 hasznalata, szamos multidrog-
rezisztens baktérium megjelenéséhez vezetett, ami komoly kozegészségiigyi problémat jelent.
Mivel az ujonnan bevezetett gyogyszerek is igen hamar elveszitik a hatékonysagukat, a kutatdsok
egyre inkdbb az antibiotikum rezisztencia mechanizmusok részletesebb megismerésére és Uj

tamadaspontok fejlesztésére fokuszalnak.

A rezisztencia megjelenésének és stabilitdsanak az egyik fontos jellemzdje a rezisztencia
fitnesz koltsége, azaz a rezisztencia mechanizmusoknak a baktérium novekedésére és talélésére
gyakorolt hatdsai. Az antibiotikumnak torténd kitettség sordn a rezisztencia mechanizmusok
fitnesz eldnyt jelentenek a baktérium szdmara szenzitiv versenytdrsaikkal szemben, azonban
gyogyszermentes kornyezetben ezek a mechanizmusok ndvelhetik a generacidés id6t és
csokkenthetik a tulélés esélyét. Egy 1j, antibiotikum-mentes kornyezethez adaptalodva azonban a
baktériumok képesek gyorsan és hatékonyan ellensulyozni a rezisztencia okozta fitnesz koltséget
masodlagos kompenzacidés mutaciok segitségével. Az eddigi fitnesz kompenzacioval foglalkozé
laboratoriumi  kisérletek tobbnyire egyetlen rezisztencia mutaciot hordozé baktériumokra
Osszpontositottak, azonban az antibiotikum-rezisztens klinikai izoldtumok &ltaldban tobb

rezisztencia mutaciot hordoznak.

Munkank soran ezért egy nagy ateresztd képességii laboratoriumi kompenzacios evoluciods
kisérletet végeztiink tobbszorés mutaciot hordozé torzsekben a multidrog rezisztenciaval jaro
fitnesz koltségek rendszerszintli meghatarozasara, és annak a kérdésnek megvalaszolasara, hogy a
fitnesz javulasért felelds kompenzacidos mutaciok hatdsdra milyen mértékben valtozik meg a

rezisztencia mértéke antibiotikummentes kdrnyezetben.

Munkank soran 60 laboratériumban evolvaltatott rezisztens kiindulasi 6shoz viszonyitott
fitnesz koltségét és az Osi tipushoz képest szignifikans fitneszcsokkenést mutatd 23 genotipus 60
nap utani fitnesz javulasat hataroztuk meg. Kimutattuk, hogy a magas fitnesz koltség
nagymértékben Osszefliggésbe hozhatdo a kiinduldsi rezisztencia mértékével és a mutaciok

szamaval, mivel egy magasabb foku rezisztencia pleiotropikus hatdsa nagyobbnak bizonyult.
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Az antibiotikum szelekcid megsziinése utan a rezisztencia fitnesz koltségét a baktériumok gyorsan
¢s hatékonyan voltak képesek ellensulyozni. Azonban a fitnesz helyreallito kompenzacios
mutaciok eléfordulasat, tipusat és szamat tobb tényezd is befolyasolta, koztikk a rezisztencia
mechanizmusa. Eredményeink alapjan az evolvalt vonalak 51%-a volt képes szignifikansan
javitani a fitneszét, s6t némely torzs megkdzeliti a vad tipusu torzs fitnesz értékét is. A kiilonb6zo
antibiotikumra adaptalt torzsek kozott jelentds kiilonbségek voltak a relativ fitnesz értékek kozott,
ami alatamasztja az adott antibiotikumra jellemzden kialakulé mutaciok szerepét. Antibiotikum
csoportonként eltérd gének és ezzel eltéré mechanizmusok jarulhatnak hozzé a rezisztencidhoz, a
fitnesz javulasaért felelés kompenzalod gének pedig altalaban ugyanabban a rezisztencia génben

vagy azonos szabalyzo6 rendszert érinté génekben jelennek meg.

