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1 BEVEZETO

1.1 AZ ANTIBIOTIKUMOK ES AZ ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA KRIiZIS

Az antibiotikumok olyan molekuldk, amelyek szelektiven fejtik ki 0l6 hatdsukat
baktériumokkal szemben, vagy gatoljdk azok novekedését'. Az antibiotikumok a
természetben évmillidk alatt alakultak ki, altalaban gombak és egyéb mikroorganizmusok
termelik, mint az egymas elleni versengés egyik hatékony fegyvere®. Ezt a jelenséget mar az
O6korban is megfigyelték és bar az okot nem ismerték a hattérben, de korlatozott szinten
tudtak alkalmazni egyes betegségek ellen és sebek kezelésére?. Ezek a molekuldk méra a
modern orvostudomanyban elengedhetetlen gydgyszerek, a mai orvosi eljardsok alapkovét
képezik. Nem csak a bakteridlis fert6zések kezelésében hasznalhatéak hatékonyan, hanem
prevenciés jelleggel szervtranszplantaciok®, kemoterdpia és mitéti eljardsok soran is
hasznaljak®. Ebbél kifolydlag érthets, hogy a mai kor medicindja nem miikddhet hatékonyan

antibiotikumok nélkdal.

Az antibiotikumok aranykora 1930-ban kezd6do6tt, amikor Sir Alexander Fleming felfedezte a
penicillint'. Bar mar elStte tébb kutatd is megfigyelte az egyes mikroorganizmusok kozotti
kompeticidt, és azonositottak antibiotikumokat, a nagylépték(i kutatasokat és a
gyogyszergyari fejlesztéseket a Il. vildghabordban hatékonyan alkalmazott penicillin inditotta
el’. Az azbta eltelt majd egy évszazadban tobb ezer antibakteriélis szert azonositottak, illetve
jelentés mennyiségii félszintetikus és szintetikus antibiotikumot fejlesztettek ki’. Ma az
antibiotikumok az egyik leggyakrabban felirt gydgyszerek, ellenben alkalmazdsuk szamos
esetben indokolatlan. Olyan esetekben is alkalmaznak antibiotikum kezelést, amikor a

betegséget virusos fert6zés okozza, habar a virusok ellen az antibiotikumok hatdastalanok.

De nem csak az orvostudomany az egyetlen felhasznaldja az antibiotikumoknak. Az intenziv
allattenyésztés sordn is széles korben haszndljdk kilonb6z6 allatok kozott terjedd
betegségek kezelésére, illetve megelGzésére. Az antibiotikum hasznalat nem csak az allatok
szamaval jarul hozza az allomdany noveléséhez, hanem az egészségesebb egyedek nagyobb
hozamot is eredményeznek®. Ennek kdvetkezményeként a mezégazdasigban az

antibiotikumok hasznalata hatalmas méreteket 6ltott.



A nagy igényeknek megfelelGen az antibiotikumok gyartasa is ipari méreteket 6ltott. Jelenleg
Kina és India a vilag vezet6 antibiotikum gyarté orszagai, mivel ezekben az orszagokban
alacsonyabbak a gyartasi koltségek a szigoru elGirdsok hidnya miatt. A nem megfelel6
hulladékgazdalkodas és a gyartasbdl szdrmazd antibiotikum maradvanyok olyan mértékd
antibiotikum szennyezést okoznak, melyek szelekcidos er6ként hatva el6segitik a rezisztens
baktériumok elterjedését a szennyezett teriileteken. Mivel a rezisztens korokozék nem
ismernek hatarokat, a szabdlyozasok hianya a fejl6d6 orszagok mellett a fejlett orszagokra is

veszélyt jelent’.

Mint lathatjuk, az antibiotikumok pozitiv hatdsanak kiakndzdsdra azok tulhaszndlata
kovetkezett be a gydgydszatban és a mez6gazdasdgban egyarant. Bar az antibiotikum
rezisztencia kis |éptékben megfigyelheté a természetben is, a globalis felhaszndlas és a
szennyezés hatasara oly mérték( szelekcids nyomas alakult ki, amely jelent&sen befolyasolja
az antibiotikumokkal szembeni ellenalléképesség nagymértéki terjedését®. Ez a jelenség

csokkenti a hatékony antibiotikumok szamat, ezzel vildgméret( krizist okozva.

Jelenleg az antibiotikum rezisztencia miatti, vagy azzal 6sszefliggésbe hozhaté egészségiigyi
krizis olyan nagy Iéptékd, mint a HIV vagy a malaria®. Becslések szerint 2019-ben 1.27 millié
halalesetet okozott kozvetleniil az antibiotikum rezisztencia, és 4.95 millié halaleset hozhato
Osszefliggésbe a rezisztencidval (1. dbra). Ez a probléma egyarant érinti a fejlett és a fejl6d6

régiokat’.
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1. dbra Az antibiotikum rezisztencianak tulajdonithato és azzal dsszefiiggésbe hozhaté haldlozdsi
ardny GBD régiok szerint minden életkorban (2019). A becsléseket a gyogyszerekre vonatkozoan
Osszesitették, figyelembe véve a t6bb gydgyszerrel szembeni rezisztencia egyilittes el6forduldsdt. GBD:
Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors Study. (Globdlis betegségek, sériilések és
kockdzati tényezbk vizsgdlata)®

Tehdat az antibiotikum rezisztencia krizis oka a tulhaszndlat miatt elterjedt bakterialis
ellenalloképesség (vagy rezisztencia) novekedése a jelenlegi antibiotikumokkal szemben. A
jelen krizisre az egyik lehetséges megoldas tovabbi kis molekuldju antibiotikumok
felfedezése és gydgyaszati célokra valé fejlesztése. Az ilyen jellegl fejlesztések az utdbbi
években jelentésen lelassultak, melynek két f6 oka van. Az egyik, hogy az 1980-as évek d6ta
nem fedeztek fel dj antibiotikum osztalyt’, mely a gyakorlatbn is hasznosult volna. Tehat az
elmult 40 évben jovahagyott antibiotikumok csak kis része képvisel Uj vegyllet osztalyokat,
mig a tobbség mar ismert kémiai szerkezetbdl szarmazott'. Emellett az antibiotikum
fejlesztés, a nagyon koltséges és hosszadalmas preklinikai és klinikai fejlesztések miatt, a
gyobgyszergyaraknak nem kifizet6d6 terilet™® (2. abra). Ezt jol példazza, hogy mig kozel 4000
immunonkoldgiai dgens van fejlesztés alatt', addig korulbelil 30-40 Gj antibakteridlis szer,

k'3, Eppen ezért, az

és 2017 és 2021 kozott csak 12 Uj antibiotikumot engedélyezte
akadémiai kutatasok és klinikai fejlesztések tdmogatottsagi szintje alacsony, ami tovabb
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neheziti a fejlesztések el6rehaladasat™®. Tovabb hatraltatja a kutatasokat, hogy az Gjonnan
piacra dobott antibiotikumokra hamar megjelenik a rezisztencia, ezért az id6- és pénzigényes

fejlesztések hamar f6l6s eréfeszitésé valnak™.

>1 000-10 000 molekula 5-10 1-2 1

1-7 év 1-2

5-7 1-2

2. dbra Az antibiotikum fejlesztés szakaszai, az adott szakaszban vizsgalt molekuldk szaéma és az
ahhoz sziikséges id6 és anyagi tdmogatds mértéke."

Mint lathatjuk, jelent6s probléma a mar alkalmazott antibiotikumokkal szemben kialakuld
rezisztencia, ami ellehetetleniti azok alkalmazasat. Ezért a kutatdsok kezdeti |épéseinél a
legnagyobb hangsulyt arra kell fektetni, hogy olyan molekuldkat fejlessziink gydgyaszati

célokra, melyek hasznalata hosszutavon lehetséges a rezisztencia elkeriilésével.

Az Uj, kis molekuldju antibiotikumok mellett lehetséges megoldas az olyan megkozelitések
fejlesztése, melyek egyel6re a klasszikus antibiotikum kezelések alternativai. Ilyen
megkozelitések a vakcinacio, a fagterdpia, a nanotechnoldgia, gydgyszer Ujrapozicionalas,
illetve ennek a disszertacionak a témakoére, az antimikrobidlis peptidek (roviden AMP-

k) Az AMP-k rezisztencia hajlama vitatott a szakirodalomban. Hatdsmechanizmusokat

18,19

figyelembe véve a rezisztencia ritkdbban alakul ki velik szemben ™", ellenben mar tdbb

tanulmanyban kimutattak, hogy a baktériumok egyes AMP-kkel szemben képesek

rezisztenciat fejleszteni’®**%2

. Az AMP-k pozitiv tulajdonsagait kihasznalva és a korai
rezisztencia kisérletekkel olyan teriletet nyithatunk meg az antibakteridlis szerek

kutatdsdban, mely hosszutavon gylimolcs6z6 lehet.
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1.2 ANTIMIKROBIALIS PEPTIDEK (AMP-K)

Az antimikrobialis peptidek (AMP-k) rovid, 8-50 aminosavbdl allé fehérje molekulak®.
Felépitésiik, szerkezetik és toltéslik alapjan nagy diverzitdssal rendelkeznek. Az élGvilag
minden szintjén megtaldlhatéak. Prokaridta és eukaridta szervezetek egyarant termelik,
fejlettebb immunrendszerrel rendelkez6 fajoknal a velesziiletett immunitds szerves részét
képezik®*. Mivel a rovarok és névények nem rendelkeznek adaptiv immunrendszerrel, az
antimikrobialis peptidek jelentik elsédleges védekezésiiket a korokozé mikroorganizmusok

25,26

ellen™. Az AMP-k aktivizalédnak a mikrobialis fert6zés hatdsdara, igy gyors és hatékony

védelmi vonalat épitenek ki a termel§ szervezet szamara®’. Kozvetlen 616 hatdssal
rendelkeznek virusok, Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok, gombak®®, tovabba rakos
sejtek ellen is®. A fejlett immunrendszerrel rendelkezd szervezeteknél az immunrendszer

szabélyozasaban is részt vesznek®.

A legtobb AMP 4&ltaldban pozitivan téltétt peptid molekula®. Felépitésik szerint tobb

csoportba oszthaték hosszuk, masodlagos és harmadlagos szerkezetiik alapjan, illetve a

24,27,28

diszulfid hidak megléte vagy hidnya szerint . Az a-helikalis peptidek, mint a cecropin és

28,31

cathelicidinek, szerkezete hozzajarul az er6s antibakteridlis hatdshoz™™"". A ciszteinben

gazdag AMP-k szerkezetét diszulfid hidak erGsitik, B-reds szerkezetet vesznek fel®®. Ilyen

k31 De szintén diszulfid hidakat

AMP-k a defenzinek, mint a human a- és B-defenzine
tartalmaznak a patkérak &ltal termelt tachyplesinek is*>. Az AMP-kben, szdmos esetben
egyes aminosavak dominalnak, mint a human nyalbdl izolalt hisztatin hisztidinben®!, a
cathelicidinek prolinban®! vagy az indolicidin triptofanban gazdag AMP-k*>. A baktériumok

k34

altal termelt AMP-k gyakran ritka modositasokkal rendelkeznek™. Ide tartoznak a Bacillus

nemzetség altal termelt polimixinek, melyek L-a,y-diamindvajsavat tartalmaznak®”.

