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Bevezetés

Az antibiotikum rezisztencia korunk egyik legnagyobb egészségligyi kihivasa. ElGrejelzések
szerinte 2050-re az antibiotikum rezisztens baktériumok annyira elterjednek, hogy vezet6
haldlok lesz egy eddig kezelhet6 bakterialis fert6zés. A kialakuldban levé egészségligyi helyzet
nem csak az egészséglgyi ellaté rendszernek, de a kutatdknak is komoly kihivast jelent. A mar
kifejlesztett és eddig megbizhatdan hasznalt antibiotikumok egyre inkdbb hatastalanok, ezért
folyamatosan Ujabb és Ujabb szereket kell kifejleszteni. Ez a kutatasi terilet viszont az utébbi

otven évben jelentdsen lelassult.

Az Uj, kis molekuldju antibiotikumok mellett lehetséges megoldas az olyan megkozelitések
fejlesztése, melyek egyel6re a klasszikus antibiotikum kezelések alternativai. llyen
megkozelités az antimikrobialis peptidek (roviden AMP-k) . Az AMP-k rezisztencia hajlama
vitatott a szakirodalomban. Hatdsmechanizmusokat figyelembe véve a rezisztencia ritkabban
alakul ki veliik szemben, ellenben mar tobb tanulmdnyban kimutattak, hogy a baktériumok

egyes AMP-kkel szemben képesek ellenalléva valni.

Az AMP-k a természetben nagyon elterjedt molekuldk, az élSlények minden szintjén
megtalalhatéak. Az AMP-k 6l6 hatasukat tobb mddon is kifejthetik. Képesek a bakteridlis
membranba inszertalddni és ott porusokat formalni, illetve tobb intracellularis célponthoz
képesek kotédni és megakadalyozni azok mikodését. Szamos esetben ilyen célpontokbdl tobb
is taldlhaté egy baktérium sejt esetében. Az AMP-k f6leg kationos természetliek, igy
elektrosztatikus vonzddassal tudnak kétédni a negativan toltott bakteridlis membranhoz, mig

a human semleges toltésli membran ezt nem teszi lehet6vé, igy biztositva a szelektiv hatdst.

A jelenlegi egészségligyi valsagban olyan szereket kell fejleszteni, melyekre a baktériumok
nem tudnak rezisztenciat fejleszteni. Mivel az AMP-k a human immunrendszer szerves részét
képezik, az AMP-knek ellenalld baktériumok komoly veszélyt jelenthetnek, ezért a rezisztencia

perdikcidja elengedhetetlen.

Az AMP-k pozitiv tulajdonsagait kihasznalva és a korai rezisztencia kisérletekkel olyan teriletet

nyithatunk meg az antibakteridlis szerek kutatasaban, mely hosszutdvon gylimolcs6z6 lehet.



Célkitlizés

Az antimikrobidlis peptidek (AMP-k) potencidlis megoldasai az antibiotikum rezisztencia
krizisnek, viszont ezek a molekulak csak akkor jelenthetnek valédi megolddst, ha hosszu tavon,
rezisztencia kialakuldsa nélkil alkalmazhatdak. A szakirodalomban jelenleg vitatott, hogy az
AMP-kkel szemben milyen mértékd rezisztencia alakul ki antibiotikumokkal 6sszehasonlitva.
Emellett tovabbi kérdés, hogy a rezisztencia mechanizmusai AMP specifikusak-e vagy novelik

az ellenalléképességet szamos AMP-vel szemben.

