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Az antibiotikumok felfedezése oOta eltelt 90 évben ez a gyogyszercsoport robbanasszerli
fejlédést mutatott, s napjainkban elterjedten hasznalunk antibiotikumokat az egészségiligyben ¢és
a mezdgazdasagban. Azonban mas gydgyszerekkel ellentétben az antibiotikumok idével hatasukat
vesztik az antibiotikum-rezisztencia terjedése miatt. Egyre gyakoribba valnak az tgynevezett
multidrog-rezisztens (MDR) korokozok, amik tobbféle antibiotikumcsalad ellen is rezisztens
fenotipust mutatnak, ezek ellen pedig a hatékony kezelési modok igen korlatozottak. A rezisztens
baktériumfertézések jelenleg évi 700.000 halalesetért felelések vilagszerte. Ez a szam az
elérejelzések szerint akar 10 milliora is novekedhet 2050-ig, ebben az esetben pedig ez a jelenség

valhat a vezetd halalokka vilagszerte. (O’Neill, 2016)

Az antibiotikum-rezisztencia megjelenését és terjedését olyan evolacios folyamatok
segitik, amelyek ¢évmillibk oOta biztositjdk a  baktériumok szadmara egyediilallo
alkalmazkodoképességiiket a kornyezet kihivasaihoz. (Aminov, 2009; D’Costa és m.tarsai, 2011)
A rezisztenciat altalanossagban két f6 mechanizmus okozza: kromoszomalis mutaciok megjelenése
¢s a plazmidokon talalhaté horizontalis géntranszferrel terjedd elemek. A két mechanizmus eltérd
mértékben jarul hozza rezisztencia kialakulasahoz kiilonboz6 baktériumfajokban, illetve
kiilonboz6 antibiotikumok ellen. (Hughes és Andersson, 2015) Ez a munka féleg a Topoizomeraz-
giraz komplexet gatold antibiotikumokra fokuszal, amik ellen a plazmid-medialt rezisztencia
jelentésége joval alacsonyabb. Ennek megfeleléen, a kromoszomalis rezisztencia mutaciokra

fogunk fokuszalni.

A rezisztens baktériumok megjelenése rendkiviil megneheziti hatékony 0j antibiotikumok
fejlesztését. A fejlesztési koltségek, amik 400-800 millio dollar k6zott mozognak piacra keriild
gyogyszerenként, jelentds akadalyt jelentenek barmilyen 1) gyogyszer bevezetésével szemben,
csaktgy mint a sikertelenség 95%-os esélye. (Payne és m.tarsai, 2007; Spellberg és m.tarsai, 2004)
Emellett a rezisztencia megjelenésének kockazata az antibiotikumok kereskedelmi sikerét
kiilondsen bizonytalannd teszi. Paradox modon, amikor a legnagyobb sziikség lenne 1
antibiotikumokra, a nagy gyogyszercégek tobbsége kivonult a piacrdl. A jelenleg fejlesztés alatt
allo 42 antibiotikum koziil csak 4 mogott allnak nagy gyogyszercégek. (Pew Charitable Trust,
2020; Jackson és m.tarsai, 2018)

Ezek kovetkeztében, az antibiotikum-fejlesztés legnépszeriibb irdnya jelenleg a

»rezisztenciabiztos” antibiotikumok fejlesztése. Elméletileg egy antibiotikum



rezisztenciabiztosnak nevezhet6, ha ellene nem alakulhat ki rezisztencia, mert az azt okozd
mutaciok megjelenésének esélye rendkiviil csekély. (Bell és MacLean, 2018) Az egyik lehetdség
ennek elérésére a tobbszords hatdsmechanizmusu antibiotikumok alkalmazéasa. Tobbféle olyan
mechanizmus van, amivel az antibiotikumok képesek lehetnek egyszerre tobb célpontot gatolni a
baktériumokban. (Silver, 2007) A hibrid antibiotikumok esetében két kiilonboz6 célponttal
rendelkezd kismolekulat kovalens kotés kapcsol Ossze ugy, hogy egy molekula jojjon létre.
(Domalaon és m.tarsai, 2018. Klahn és Bronstrup, 2017) Mas antibiotikumok képesek egyidejiileg
2014; Silver, 2007) Bar jelenleg nagy figyelem iranyul a gyogyszerfejlesztésben a
rezisztenciabiztos antibiotikumokra, ezek fejlesztése nehézségekbe iitkdzik. Alig néhany olyan
antibiotikum-jel6ltet ismeriink, ami egyforma hatékonysaggal képes gatolni tobb célpontot is. (Ince
¢és m.tarsai, 2002; Strahilevitz és Hooper, 2005; Tari és m.tarsai, 2013) Tovabba, a varhato
rezisztenciara vonatkozd hidnyos adatok miatt jelenleg nagyon kevés ismerettel rendelkeziik arrol,
hogy a tobbszords hatdsmechanizmusu antibiotikumok valdban rezisztenciabiztosnak tekinthetdk-

e, ellentik milyen modon és sebességgel alakul ki rezisztencia.