1.3 AzZ AMP-K HATASMECHANIZMUSA

19,24 F

A kationos AMP-k szelektiven fejtik ki 0l6 hatdsukat baktériumokkal szemben 6

tdmadasi pontjuk a bakteridlis membran, de 06l6 hatasukat intracellularis célpontokon

kereszt(l is kifejthetika'6

. A szelektivitas a prokariota és eukaridta membran felépitése kozotti
kiildnbségek koévetkezménye (3. dbra)*’. Az eukaridta sejtmembran gazdag koleszterinben,

kiils6 felszine foszfatidil-kolin és szfingomielin foszfolipidekbdl épil fel, melyek semleges
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toltést biztositanak a membran kiils6 felszinének®’. Ezzel szemben a bakterialis membran
kllsé felszine a semleges foszfolipidek mellett gazdag foszfatidil-szerinben és nem tartalmaz
koleszterint, amely igy egy negativ felszini toltést alakit ki*’. Emellett a bakterialis membran
felszinén taldlhatd lipopoliszacharid (LPS) illetve teichonsav szintén hozzajarul a negativ

toltés kialakitasahoz>®*°

. Ez a negativ toltés elektrosztatikusan vonzza a pozitivan téltott
AMP-ket. Az erés kot6édés utdn a hidrofébikus kdlcsonhatdsok hatdsara az AMP-k ki tudjak
fejteni 6l6 hatasukat, melyet a membran kdrositasaval, vagy intracellularis célpontok
tamadasaval fejthet ki*®. A rakos sejtekben bekdvetkezd génexpressziés valtozasok
kovetkezményeként atrendez6dik a membran és igy toltottsége is. Ennélfogva ezeknek a

sejteknek a felszine szintén negativ toltésli lesz és elektrosztatikusan vonzza az kationos

AMP-ket?.

WAMP
/N

000 @ @ 080 Qﬁwr
Sobotss’s  bobsbbod

EmIl&s sejtmembran Bakteridlis membran
semleges koleszterin -
negativ R Foszfatidil-szerin Cardiolipin, foszfatidil-glicerin

Foszfatidil-kolin,

: il Foszfatidil-kolin
szfingomielin

pozitiv

3. dbra Az eukaridta és prokariota membradn felépitése és toltését kialakito foszfolipidek eloszldsa.
A fekete nyilak vastagsdga az elektrosztatikus vonzds erésségét jelzik.*’

Az AMP-k egyik f6 hatasmechanizmusa a nem receptor altal kozvetitett membran
aktivitas’®*'. Ennek a membrankarosité hatasnak harom f6 mechanizmusa van. A ,hordo-
donga” modell szerint a peptidek hengert alkotnak, a pdérust a peptidek hidrofil régioi
alkotjak, mig a hidroféb régidkkal a membranhoz kapcsolédnak. A ,térusz-pdrus” modell
szerint a peptid hélixek beéplilnek a membranba, és a kiils6 és bels6 membran Osszezarodik.

A kiépilt pérust a peptidek és a membran hidrofil régiéi egyittesen alkotjak. A ,sz6nyeg
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modell” szerint a peptidek felgyllnek a membran kilsé felszinén és nagy koncentracidoban

detergensekhez hasonldan micellakat képezve karositjak a membran stabilitasat.?”*%4

Az AMP-k masik f6 mechanizmusa az intracellularis célpontok tamadasa (4. abra)®. A bejutés
torténhet kdzvetlen penetracidval vagy endocitézissal®. A baktériumok fehérjeszintézisét, a
DNS megkotéstél a chaperonok blokkoldsdig, minden szinten tudjik gatolni. Az indolicidin
szelektiven tud kotédni a DNS-hez, ezzel gatolva a DNS replikacit és transzkripciot**®. A
tachyplesin szintén képes a DNS megkotésére, egyedi szerkezetének kdszonhetéen be tud
kotSdni a DNS hélix kis arkdba®’. A pleurocidin letalis ddzisban képes gatolni a fehérje, DNS
és RNS szintézist*®. A PR39 szintén képes szamos metabolikus ttvonalat gatolni a részt vevé
enzimek transzlacidjanak gatlasaval, illetve kdzvetlenil a ko-enzimek gatlasan keresztul®. A
HBD3 képes kotddni a bakteridlis membran stabilitasaban kulcsszerepet jatszé lipid 11-hoz,
ezéltal gatolni a sejtfalszintézist™. A fenti példakon tul szdmos tanulméanyban kimutattak
tovabbi folyamatokat, melyek az AMP-k sokszinG intracellularis célpontjait mutatja be, mint
az AMP-k fehérjék feltekeredésést, proteolizisét, a sejtosztédas folyamatat gatld, valamint az

LPS megkotni mechanizmusait™®.

Chaperon: Bac/,

Fehérje bioszintézis és metabolizmus: Pyri cin, Sejt osztédas: Indolicidin

Pleurocidin, CP10A, DM3, PR39, HNP-1, Drosocin, Abaecin, Microcin J25 Diptericin
HD5, PR39 PR26

Magainin 1

Riboszéma:
Bac7, DM3,
Apidaecin Hbla

Kapszularis poliszacharid:
DM3

R ———

KRR Sejtfal: HNP-L, — pNs: Buforinll,  DNS: Buforin,BF2-A, BF2-C,
Apidaecin, Pyrrhocoricin,  Mersacidin, Nisin, 125 Indolicidin. Ostricacin-1

Drg

CP10A, DM3, HNP-1  Ostricacin-2, Oabac5mini,

Copsin, Ples

CP10A, DM3, PR-39, HNP-1

4. Gbra Az AMP-k f6 bakteridlis célpontjai. **
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Egyes AMP-k képesek mind a membrant mind egy adott intracelluldris célpontot is tamadni
3 Azt, hogy melyik célpont a dominans, azt a bakterialis faj, a baktérium névekedési fazisa

152,33 A7 AMP-k hatdsa nem minden

és az AMP koncentracidja egyarant befolyasolhatja
esetben vezet a baktérium pusztuldsahoz, hanem kilénbdz6 szimbiotikus kapcsolatok
kiépitésében is kulcsszerepet jatszanak. A human B-defenzinek hatassal vannak a bélfléraban
taldlhaté baktériumokra®, illetve az NCR peptidek a pillangdsvirdgli novények
gyokérgimdiben  taldlhaté  nitrogénfixdldé  baktériumokkal  kiépitett  szimbiozist

szabélyozzak™.

1.4 Az AMP-K FIZIKAI-KEMIAI TULAJDONSAGAI

Az AMP-k felépitése és az abbdl szarmazo fizikai-kémiai tulajdonsagok jelentés mértékben
befolydsoljak az antibakterialis hatékonysagat és a human sejtekkel szembeni toxicitasat™.
Ezeknek a tulajdonsagoknak az ismeretével lehetéség nyilik az AMP-k olyan mdédositasaira,

amelyekkel még kedvez6bb szerkezetet alakithatunk ki.

Az egyik legmeghatdrozdobb tulajdonsag az AMP-k atlagos toltottsége. A pozitiv toltés
biztositja az elektrosztatikus vonzast a bakteridlis membranhoz, de ez a toltottség hatassal
van a human sejtekkel szemben mutatott toxicitasra is*'. Megfigyelték, ha a magainin-2
szarmazékanak toltését +3-rél +5-re novelték, akkor nagyobb volt az antibakterialis hatas,
viszont ha ezt az értéket mar +7-re emelték, nagyobb lett a human sejtekkel szemben a

hemolitikus aktivitas®’.

A membranba vald beékel6dést a peptid hidrofobicitasa és amfipaticitasa egyarant
befolydsolja. Atlagosan az AMP-ket felépit6 aminosavak 50%-a hidrofob®’, ezért a
membranba valé beékel6dés szempontjabdl optimalis hidrofobicitas lehetévé teszi, hogy az

AMP a lehetd leghatékonyabban fejtse ki 616 hatasat*.

A peptid lanc hossza szintén fontos funkcionalis szerepet tolt be®® hiszen befolyasolja a
peptid 3D szerkezetét és aktivitasat is*'. A rovidebb fehérjék altaldban kevésbé toxikusak és

jobb farmakoldgiai profillal rendelkeznek?®.
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1.5 AMP REZISZTENCIA FOLYAMATOK

Az antibiotikumokhoz hasonléan az AMP-kkel szemben is kialakulhat rezisztencia. A
rezisztencia megjelenése ebben az esetben is torténhet a baktérium sajat genetikai
allomanyaban bekovetkezett, de novo mutacidkkal, illetve a baktérium beszerezheti egy
masik baktériumtdl is a horizontélis géntranszfer révén. Az AMP-kkel szembeni rezisztencia
leggyakoribb folyamatai a bakteridlis felszin toltottségének valtoztatdsa és az AMP-k

hatastalanitasa®.

Mivel az AMP-k hatasanak els6é |épése a membrdannal vald kolcsonhatds, a membran
atrendezédés kulcsfolyamat a védekezésben®. A Gram-negativ baktériumok komplex
membran rendszerrel rendelkeznek, amely kilsé és bels6 membranbdl épiil fel. A kett6
kozott taldlhatd a periplazmatikus tér és a peptidoglikan réteg®. A kils6 membranba
aszimmetrikusan épilnek be a foszfolipidek, és az LPS (lipopoliszacharid) molekuldk®’. A
kiils6 membran ugy mi(ikodik, mint egy szlr6 réteg, védi a baktériumot a hidrofil
molekuldktdl®®>. A bels6 membran ezzel szemben szimmetrikus felépitési, a hidroféb
molekuldktdl védi a baktériumot®’. A kilsé membran atrendez6désének hatasara kevésbé
lesz atjarhatd és egyidejlileg csokken a negativ toltottsége is. llyen membran atrendezési
folyamatok az LPS mddositasa és kiilsé felszinre transzportdlasanak csokkentése, illetve a

foszfolipidek szallitdsandk megvaltoztatasa a kiilsé és bels6 membran kézott (5. dbra).

A fizioldgidstodl eltéré membran 6sszetétel és toltottség kialakulasa hozzajarul ahhoz, hogy a
kiils6 membran kevésbé legyen negativ, ami csokkenti az érzékenységet AMP-kkel
szemben®. Az LPS szintézisében szerepet jatszd waa gének termékei foszforilaljak az LPS
bels6 magjat, ezekben a génekben bekovetkezett mutdcidk hatasara kevesebb foszfat épil
be az LPS molekuldaba, amely igy kevéshé lesz negatives. Az LpxC a lipid A bioszintézisének
els6 lépését katalizalja, mutacidja kiegyensulyozatlan foszfolipid-LPS aranyt eredményez a
kiils6 membranban®. Az Lpx fehérjék az LPS szintézis tovabbi lépéseit is katalizaljak®. Az Lpt
peptidek felel6sek az LPS molekula kiilsé felszinre szallitasdaért, mutacidik altali diszfunkcidk
hatasara az LPS molekuldk felhalmozédnak a periplazmatikus térben®. Emellett a foszfolipid
transzportban szerepet jatsz6 mla, yeb és pgi gének felel6sek a kils6 membrdan

aszimmetridjanak kiépitésében67'68.
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A baktériumok képesek kapszularis poliszacharidokkal korbevenni a felszinliket, ezaltal az
AMP-k nem tudnak kozel keriilni a baktérium felszinéhez®®. A kiuls6 membréanba

beépilhetnek olyan tovabbi fehérjék, amelyek semlegesitik annak toltését, illetve a

baktériumok képesek olyan kis molekuldk termelésére, melyek semlegesitik az AMP-ket’®"?.

A bakterialis protedzok, mint az aszpartat- és metalloproteazok lebontjdk az AMP-ket, ezaltal

72,73

semlegesitve azokat”’". Végil az efflux pumpdk altali kozvetitett rezisztencia szintén

hatasos védekezés lehet az AMP-kkel szemben’*” (5. 4bra).

~ @O0

.vioionomﬁ |

IVVINVINIRYIR

5. abra Az AMP-kkel szemben kialakul6 rezisztencia folyamatok sematikus abrdzoldsa. a) membrdn
dtrendez6dés sordn megvdltozhat az LPS molekuldk felépitése, illetve a membrdnt felépité
foszfolipidek ardnya. b) membrdnba épiilt pozitivan téltétt fehérjék, vagy negativan téltétt csali
fehérjék, amelyek gdtoljdk az elektrosztatikus vonzdst. ¢) AMP-k elimindldsa efflux pumpdkon
keresztiil. d) AMP-k lebontdsa extracelluldris protedzokkal.