Doktori munkdm soran ezért célul tliztem ki, hogy nagy atereszt6képességli mddszerekkel
vizsgadljam az AMP-kkel szemben kialakuld rezisztencidt, és azt konvencionalis
antibiotikumokkal kialakuld rezisztencidval hasonlitsam 6ssze. Munkam soran az az alabbi

kisérletek elvégzését tliztem ki célul:

® Rendszer szinten vizsgdlni a de novo mutdcidk hatasat az AMP rezisztencidra,
antibiotikumokkal 6sszehasonlitva. Ehhez egy hosszutavu laboratériumi evollcids
kisérletet végziink el 14 AMP-vel és 12 konvencionalis antibiotikummal. Vizsgalataink
a laboratériumi E.coli torzsek mellett kiterjedtek klinikailag relevans patogén

baktérium fajokra is.

e Rendszer szinten vizsgalni a horizontalis géntranszfer, illetve a génamplifikacié hatasat

az AMP-kkel szemben kialakuld rezisztenciara.

e A kialakult rezisztencia folyamatok altalanossdaganak vizsgalata, az AMP

keresztrezisztencia haldzat feltérképezése.

e A kialakult rezisztencia molekuldris hatterének vizsgdlata.



Alkalmazott mdodszerek

Kisérleteim soran els6dlegesen Escherichia coli K-12 BW25113 toOrzset haszndltunk, de
vizsgaltunk klinikailag relevans pathogén kdrokozdkat is, mint E. coli ATCC 25922, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium LT2 (S. enterica LT2), Klebsiella pneumoniae

ATCC 100301 és Acinetobacter baumannii ATCC 17978.

Ahhoz, hogy atfogd képet kapjunk az AMP-kkel szemben kialakulo rezisztenciardl, 14 AMP-vel végeztiik
el a kisérleteinket és a kapott eredményeket az altalunk hasznalt 12 antibiotikumnal megfigyelt

eredményekkel hasonlitottuk 6ssze.
A hasznalt torzsekkel és antibakteridlis szerekkel az alabbi kisérleteket végeztiik el:
Laboratdriumi evolucids kisérelt:

A kisérletben a baktériumot egy altalunk haszndlt szer jelenlétében névesztjiik Ugy, hogy az atoltasok

sz

a baktériumok képesek e adaptalddni egy antibakterialis szerhez, és hogy ezt mekkora mértékig
képesek fokozni. Az altalunk hasznalt kisérleti mddszerrel kier6ltetjik a baktériumok ellendllast az
adott szerrel szemben, Ugy, hogy jelentGs szelekcidés nyomast gyakorlunk a baktériumokra. A kisérelt
végén megmértik az adaptalt vonalak minimalis gatlé koncentraciéjat (MIC), amit a kiinduldsi torzshoz
hasonlitottunk, igy megkaptuk a relativ MIC valtozast.A rezisztens baktériumok teljes genomjat

megszekvenaltuk, hogy megismerjik a rezisztenciat biztositd mutacidkat.

Funkciondlis metagenomika: A horizontalis géntranszfer a természetben gyakran bekdvetkezik,
és lehet6vé teszi az egyazon fajhoz tartozé baktériumok kozotti és az interspecifikus genetikai
informacid atvitelt, amellyel az akceptor sejtek killonbo6z6 rezisztenciat biztositd folyamatokat
szerezhetnek. A horizontdlisan terjed6 rezisztom karakterizaldsahoz talaj mikrobiombdl
készitettiink funkcionalis metagenomika konyvtarat, amellyel 4 antibiotikumot és 4 AMP-t
teszteltlink. A funkciondlis szelekciot agar lemezeken hajtottuk végre. A szelektiv agar
lemezekrél 6sszegylijtottiik a rezisztens koldnidkat és lllumina szekvenalassal meghataroztuk

a rezisztenciat biztositd ORF-ket.
Génamplifikacié hatasanak vizsgalata:

A génamplifikacidé hatdsanak vizsgalatdhoz az ASKA kényvtarat hasznaltuk, ami tartalmazza az

Osszes E. coli ORF-t egy expresszidés vektorba klénozva (pCA24N). Kontroll torzsnek



ugynevezett Ures, ORF-t nem tartalmazd ASKA plazmiddal transzformdlt E.coli torzset
haszndltunk. A méréseket megel6z6en, az egyedi ASKA plazmidokat egybegy(ijtottik és E. coli
K-12 BW25113 térzsbe transzformaltuk, amellyel 1étrehoztuk az ASKA kdnyvtarat. Az ASKA
konyvtdrral ezutan MIC méréssekkel hataroztuk meg a génamplifikacié hatasat az egyes AMP-

kkel szemben.
Feliileti toltottség meghatdrozasa:

A baktériumok felileti toltottségében bekovetkezett valtozasok vizsgalatdhoz egy
fluoreszceins-izotiocianat poly-L-lizin (FITC-PLL) kotédési vizsgalatot végeztiink el. FITC-PLL
egy polikationos molekula, amit széles kdrben haszndlnak a kationos AMP-k és toltott
bakteridlis membran kozotti interakcidk vizsgdlatara. A FITC-PLL kot6dik a membran kilsé
felszinén talalhato negativ toltésekhez, ezaltal a felliliszoban maradt FITC-PLL mennyiségébdl
kovetkeztetni lehet a membran toltottségi szintjéhez. A kot6dott FITC-PLL mennyiségét a

kontroll és a nem kotott FITC-PLL mennyisége kozotti kiilonbségbdl kovetkeztettiink.



Eredmények

A laboratériumi evolucids kisérletek alapjan kimutattuk, hogy az AMP-kkel szemben
altalanosan kisebb mértékd rezisztencia alakul ki, mint antibiotikumokkal szemben. Az
altalunk vizsgalt 14 AMP kozil hattal szemben nem, vagy csak nagyon kismérték(
rezisztencia alakult ki, mely az egyik legjelentésebb megfigyelésiink. Ezért ezek, a
rezisztenciara kevésbé hajlamos AMP-k alkalmasak arra, hogy a rezisztencia mentes,
hosszu tdvon hatékony antibiotikum fejlesztések kozéppontjaba helyezzék. Az altalunk
vizsgalt AMP-k kozlil azonositottunk olyanokat, amelyekkel szemben nagymértékd, az
antibiotikumokkal 6sszevethetd, rezisztencia alakult ki. A legmagasabb relativ MIC
értékeket a PXB-vel szemben figyeltiik meg, amely felépitését tekintve rokona a
kolisztin antibiotikumnak. A kolisztin egy ugynevezett “last-resort drug”, vagyis
azokban az esetekben alkalmazzak, mikor mar mas antibiotikum nem hatékony a
fert6zést okozd baktérium multidrog rezisztenciaja miatt. Fontos megjegyezni, hogy az
elmult években kifejlesztett uj antibiotikumok koz6tt gyakoriak a polimixin
szarmazékok. igy a PXB-vel szembeni nagymérték(i rezisztencia komoly aggodalomra

ad okot.

Az AMP-kkel szemben a rezisztencia kialakuldsa, az antibiotikumokkal 6sszehasonlitva,
tovabbi mechanizmusok altal is korlatozott. A horizontalis géntranszfer folyamatdnak
vizsgdlatahoz funkciondlis metagenomikai moddszereket alkalmaztunk. A vizsgalt
konyvtarat talajmintabdl nyert genetikai anyagbdl allitottuk ossze. Az altalunk vizsgalt
talajminta nem tartalmazott rezisztenciat biztositd kontigokat a rezisztencidra kevésbé

hajlamos AMP-k esetében.

A génamplifikacié hatasanak vizsgalatdra egy tultermeltetd plazmidot alkalmaztunk,
amely modellezi az egyes E.coli ORF-ek amplifikdcidjat. A tultermelS plazmidokat egy
konyvtarba gydjtottik, majd egy eredetileg érzékeny E.coli baktériumba
transzformaltuk, és mértik a fellép6 MIC valtozast. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy
antibiotikumokkal 6sszehasonlitva, a génamplifikacié nem biztosit rezisztenciat az

altalunk vizsgalt AMP-kkel szemben.