Ahhoz, hogy megallapitsuk, egy antibiotikum rezisztenciabiztos-e, sziikséges, hogy a
fejlesztés minél korabbi szakaszaban meg tudjuk pontosan becsiilni a rezisztencia kialakuldsanak
sebességét. A hagyomanyos mikrobiologiai modszerek azonban gyakran lasstiak, vagy tulsdgosan
alacsony az altaluk lefedett mutaciok szama, és igy nem képesek pontosan eldrejelezni a
rezisztencia mutaciokat. Ez kiilonosen nagy problémat jelent a tobbszords hatdsmechanizmust
antibiotikumok esetén, ahol a magas szinti rezisztencia eléréséhez tobb, ritka mutaciod egyidejii

megjelenése sziikséges, amik 6nmagukban gyakran minimalis hatassal rendelkeznek.

Az altalunk kidolgozott genommérnoki modszer, a ,,Directed evolution with random
genomic mutations” (DIVERGE), szamos fentebb részletezett hianyossagat kikiiszoboli a korabbi
in vivo mutagenezis modszereknek. (Nyerges és m.tarsai, 2018) A DIVERGE lehet6vé teszi elére
meghatarozott, hosszil genomi régiok mutacios Osszetételének finomszabalyozasat minden egyes
pozicidban. A moddszerrel magas mutacidos ratdk érhetdek el a célszekvencian, tobb kords
mutagenezis és szelekcio is lehetséges, és tobb baktériumfajban is alkalmazhato elézetes genomi
modositasok nélkiil. A DIVERGE egyes szali DNS oligonukleotidok felhasznalasan alapul, és a

hosszi genomi régidk mutagenezisét részben atfedé rovid oligonukleotidok biztositjak. A



randomizalt olgonukleotidok teljesen lefedik a célszekvenciat, és a beépiilésiikkor mutacidk jonnek
létre. A korabbi modszerekhez hasonléan a DIVERGE folyamata a sejtnovekedés,
oligonukleotidok sejtbe jutdsa és beépiilése és mutagenezis l1épéseken halad keresztiil, ami a

populécio rendkiviil nagy genetikai valtozatossagat eredményezi.

A DNS giraz és Topoizomeraz IV komplexek kiilondsen alkalmas célpontok a tobbszords
hatdsmechanizmusu antibiotikumok fejlesztésére, mivel a komplexek tagjai kozott jelentds
homologia van, és harom dimenzids szerkezetiikben is nagy az atfedés. (Bisacchi és Manchester,
2015; Collin és m.tarsai, 2011) A DNS giraz és Topoizomeraz IV Il-es tipusu topoizomerazok.
Prokariotakban heterotetramereket hoznak létre, amik két alegységbdl allnak, a GyrA-GyrB és
ParC-ParE fehérjékbél. Altalanossagban véve a GyrA (ParC) alegység felelds a komplex DNS-
hez valo kotddéséért, a benne talalhatd aktiv centrum tirozinja a DNS hasitasaért, a B alegység
pedig az ATP-az aktivitast biztositja. (Champoux, 2001) A DNS giraz — Topoizomeraz IV a kett6s
szalt DNS hasitasat és ujraegyesitését végzi, igy meghatarozza a DNS felépitésének valtozasait a

replikacio soran.

A tézis két f6 tudomanyos publikacion alapul. Mindkettében a tobbszords
hatasmechanizmust antibiotikumok ellen kialakul6d rezisztencidra fokuszaltunk hagyoményos
mikrobiologiai modszerek és DIVERGE segitségével. Az elsé publikacioban sikerrel irtunk le
rezisztenciat egy Uj topoizomeraz inhibitor, a gepotidacin ellen. (Szili és m.tarsai, 2019) Az ebben
a munkaban szerzett tapasztalatokat felhasznaltuk a masodik publikdcidhoz, amiben 1j, tobbszoros
hatasmechanizmusu antibiotikum-jeléltek korai fejlesztésére fokuszaltunk. (Nyerges és m.tarsai,
2020)