A fentebb ismertetett rezisztencia folyamatok ellenére a szakirodalom gyakran emlegeti az
AMP-ket, mint rezisztencia mentes, vagy rezisztencidra kevésbé hajlamos antibakteridlis

szereket'®?®

. E megallapitas szerint az AMP-k a rezisztencia szempontjabdl hatékonyabbak az
antibiotikumoknal, bar ezt szisztematikusan még nem vizsgaltak. Mivel a kilonb6z6 AMP-k
hatdsmechanizmusa hasonld, aggodalomra ad okot, hogy, ha a gydgyszerként alkalmazott
szintetikus AMP-kre kialakulé rezisztencia csdkkent ellenallast biztosithat az immunrendszert
képezé AMP-kkel szemben is?®. Ezért a gydgyszerfejlesztések elStt elkerilhetetlenek a

rezisztencia és a potencialis keresztrezisztencia vizsgalatok, hogy olyan jeldlteket taldljunk,
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amelyekkel szemben nem alakul ki rezisztencia és ez altal nem veszélyezteti az

immunrendszer osszetett m(ikodését.

1.6 Az AMP-K KLINIKAI JELENTOSEGE

Az AMP-k szamos kedvez6 tulajdonsaggal rendelkeznek az antibiotikumokhoz képest, ami
miatt jelentSs potenciéllal rendelkeznek, mint antibakterialis szerek’®. Hatasspektrumuk
szélesebb, de ezt a felépitésiik médositasaval lehet szikiteni’’. Az antibiotikum fejlesztés
egyik kritikus pontja, hogy az antibiotikumnak be kell jutnia a baktériumba, hogy elérje
célpontjat’®. Ezzel szemben az AMP-k f6 tdmaddsi pontja a bakterialis membran, ennél fogva

célpontja konnyen hozzaférhets®***>*

. Emellett intracellularis célpontjait is kdnnyebben
eléri, mert felépitésének koszonhetéen kénnyebben atjut a membranon®. Az antibiotikum
fejlesztés egyik iranya jelenleg olyan antibiotikumok fejlesztése melyek egyszerre tobb
célpontot is tamadnak, ezzel védekezve a potencidlis rezisztencia kialakuldsa ellen”. Az
AMP-k fentebb ismertetett hatdsmechanizmusa alapjan lathatjuk, hogy képesek egyszerre
tobb célpontot is tdmadni®’. Bar az AMP-k szdmos pozitiv tulajdonsaggal rendelkeznek,

hajlamosak toxikus, allergids reakcidk kivaltasara, a gyartasi koltségek jelentGsen

magasabbak, és érzékenyebbek a kornyezetiik s 6sszetételére és pH—jéraSG.

A jelenleg elérhet6 gyogyszerek kozott mar tobb AMP-t is engedélyeztek klinikai hasznalatra.
A kolisztint, mint polimixin szarmazékot jelenleg, mint végsé lehet6séget alkalmaznak olyan
bakteridlis fert6zések kezelésére, amellyel szemben mads antibiotikumok mar

hatastalanok®%8!

. Sajnos az elmult években a colistinnel szembeni rezisztencia is elterjedt,
ezéltal veszélyeztetve ennek a szernek a hatékony alkalmazasat®. Tovabbi engedélyezett
AMP-k a gramicidin és daptomicin, amelyeket Gram-pozitiv baktériumok ellen alkalmaznak,

illetve a nizin, amelyet élelmiszerek tartésitasara hasznalnak® .

Szamos AMP van jelenleg preklinikai fejlesztés alatt. llyen AMP a PXL150, amely hatékony
Pseudomonas aeruginosa ellen egér modellben®®, az LL37 és IDR-1 tid6égyulladas kezelésére
és biofilm képz6 baktériumok ellen®’, illetve a nizin, amely hatékony Clostridioides difficile
fertézések kezelésére®. A klinikai fejlesztések els6 fazisaban jelenleg tobb polimixin
szarmazék is taldlhatd, mint példdul az SPR-206, MRX-8 illetve QPX9003%. A polimixin

szarmazékok f6 fejlesztési irdnya a vesetoxicitas mérséklése. Az elmult években tobb AMP is
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eljutott a klinikai fejlesztések harmadik fazisdba. Ellenben sok AMP elbukott ezeken a
teszteken a nem megfelel6 farmakokinetikai tulajdonsdgok miatt, illetve nem volt
hatékonyabb az aktualisan alkalmazott antibiotikumnal*’. Ennek ellenére ezek az AMP-k a
kdzeljov6ben hasznosulhatnak, mivel kevésbé hajlamosak a rezisztencidra és az
Osszehasonlitasra hasznalt antibiotikumok hatékonysaga csokken a terjed6 rezisztencia

folyamatok miatt.

Az AMP-k kedvezétlen tulajdonsagai ellen tobb megkozelitést is hatékonyan alkalmaznak. Az
egyik lehet6ség, hogy rovidebbek legyenek az AMP-k, amivel csokkentheté a gyartasi
koltség*. Az LL37 rovidebb formaja, az OP-145 szintén hatékony baktériumok ellen®. A
gyartasi koltségek szintén csokkenthetSk, ha a szildrd fazisu fehérjeszintézis helyett
kiilonb6z6 mikroorganizmusokkal termeltetik az AMP-ket™. A toxicitas csokkenthetd, ha az
AMP-ket valamilyen szdllité molekuldba csomagoljak, példaul liposzémaba vagy
nanopartikulumokba, illetve ha pro-drog formdban juttatjuk be a szervezetbe®. A
proteolitikus stabilitas novelhetd a ciklizacioval, amidalassal, acildlassal vagy D-aminosavak

|91,92

hasznalatava . Mindemelett az AMP-k pozitiv kdlcsonhatdst (szinergizmust) mutatnak

9394 Ezzel

antibiotikumokkal ezért, mint adjuvansok noévelik az antibiotikumok hatékonysagat
elérhetd, hogy kevesebb AMP-t hasznaljunk a kezelés soran, amivel csokkentheté a koltség
és a toxikus mellékhatasok egyarant, illetve a kombinaciéban hasznalt antibiotikum

hatékonysaga is visszaallithaté.
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2 CELKITUZES

Az antimikrobidlis peptidek (AMP-k) potencidlis megoldasai az antibiotikum rezisztencia
krizisnek, viszont ezek a molekuldk csak akkor jelenthetnek valédi megoldast, ha hosszu
tdvon, rezisztencia kialakuldsa nélkiil alkalmazhatdak. A szakirodalomban jelenleg vitatott,
hogy az AMP-kkel szemben milyen mértékl rezisztencia alakul ki antibiotikumokkal
Osszehasonlitva. Emellett tovabbi kérdés, hogy a rezisztencia mechanizmusai AMP

specifikusak-e vagy novelik az ellenalloképességet szdmos AMP-vel szemben.

Doktori munkdm soran ezért célul tliztem ki, hogy nagy atereszt6képességli modszerekkel
vizsgaljam az AMP-kkel szemben kialakuld rezisztencidt, és azt konvencionalis
antibiotikumokkal kialakuld rezisztencidval hasonlitsam 6ssze. Munkdm soran az az aldbbi

kisérletek elvégzését tliztem ki célul:

® Rendszer szinten vizsgdlni a de novo mutdcidk hatasat az AMP rezisztencidra,
antibiotikumokkal 6sszehasonlitva. Ehhez egy hosszutavu laboratériumi evolucids
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 horizontdlis géntranszfer, illetve a génamplifikacié

hatasat az AMP-kkel szemben kialakuld rezisztenciara.

e A kialakult rezisztencia folyamatok dltalanossaganak vizsgalata, az AMP

keresztrezisztencia haldzat feltérképezése.

e A kialakult rezisztencia molekuldris hatterének vizsgdlata.

20



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 BAKTERIUM TORZSEK

A kisérletek jelent6s részétben Escherichia coli K-12 BW25113 torzset hasznaltunk. Ez a torzs
altaldnosan hasznalt molekuldris és mikrobiolégiai kisérletek elvégzéséhez. Annak
érdekében, hogy tanulmdanyozzuk a mutdcids rata hatdsat az AMP-kel szemben kialakuld
rezisztenciara egy E. coli mutD5 mutator torzset hasznaltunk, mely térzs mutdciét hordoz a
dnaQ génben (L73W és A164V). Ez a toérzs 10%-10°-szor nagyobb mutacids rataval
rendelkezik®™. A TPIl-vel és PXB-vel szemben kialakuld rezisztenciat szintén tanulmanyoztuk
az E. coli ATCC 25922, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium LT2 (S.
enterica LT2), Klebsiella pneumoniae ATCC 100301 és Acinetobacter baumannii ATCC 17978
torzsekkel. Vizsgaltuk a legigéretesebb AMP-k aktivitdsi spektrumat az alabbi torzsekkel
szemben: E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, E. coli NCTC 13351, E. coli ATCC BAA-2469,
E. coli ATCC BAA-2340, Shigella sonnei HNCMB 25021, Shigella flexneri HNCMB 20018,
Enterobacter cloacae ATCC 13047, S. enterica LT2, Salmonella Enteritidis HNCMB 10092, K.
pneumoniae ATCC 10031, K. pneumoniae NCTC 13440, K. pneumoniae ATCC 700603, A.
baumannii ATCC 17978, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecium ATCC
700221, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 29213 és S. aureus ATCC 43300.

3.2 ANTIBAKTERIALIS SZEREK

14 kilonb6z6 AMP-t vizsgaltunk a tanulmanyunkban, melyek nevét és tulajdonsagait az 1.
tablazat tartalmazza. Az AMP-ket a ProteoGenix cég szintetizalta, kivéve a PROA és PXB
AMP-ket, melyeket a Sigma-Aldrich-tél szereztiink be. Az AMP-ket steril vizben oldottuk fel

és felhasznalasig -80 C° taroltuk.
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Antimikrobidlis peptid

(AMP) Forras Szekvencia 3D szerkezet
Rovidités Név
RFRPPIRRPPIRPPFYPPFRPPIRPPIFPPIRPP
BAC5 Bactenicin 5 Szarvasmarha FRPPLGPFP PR gazdag®
Nyul 18-kDa
Kationos GLRKRLRKFRNKIKEKLKKIGQKIQGFVPKL
CAP18 T Nyul APRTDY a hélix”’
antimikrobial
is peptid
. Vékonybél SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR .. o8
CP1* Cecropin P1 L, a hélix
orsoféreg
. GIINTLQKYYRVRGGRAVLSLPKEEQIGKST kombinalt a
Human beta- , .
HBD3 . Human RGRKRRKK hélix és B
defensin-3 99
szerkezet
IND* Indolicidin Szarvasmarha ILPWKWPWWPWRR B reds*
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLV
LL-37 , £):.,100
LL37 o Human PRTES a hélix
cathelicidin
. . ] GIGKFLKKAKKFGKAFVKILKK L 101
PEX Pexiganan Szintetikus a hélix
Peptid
) ) GMASKAGAIAGKIAKVALKAL L 102
PGLA Glycine- Béka a hélix
Leucin Amid
o GWGSFFKKAAHVGKHVGKAALTHYL . 103
PLEU Pleurocidin Hal a hélix
RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPP
PR39 PR-39 Sertés RFPPRFP PR gazdag'®
] TSSPPAAVVVRRRRRRRRRRRRRRRRRRR 105
PROA Protamin Hal R gazdag
o . KTKKKFLKKT ] 3
PXB Polimixin B Baktérium B ésy hurok
] ] FLGKVFKLASKVFKAVFGKV ] 106
R8* R8 Szintetikus ismeretlen
B szerkezet
. . o RWCFRVCYRGICYRKCR ) ]
TPII* Tachyplesin Il Térfarka rak diszulfid
hidakkal®

1. tablazat: a tanulmdnyban vizsgdlt AMP-k réviditése, neve, forrdsa, aminosav sorrendje és

felépitése




A tanulmanyban 12 antibiotikumot vizsgaltunk, amelyek nevét és tulajdonsagait a 2. tablazat
tartalmazza. Mindegyik antibiotikumot a Sigma-Aldrich-tél szereztiink be, kivéve az ERY
(AMBRESCO) és DOX (AppliChem) antibiotikumokat. A megfelel6 olddszer alkalmazasa utan

(viz vagy DMSO) az oldatokat szlréssel sterilizaltuk, majd -20 C° taroltuk felhasznalasig.