Kovetkezo 1épésként a tobb mutaciot is hordozo, laboratoriumban evolvaltatott torzsek
antibiotikum érzékenység valtozasainak rendszerszinti elemzését végeztiik el. A Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) ajanlasait figyelembe véve harom csoportra lehet osztani a
minimalis gatlasi koncentracio altal meghatarozott értékeket, rezisztens, intermedier és érzékeny.
Rezisztencia vesztésnek az adott kategoridk kozotti atmenetet értettiik: A vizsgalt torzsek 54,8%-
nal tapasztaltunk rezisztencia csokkenést, sot tobb klon esetében igen magas 80-100%-0s
rezisztencia vesztés volt megfigyelhetd, azaz a gyogyszerérzékenységiik visszadllt a vad tipust
torzs szintjére. Altalanossagban azok a multidrog-rezisztens torzsek, amelyek a legmagasabb
fitneszjavulasra tettek szert nem csak az adott antibiotikumra, hanem az dsszes keresztrezisztenciat
mutatd antibiotikumra is veszitettek rezisztenciajukbol. Azoknal a torzseknél pedig ahol

megmaradt a rezisztencia tObbnyire csekély mértékii volt a fitnesz javulasa.

A teljes genom szekvenalas eredményei alapjan megfigyeltiik, hogy szdmos feltételezett
kompenzalé mutacié azokkal a génekkel van funkciondlis kapcsolatban, amelyek az altalanos
multidrog rezisztenciaért felelds mechanizmusokat befolyasoljak. Ezért, hogy feltarjuk a
kompenzald mutaciok bioldgiai hatasat a fitnesz és a rezisztencia valtozasara, egy olyan doxiciklin
rezisztens tOrzset valasztottunk részletes elemzésre, amely tobbféle mechanizmust
antibiotikummal szemben mutatott ellenallast az efflux pumpakat befolyasold rezisztencia
mutaciok (acrR, marR) megjelenése miatt. A 60 napos antibiotikum mentes evoluciot kdvetéen

crer

kompenzalé6 mutdciok funkcionalis kapcsolatanak vizsgalatara rekonstrualt mutans torzseket
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hoztunk 1étre PORTMAGE technika segitségével. Osszegezve, a kompenzacios mutacié a marR*
génben az antibiotikum-rezisztens genotipusban novelte a baktérium fitneszét. Mellékhatasként
ugyanaz a mutacié novelte a baktériumok érzékenységét a tobbi antibiotikummal szemben, mivel
helyreallitja a vad tipusu efflux pumpa hatékonysagot valdsziniileg a mar regulon aktivitasanak
megvaltoztatasaval. Hasonld mintazatot talaltunk egy cefoxitin-rezisztens torzsben melynek
rezisztencia mutacioi (ompR, ompC) csékkent porin expresszio idéznek el6. A csokkent porin
expresszid €s membranpermeabilitas miatt az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia jelentds
fitnesz koltséggel jar, mivel az antibiotikumok kizarasaval egyidejiileg a fontos tapanyagokat is
kizarjak a periplazmabol. Azonban az 0j envZ gént érinté kompenzalé mutacio a porin csatornak

helyreallitdsaval parhuzamosan novelte a fitneszt és csokkentette az ampicillin rezisztenciat

Megallapitasaink 0sszhangban allnak a klinikai adatokkal, példaul egy klinikai tanulmany
megvizsgalta a kinolonra érzékeny E. coli izolatumok aranyat a ciprofloxacin hasznalatanak
orszagos korlatozasa eldtt és utdn Finnorszagban. A kutatds kimutatta, hogy a kinolon
antibiotikumok csokkent fogyasztasanak eredményeként az E. coli Kkinolon rezisztenciaja
csokkent. Laboratoriumi vizsgalatunk viszont azt is kimutatta, hogy a ciprofloxacin rezisztencia
az eredetileg rezisztens populaciok 66%-aban csokkent az antibiotikumok nélkiili evoliciot
kovetden. Egy masik tanulmény a trimetoprim-tartalma gyogyszerek hasznélatara vonatkozo6 24
honapos Onkéntes korlatozas hatasat vizsgalta Svédorszagban a hugyuti fertézésekbdl izolalt
trimetoprim-rezisztens E. coli torzsek esetében. Megallapitottak, hogy az 6sszes olyan klinikai
izolatum megtartja a rezisztencia szintjét, amik mutaciot hordoznak a folA-ban, a trimetoprim
célpontgénjében. Ezzel a klinikai vizsgalattal egyetértésben mi is azt figyeltiik meg, hogy a folA
mutacioval rendelkez6 trimetoprim-rezisztens E. coli torzsek megdrizték rezisztenciajukat az