e Az altalunk megfigyelt rezisztencia folyamatok nem altalanosak minden AMP-re. Mivel
az AMP-knek hasonlé a hatdsmechanizmusuk, ezért komoly aggodalomra adhat okot,
hogy egy kialakult rezisztencia folyamat keresztrezisztenciat okoz a human
immunrendszerben megtaladlhaté AMP-kre is. Kimutattuk, hogy a keresztrezisztencia

ritka.

e A rezisztens sejtvonalak teljes genom szekvendlasa sordn megfigyeltik, hogy a
rezisztenciat biztosité folyamatok jelentGs része a bakteridlis kils6 membrdan
felépitését befolyasolja. Ezek a folyamatok hatassal vannak a kiilsé felszin toltésére. Az
AMP-k szelektiv baktériumolé képessége az AMP pozitiv toltése és a bakterialis
membran negativ toltése kdzotti elektrosztatikus kdlcsonhatason alapszik. Kimutattuk,
hogy a rezisztencidval rendelkezd sejtvonalak jelentSs részének kevésbé negativ lett a

felszine a mutaciék miatt, ami igy biztositotta a rezisztenciat.

Osszefoglalva, kimutattuk, hogy egyes AMP-kkel szemben laboratériumi kériilmények kézott
nem vagy csak nagyon kismérték( rezisztencia alakul ki. Ezek a rezisztencidra kevésbé
hajlamos AMP-k a jov6beli antibiotikum fejlesztési folyamatokban jé kiindulé pontok lehetnek
olyan gydgyszerek fejlesztésére, melyeket hosszu tavon alkalmazhatunk a klinikumban a

patogén baktériumokkal szembeni harcban.



Summary

e laboratory evolutionary experiments have shown that AMPs generally develop less resistance
than antibiotics. Six out of the 14 AMPs we studied showed no or very low levels of resistance,
one of our most significant observations. Therefore, these AMPs, which are less susceptible to
resistance, are suitable to be the focus of resistance-free, long-term effective antibiotic
development. Among the AMPs we have investigated, we have identified AMPs with high
levels of antibiotic-comparable resistance. The highest relative MIC values were observed
against PXB, which is structurally related to the antibiotic cholistin. Cholistin is a so-called "last-
resort drug", i.e. it is used in cases where other antibiotics are no longer effective due to
multidrug resistance of the infecting bacterium. It is important to note that polymixin
derivatives are common among the new antibiotics developed in recent years. Thus, high

levels of resistance to PXB are a serious concern.

e The development of resistance to AMPs, compared to antibiotics, is limited by additional
mechanisms. Functional metagenomics methods were used to investigate the process of
horizontal gene transfer. The library under study was constructed from genetic material
obtained from soil samples. The soil sample we studied did not contain resistance contigs for

AMPs less susceptible to resistance.

e Toinvestigate the effect of gene amplification, we used an overexpression plasmid that mimics
the amplification of specific E.coli ORFs. The overexpressing plasmids were collected in a
library, transformed into an initially sensitive E.coli bacterium and the MIC change that occurs
was measured. In our experiments we showed that, compared to antibiotics, gene

amplification does not confer resistance to the AMPs we tested.

e The resistance processes we observed are not general for all AMPs. Since AMPs have similar
mechanisms of action, it may be of serious concern that an established resistance process may
also cause cross-resistance to AMPs in the human immune system. Cross-resistance has been

shown to be rare.

e Whole-genome sequencing of resistant cell lines has shown that a significant proportion of the
processes conferring resistance affect the architecture of the bacterial outer membrane. These
processes affect the charge on the outer surface. The selective bactericidal ability of AMPs is

based on the electrostatic interaction between the positive charge of the AMP and the



negative charge of the bacterial membrane. We have shown that a significant proportion of
the cell lines with resistance had a less negative surface charge due to mutations, thus

conferring resistance.

In summary, we have shown that no or very little resistance to some AMPs develops under laboratory
conditions. These AMPs, which are less susceptible to resistance, could be a good starting point for
future antibiotic development processes to develop drugs that can be used in the clinic in the long

term to fight pathogenic bacteria.
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