Antibiotikum Antibakteridlis hatas

T - Hatasmechanizmus ,
Rovidités Név tipusa

o 30s riboszéma . .
TET Tetraciklin L Bakteriosztatikus
alegység gatlé

. 30s riboszéma ) )
DOX Doxiciklin L Bakteriosztatikus
alegység gatlé

, ) 50s riboszéma ) )
CHL* Kléramfenikol L Bakteriosztatikus
alegység gatld

) o 50s riboszéma ) .
ERY Eritromicin L Bakteriosztatikus
alegység gatld

folsav bioszintézis

TRM* Trimetoprim o Bakteriosztatikus
gatlé

APC Ampicillin sejtfalszintézis gatld Baktericid
FOX Cefoxitin sejtfalszintézis gatlé Baktericid
NAL Nalidixsav girdz gatlé Baktericid
CPR* Ciprofloxacin girdz gatlé Baktericid

) . Osszetett -
NIT Nitrofurantoin . ) Baktericid
hatasmechanizmus

TOB* Tobramycin fehérjeszintézis gatlas Baktericid

KAN Kanamycin fehérjeszintézis gatlas Baktericid

2. tablazat: a tanulmdnyban vizsgdlt antibiotikumok réviditése, neve, hatdasmechanizmusa és 616
hatdsdnak tipusa.

Az egyes AMP-k és antibiotikumok ddzis-hatas gorbéit az 1. fliggelék mutatja be.

3.3 HASZNALT TAPOLDATOK

A kisérletek jelentds részében Minimal Salt (MS) médiumot hasznaltuk. Az MS az altalanosan
hasznalt gazdag tapokkal ellentétben allandd, kevésbé valtozékony kdrnyezetet biztosit az
evolucids kisérletekhez. Ezzel az allanddsult kdrnyezettel biztosithatd, hogy az evollcios
kisérlet soran a novekvé antibakteridlis szer hatasat vizsgaljuk. Az MS 0Osszetételét
el6zetesen optimalizaltuk, ezért az altalunk hasznalt tapoldat 6sszetétele a kovetkez6: 1 g/L
(NH4)2S04, 3 g/L KH,PO4 és 7 g/L K;HPOy4, 0.1 mM MgS0Oy, 0.54 pg/mL FeCls, 1 pg/mL tiamin

hidroklorid, 0.2% Casamino sav és 0.2% gIUkézlm.
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Azokban az esetben, amikor a kisérlet gazdag tap hasznalatat irta el6 Luria-Bertini (LB) tapot
hasznaltunk. Az LB tdpoldat osszetevGi: 5g/L NaCl, 5g/L éleszt6kivonat, 10g/L tripton.

Minden 6sszetevét a Sigma-Aldrich-tél szereztlink be.

3.4 LABORATORIUMI EVOLUCIOS KiSERLET

Az evollcios kisérletet ugy alakitottuk ki, hogy a populdciok kihalasat elkerilhessik és a
legnagyobb rezisztenciaju torzsekre tudjunk szelektalni. Azaltal, hogy csak a legmagasabb
rezisztenciat eléré populdcioét oltottuk tovabb, a lehet6 legmagasabb rezisztencia elérésére
kényszeritettik az adott populaciéot. Egy adott szerhez 10 parhuzamos vonalat
adaptaltattunk. A parhuzamos vonalakat 370 ul végtérfogati MS médiumban novesztettiik
96 lyuku ,,deep-well” lemezeken. Az E.coli K-12 BW25113 és E.coli mutD5 térzset 30 C°, az
E.coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 10031, A. baumannii ATCC 17978 és S. enterica LT2
37 C° hémérsékleten inkubaltuk 72 éran keresztll 300 r.p.m razassal. Az egyes AMP-k gatlasi
hatékonysagara nem volt hatdssal a hosszabb inkubaciés id6é (3. tablazat). A
keresztfert6zések megel6zése érdekében sakktabla elrendezést hasznaltunk a lemezeken. A
mérések pontossaganak és reprodukalhatdésdgdnak maximalizalasa érdekében egy robotizalt

folyadékkezel6 (Hamilton Star Workstation) rendszert alkalmaztunk.

MIC (elS-inkubacié nélkl) MIC (elG-inkubacid utan)
A
baktériumok
24 48 72 24 48 72
novekedési
ideje (6ra)
TPII (pg/mL) 5 5 5 6 6 6
PXB (png/mL) 4.2 4.2 4.2 5 5 5
LL37 (ug/mL) 14.5 17.4 17.4 17.4 17.4 17.4
BACS (ug/mL) 14.5 14.5 14.5 14.5 14.5 14.5

3. tdbldzat: az inkubdcios idé hatdsa egyes AMP-k MIC értékére. Teszteltiik, hogy a hosszabb
inkubdcids idének van-e hatdsa az AMP-k MIC értékére. Ehhez négy pdrhuzamos AMP higitdsi sort
készitettiink. Az elsé higitdsi sort a készités napjdan oltottuk be E.coli K-12 BW25113 térzzsel, még a
maradék 3 higitdsi sort el6-inkubdltuk 24, 48 illetve 72 ordt, és az inkubdcids idé letelte utdn oltottuk
be. Nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget az MIC értékekben az él6-inkubdlt és a frissen beoltott
lemezeken mért MIC értékek kdzott.
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A kisérletet egy, az adott antibakteridlis szer 50%-o0s gatldsi koncentraciojan kezdtik. Ezt
kdvetben az adott populacidt a hasznalt antibakteridlis szer 4 kilénb6z6 koncentracidjara
oltottuk at (0.5x; 1x; 1.5x; 2.5x). A tovabbi atoltasok sordn a kovetkez6 modon jartunk el:
minden atoltas el6tt a populdcidk novekedését azok optikai denzitdsdnak mérésével
becslltik meg. Ehhez egy Biotek Synergy 2 lemez olvasét hasznaltunk. Csak azokat a
populdcidkat oltottuk tovabb a 4-bél, amelyek a legmagasabb koncentracié mellett is
mutattak novekedést (ODggo> 0.2, 96-0s lemezen mért). Az atoltdsok soran a legsikeresebb
populdcidbdl 20 ul-t oltottunk tovdbb 4 egymadstdl fliggetlen lemez ugyanazon lyukdba,
amelyekben az adott antibakteridlis szer koncentraciéja az atoltott populdcio el6z6
koncentracidjanak adott szdmu (0.5x; 1x; 1.5x; 2.5x) tobbszorose volt. Ennél fogva a 4
populaciébdl csak az egyik, a legmagasabb rezisztenciaval rendelkez6 populdcioval folytattuk
az evolucios kisérletet. A kisérlet soran 20 ilyen transzfer hajtottunk végre (6. abra).
Osszességében 138 AMP adaptdlt (2 torzset azok limitdlt ndvekedése miatt kizartunk a
tovabbi analizisekbdl) és 120 antibiotikum adaptalt E.coli K-12 BW25113 vonalat
generdltunk. Az E.coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 10031, A. baumannii ATCC 17978 és
S. enterica LT2 torzseket PXB-hez és TPIl-h6z adaptaltattuk, 10 parhuzamos vonalat hoztunk
létre mindegyik AMP és baktérium faj esetében. Az E.coli mutD5 torzset TPII-hoz

adaptaltattuk szintén 10 parhuzamos populaciéval.

transzfer

=

N

, — — — Adaptalt vonal
) o

e Erzékenység
— 2 - vizsgalatok
/ G % % o N Karakterizalas b
/m s 3 — Yo Y \ —DH —. Adaptalt vonal S £
._i\ . transzfes : Szekvencia analizis
. M novekedés T [" novekedés o n @
n ( — D fa —'DA. — Adaptalt vonal D

//l/j Fuggetlenil adaptalédott B_IOke,mlal
vizsgalatok

baktérium vonalak

Novekvd AMP koncentracio

6. dbra A laboratoriumi evolicios kisérlet sematikus abrdzoldsa
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3.5 MINIMALIS GATLASI KONCENTRACIO (MIC) MEGHATAROZASA

Az MIC (minimal inhibitory concentration) meghatarozasat egy standard linearis higitasi

soron alapulé technikdval végeztiik'®

. 11 |épéses higitdsi sorokat készitettlink 96 lyuku
lemezeken 3 replikdtumban torzsenként és antibakteridlis szerenként. Minden mérést
minimum kétszer ismételtiink meg. Minden lyukba 5x10° sejt/ml-t oltottunk és a lemezeket
30 C° ( E.coli K-12 BW25113 és mutD5) illetve 37 C° (E.coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC
10031, A. baumannii ATCC 17978 és S. enterica LT2) hémérsékleten inkubaltuk 18-24 érdig
300 r.p.m. rdzatas mellett. A sejtek novekedésének meghatarozasahoz megmértiik azok
optikai denzitdsat (ODggo, Biotek Synergy 2 lemezolvasé). Az MIC értéknek azt a

koncentraciot tekintettiik, ahol teljes volt a névekedés gatldsa (ODggo < 0.05). A relativ MIC

értéket a kovetkezé modon szamoltuk ki: MIC elativ = MICevonvait/ M1Ciontrol

3.6 NAGY ATERESZTOKEPESSEGU FITNESZMERES

Az evolvdlt vonalak fitneszét a sejtek optikai denzitdsdanak (ODgoo) folyamatos
monitorozdasaval vizsgaltuk, MS médiumban, 384 lyuku lemezeken. 60 antibiotikum adaptalt
vonal és 38 AMP adaptalt vonal fitneszét mértik le, legalabb 4-t a 10 adaptalt vonalbdl.
Minden mérést minimum kétszer ismételtiink meg (mérésenként 6 technikai replikdtum). A
kiindulasi kultarakat 96 lyukd lemezeken névesztettiik stacioner fazisig MS médiumban. Ez
utan a névekedési periddus utdn a kulturakat azok optikai denzitasa alapjan ugy higitottuk ki,
hogy 50 000 sejt legyen 60 pl-ben. A sejtek névekedését 5 percenként mértiik Biotek Synergy
2 lemez olvaséval 24 éran keresztiil. A novekedési gorbék integral értékét Biotek Gen5 Data
Analysis Softver segitségével szamoltuk ki az 1 és 24 6ra kozott mért értékekbbl. A mérés
kezdetén bekovetkezett parasodds miatt az els6 1 érabdl szarmazé adatokat kizartuk az

adatelemzésbdl.

3.7 GENAMPLIFIKACIO HATASANAK MERESE

Az ASKA konyvtar tartalmazza az Osszes E. coli ORF-t egy expresszids vektorba klonozva
(pCA24N)'®. A plazmidokon taldlhaté ORF-ek tultermeltetését 500uM izopropil-B-D-
tiogalaktozidaz (IPTG) segitségével indukaltuk. Az MIC mérések soran az LB médiumot 20

ug/ml CHL-el egészitettiik ki, mivel ez az antibiotikum az ASKA plazmidok szelekciés markere.
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Kontroll térzsnek ugynevezett lires, ORF-t nem tartalmazd ASKA plazmiddal transzformalt
E.coli torzset hasznaltunk. A méréseket megel6z6en, az egyedi ASKA plazmidokat

egybegy(jtottik és E. coli K-12 BW25113 torzsbe transzformaltuk™*®

, amellyel |étrehoztuk az
ASKA konyvtarat. Az ASKA konyvtarral elvégzett MIC mérésekhez az elGzetesen leirt
madszerrel higitasi sort készitettiink, a lyukakat 500 000 sejttel oltottuk be, mely a konyvtar
~100x lefedettségét biztositja. Inkubacié utan az MIC értékeket optikai denzitds méréssel

hataroztuk meg (ODgqo, Biotek Synergy 2 lemezolvasd).