A gepotidacin (GSK2140944) egy kivételes jelolt a tobbszordés hatasmechanizmusu
antibiotikumok elleni rezisztencia tanulmanyozasara. (Biedenbach és m.tarsai, 2016; Flamm és
m.tarsai, 2017) Ez egy 0j tipusu, triazacenaftilén tipust antibiotikumjelolt, ami jelenleg klinikai
III. stadiumban van, és néhany éven beliil piacra keriil. (Scangarella-Oman és m.tarsai, 2020;
Taylor, Morris, és m.tarsai, 2018) A molekula ijszer(i hatasmechanizmussal gatolja a DNS giraz —
Topoizomeraz IV komplex aktivitdsat. Hagyoméanyos mikrobiologiai modszerek segitségével
korabban nem sikeriilt rezisztencia mutaciokat azonositani Neisseria gonorrhoeae és Escherichia
coli fajokban. Ez az eredmény arra utal, hogy egyedi mutaciok nem elégségesek a magas szintii

rezisztencia eléréséhez. (Farrell és m.tarsai, 2017; Nyerges és m.tarsai, 2018) A munkankban ezzel



szemben bebizonyitottuk, hogy a baktériumok gyorsan képesek ellenallova valni gepotidacin ellen,

és a korabbi kisérletek a modszerek limitacidi miatt nem tudtak kimutatni a rezisztenciat.

A masodik publikacidban egy nemzetk6zi kollaboracio keretein beliil késziilt, racionalisan
tervezett antibiotikum-jeloltekkel dolgoztunk. A fejlesztés célja az volt, hogy a molekulak
kiegyensulyozott gatld hatast fejtsenek ki mind a DNS girdz B alegysége (GyrB), mind a
Topoizomeraz IV E alegysége (ParE) iranyaba. Munkank soran karakterizaltuk a két legigéretesebb
molekula, az ULD1 és ULD2 antibakterialis tulajdonsagait, az elleniik kialakul6 rezisztenciat és

az in vivo hatékonysagukat.

A korébbi kutatdsok bebizonyitottak, hogy a gepotidacin jszerii mechanizmuson keresztiil
szelektiven képes gatolni a bakterialis DNS girdz és Topoizomeraz IV miikodését. Ezért a négy
lehetséges target gént egy ciklus DIVERGE mutagenezisnek vetettiik ala a klinikailag rendkiviil
relevans korokozo fajban, a Klebsiella pneumoniae-ben. A GyrA fehérje 82. aminosava és a ParC
fehérje 79. aminosava mutacidt tartalmazott minden izolalt klonban, mas mutaciét viszont egyik
sem tartalmazott. Tobb egymast kovetd ciklussal végzett telitési mutagenezisiink ebben a két
pozicidban bebizonyitotta, hogy a legmagasabb rezisztenciaért két specifikus mutacid
kombinacioja felelés (GyrA D82N és ParC D79N). A két mutacio egyiittes jelenléte 2080-sz0ros
novekedést okozott az ellenalld képességben a vad tipushoz képest. Ezzel szemben ugyanezek a
mutaciok egymagukban nem okoztak jelentds valtozast a rezisztencidban. Ezek az eredmények
egybevagnak azzal, hogy a korabbi kisérletek, amik egyszeres mutansok kimutatasara alkalmasak,

nem talaltak jelentds rezisztenciat.

Az antibiotikum rezisztencia megjelenése altalaban fitnesz koltséggel jar egyiitt, csokkent
novekedési rata formdjaban, ez a koltség pedig befolydsolja a rezisztens populaciok hosszu tava
stabilitasat. Ezért megvizsgaltuk a gepotidacin rezisztencia fitnesz hatasait K. pneumoniae-ben
paros kompeticidos assay segitségével a vad tipus és rezisztens populaciok kozott
antibiotikummentes Mueller-Hinton II tapban, 37 °C-on. A GyrA D82N ¢és ParC D79N mutacios
kombinacio jelentésen csokkentette a baktériumok életképességét a vad tipusu K. pneumoniae- hez
képest. Ez a koltség azonban kisebb a gepotidacin-rezisztenciat mutaté mutansok esetén, mint a
kontroll antibiotikumként hasznalt fluoroquinolonok ellen megjelend rezisztencia mutacioké, amik
jelen vannak a klinikumban. Lényeges modon azonban a ParC D79N mutéacié dnmagaban nem jart

kimutathatd fitnessz koltséggel. Azt is megvizsgaltuk, hogy a rezisztens mutansok in vivo



virulencidja valtozott egér combszoveti fertézési modellben. A vizsgalat nem mutatott ki

szignifikans kiilonbséget az in vivo virulenciaban a mutansok és a vad tipus kozott.