antibiotikum-mentes laboratoriumi evoluciot kovetéen
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X. Summary

The intensive and inappropriate use of antibiotics has led to the increased frequency of
multidrug resistance in both hospital- and community acquired infections. Understanding the
evolutionary forces behind the clinical dynamics of antibiotic resistance (acquisition, maintenance
and reversion) can guide the development of future strategies for controlling resistance in clinical

pathogens.

In the absence of antibiotics, resistance mechanisms generally confer deleterious effects,
typically observed as an increased generation time and reduced survival inside the host. This
fitness cost could lead to the loss of resistance when the antibiotic is not present. Nevertheless,
bacteria can adapt to this new environment (the absence of antibiotic) and increase their fitness.
There are two possible ways how bacteria can increase fitness, either by decreasing resistance or
by keeping their resistance through specific secondary mutations. According to the literature,
compensatory second-site mutations that partially or fully restore fitness and maintain the
resistance are more common than reversion to drug sensitivity. At the same time, a few clinical
studies support the restoration of susceptibility, once antibiotic usage is decreased. Earlier studies
on compensation have focused on bacteria carrying a single resistance mutation, but antibiotic-

resistant clinical isolates usually carry multiple resistance mutations.

We applied a high-throughput experimental approach to study on the efficacy and
phenotypic impact of compensatory evolution in Escherichia coli strains carrying multiple
resistance mutations. We aimed to answer the question what kind process is driven by
compensatory mutations that reduce both resistance level and the pleiotropic side effects of

antibiotic-resistance mutations.

We estimated fitness by measuring individual fitness of each of the 60 antibiotic-resistant
strains and the corresponding wild-type strain in an antibiotic-free medium. In total, 23 antibiotic-
resistant strains showed significantly reduced growth compared to the ancestral wild-type strain.
We detected strains with especially low fitness values in the antibiotic-free medium that were

found to carry more resistance mutations and display especially high levels of resistance.
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To investigate potential changes in resistance phenotypes upon evolution in an antibiotic-free
environment, we initiated parallel laboratory evolutionary experiments with 23 antibiotic-resistant
strains for 60 transfers. Fifty-one percent of the these lines were found to exhibit significantly
improved fitness, and the analysis has revealed major differences in relative fitness across strains
adapted to different antibiotics, indicating that adaptation is mainly driven by the set of resistance
mutations present in the initial resistant strains. Generally, the resistant mutations and

compensatory mutations influenced the same regulation system or the same gene.

Next we measured the minimum inhibitory concentrations in 71 T60 lines showing
significant fitness improvement and the corresponding TO strains against a set of 11 antibiotics.
Using the CLSI resistance break-point cut-offs, we categorized each strain as being resistant,
intermediate or susceptible to each investigated antibiotic. A decline in resistance was defined
by transitions between these categories. Strikingly, we found that resistance declined in as high
as 54,8% of the strains, moreover, several strains showed massive 80-100% resistance loss, i.e.
resistance restored to wild type. Generally, for multidrug resistant strains with increased fitness,
we found a decrease in cross-resistance against several other antibiotics. However, resistant strains

with only trifling fitness increase could maintain their resistance.