3.8 FUNKCIONALIS METAGENOMIKA

A horizontalisan terjedd rezisztom karakterizdldsahoz talaj mikrobiombdl készitettiink
funkcionalis metagenomika konyvtarat, amellyel 4 antibiotikumot és 4 AMP-t teszteltiink.
Ehhez kis genomialis fragmenteket (1.5-5 kb) klénoztunk nagy képiaszamu plazmidba
(pZEr0O-2), ahol indukdlhaté promoterrel tudtuk a fragmentek expresszidjat indukalni. A
plazmidokat E. coli K-12 BW25113 torzsekbe transzformdltuk és teszteltiik, hogyan
befolyasolja a transzformalt sejtek érzékenységét az adott antibakteridlis szerrel szemben. A
metagenomika konyvtarhoz a talajmintat Kaposvarrdl gyl(jtottiik. A talajban taldlhaté
bakteriadlis DNS-t Quick-DNA Fecal/Soil Miniprep Kit (Zymo Research) segitségével izolaltuk a
gyarto altal leirt protokoll szerint. Ezek utan Kintses és kollégdi altal leirt protokoll szerint
végeztik a funkcionalis metagenomika kényvtar épl’tésétm. A DNS fragmensek atlagos
mérete ~ 2kb volt. A kdonyvtar méretét (3,6 Gb) ugy becsiiltiik meg, hogy az atlagos DNs
fragmens méretét megszoroztuk a teljes koldniaképzd egységek (CFU- colony forming unit)

szamaval.

A funkcionadlis szelekciot agar lemezeken hajtottuk végre, ahol a lemezek a 4 AMP egyikét
(R8, TPII, CP1, IND) vagy a kontrolként hasznalt 4 antibiotikum egyikét (CPR, CHL, TRM, TOB)
tartalmazta. Az dltalanosan hasznalt protokoll helyett egy gradiens lemezes vizsgalatot
végeztink el, ahol a baktériumokat az adott antibakteridlis szer koncentracié gradiensére

12 9x10® sejtet inokuldltunk a funkcionalis

szélesztettliink az egyedi koncentraciok helyett
metagenomika konyvtarbdl a gradiens lemezekre. Ezéltal a metagenomika kdnyvtar minden
tagja reprezentalva volt 10-100-szoros lefedettségben minden lemezen. Ez utan a lemezeket

30 C’-on inkubaltuk 24 6ran keresztiil. Kontroll térzsnek egy olyan E. coli K-12 BW25113
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torzset haszndltunk, melyet olyan plazmiddal transzformaltunk, amelynek az inszert helyére
egy hasonlé méretl, funkcid mentes fragmentet helyeztiink. A kontroll torzset szintén
szélesztettlik gradiens lemezekre. A kontroll lemezhez hasonlitva dsszegyUjtottik azokat a
telepeket, melyek rezisztenciat biztosité plazmidokat hordoztak. Az Osszegydjtott
koldnidkban talalhatd plazmidokat PCR reakciéban szaporitottuk fel a tovabbi Illumina
szekvendldshoz. Ehhez a plazmidokat izolaltuk a sejtekb8l InnuPREP Plasmid Mini Kit
(Analytic Jena) felhasznaldsdval. Az igy kapott plazmidok szolgdltak templatként a PCR

reakcidhoz.

Az lllumina szekvenadlasi leolvasdsokhoz hosszabb DNS kontigokba valé 6sszeallitdsahoz egy

korabban létrehozott munkafolyamatot médositott protokolljat alkalmaztuk*®

. Egy proéba
mintdn validaltuk és optimalizdltuk a munkafolyamatokat. Ez a prébaminta 5, mar korabban
szekvenalt DNS kontigot tartalmazott. Ezek a mintdk korabbi metagenomikai mintdk
szekvendldsi adataibdl valasztottuk ki. A MiSeq 2 x 250 bp PE szekvenaldsbdl szarmazoé
leolvasasokat a Genomics Workbench Tool program 9.0-s verziéjaban (CLC Bio) dolgoztuk fel,
beleértve a kovetkez6 |épéseket: az olvasdsok minGségét el6szor 0.05-6s hiba
kiiszobértékkel levagtuk. Ezutan az egymdst atfed6 PE-parokat egyesitettiik. Az egyesitett és
nem egyesitett leolvasdsokat a pZErO-2 referencia plazmidra térképeztik, és csak azokat a
leolvasasokat tartottuk meg, amelyek nem egyeztek a plazmid szekvenciaval. A nyers
adatokat ezutan véletlenszer(ien lemintaztuk 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 és 100%-ra, és minden
mintavételi ponton két ismétlést generaltunk (MIRA 4.0.2.). Ezt kdvetbéen a de novo
szekvencia 0Osszedllitast minden ismétlésen kulon-kilon végeztik el. A MIRA de novo
kontigjait a PCR oligonukleotidok jelenlétére és megfelel§ orientacidjara szlrtik, csak a
teljes Osszeallitdsi termékeket megtartva. A teljes kontigokat tovdbb szlrtik az atlagos
lefedettség értékei alapjan ugy, hogy az egyes mintavételi pontokon belil csak a felsé 20%-
os legjobb lefedettséget tartottuk meg. Ezutan dsszegydjtottik az 6sszes mintavételi pontbdl
szarmazo kontigokat. Az egymadssal legalabb 90%-os szekvencia azonossagot mutatd
redundans kontigokat hosszuk legalabb 80%-an tortén6 NCBI blastp segitségével
csoportositottak, klaszterenként csak egy reprezentativ szekvencidt tartva meg. A
fennmaradé kontigokat még egyszer sz(irtlik atlagos lefedettségiik alapjan, amig csak azok az
lllumina kontigok maradtak a mintaban, amelyeknek megfelel6 darabjuk van a referencia

Sanger-szekvencidkban 100%-os lefedettséggel. Ez a kritérium akkor teljesilt, ha azokat a
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kontigokat eltavolitottuk, amelyek a lefedettségi eloszldsok surlségi gorbéjében kiilon
csucsot alkottak. Az optimalizalt munkafolyamatot alkalmaztuk a metagenomikus
szelekcidobdl szarmazé DNS kontigok Osszeallitdsara. Az igy kapott kontigok ORF-jeinek

-114

funkcionalis elemzéséhez az ORF-eket a Prokka programcsomag (1.1169-es verzié )

segitségével annotaltuk.

3.9 TELJES GENOM SZEKVENALAS

Azokbdl az adaptacids kisérletekbdl valasztottunk vonalakat, amelyekre a 10 adaptalt
vonalbdl legaldbb 2 vonal 6tszoros relativ MIC valtozast ért el a laboratériumi evollcié soran.
Osszesen 38 AMP-adaptalt vonalat valasztottunk ki a teljes genom szekvendlashoz. Az E. coli
K-12 BW25113 genomialis DNS-t Sigma GenElute Bacterial Genomic DNA kit segitségével
izolaltuk, és kvantifikdltuk Qubit dsDNA BR vizsgdlattal Qubit 2.0 fluorométerben
(Invitrogen). 200 nanogramm genomidlis DNS-t fragmentaltunk Covaris M220 fdékuszalt
ultrahang szonikdtorban (csucsteljesitmény: 55 W, terhelési tényez6: 20%, 200
ciklus/sorozat, idStartam: 45 s) Covaris AFA csavaros kupakos szalas mikroTUBE-k
segitségével. A fragmens méret eloszldst kapillaris gélelektroforézissel elemeztiik, Agilent
High Sensitivity DNA kit hasznalataval Bioanalyzer 2100 m{szerben (Agilent), majd indexelt
szekvendld konyvtarakat készitettink TruSeq Nano DNA LT kit (lllumina) segitségével a
gyartd protokollja szerint. Ez roviden magdban foglalja a DNS-fragmensek vég javitdsat, a
fragmentum méretének kivalasztasat, az indexelt adapterek ligalasat és a konyvtar
gazdagitdsat korlatozott ciklusu PCR-rel. A szekvendld konyvtdrakat a Bioanalyzer 2100
készilékben lévé Agilent High Sensitivity DNA kit segitségével validaltuk (meghataroztuk a
konyvtdrak méretét), majd a mennyiségi meghatdrozdst a qPCR alapu NEBNext Library
Quant Kit for lllumina (New England, Biolabs) és egy Piko-Real valds ideji PCR rendszer
(Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztiik. A 12 indexelt konyvtarbdl allé csoportokat
egyesitettiik, 0,1 N NaOH-val denaturaltuk, és higitds utan MiSeq Reagent Kit V2-500
(Hlumina) készletbe toltottik 8 pM koncentracidban. A 2 x 250 bp-os pdarvégi szekvenalast
lllumina MiSeq szekvenszerrel, az els6dleges szekvenciaelemzést BaseSpace felhd alapu
szamitastechnikai kornyezetben, Generate FASTQ 2.20.2 munkafolyamattal végeztik. A
parositott szekvenaldsi adatok FASTQ fajlformatumban lettek exportadlva. A leolvasott

értékeket Trim Galore (Babraham Bioinformatics) és cutadapt'® segitségével vagtuk le, hogy
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szekvencidkat eltavolitottuk, ha 150 bazisndl rovidebbek voltak. A FASTQC programot
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) hasznaltuk az eredeti és
vagott read-ek min&ségének értékelésére. A Breseq programot alapértelmezett
paraméterekkel hasznaltdk minden mintdhoz. A gdtools-t a mutaciok hatdsainak
annotalasara és tobb minta 6sszehasonlitasara hasznaltak. Az elemzés soran a BW25113.gb

referencia genomot hasznaltuk.

3.10 REZISZTENCIA MUTACIOK GENERALASA PORTMAGE MODSZERREL

A 3 AMP rezisztens mutans létrehozdsara a pORTMAGE®

protokollt hasznaltuk. A
mutansokat E. coli K-12 BW25113 genetikai hattéren hoztuk létre. A lehetséges AMP
rezisztenciat biztosit6 mutacidokat egy HBD3-hoz adaptdlt vonalbdl azonositottuk. A
mutansok, melyeket létrehoztunk az aldabbi mutdcidkat hordoztak: basS L194R, mlaD

a342del és waaY M1t.

A moddszer sordn az egyedi mutansokat egy szintetikus ssDNS medialt rekombinacids
maddszerrel generdltuk a pORTMAGE3 vektor segitségével. A 90 nukleotid hosszi ssDNS
oligbkat a MODEST eszkoz segitségével terveztik''®. Az oligonukleotidokat az Integrated
DNA Technologies (Coralville, 1A, USA) szabvanyos sé mentesitésével allitottuk el6. A
rekombinacidt elektrokompetens, pORTMAGE3 plazmidot hordozd E.coli K-12 BW25113
torzsben hajtottuk végre. A pORTMAGE3 plazmidot 42 °C-on 15 percig indukaltuk, hogy
lehet6vé tegyik a mutacidk hatékony beépilését és elkerlilhessik az off-target
mutagenezist. 40 ul indukalt elektrokompetens sejtet transzformaltunk 1 pl 100 pM
mutdciét hordozé oligbéval. A sejteket 5 ml Terrific-Broth (TB) tapkozegbe (24 g
éleszt6kivonat, 12 g tripton, 9.4 g K;HPO,4 és 2 g KH,PO,) oltottuk elektroporacié utan, majd
30 °C-on 60 percig inkubdltuk. 5 ml Lysogeny-Broth-Lennox (LBL) tapkozeget (10 g tripton, 5
g éleszt6kivonat, 5 g NaCl) adtunk hozza, majd ezt kévetben a sejteket egy éjszakan at 30 °C-
on inkubaltuk. A tenyészetek megfelel6 higitasait ezutan LBL agar lemezekre szélesztettiik az
egyedi kldnok izolalasdhoz, és 30 °C-on inkubaltuk egy éjszakan at. Az egyes telepeket allél-
specifikus PCR-rel sz(rtlik, hogy azonositsuk azokat az egyedi kldnokat, amelyek a kivant

modositasokat hordozzdk. Ehhez allél-specifikus primert terveztiink és gradiens PCR
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protokollal hataroztuk meg a kell6 hémérsékletet, amelyhez Bio-Rad CFX96 Touch
thermocycler alkalmaztunk. A telepek szliréséhez sziikséges PCR-illesztési hémérsékletet
ezutan 1 °C-kal magasabb hémérsékletre allitottuk be, mint az a hémérséklet, amelynél a
gradiens PCR utdn a vad tipusu telep segitségével az utolsé ldthaté fragmentum is
kimutathato volt. A jel6lt koldnidkat ezt kovetéen Sanger kapillaris szekvenalas segitségével
ellendriztiik. Végll a pORTMAGE3 plazmidot a szekvencia-ellenérzott telepekbdl kitiztik agy,

hogy a sejteket egy éjszakdn at 42 °C-on antibiotikum mentes LBL tapkozegben novesztettiik.