Szamos korabbi kutatds bebizonyitotta, hogy a rezisztenciat okozd mutaciok mar joval
azelétt jelen lehetnek egy populdcidoban, mielétt a baktériumokat kitennénk az adott
antibiotikumnak. Ennek a tudasnak a birtokaban azt a hipotézist allitottuk fel, hogy az
antibiotikumok elterjedt hasznélata szelektdlhat olyan mutaciokat, amik késobb eldsegitik a
rezisztencia kialakulasat gepotidacin ellen. A legvaldszintibb antibiotikumcsalad ennek a
jelenségnek az eldidézésre a fluorokinolonok, amik szintén a DNS giraz — Topoizomeraz IV
komplexet gatoljak, és hossza ideje elterjedten hasznéljak o6ket a klinikai gyakorlatban. A
kisérleteinkhez a ciprofloxacint valasztottuk, ami egy nagyon jol karakterizalt, és széles korben
hasznalt fluorokinolon. Szamos ciprofloxacin ellen rezisztenciat okozd mutéaciot €s mutécio-
kombindciot teszteltiink, ami mar megjelent klinikai izoldtumokban, de ezek nem okoznak jelentds
keresztrezisztenciat gepotidacin ellen. Ezzel szemben kimutattuk, hogy a gepotidacin rezisztenciat
okozd egyszeres mutans, a GyrA D82N, tobb, mint 16-szoros rezisztenciat okoz ciprofloxacin ellen
a vad tipust K. pneumoniae ATCC 10031 torzsben. Erdekes modon ugyanez a mutécié gepotidacin
ellen csak kétszeres novekedést okoz a MIC szintjében. Ahogy ez alapjan az eredmény alapjan
szamithatunk ra, a GyrA D82N ¢és ParC D79N kétszeres mutacio szintén jelents ndvekedést okoz
a ciprofloxacin rezisztenciaban. Ez alapjan lehetségesnek tiint, hogy a GyrA D82N mutacié mar
jelen van azokban a klinikai populaciokban, amiket korabban fluorokinolonoknak tettek ki, ezaltal
pedig megnd az esélye a gepotidacin bevezetésekor a kettds mutdnsok megjelenésének. Valdban,
vizsgalatunk, amiben ezt a mutdciét probaltuk kimutatni online adatbazisokban elérhetd
szekvenciakbol, a keresés szdmos Gram-negativ és Gram-pozitiv fajban kimutatta a GyrA D82N
jelenlétét, tobbek kozott fluorokinolon-rezisztens E. coli izolatumokban, és mas fajokban is a
Salmonella, Mycoplasma, Clostridium, Citrobacter, Streptococcus, és Neisseria nemzetségekben.
A Neisseria és Streptococcus fajokban jelen 1évé mutaciok kiilondsen aggasztoak a klinikai
felhasznalas szempontjabdl, mivel elsésorban ezeknek a korokozoknak a kezelésére iranyulnak a

gepotidacin klinikai tesztjei.

Hogy tovabb bizonyitsuk a kapcsolatot a korabbi ciprofloxacin kezelések és a gepotidacin
kozott, adaptiv laboratoriumi evoltciot végeztiink ciprofloxacin ellen vad tipusa K. pneumoniae

ATCC 10031 torzzsel, valamint vad tipusu és AmutS hipermutator E. coli K-12 MG1655



vonalakkal. A korabbi eredményekkel egybevagoan a ciprofloxacin rezisztencia gyorsan kialakult
az Osszes vonalban, kiilonosen a hipermutator vonalakban. Minden torzs esetén harom-harom
véletlenszeriien valasztott ciprofloxacin-rezisztens vonal MIC értékeit gepotidacin ellen is. Minden
vizsgalt vonal novekedett gepotidacin rezisztenciat mutatott, ez a névekedés pedig a kontrollhoz
képest 64-1058-szoros volt. Ezeket a vonalakat a vad tipusu kiindulasi torzsek esetében, egészen
pontosan 2 torzset E. coli K-12 MG1655 esetében és 3 torzset K. pneumoniae ATCC 10031
esetében, teljes genom szekvenaldsra kiildtiik. Bar ezek a vonalak mind gepotidacin rezisztenciat
utal, hogy mas gének mutacidi is nagymértékben hozzajarulhatnak a gepotidacin rezisztencia
kialakulasdhoz. Valdban, a szekvendldsi eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy ezek a
ciprofloxacin ellen adaptalt vonalak szamos mas gén mutaciojat tartalmazzak, amik
hozzajarulhatnak a gepotidacin rezisztenciahoz is, amik a membran effluxban (acrR, soxR, and
marR) és az 4ltalanos stressztolerancidban (cusS and rpoB) jatszanak szerepet. Osszességében,
ezek az eredmények azt sugalljadk, hogy a hosszu tavu ciprofloxacin kitettség elOsegiti a

gepotidacin-rezisztencia kialakulasat.