Based on whole-genome sequencing we found that several putative compensatory
mutations accumulated in functionally-related transcriptional regulatory proteins involved in anti-
drug defence. To gain insights into how the compensatory mutations effect fitness and antibiotic
resistance level, we first focused on a multidrug-resistant strain laboratory evolved against
doxycycline that carries mutations in the acrR and marR efflux pump system. Following 60 days
of evolution in antibiotic free medium, a new mutation appeared in the promoter region of marR.
We examined functional relationship between initial resistance and compensatory mutations with
the help of pPORTMAGE, which we used to reconstruct mutant strains. In summary, a
compensatory mutation in the marR promoter region could restore both the efflux pump activity
and the fitness, but in the same time led to the loss of multidrug resistance. Similar patterns held
for a cefoxitin resistant strain carrying mutation in ompR and ompC, that change outer membrane
diffusion. Reduction of porin expression causes resistance to antibiotics by reducing the membrane
permeability, but it comes at a significant cost because not only antibiotics, but also important

nutrients are simultaneously excluded from the periplasm. However, compensatory mutation in
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envZ restore the original state of porin expression and simultaneously increase the fitness and
decrease ampicillin resistance.

Our findings appear to be consistent with clinical data. For instance, a Finnish retrospective
study assessed the proportion of quinolone-susceptible E. coli urine isolates before and after a
nationwide restriction of ciprofloxacin use was implemented in Finland. The research revealed
that a reduced consumption of quinolone antibiotics resulted in a significant decrease in quinolone-
resistance of E. coli. Our laboratory study also shows that ciprofloxacin-resistance has declined in
66% of initially resistant populations, following a long-term exposure to antibiotic-free medium.
Another study examined the impact of a 24-month voluntary restriction on the use of trimethoprim-
containing drugs in Sweden on the prevalence of trimethoprim-resistant E. coli isolated from
urinary-tract infections. All clinical isolates were found to retain their resistance levels and carried
mutation in folA, the target gene of trimethoprim, even after 24 months of trimethoprim restriction.
In agreement with this clinical study, we have found that all five trimethoprim resistant E. coli
strains with a folA resistance mutation have maintained their resistance following laboratory

evolution in antibiotic-free medium.
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XI. Fiiggelék

1.Fiiggelék. Kiindulasi torzsek rezisztencia mértéke és mutacioinak szama. TO: Kiindulasi

rezisztens torzs, WT: vad tipust torzs

Kiindulasi

Rezisztencia

Torzsek i P érték Mutaciok szama szint (TO/WT)
AMP8 0,97 0,007111 5 24,00
CHL2 0,91 6,61E-19 4 32,00
CHL7 0,96 3,78E-05 5 32,00
CPR5 0,68 1,13E-46 4 521,74
CPR9 0,81 6,48E-33 13 130,43
DOX3 0,97 0,008405 2 32,00
FOX8 0,93 1,00E-08 6 128,00
KAN1 0,78 4,26E-35 7 128,00
KAN4 0,61 1,67E-44 8 128,00
KANG 0,70 5,28E-09 8 16,00
KANS8 0,64 4,72E-21 12 85,33

NIT2 0,94 7,17E-06 4 85,33
NIT8 0,90 3,96E-17 7 85,33
TET3 0,95 0,000531 2 24,00
TET8 0,90 1,97E-09 3 16,00

TOB10 0,82 1,68E-39 6 336,84
TOB4 0,60 2,88E-47 13 673,68
TOBS 0,63 6,72E-25 11 673,68
TOB9 0,70 8,03E-42 13 673,68

TRM10 0,95 0,000229 4 16,00
TRM2 0,93 2,55E-09 3 16,00
TRM7 0,97 0,006965 2 16,00
TRM9 0,94 1,03E-06 5 8,00
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2. fuggelék. A 60 napos antibiotikum mentes evoltciot kovetden kialakult T60 toérzsek rezisztencia
vesztésének ¢€s fitnesz javulas mértékeinek Osszefiiggései.