3.11 FELULETI TOLTOTTSEG MEGHATAROZASA

A baktériumok fellleti toltottségében bekovetkezett valtozdsok vizsgalatdhoz egy
fluoreszceins-izotiocianat poly-L-lizin (FITC-PLL) (Sigma) kotédési vizsgalatot végeztiink el.
FITC-PLL egy polikationos molekula, amit széles kérben haszndlnak a kationos AMP-k és
toltott bakteridlis membran kdzotti interakcidk vizsgalatara™’. A vizsgéalathoz a bakteridlis
sejteket egy éjszakdn at novesztettik MS médiumban, utana kétszer atmostuk foszfat
pufferben (PBS). A sejteket ODggpp 0.1 értékre higitottuk PBS-ben és a szuszpendalt sejteket
6.5 pg/ml FITC-PLL felhasznaldsaval inkubaltuk 10 percig, majd az inkubalt szuszpenzidt
lecentrifugdltuk (5500 r.p.m., 5 perc). A FITC-PLL kot6dik a membran kilsé felszinén
taldlhaté negativ toltésekhez, ezdltal a fellluszoban maradt FITC-PLL mennyiségébdl
kovetkeztetni lehet a membran toltottségi szintjéhez. A felliliszéban maradt FITC-PLL
mennyiségét fluorometriai mddszerrel hataroztuk meg (gerjesztés 500 nm, kibocsatas 530
nm, Biotek Synergy H1 lemez leolvasd). A kot6dott FITC-PLL mennyiségét a kontroll és a nem
kotott FITC-PLL mennyisége kozotti kilonbséghbdl kovetkeztettlink. Minél kisebb a kotott

FITC-PLL mennyisége, annal kevésbé negativ toltés( a sejtfelszin.

3.12 HEMOLIZIS VIZSGALAT

Kisérleteink soran vizsgaltuk a legigéretesebb AMP-k toxicitdsat. Enhez hemolizis vizsgalatot
végeztink. A human vorosvértesteket egészséges paciensektdl gyljtottik EDTA tartalmu
csovekbe. (hemoglobin (Hg) koncentracié 150-160 g/l). 600ul EDTA-vér keveréket mostunk
TBS pufferben (10nM TRIS, 150nM NaCl) és centrifugaltuk (1500 g, 1 perc), igy a felliliszo

szintelen lett. A pelletet 5 ml TBS pufferben szuszpendaltuk fel. Az igy kapott
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sejtszuszpenzidbdl 100 pl-t pipettaztunk az adott szerbdl késziilt higitasi sorra. A mintdkat 1
oran at inkubaltuk 37 C°-on, majd lecentrifugaltuk (1500 g, 1 perc). A felliliszé optikai
denzitdsat 96 lyukd lemezeken mértiik le 565 nm-en (Multiskan FC lemezolvasé, Thermo
Scientific). Pozitiv kontrollnak 50 pg/ml mellitint, negativ kontrollnak TBS-t hasznaltunk. A
hemolitikus hatast az aldbbi mdédon szamoltuk ki: Hemolitikus hatds = (szer ODsgs — TBS

OD555) X 100/(me|||t|n OD555 —-TBS OD555).
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4 EREDMENYEK

4.1 Az AMP-KKEL ES ANTIBIOTIKUMOKKAL VEGZETT LABORATORIUMI EVOLUCIO
EREDMENYEI

Munkdnk f6 célja az AMP-kkel és antibiotikumokkal szembeni adaptdciés képesség
0sszehasonlitasa volt. Ehhez els6dlegesen egy széles korben alkalmazott Escherichia coli K-12
BW 25113 torzset vizsgaltunk, mint kiinduldsi torzset. Az evolucids kisérletet ennek a
torzsnek egy egyedi klonjaval végeztik el a 14 AMP vagy 12 antibiotikum egyikére. Minden
szerrel szemben 10 parhuzamos populdciét adaptaltattunk, a kisérlet végén 138 AMP
adaptalt vonalat és 120 antibiotikum adaptdlt vonalat generaltunk. Az evolucids kisérlet
felépitése lehet6vé tette, hogy a legnagyobb rezisztenciat alakithassak ki a populdcidk egy
adott id6 periédusban. A 20 atoltas sordan ~120 generdcién keresztiil vizsgaltuk az E.coli
adaptacids képességét az egyes szerekkel szemben. Az evolucids kisérlet végén minden
adaptalt populdcidébdl egyedi klont izoldltunk és ennek az egyedi klénnak az MIC értékét
hasonlitottuk a kiinduldsi térzs MIC-hoz. A tanulmany soran ennek a relativ MIC véltozasnak

az értékével vizsgdaltuk az AMP-kkel és antibiotikumokkal szemben kialakuld rezisztenciat.

Az evolucids kisérletek sordn antibiotikumokkal szemben nagymértékd rezisztencia alakult ki,

1187120 Az antibiotikumokkal szemben kialakult

mint azt korabbi tanulmanyokbdl jol ismert
relativ MIC valtozas medianja 90, és tizszeres és tizezerszeres kozotti értékeken mozog. Mind
a 10 pdarhuzamos vonal tudott valamilyen szintl rezisztenciat kialakitani minden

antibiotikum esetében (7. abra).

Ezzel ellentétben az AMP-kkel szemben sokkal valtozatosabb rezisztencia mintazatot
l[athatunk. Az antibiotikumokhoz hasonléan tobb AMP-vel szemben is kialakult rezisztencia,
bar az AMP-k esetében a kialakult rezisztencia szignifikansabb kisebb és sokkal valtozatosabb
(p <0.0001, egyoldald permutdciés teszt). A 14 AMP-bél két AMP-vel szemben az
antibiotikumokkal 6sszevetheté mérték( rezisztencia alakult ki. A legmagasabb relativ MIC
értékek a Polymixin- B-vel (PXB) szemben alakultak ki. A PXB, mely szerkezetét és
hatdsmechanizmusat tekintve kozeli rokona a kolisztinnek, amit a klinikumban mint utolsé

mentsvarat alkalmaznak, és a vele szembeni rezisztenciat mar széles korben tanulmanyoztak
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és leirtak'*

. Kordbbi tanulmanyokkal 6sszhangban egyarant kialakult rezisztencia a protamin
A (PROA), PR39 és pexiganan (PEX) antibiotikumokkal szemben®*????_ Emellett az altalunk

hasznalt human AMP-kkel (HBD3, LL37) szemben is kialakult rezisztencia (7. abra).

Az antibiotikumokndl tapasztalt rezisztencia evoluciéval ellentétben tébb AMP-vel szemben
nem, vagy csak kismértékl rezisztencia alakult ki az. A kialakult atlagos relativ MIC kisebb
volt, mint 3 CP1, IND, PGLA és PLEU AMP-k esetében. A TPIl és R8 AMP-k kiemelkednek az
altalunk hasznalt szerek kozil, hiszen az evolucids kisérlet utan nem detektaltunk relativ MIC
valtozast ezekkel a szerekkel szemben. Ahhoz, hogy a TPIl rezisztencia mentességét tovabb
123

vizsgaljuk, elvégeztiik az evollcids kisérletet egy mutator E.coli torzzsel is (E.coli mutD5)

de a megnovekedett mutdcids rata sem eredményezett relativ MIC valtozast (7. dbra).
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7. abra E.coli K-12 BW25113 relativ MIC értékei az evoltcids kisérlet utdn. Az evolucids kisérletben a
14 AMP (kék) vagy a 12 antibiotikum (piros) egyikéhez adaptdltattuk az E.coli térzset. Osszességében
az AMP-khez adaptdl vonalak (N=138) szignifikansan kisebb rezisztencidt fejlesztettek, mint az
antibiotikumhoz adaptdlt vonalak (N=120) (p <0.0001, egyoldalu permutdcids teszt). Az elért
rezisztencia szint vdltozatosabb volt az AMP-k esetében (N=14), mint az antibiotikumokkall végzett
kisérletes sordn (N=12) (p=0.03478 F-teszt). Minden adatpont egy paralel vonal relativ MIC értékét
reprezentdlja. A mutdtor mutD5 térzzsel és a TPIl AMP-vel végzett evollcids kisérlet eredményét
csillag jeléli az abrdn. A relativ MIC értékeket a 2. fliggelék tartalmazza.
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A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a két szélsGséges relativ MIC valtozas megfigyelhet6-e
klinikailag jelent6s patogén torzsek esetében is. Ehhez olyan evolucidés kisérleteket
végeztlink el, melyben E.coli ATCC 25922, K.pneumoniae ATCC 10031, A.baumannii ATCC
17978 és S. enterica LT2 torzseket adaptdltattunk PXB és TPII -hez. A korabbi eredményekhez
hasonléan a torzsek nagymértékl rezisztencidt fejlesztettek ki PXB-vel szemben. Ezzel
ellentétben az TPIl-vel szemben nem, vagy csak nagyon kismérték( relativ MIC valtozast

tapasztaltunk minden torzs esetében (8. dbra).

A. baumannii E. coli E. coli K. peumoniae S. enterica
ATCC 17978 ATCC 25922 K-12 BW25113 ATCC 10031 LT2
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Relativ MIC valtozas a laboratériumi evollcio utan

8. dbra Klinikailag relevdans baktériumok relativ MIC értékei. A TPIl-héz adaptdlt térzsek
szignifikénsan kisebb rezisztencia értékeket értek el, mint a PXB-hez adaptdltatottak. (*** a minimum
p=1,65x10-4 értéket jeldli, kétoldalu Mann-Whitney test, N=10 minden csoportban). Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium LT2 réviden S. enterica LT2 néven szerepel az dbradn.
Minden adatpont egy paralel vonal relativ MIC értékét reprezentdlja. A relativ MIC értékeket a 2.
fliggelék tartalmazza.
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4.2 A KIALAKULT REZISZTENCIA FITNESZ KOLTSEGE

k***, a kialakult rezisztencidnak bizonyos

Mint antibiotikum rezisztencia vizsgalatokbodl tudju
koltségei vannak. Ez a koltség a rezisztens baktériumok névekedési képességet befolyasoljak
antibiotikum mentes kornyezetben, ezért jelent6s hatdsa van a kialakult rezisztencia
elterjedésére’®. Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, milyen koltsége van a kialakult AMP
rezisztencianak a fitneszre, laboratériumi korilmények kozott mértik a rezisztens vonalak
novekedési képességeit és 0sszehasonlitottuk az antibiotikum rezisztens torzsek névekedési
képességeit. Ehhez megmértiik 38 AMP rezisztens vonal és 60 antibiotikum rezisztens vonal
novekedési gorbéjét antibakteridlis szer mentes tdpkozegben és kiszamoltuk a gorbe alatti

terlletet. Az antibiotikum rezisztens vonalak 96.7%-nak és az AMP rezisztens vonalak 92.1%-

nak szignifikdnsan alacsonyabb fitnesze volt a vad tipushoz képest.

A relativ fitnesz jelent&sen eltért az antibiotikumok és az AMP-k kozott. Az AMP-adaptalt
vonalak fitnesz koltsége (N =38) szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint az antibiotikumhoz

adaptalt vonalak fitnesze (N = 60) (P < 2,2e-16, kétoldalt Mann—Whitney U-teszt) (9. abra).

AMP antibiotikum

Relativ fithesz

9. dbra A rezisztens vonalak relativ fitnesz értéke. A fitneszt antibakteridlis szer mentes tdpkézegben
mértiik és kiszamoltuk a névekedési gérbék gérbe alatti teriiletét. Az értékek a vad tipus (sziirke szin)
értékére lettek normalizdlva. A relativ fitnesz értékeket ldsd: Spohn et al. Nat. Comm. 20189.
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Az dltalunk megfigyelt mintazat nem tiikrozi az AMP és az antibiotikum torzsek kozotti
rezisztencia szintek kilonbségeit. Csak gyenge, margindlisan szignifikdns negativ korreldcié
figyelhet6 meg a rezisztencia és a fitnesz koltség kozott (Spearman, rho= -0.24, p= 0.016,
N=98), és ez a kilonbség megszlinik, ha az antibiotikumokat és AMP-ket kilon vizsgaljuk
(antibiotikum: p=0.6, N=60; AMP: p=0.39, N=38) (10. 4bra). Ezekbdl az eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az altalunk vizsgalt AMP-kkel szembeni rezisztencia hidnya a

laboratériumi evolucié sordn nem magyarazhaté a fitnesz koltségek kiilonbségével.