A doktori program masodik felében egy uj, tobbszords aktivitasu antibiotikumjeldlt korai
fejlesztésén dolgoztunk. (Nyerges és m.tarsai, 2020) Nemzetkozi kollaboracids partneriink
(Peterlin labor, Ljubljanai Egyetem) a kozelmultban kifejlesztette egy uj osztalyba tartozo DNS
girdz-gatlok sorozatat, amik a pirrolamidobenzotiazol vazzal rendelkezd természetes vegyiilet, az
oroidin ihletett. (Gross és m.tarsai, 2003; Tomasi¢ és m.tarsai, 2015) Hogy ezekbdl a kiindulasi
molekuldkbdl hatékony antibiotikumok késziilhessenek, szamos moddositast hajtottak végre az
alapvazon, a DNS girdz B alegységével egyiitt késziilt kristalyszerkezet és a molekuldris dinamikai
(MD) szimuléciok alapjan. A modositasok célja az volt, hogy olyan molekuldk jojjenek 1étre, amik
egyenld mértékben kotddnek a DNS giraz B alegységéhez (GyrB) és a Topoizomeraz IV. E
alegységéhez (ParE). Ezek a modositasok két kiilondsen igéretes molekulat eredményeztek, amiket

ULD1-nek és ULD2-nek neveztiink el.

Az ULDI ¢és ULD2 antibakterialis aktivitasanak feltérképezésekor eldszor lemértiik az
antibiotikumok MIC értékeit szdmos Gram-negativ és Gram-pozitiv klinikai korokozo ellen. A két
antibiotikumjelolt jelentds antibakterialis aktivitast mutatott az ESKAPE patogéncsoport tagjai

ellen (S. aureus, Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,



Acinetobacter baumannii), valamint Streptococcus fajok és Clostridium difficile ellen. Az MIC
értékek az Osszes tesztelt multidrog-rezisztens Staphylococcus, Enterococcus, és Streptococcus
izolatum esetén 2 pg/mL alatt volt. Az ULD1 és ULD2 hatasos volt az 6sszes methicillin-rezisztens
¢s vankomicin-rezisztens S. aureus (MRSA, illetve VRSA), ¢és vankomicin-rezisztens
Enterococcus (VRE) izolatum esetében, ezek a torzsek pedig gyakori okozdi stlyos bér- és
lagyszoveti fertdzéseknek. (Ramakrishnan és m.tarsai, 2015) Az elméleti lehetésége fennall annak
is, hogy a jovében kémiai modositasok segitségével az ULD1/ULD?2 aktivitds Gram-negativ fajok
ellen tovabb novelhetd. Az MRSA és VRSA izolatumokon mutatott kivalo aktivitas miatt egy kozel
szaz, genetikailag és fOldrajzilag is valtozatos Staphylococcus aureus izolatumot tartalmazéd
gyljteményen is teszteltiik az bioaktivitasat. A vizsgalt torzsek kore 56 MRSA és 28 vankomicin-
rezisztens izolatumot tartalmazott, kozottilkk a kézelmultban izolalt koérokozokat is. Ezeknek az az
izolatumoknak jelent6s része rezisztens volt tobb klinikai forgalomban 1évé kontroll
antibiotikumra is.  Ezekkel a Staphylococcus fertdzések kezelésére elterjedten hasznalt
antibiotikumokkal ellentétben ULD1 ¢és ULD2 kis mennyiségben gatolta minden vizsgalt izolatum

novekedését (MIC <1 pg/mL).

Hogy feltérképezziik az ULD1 és ULD2 elleni lehetséges rezisztencia mechanizmusokat,
elészor meghataroztuk a spontdn megjelend rezisztencia mutaciokat S. aureus esetében. A
novobiocin, egy korabban klinikai forgalomban hasznalt antibiotikum szolgalt kisérleteink kontroll
antibiotikumjaként. A novobiocin 6 célpontja a DNS giraz B alegysége, de masodlagos mutaciok
alkalmanként megjennek a Topoizomeraz IV E alegységén is. (Fujimoto-Nakamura és m.tarsai,
2005) Egy elfogadott protokollt kovetve a spontan rezisztencia gyakorisaganak megallapitasahoz
(Bell és MacLean, 2018; Ling és m.tarsai, 2015), 10%° - 10'? baktériumot szélesztettiink ki allandé
fazisti kulturdkbol kiilonb6zd koncentracioban ULDI1-et, ULD2-6t és novobiocint tartalmazé
lemezekre. A kisérletekhez két referencia torzset hasznaltunk: S. aureus ATCC 700699 (VISA —
vankomicin ellen gyengén rezisztens) és S. aureus ATCC 43300 (MRSA — methicillin rezisztens).
Kiszamitottuk a megfigyelt rezisztencia gyakorisagat ¢s a mutacié megel6z6 koncentraciot (mutant
prevention concentration, MPC) mind a harom antibiotikumra. A mutacié megel6z6 koncentracio
az az antibiotikummenyiség, aminek a jelenlétében rezisztens mutdnsok mar nem tudnak
szaporodni (azaz az a koncentracid, ami adott kisérleti koriilmények kozott az egyszeres mutansok
szaporodasat megakadalyozza). (Bell és MacLean, 2018) A korabbi tanulmanyokhoz és a klinikai