R Il B
AMP8e Teljes 1,09
CHL2b Részleges 1,07
CHL2f Részleges 1,12
CPR5a Részleges 1,34
CPR5b Részleges 1,28
CPR5c Részleges 1,79
CPR5d Részleges 1,50
CPR5e Részleges 1,11
CPR5f Részleges 1,56
CPR9a Megmarad 1,44
CPR9b Megmarad 1,15
CPROf Megmarad 1,17
DOX3a Teljes 1,25
DOX3b Teljes 1,37
DOX3c Részleges 1,29
DOX3d Teljes 1,17
DOX3e Teljes 1,22
FOX8b Részleges 1,13
FOX8c Megmarad 1,28
FOX8d Részleges 1,07
FOX8e Megmarad 1,09
FOX8f Részleges 1,15
KAN1la Megmarad 1,14
KAN1b Megmarad 1,21
KAN1c Megmarad 1,27
KAN1d Megmarad 1,47
KAN1e Megmarad 1,32
KAN1f Megmarad 1,27
KAN4a Megmarad 1,14
KAN4b Részleges 1,41
KAN4c Megmarad 1,16
KAN4d Részleges 1,09
KAN4e Részleges 1,17
KAN4f Részleges 1,12
KANB8a Teljes 1,37
NIT8a Részleges 1,04
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T60 torzsek

Rezisztencia

Fitnesz javulas

vesztés (t60/t0 fitnesz)

NIT8b Részleges 1,35
NIT8d Részleges 1,13
NIT8e Részleges 1,12
TET3a Teljes 1,15
TET3b Teljes 1,30
TET3c Teljes 1,34
TET3d Teljes 1,37
TET3e Teljes 1,39
TET3f Teljes 1,30
TET8a Teljes 1,34
TET8b Teljes 1,34
TET8c Részleges 1,30
TET8d Részleges 1,19
TET8e Részleges 1,21
TET8f Teljes 1,32
TOB10b Megmarad 1,06
TOB10c Részleges 1,08
TOB10e Megmarad 1,11
TOB10f Részleges 1,38
TOB4d Megmarad 1,16
TOB8a Megmarad 1,14
TOBS8b Megmarad 1,24
TOB8e Megmarad 1,13
TOBS8f Megmarad 1,08
TOB9d Megmarad 1,16
TOB9%e Részleges 1,19
TRM10a Részleges 1,08
TRM10b Részleges 1,19
TRM2b Megmarad 1,12
TRM7b Részleges 1,08
TRMO9a Teljes 1,22
TRM9b Részleges 1,07
TRM9c Teljes 1,18
TRMO9e Részleges 1,05
TRMOf Részleges 1,10
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3.figgelék. Szignifikans fitnesz javulast mutatd 15 evolvaltatott T60 térzs mutacid. Fekte jelolés:
a kiindulasi torzsek mutacioi, piros jelolés: 60 napos antibiotikum mentes evoluciot kovetden
megjelend 0j mutaciok.