1.5
1.0-
N
»
()
S Antimikrobilis szer
- ~ AMP
\E Antibiotikum
0.5 =~ AMP + antibiotikum
K
o
0.0

1 2 3 4

Relativ MIC valtozas a
laboratériumi evolucié utan (log10)

10. dbra A relativ fitnesz és a relativ MIC kéz6tti korreldacio. Az AMP és antibiotikum egyilittes
vizsgdlata esetén gyenge korreldciot figyelhetiink meg (Spearman, rho= -0.24, p= 0.016, N=98), a
korreldcio megsz(inik, ha az antibakteridlis szereket kiilén vizsgdljuk (antibiotikum: p=0.6, N=60; AMP:
p=0.39, N=38)

37



4.3 AZ ADAPTACIOS KEPESSEGET BEFOLYASOLO FIZIKAI-KEMIAI TULAJDONSAGOK

Az AMP-k fizikai-kémiai tulajdonsagainak jelent6s szerepe van az antibakteridlis hatasra
illetve a toxicitasra. Ellenben ezeknek a tulajdonsagoknak a rezisztencidra gyakorolt hatdsa
még nem ismert. Ezért megvizsgaltuk, hogy van-e Osszefliggés az AMP-k fizikai-kémiai
tulajdonsagai és a velik szemben kialakult relativ MIC értékek kozott. Ehhez az daltalunk
haszndlt 14 AMP-nek Osszegydjtottik, illetve kiszamoltuk a fizikai-kémiai sajatsagaikat és
megvizsgaltuk, hogy milyen mértékben korreldlnak ezek a tulajdonsagok az AMP-vel
szemben kialakult rezisztencidaval. Elemzésiink kimutatta, hogy a rezisztenciara kevésbé
hajlamos AMP-k altaldban kevesebb polaris és pozitiv toltéslii aminosavat tartalmaznak, és

fokozott hidropaticitassal rendelkeznek (11. abra).

1000 @ . b . c .
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Relativ MIC valtozas a
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11. abra A kialakult rezisztencia korreldl az AMP-k fiziologiai tulajdonsdgaival. Minden adatpont az
E.coli K-12 BW25113 elvégzett evolucids kisérletbél szdrmazé dtlagos relativ MIC vdltozdst
reprezentdlja. A.) Poldris aminosavak (Spearman’s rho=0.58, p=0.03, N=14) B.) Pozitivan téltott
aminosavak (Spearman’s rho=0.62, p=0.02, N=14) C.) Az AMP hidropaticitdsa (Spearman’s rho=-0.73,
p=0.002, N=14). A kék vonalak a LOESS simitdsi mddszerrel illesztett gérbét jelzik. Az AMP-k tovdbbi
fizikai-kémiai tulajdonsdgait Idst: Spohn et al. Nat. Comm. 2019
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4.4 KORLATOZOTT KERESZTREZISZTENCIA A REZISZTENCIARA KEVESBE HAJLAMOS
AMP-KKEL SZEMBEN

Ha egy adott szerrel szemben kialakult rezisztencia mechanizmus rezisztenciat biztosit egy
masik antibiotikummal szemben is, akkor keresztrezisztenciardl beszéliink. Ez a jelenség
gyakori az antibiotikumok korében, és f6leg azoknal az antibiotikumoknal figyelheté meg,
melyeknek hasonlé a hatasmechanizmusa. Mivel az AMP-k egyik f6 célpontja a bakterialis
membran, ezért a kialakult rezisztencia folyamatok hatassal lehetnek mas AMP-kkel
szembeni érzékenységre is. Megvizsgaltuk, hogy azok a vonalak, melyek rezisztenciat
fejlesztettek ki egy AMP-vel szemben, rendelkeznek-e csdkkent érzékenységgel azokkal az
AMP-kkel szemben, ahol a laboratériumi evolicid sordn nem, vagy csak kismértéki
rezisztencia alakult ki. Ehhez izoldltunk 38 fliggetlen vonalat azokbdl az adaptdacids
kisérletekbél, ahol a laboratdriumi evolicid sordn jelentés rezisztencia alakult ki és
megmértik az érzékenység valtozdsokat a rezisztencidara kevésbé hajlamos AMP-kkel
szemben (PLEU, PGLA, R8, IND, TPIl és CP1). Megvizsgdltuk azt is, hogy ezeknek a
vonalaknak hogyan valtozott az érzékenysége a humdan LL37 AMP-vel szemben.
Keresztrezisztencianak tekintjiik, ha egy vonal rezisztencidja kétszeresére novekedett a

kiindulasi torzshoz képest.

A lehetséges AMP és rezisztens vonal kombindcidk 13.4% mutat keresztrezisztenciat. (12.
abra) Emellett az altalunk vizsgdlt 38 vonalbdl csak 5 mutat keresztrezisztenciat a human
LL37 AMP-vel szemben. Ebbél az 6t vonalbdl 4 CAP18 adaptalt vonal. A CAP18, az LL37-hez
hasonldan szintén cathelicidine AMP, vagyis jelent6s kémiai- és funkcidbeli hasonldsag van a
két AMP kozott'®, ami magyarazhatja a keresztrezisztenciat. Egy vonal sem mutat
érzékenység valtozast a TPIl, CP1 és R8 AMP-kkel szemben. Ez az eredmény tovabbi

bizonyiték, hogy a rezisztencia ezekkel az AMP-kkel szemben nagyon ritka.
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12. dbra Az AMP rezisztens vonalak keresztrezisztencidja a rezisztencidra kevésbé hajlamos AMP-
kkel és a humdn LL37-tel szemben. A hierarchikus klaszterezést kiil6n-kiilén hajtottuk végre a
sorokon és az oszlopokon, teljes 6sszekapcsoldsi modszerrel, euklideszi tdvolsdg mértékkel a nyers
MIC adatokon. Szinkdd: kék -> jarulékos érzékenységet (relativ MIC minimum 0,5), narancssdrga ->
keresztrezisztenciat (relativ MIC minimum 2), fehér -> nincs, vagy minimdlis a vdltozds (0,5 és 2
kézott), sziirke -> nem relevdns. Az AMP-rezisztens vonalakat az evoltcids kisérlet sordn alkalmazott
AMP-rél és a megfelel6 vonal sorszamdrdl neveztiik el.
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4.5 AZ AMP REZISZTENCIA MOLEKULARIS MECHANIZMUSAI

A rezisztencia molekuldris hatterének vizsgdlatdhoz az el6zetesen kivalasztott 38 AMP
rezisztens vonal teljes genomjat megszekvendltuk. Ehhez az Illumina platformot alkalmaztuk
és bioinformatikai mddszerekkel azonositottuk az evolucid soran felhalmozédott
pontmutacidkat (single nucleotide polymorphisms (SNP)), kis inszercidkat és deléciokat. A
szamitasok alapjan, 197 fiiggetlen mutéciés eseményt azonositottunk. Atlagosan 1.45
deléciot, 0.61 inszerciot és 2.21 SNP-t azonositottunk vonalanként. Annak statisztikai
tesztelésére, hogy a nem szinonim és a szinonim SNP-k aranya magasabb-e a vartnal egy
neutrélis evollciés modell alapjan, egy korabban ismertetett médszert alkalmaztunk™’. A
model kiilondsen alkalmas olyan kisérleti evolucios vizsgdlatok elemzéséhez, ahol korlatozott

szamUu mutécids esemény kovetkezik be'?®

. Roviden, figyelembe vettiik a fehérjekddold
régidokban megfigyelt 0Osszes kulonb6z6 pontmutdciét, és kiszamitottuk annak
valdszinliségét, hogy vajon 94% vagy nagyobb mérték({ szubsztitici6 nem szinonim
szubsztitUciét eredményez, ha véletlenszer( kédold pozicidban fordul el6. A szekvenalt
vonalak genomjdban megfigyelt nem szinonim szubsztiticidk szignifikdansan gyakoribbak,

mint a szinonim szubsztittciok (p = 0,000004, egyoldali permutacids teszt*?).

Az érintett gének 30 szazaléka ismételten (legaldbb harom esetben) mutaciét szenvedett el,
és ezeknek a géneknek a 94%-a szerzett mutdcidkat legaldabb két kiilonb6z6 AMP-hez
adaptalt vonalban. Az altalunk megfigyelt mutaciékbdél mar tobbet leirtak korabbi
tanulmanyokban. A leggyakoribb mutdcidkat a waa génekben figyeltiik meg. Ezek a gének a
lipopoliszacharid (LPS) felépitésében toltenek be kulcsszerepet. A waaY mutdcidja altal
biztositott rezisztenciat mar korabban leirtdk LL37-nek ellendllé S. enterica esetében®.
Emellett tobb vonalban is azonositottunk mutacidkat a BasS-BasR kétkomponens( szenzor
fehérjék génjeiben, mely jelent8s szabalyozd szerepet tolt be a stressz hatasara bekodvetkezd
kiils6 membran datrendez6désben. A basS-basR génekben, vagy azok analdgjaiban
bekovetkezett mutaciokat kordbban megfigyeltek PXB vagy kolisztin rezisztens E.coli illetve

130,131,132

S. enterica esetében . A PROA-val szemben kialakult rezisztencia kialakulhat a CpxAR

kétkomponens(i szabalyozd rendszer génjeinek mutacidjan keresztiil, amelyeket kordabbi

133,134
k

tanulmanyokbdl mar ismerin . A szakirodalomban leirt és az altalunk is megfigyelt lpxC

mutdcidja colistin rezisztenciat okoz A.baumannii térzsekben is'®

. Az altalunk vizsgalt prolin-
arginin gazdag AMP-k esetében gyakran megfigyelhet6 sbmA mutacid szintén megtaldlhatd
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tobb vonalban is. Az SbmA egy transzporter fehérje, amely kulcsszerepet jatszik a prolin-

arginin gazdag AMP-k felvételében. Mutacidja meggatolja az AMP sejtbe valé jutasat, ezzel

20,136

ellehetetlenitve a célpontjanak megkdzelitését . Végezetil tobb vonalban is mutaciokat

figyeltiink meg a pitA génben, melyet korabban PROA rezisztens Yersinia pestis esetében is

137
k

leirtak™™". A PitA egy foszfat transzporter, mutacidja altal kozvetitett rezisztencia nem

teljesen tisztazott. (13. dbra)

rpo genes (RNA polymerase) -

topA (DNA topoisomerase 1) -

skp (OM protein chaperone) -

ptsP (nitrogen metabolism) -

proQ (RNA chaperone) -

pgsA (PL metabolism) -

ECA synthesis -

pitA (phosphate transporter) -

A yhi-ars genes -

aceE (pyruvate dehydrogenase) -
asmA (putative OM assembly protein) -
CpxA-CpxR two-component system -
cytochrome d -

pagP (PL and lipid A modifications) -
yej genes -

macAB macrolide ABC exporter -

yeb genes (PL translocation) -

mla pathway (OM asymmetry maintainance) -
Ipx genes (Lipid A biosynthesis) -

Ipt machinery (LPS export) -

waa pathway (LPS core biosynthesis) -
BasSR two-component system -

A sbmA-related -

A CP4-6 prophage -

Mutaciok
szama

NOaabhWN-LO

13. dbra 38 AMP rezisztens vonal rezisztencia profilja. Az dbra a laboratdriumi evolucié sordn
kialakult filiggetlen mutdcidkat és egyes utvonalakat érint6 mutdcidkat mutatja be az AMP-k
fliggvényében. A szinek az adott AMP-kkel szemben adaptdlt vonalakban bekévetkezett egyedi
mutdcidk szamdt jelzi. OM-kiils6 membrdn (other membrane), PL-foszfolipid (phospholipid), LPS-
lipopoliszacharid (lipopolysaccharide), A- gén delécio. A mutdciokat, Idst: Spohn et al. Nat. Comm.
2019
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A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a gyakori mutaciok okoznak-e rezisztenciat azokkal az
AMP-kkel szemben, melyekre nem alakult ki rezisztencia a laboratériumi evollcié soran.
Ehhez a human HBD3 adaptalt vonalakban azonositott BasS (basS L194R), MlaD (mlaD
a342del) és Waa¥Y (waaY M1t) fehérjéket mutaltattuk az eredeti E.coli K-12 BW25113
torzsben pORTMAGE technoldgidval. A visszavitt mutacidk tovabbra is rezisztenciat
biztositanak HBD3-mal szemben, de TPIl, R8 és CP1-gyel szemben nem (4. tdblazat). Ezekbdl
kovetkeztethetiink, hogy a gyakori AMP rezisztencia mutaciok nem biztositanak rezisztenciat
az altalunk azonositott rezisztenciara kevésbé hajlamos AMP-kkel szemben. Megvizsgaltuk,
hogy az altalunk hasznalt masik human AMP-vel, az LL37-tel szemben biztositanak e
rezisztenciat ezek a gyakori mutdcidk. A visszavitt mutdcidk csak elhanyagolhaté mértéki

keresztrezisztenciat biztositottak az LL37-tel szemben.