tapasztalatokhoz hasonldan a rezisztencia gyakorisdga novobiocin ellen relativ magas volt, és 120-



szoros MIC novekedést tapasztaltunk az izolalt S. aureus mutans vonalakban. (Fujimoto-
Nakamura és m.tarsai, 2005; Vickers és m.tarsai, 2007) Ezzel éles ellentétben nem talaltunk
rezisztens mutansokat S. aureusban ULD1 ellen mar az eredeti vad tipusu térzs MIC értékének
nyolcszorosan sem, tovabba az alacsonyabb koncentracidkon izolalt mutansok csak minimalis

eltérést mutattak az ULD1-gyel szembeni érzékenységiikben.

Hogy megvizsgaljuk az ULDI-rezisztencia molekularis hatterét, 400 ULD1 rezisztens
baktériumtelepet izolaltunk az el6zd kisérletbol, és megszekvenaltuk a gyrB és parE génjeiket
Pacific Biosciences single-molecule real-time (SMRT) szekvenalasi modszerrel. Az igy nyert
szekvenciak analizisébdl megtudtuk, hogy az ULD1-rezisztens mutdnsokban missense mutaciok
talalhatok a gyrB génen. Az ULDI1-k6t6 zseb négy aminosav pozicioja (R144, G85, 1175, T173)
mutaloédott rendszeresen. Minden mutalodott aminosav S. aureushan a GyrB fehérje
antibiotikumkotd zsebébe térképezddott és erdteljes masodlagos kotddéseket hozott 1étre az ULD1

molekulaval.

Mivel az ULD2 antibiotikum erdsebben kotédik mindkét célfehérjéhez és rendkiviil
kiegyensulyozott kettOs aktivitast mutat, azt feltételeztiik, hogy a mutacios gyakorisag ULD2 ellen
igen alacsony lehet. Figyelemre mélté modon, nem tudtunk kimutatni rezisztens mutansokat ULD2
ellen ha 4x10'? S. aureus ATCC 700699 (VISA) sejtet a vad tipusa ULD2 MIC négyszeresének
tettlink ki. A méréseink alapjan az MPC rendkiviil alacsony, minddssze 0.16 pg/mL ULD1 és 0.08
nug/mL ULD2 esetén S. aureus ATCC 700699 (VISA) torzsben.

Mig ezek az eredmények rendkiviil igéretesek voltak, korabban a gepotidacinnal szerzett
tapasztalataink arra utaltak, hogy tobb, specifikus mutacié az antibiotikum kiilonbozd targetjein
hosszu tdvon rezisztencia kialakuldsahoz vezethet még a kiegyensulyozott tobbszoros aktivitasi
antibiotikumok ellen is. (Szili és m.tarsai, 2019) Hogy vizsgaljuk ezt a lehet6séget, megismételtiik
a spontan rezisztencia gyakorisag kisérletet két ULD1-rezisztens S. aureus VISA izolatummal,
mindkettd egy-egy GyrB mutaciot hordozott az ULD/ULD?2 elsddleges targetén. Ezek a mutaciok
—GyrB R1441 és 1175T— gyakori egyszeres mutaciok voltak és alacsony szintii rezisztenciat
biztositottak ULDI1 ellen. Ezen egyszeres mutansokbol szdrmaztatott populdciokat a kisérletben
novekvd ULD1 és ULD2 koncentraciokkal kezeltiink. A rezisztens mutansok spontan megjelenése
108107 gyakorisaggal tortént. Az izolalt kettds mutansok ndvekedett rezisztenciat mutattak, de

novekedésiik 1 pg/mL of ULD2-vel gatolhato volt. A szekvenaldsi eredmények alapjan a masodik



mutacid6 minden esetben a ParE fehérje szerkezetét moddositotta, ami az ULD1/ULD2 masik
targetje, ¢és a mutdciok a GyrB-ben megfigyelt kotddési helyek homoldgjait érintették.
Osszességében a megfigyelt mutdciok bizonyitékot szolgiltatnak az ULD1 és ULD2 kettds

hatasmechanizmusara.