Torzs Pozicio Mutacio Annotacio Gén
CHL2b 479,48 A—C V127G (GTG—GGG) acrB —
CHL2b 481,493 IS5 (+) +4 bp Kodolé (277-280/648 nt) aclR —
CHL2b 879,103 GoA intergenikus (-259/-26) YOIG = = mdf
CHL2b 3'4343'52 G—A L289F (CTC—TTC) POA
CHL2b 3’8089’16 (4)8—7 intergenikus (-40/+26) pyrE <« / < rph
CPR5a 360,752 A—G V331A (GTG—GCG) lacl —
CPR5a 481,442 GoT E76* (GAG—TAG) acrR —
CPR5a 2'3312'65 CoT $83S (TCG—TCA) QyrA —
CPR5a 4‘1751’14 T—-G intergenikus (+292/-28) rplL — / — rpoB
CPR5a 2,352.65 5 bp—s5 bp Kédols (245-249/2628 nt) gyrA —
CPR5a 4’1741’14 2 bp—AG intergenikus (+291/-28) rplL — / — rpoB
CPR5a h2008t Al1bp Kédold (414-424/465 nt) SOXR —>
CPR5a 4’3904’76 (GATGAAAGA)2—3 Kédolé (257/1299 nt) pUrA —
CPR5a 392818 (ATAGCATiAzTCGCCA)l Kédols (49411353 nt) envzZ —
CPR5a LoLSTS +CTGC Kédols (358/435 nt) marR —
CPROf 247,344 C—A intergenikus (+30/-41) lafU — / — dinB
CPROf 481,481 IS5 (+) +4 bp Kodold (265-268/648 nt) acrR —
CPROf 981,427 A10bp Kodolo (10?%'1012/ 1089 OMpF
CPROf 1'6143'63 (GGAAAGG)1—2 Kodols (258/435 nt) marR —
CPROf 1'820'30 A2 bp Kodolé (425-426/747 nt) MipA
CPROf 2'3302'64 T—C D87G (GAC—GGC) gyTA
I 235,00 A25 bp Kodold (14?&1)—1478/1800 oo o
CPROf 3'0%15'84 A2 bp Kodolé (367-368/720 nt) trml
cPror 320783 25 bp Kodold (14515-1429/1842 oD
CPROf 3'3342'67 +GG Kédolé (751/810 nt) mlaF
CPROf 3'3700'66 Al4 bp Kodolé (107-120/639 nt) sSPA
CPROf 3'5791'16 +GCC Kodolé (918/996 nt) gntR
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Torzs Pozicio Mutaci6 Annotaci6 Gén
CPROf 3‘8029’30 Al bp pseudogene (608/669 nt) rph «
CPROf 3’9670’06 (ACCATC)1—2 Kddolé (291/1260 nt) rho —
CPRof 3*4654*14 +TC Kédols (544/1185 nt) tufA
CPROf 2,0696,57 4594 bp Kodolo (15?}%—2153/3120 flu —
DOX3a 481,157 T—C intergenikus (-82/-60) acrA «— / — acrR
DOX3a 1'6173'62 T—G V84G (GTG—GGG) marR —
DOX3a 3‘8009‘17 Al bp intergenikus (-42/+24) pyrE </ < rph
DOX3a 1’6123’34 T—C intergenikus (-177/-35) marc HR/ — mar
DOX3a 454,355 G—A E4E (GAG—GAA) lon —
DOX3a 2’7558‘81 A8 bp intergenikus (-303/+50) yfjL « [ <« yfjM
DOX3c 481,157 T—-C intergenikus (-82/-60) acrA </ — acrR
DOX3c 1‘6173‘62 T—-G V84G (GTG—GGG) markR —
DOX3c 3‘8009’17 Al bp intergenikus (-42/+24) pYrE « / — rph
DOX3c 3,9245,73 A6 bp Kodolo (10?1?)-1064/1869 kup —>
DOX3c 1’0176‘41 A—G intergenikus (-42/-177) SUIA « / — sxy
DOX3c 2'0694'78 G—-T intergenikus (+97/-231) yeeP — / — flu
FOX8b 477,976 G—T F628L (TTC—TTA) acrB «—
FOX8b 2‘3005‘25 Al bp Kodolé (979/1104 nt) ompC «
FOX8b 3512 A—G V100A (GTC—GCC) aroK