Azt is vizsgaltuk, hogy a hosszu tavu kitettség ULD1 és ULD2 antibiotikumoknak vezethet-
e magas szintli rezisztenciahoz. E c€lbdl adaptiv laboratoriumi evoluciot végeztink a VISA
torzzsel ULDI1, ULD2 ¢és novobiocin jelenlétében. Hogy pontosan feltérképezziik a lehetséges
rezisztencia mechanizmusokat, 10 parhuzamosan adaptal6do populaciot tettiink ki egyre névekvo
antibiotikum-koncentracioknak. Az evolicios kisérletet kovetéen minden populaciobdl egy-egy
telepet izolaltunk és rezisztencia-méréseknek vetettiink ald. A korabbi klinikai tapasztalathoz és
publikalt laboratériumi adatokhoz hasonldéan (Bisacchi és Manchester, 2015; Vickers és mtarsai,
2007), a magas szintli novobiocin-rezisztencia rendkiviil gyorsan megjelent ezekben a
populaciokban. A novobiocin-adaptalt vonalakban akar 320-szoros MIC-novekedést (16 pg/mL)
is megfigyeltiink a vad tipushoz képest. Ezzel szemben ULD1 és ULD2 ellen csak mérsékelt,
maximum 25-sz6ros MIC novekedést tapasztaltunk (1 pg/mL ULDI1 és 0.5 pg/mL ULD2
esetében). Azért, hogy feltérképezziik a rezisztencia hatterében allo molekularis mechanizmusokat,
5 ULD2-adaptalt torzs teljes genom szekvenalasat is elvégeztiik. Az elemzésben azokra a de novo
genomi mutacidkra Osszepontositottunk, amelyek legalabb két parhuzamosan adaptélt vonalban
egymastol fliggetleniil megjelentek. Ilyen mutacidkat talaltunk a target fehérjék szekvenciaiban
(GyrB, ParE), valamint a purin bioszintézist regulalé PurR fehérje és az uridin-difoszfat (URD)
bioszintézisében részt vevo PyrH fehérje szekvencidiban. Az, hogy ez utobbi fehérjek milyen

szerepet jatszanak a rezisztencia kialakuldsaban, tovabbi vizsgélatokra szorul.

Hogy megvizsgaljuk a rezisztencia kialakuldsanak esetleges negativ kovetkezményeit,
megvizsgaltuk az ULD1/ULD?2 adaptalt S. aureus VISA vonalak novekedési fenotipusat. A fitnesz
becslésére a 600 nm-en mért optikai denzitas (ODeoo) értékét hasznaltuk, amit 48 oran keresztiil
rogzitettiink, mikdzben a sejtek antibiotikummentes gazdag tapban ndttek. Az ULD1/ULD2
rezisztens vonalak novekedése szignifikansan csokkent a vad tipushoz képest, és agar lemezeken
kis méretli, lassan novekedd koldnidkat hozott 1étre. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
hosszu tavi ULD1 és ULD2 kitettség olyan mutaciokat okoz, amik kis mértékben ndvelik a

rezisztenciat és antibiotikummentes kornyezetben nagymértéki fitneszcsokkenéssel jarnak.



A ciprofloxacin és gepotidacin antibiotikumok kozott korabban tapasztalt kapcsolat alapjan
logikus felvetésnek tiint, hogy a korabban kialakult novobiocin-rezisztencia a klinikai
izolatumokban hatassal lehet az ULD1/ULD2 hatékonysagara is. A lehetséges keresztrezisztenciat
ugy vizsgaltuk, hogy kilenc novobiocin-adaptalt vonal rezisztencidjat mértilkk ULD1 és ULD2
ellen. Ezek a vonalak nem mutattak keresztrezisztenciat ULD2 ellen, és csupan szerény, hatszoros

MIC-n6vekedést tapasztaltunk ULDI ellen a vad tipusu torzshdz hasonlitva.

Végiil az ULD1 és ULD2 igéretes antibakterialis aktivitasat in vivo egér fert6zési
modellekben is megvizsgaltuk S. aureus torzsek ellen. Elsé in vivo kisérletiinkben egy egér bor-
¢és lagyszoveti fert6zés modellt hasznaltunk. Ezt a modellt gyakran hasznaljak preklinikai
vizsgalatokban 1j Staphylococcus-ellenes antibiotikumok farmakokinetikajanak és-dinamikajanak
tesztelésére, valamint az antibiotikumok klinikai relevanciajanak megitélésére. (Kugelberg és
m.tarsai, 2005; Ling és m.tarsai, 2015; Vingsbo Lundberg és Frimodt-Mgller, 2013) A kisérletben
borfelszini ULD1 és ULD2 kezelést alkalmaztunk kendcs forméjaban S. aureus USA300 MRSA
(BAA1556), vakomicinre gyengén rezisztens (VISA) és vankomicin-rezisztens (VRSA) klinikai
izolatumok ellen. Ez a hdrom torzs egyiittvéve ellendllo volt legalabb 9 kiilonb6zd kémiai csaladba
tartozd antibiotikum ellen, beleértve a mupirocin nevii, sulyos bor- és lagyszoveti multidrog-
rezisztens S. aureus fert6zések kezelésére hasznalt antibiotikumot. Az ULD1 és ULD2 bérfelszini
alkalmazas soran igéretes antimikrobidlis aktivitast mutatott, hatékonysaguk a mupirocinhoz
hasonlé volt. A farmakokinetikai elemzés kimutatta, hogy mindkét antibiotikum hatékonyan
szivodik fel a bérfelszinen keresztiil, koncentracidjuk a kdrnyezd szovetekben akar a vizsgalt S.

aureus VISA térzs MIC-janak haromszazszorosat is elérheti.