FOX8b 3‘5289‘61 G—A P109L (CCG—CTQG) OMpR «—
FOX8b 3‘8059‘18 C-T intergenikus (-57/+9) pyrE < / < rph
FOX8b 4'6214 .66 CoT R156H (CGC—CAC) rob
FOX8b 3’5298’84 Al bp Kodolo (379/1353 nt) envz «—
FOX8c 477,976 G-T F628L (TTC—TTA) acrB «—
FOX8c 2‘3005‘25 Al bp Kodolo (979/1104 nt) ompC «—
FOX8c 35112 A—G V100A (GTC—GCC) aroK «
FOX8c 3'5289'61 G—A P109L (CCG—CTG) ompR «—
FOX8c 3‘8059‘18 C-T intergenikus (-57/+9) PYrE </ «— rph
FOX8c 4,624,06 C—T R156H (CGC—CAC) rob
FOX8c 3’5219'60 G—A R115C (CGT—TGT) OompR «—
KAle 388,423 A5,466 bp 1S3-mediated yaiT-[yaiW]
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Torzs Pozicio Mutaci6 Annotaci6 Gén
KAle 446,837 IS5 (=) +4 bp Kodolé (227-230/948 nt) CYOA «—
K'Al;Nl 3‘4605‘12 T—C D585G (GAC—GGC) fusA «
KAle 3'4627'68 T—A H77L (CAC—CTC) rpsL «—
KAle 3'6091'54 T—A V580E (GTG—GAG) ZntA —
KAle 3'9150'01 A—C F241V (TTC—GTC) atpD «—
KAle 4'0256'75 G—A G84D (GGT—GAT) trkH —
KAN1b 2’8601’51 A—-G V201V (GTT—-GTC) nlpD «—
KAN1b 3’4310’90 G—4 S342N (AGC—AAC) trkA —
KAN1b 3*8099'21 482 bp [rph]-[rph]
KAN4c 388,423 A5,466 bp 1S3-mediated yaiT-[yaiW]
KAN4c 446,837 IS5 (+) +4 bp Kodolé (227-230/948 nt) CYOA «—
KAN4c 824,537 T—A T298S (ACC—TCC) ybhG —
KAN4c 2'3954'84 Al bp Kodolé (190/1338 nt) NUOF
KAN4c 3,133,368 GoT S104* (TCG—TAG) hybF «
KAN4c 3‘2007‘16 T—A L252Q (CTG—CAG) rpoD —
KAN4c 3'4635'07 A—C F601V (TTT—-GTT) fusA —
KAN4c 3’4625‘58 A—-T M431K (ATG—AAG) fusA «—
KAN4c 3‘4627‘68 T—A H77L (CAC—CTC) rpsk —
KAN4c 3’7607‘01 T—-G L457R (CTG—CGQG) mtlIA —
KAN4c 4'0236'74 ToA L80Q (CTG—CAG) trkH —>
KAN4c 4‘0602‘42 T—A S73C (AGC—TGC) yihQ «—
KAN4c 1’1691'40 G—A intergenikus (+268/-132) ycfP — / — ndh
KAN4C 1,2396,09 IS1 () +8 bp Kodolo (l4$§)—1429/l737 oVIA
KAN4c 1’4829’38 IS1 (+) +9 bp intergenikus (-54/-155) ydcl «— / — ydcJ
KAN4c 3’1373'36 G—T $104* (TCG—TAG) hybF «—
TOB8a 187,375 A—C E11A (GAG—GCQG) tsf —
TOB8a 388,423 A4,219 bp 1S3-mediated yaiT-[sbmA]
TOB8a 446,837 IS5 (+) +4 bp Kédolo (227-230/948 nt) CYOA «—
TOB8a 1’1768‘27 A15 bp [potD]-[potC]
TOBS8a 1'9846'17 G—A A42V (GCG—GTG) POSA «—
TOB8a 2‘0880‘76 (G)7-8 intergenikus (-173/+42) yoel </ « yeeY
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TOB8a 2‘3995’36 Al bp Kodold (163/501 nt) NUoE «—
TOBSa 2'4459'37 IS5 (+) +4 bp intergenikus (-250/+428) VIV  / < sixA
TOBSa 3:485:20 CoA G556C (GGT—TGT) fusA
TOBSa 3'4655'32 GoT H517N (CAT—AAT) fusA
TOBSa 3,467.68 ToA H77L (CAC—CTC) rpsL —
TOBSa 4,025.74 ToA L80Q (CTG—CAG) trkH —
TOBSa 380,21 A82 bp [rph]{rph]
TOBSa 918,773 A2 bp Kédols (54-55/2277 nt) clpA —
TOBYe 61,298 GT S656* (TCA—TAA) rapA
TOB%e 388,423 A12,767 bp 1S3-mediated yaiT-proC
TOBYe 4438 C—T W106* (TGG—TAG) cyoC
TOB9e 1'1830'59 TG Q153P (CAG—CCG) DOtA
TOBYe 198614 AT F511 (TTT—ATT) DgSA
TOBYe 2,080:48 Al bp Kodolé (61/1359 nt) plaP
TOB9e 3'1050'90 GoT P537Q (CCG—CAG) speC
TOBYe 37T CoA intergenikus (+452/+38) 2upT — /  ribB
TOBYe 3.405.04 GoT P610Q (CCA—CAA) fusA —
TOBYe 3:406,33 CoA G181C (GGT—TGT) fusA
TOB9e 3'9170'84 2 bp—GA Kodolé (778-779/864 nt) atpG
TOBYe 3,912.02 G—A A398V (GCA—GTA) atpA
TOBYe 4.025.14 TG L8OR (CTG—CGG) trkH —
TOB9e 700,397 G—A L128L (CTG—CTA) ogm —
TOE’ 10 388,423 A12,767 bp 1S3-mediated yaiT—proC
TOBI0 142818 ALS bp Kodold (12?]%-1280/1992 0B -
TOpI0 2,300.81 A—C S89R (AGT—CGT) amC —
TOp10 2,389,81 C—T W87* (TGG—TAG) nuol —
TOBI0 3.405.09 AT F593L (TTT—TTA) fusA —
TOp10 3,466.16 T—G Y2375 (TAC—TCC) fusA —
TopIo 919,984 +A Kédols (1265/2277 nt) clpA —
TObBlo 1’1768’01 I1S1 () +9 bp Kédols (262-270/1047 nt) 0otD
'I'ObBlO 3’8009’17 Al bp intergenikus (-42/+24) pyrE « / < rph
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TRM9a 455,676 G—T D445Y (GAT—TAT) lon —
TRM9a 481,433 IS5 (+) +4 bp Kodolo (217-220/648 nt) acrR —
TRM9a 851,044 A16 bp Kodol6 (142-157/921 nt) IdtB —
TRM9a 118468 Al bp Kodolo (551/1461 nt) phoQ «
TRM9a 4‘2637’83 C—T A146V (GCA—GTA) SOXR —
TRM9a 2’3466’06 C—A4 intergenikus (-213/-60) glpT <« / — glpA
TRM9a 880,656 1S4 (+) +13 bp Kddold (19-31/285 nt) ybjH «—
TRM9a 1’1815’99 A5 bp intergenikus (-88/+77) phoP HB/ pur
TRM9a 3’8009’17 Al bp intergenikus (-42/+24) pyrE « / < rph
TRM9c 455,676 G—T D445Y (GAT—TAT) lon —
TRM9c 481,433 IS5 (+) +4 bp Ko6dolo (217-220/648 nt) acrkR —
TRM9c 851,044 A16 bp Kodolo (142-157/921 nt) IdtB —
TRM9c 118468 Al bp Kodolo (551/1461 nt) phoQ
TRM9c 4‘2637’83 C—T A146V (GCA—GTA) SOXR —
TRM9c 4’2687‘22 (T)7—8 Kodolé (841324 nt) SOXS «—
TRM9c 1'1815'99 A5 bp intergenikus (-88/+77) phoP <_B/ —pur
TRM9c 3'8009'17 Al bp intergenikus (-42/+24) pyrE « / < rph
TRMOf 455,676 G—T D445Y (GAT—TAT) lon —
TRMOf 481,433 IS5 (+) +4 bp Kodolo (217-220/648 nt) acrR —
TRMOf 851,044 A16 bp Ko6dolo (142-157/921 nt) IdtB «
TRMOf 1‘1824‘68 Al bp Kodolo (551/1461 nt) phoQ —
TRMOf 4‘2637‘83 C—T A146V (GCA—GTA) SOXR —
TRMOf 1’1815'99 A5 bp intergenikus (-88/+77) phoP <_B/ pur
TRMOF o0 482 bp [rph]-[rph]
TRMOf 4’2677’46 C—T A24V (GCG—GTG) SOXR —
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