Az ULDI1 hatékonysagat neutropénids egér combszdveti modellben is vizsgaltuk.
Intravénas bejuttatas esetében az antibiotikum igéretes aktivitast mutatott S. aureus VISA fertdzés
ellen. Figyelemremélté modon az ULDI kezelés hatékonysaga hasonld volt a linezolidhoz, ami
jelenleg rendkiviil elterjedten hasznalt antibiotikum szisztémas MRSA fertézések kezeléseében.
(Watkins és m.tarsai, 2012) Ezeket az eredményeket egybevetve az in vivo kisérletek az ULD
molekuldk hatékonysagat bizonyitjdk bdrfelszini és szisztémas S. aureus fertézések ellen, és

igéretes kiindulasi molekulak lehetnek jovobeli antibiotikumfejlesztési programok szamara.

Osszefoglalasként, az itt bemutatott munkaban kritikus szemlélettel vizsgaltuk a tobbszords

hatdsmechanizmust  molekuldkat, mint lehetséges fejlesztési irdnyt rezisztenciabiztos



antibiotikumok eléréséhez. Bemutattuk, hogy hidba képes egy antibiotikum tobb fehérjéhez is
hasonld affinitassal kotddni, a rezisztencia mégis konnyedén kialakulhat, ha a molekula ezeken a
célpontokon csak néhany kulcsaminosavval 1ép kapcsolatba. Tovabba munkank az adaptiv
laboratoriumi evolicid és a klinikai adatok alapjan azt veti fel, hogy a fluorokinolon
antibiotikumok tulhasznalata, és az emiatt felhalmozddott mutaciok novelik a rezisztencia
kialakulasanak esélyét uj alapvazzal rendelkez6 topoizomeraz-gatld antibiotikumok ellen is, ahogy
azt a gepotidacin példajan lathattuk. Ez a kovetkeztetés nem feltétleniil igaz az ULD molekulékra,
amiknek nem hasznaljak a klinikumban azonos célpontot tdmado antibiotikum elddjét. Ezek
alapjan az eredmények alapjan a tOobbszords hatasmechanizmusu antibiotikumok tervezése
kedvezo fejlesztési stratégia lehet, amennyiben legalabb az egyik célpontja az antibiotikumnak
teljesen ujszerli. Ezt az esetet azonban megfeleld antibiotikumok példdjan a jovoben tovabb kell

vizsgalni.

Ezek az eredmények jelentdsek lehetnek mas, jelenleg fejlesztés alatt allo antibiotikumok
szempontjabol is. Az egyik ilyen antibiotikum a zoliflodacin (ETX0914), ami a gepotidacinhoz
hasonloan egy 0j kémiai szerkezettel rendelkezd topoizomeraz-girdz gatld antibiotikum jelenleg
klinikai tesztelésben. Igéretes aktivitdst mutat multidrog-rezisztens fertézések ellen, elsésorban N.
gonorrhoeae esetében. (Basarab és m.tarsai, 2015; Taylor, Marrazzo, és m.tarsai, 2018) Azonban
a rendelkezésre allo adatok alapjan elomndhatd, hogy a gyrB gén mutacioi jelentds zoliflodacin-
rezisztenciat eredményeznek. Az egyik ilyen zoliflodacin-rezisztens mutacio (D429N)
megtalalhat6é a baktériumok klinikai populdcidiban, és a természetesen eléforduld zoliflodacin-
rezisztens baktériumok magas rezisztenciat mutatnak fluorokinolonok ellen is. (Damido Gouveia
¢s m.tarsai, 2018; Foerster és m.tarsai, 2015) Egy masik példa a topoizomeraz-giraz gatlo
antibiotikumokon til az SCH79797 és a bel6le leszarmaztatott Irresistin-16. Az SCH79797 egy
ujrafelhasznalt gyogyszer, ami a kdozelmultban publikalt adatok alapjan antimikrobidlis hatassal is
rendelkezik. Ez utébbinak a mechanizmusa rendkiviil egyedi, mivel egyszerre tdmadja a folsav
anyagcserét €s a sejtmembran integritasat. Ennek megfelelden a rezisztencia gyakorisaga rendkiviil
alacsony volt az elsé kisérletekben. SCH79797 rezisztencia nem alakult ki, akkor sem, ha a
m.tarsai, 2020) Az ebben a munkaban bemutatott tapasztalataink alapjan azonban ezeket az
eredményeket érdemes lehet feliilvizsgalni, akar mas baktériumfajokban, akar mas technikak

felhasznalasaval.
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