) N . Amuticiét | Mutdciét hordozé Relativ MIC
Gén Visszavitt mutacio |
hordozo torzs vonalak szama HBD3 | LL37 | PLEU PGLA IND R8 TPII CP1
bass |L194R(CTG>CGG) |MBD33 | 15 | »»s6 | 12 | 10 | 13 | 10 | 10 | 10 | 10
mlaD |a342del HBD3_3 | 2 34 | 12 1.0 1.6 1.1 1.0 1.0 1.0
waaY [M1t (ATGCTG) HBD3_3,HBD3_10 | 9 23 | 12 | 10 1.4 1.1 1.0 1.0 1.0

4. tablazat: az egyedi mutdciok hatdsa egyes AMP-kkel szemben mutatott érzékenységre.

4.6 AZ AMP REZISZTENCIA A KEVESBE NEGATIV MEMBRAN KOVETKEZMENYE

Az LPS a bakterialis kils6 membran egyik meghatarozd felszini képlete, tobbek kozott
hatassal van a bakterialis kills6 membran negativ toltésére™®. Szerkezetének megvéltozasa
ez altal befolydsolja a sejtfal felszini negativ toltottségét, mely az elektrosztatikus
kolcsonhatason keresztiil befolydsolja a baktérium ellendlld képességét a pozitivan toltott
AMP-kkel szemben. A teljes genom szekvendldsi eredményekbdl lathatjuk, hogy a
mutdlodott gének jelent6s részének hatdsa van az LPS szintézisére és kils6é membranba
transzportaldsara. Ezért feltételeztiik, hogy a rezisztens torzsek ellendllé képessége a
csokkent felszini toltottséggel magyardzhaték. A hipotézisiink teszteléséhez megmértiik 16
reprezentativ vonal felszini toltottségét. A relativ felszini toltottséget a baktériumok
felszinéhez kotott, pozitivan toltott FITC-PLL mennyiségébdl szamoltuk a vad tipus értékéhez
viszonyitva. Kisérletekben kimutattuk, hogy a 16 AMP rezisztens vonalbdl 10 esetében

szignifikdnsan csokkent a felszini negativ toltés a vad tipushoz képest (14. dbra). Azok a
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torzsek, amelyeknél szignifikans kiilonbséget mutattunk ki gyakran hordoznak mutaciét a

BasS-BasR kétkomponensl szenzor rendszerben. A basS gén mutacidja jelentésen

befolydsolta a felszini negativ toltottséget, ha visszavittliik E.coli K-12 BW25113 torzsbe.

Emellett valdszinl, hogy a mutdns gének kombinacidjanak is jelent6s befolydssal van a

felszini negativ toltottség kialakuldsara.

wild type
waaY
mlaD
bas$
PROA_8
PR39_51
PXB_5
LL37_6
CAP18_8
PROA_3
BAC5_10
PXB_10
BAC5_7{
CAP18_6
HBD3_10
PR39_1
PEX_7+
HBD3_3
LL37_7
PEX_4

waa gének

mla gének

bas gének

waaQ

waaY | waal

mlaE  mlaF imlaD i mlaA

basS | basR

0.3

0.6

0.9

Relativ Fluoreszcencia Egység (RFU)

1.2

14. dabra Az egyes AMP adaptdlt vonalak és egyedi mutdnsok felszini téltéttségének vdltozdsa. A
jobb oldali tabldzat a vizsgdlt térzsekben taldlhato waa, mla illetve bas gének mutdcidit jeléli. Az
AMP-rezisztens vonalakat az evolucios kisérlet sordn alkalmazott AMP-rél és a megfelel6 vonal
sorszamdrdl neveztiik el. Minden adatpont a 9 bioldgiai replikatum egyikének relativ fluoreszcencia
egységét jeléli. A szignifikancia szintjét a boxplotokndl jel6lt sziirke csillagok jelélik. (* p <0.05, ** p
<0.01, *** p <0.001, kétoldalu Dunnett teszt, N=9 minden csoportban.)
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4.7 A GENAMPLIFIKACIO HATASA AZ AMP REZISZTENCIARA

A génamplifikacié jelensége lehet6vé teszi, hogy egy génbdl egyszerre tobb kdpia is
megtalalhatd legyen a genomban, mely ezaltal tovabbi lehet&ségeket biztosit rezisztenciat
139,140

biztositd6 mutacidk megjelenésére, majd elterjedésére A génamplifikidcié a

természetben a nagy fitneszkoltség miatt instabil, ezért nehezen figyelhet§ meg

141 Ezért a génamplifikacid jelentéségének vizsgalatahoz

laboratériumi korilmények kozott
az ASKA kollekciot hasznaltuk, mely tartalmazza az E.coli minden ORF régiojat egy
tultermeltets plazmidon'®. Ezzel a mesterségesen felépitett kényvtarral vizsgaltuk a
génamplifikacid jelent6ségét az altalunk vizsgalt 14 AMP és 11 antibiotikum rezisztenciajara.
A CHL az ASKA plazmid szelekcids markere®, ezért ezt az antibiotikumot kizartuk ebbél a
kisérletbdl. Az E. coli K-12 BW25113 torzset transzformaltuk az egyesitett ASKA plazmidokkal
és ezt a genetikailag kevert populdciét tettik ki AMP és antibiotikum noévekvé
koncentracidjanak. Mindegyik gydgyszer esetében meghatdroztuk az egyesitett ASKA
plazmid konyvtar MIC-értéket és dsszehasonlitottuk az Gres ASKA plazmidot hordozé vad
tipusu torzs MIC értékével. Antibiotikumok esetében az egyesitett ASKA konyvtar 2-64-
szeres MIC novekedést eredményezett, ami jelzi, hogy a génamplifikdcionak jelentds hatasa
van az antibiotikum rezisztencia kialakulasara. Korabbi tanulmanyokkal 6sszhangban a TRM

142 Ezzel ellentétben a 14 tesztelt

MIC 32-szeresére novekedett a génamplifikidcié hatdsara
AMP-b6l 8 esetében nem novekedett meg az MIC. De a legnagyobb megfigyelt MIC

novekedés is 1.6-szoros novekedést eredményezett (15. abra).

AMP [ antibiotikum

=]
=]

o

Relativ MIC véltozds overexpresszio hatdsdra

DB N QD@D N DA D TP A o & AR { S O
I CRSER @o\gé FEFSLLFFT IS

15. dbra A génamplifikdcié hatdsa a rezisztencia szintjére. Az ASKA plazmid kényvtdr tulzott
expresszioja szignifikdnsan nagyobb rezisztencidt eredményezett az antibiotikumokkal szemben
(N=11), mint az AMP-kkel szemben (N =14) (P<0,0001, egyoldali permutdcids teszt). Minden
adatpont a hdrom bioldgiai ismétlés egyikének relativ MIC értékét jelenti.

45



4.8 TALAJMINTA FUNKCIONALIS METAGENOMIKAI VIZSGALATA

A talaj egy jelent6s forrdsa a rezisztencia géneknek. Antibiotikumok esetében mar
kimutattak, hogy patogén baktériumok be tudnak szerezni rezisztenciat biztositdo géneket
talajlaké baktériumoktdl™***. AMP-ket véltozatos organizmusok termelnek, melyek a
kiilonb6z6 él6helyek széles skdldjan megtalalhatdak, ennél fogva a talajban is taldlhatunk
olyan baktériumokat, amelyek AMP-t termelnek****>!_Ezen okok miatt feltételezziik, hogy
a talaj nemcsak antibiotikum, hanem AMP rezisztencidt biztosité mechanizmusok forrasai is
lehet. Ennek vizsgdlatdhoz a mddszereknél ismertetett mdédon funkciondlis metagenomika
konyvtdrat készitettiink talajmintabdl és ferde agar lemezen izolaltuk a mutdciét biztositd
kontigokkal rendelkez6 koldénidkat és a megfelel6 DNS fragmenseken (kontigokon) taldlhato
géneket. A kisérletben arra a 4 AMP-re fokuszaltunk, melyek a kordbbi vizsgalatokban
kevésbé voltak hajlamosak a rezisztencidra (R8, IND, TPIl és CP1). Emellett 4 klinikailag
jelentds antibiotikumot vizsgaltunk (TRM, TOB, CHL és CPR). Korabbi tanulmanyokkal
0sszhangban a vizsgalt antibiotikumokkal szemben minden esetben taldltunk fliggetlen

113,147
=, Ezzel

kontigokat, melyek rezisztenciat biztositottak a vizsgalt antibiotikumok ellen
szemben egyik vizsgalt AMP esetében sem taldltunk rezisztens koldnidkat (16. dbra). Ezek az
eredmények arra engednek koévetkeztetni, hogy az AMP-kel szembeni rezisztencia gének

ritkak a talajban.

Rezisztenciat biztositd kontigok szama

16. dbra Talajminta funkciondlis metagenomikdja. A funkciondlis szelekcié sordn 41 kiilbnbéz6
antibiotikum-rezisztencidt biztosité DNS-kontigot (piros oszlop) azonositottunk, mig AMP-
rezisztencidt dtadd kontigokat nem taldltunk (p = 2 x 10-16 kétoldali negativ binomidlis regresszid). Az
azonositott kontigok listdjat Idsd: Spohn et al. Nat. Comm. 2019.
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4.9 TPIIES CP1 SZELES HATASSPEKTRUMU ES NEM TOXIKUS

Komplex elemzésiinkbdl Iathatjuk, hogy az altalunk vizsgdlt 14 AMP-bél tobb is kevésbé

hajlamos arra, hogy a baktériumok rezisztenciat fejlesszenek veliik szemben. Ebbél a

szempontbdl a TPIl és CP1 kiilonosen igéretes jeloltek a tovabbi gydgyszerfejlesztési

vizsgalatokhoz.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy milyen széles a TPIl és a CP1 antibakteridlis spektruma.

Méréseink alapjan elmondhatjuk, hogy a TPII

aktiv Gram-pozitiv és Gram-negativ

baktériumokkal szemben is, mig a CP1 Gram-pozitiv baktériumok ellen mar kevéshé

hatékony (5. tablazat).

Strain MIC (uM) MIC (ug/ml)
CP1 TPII CP1 TPII
Escherichia coli ATCC 25922 1.2 1.8 4 4
Escherichia coli ATCC 35218 1.2 1.8 4 4
Escherichia coli NCTC 13351 0.6-1.2 0.9-1.8 2-4 2-4
Escherichia coli ATCC BAA 2469 1.2 0.9 4 2
Escherichia coli ATCC BAA 2340 1.2 0.9-1.8 4 2-4
Shigella sonnei HNCMB 25021 0.6-1.2 0.9 2-4 2
- Shigella flexneri HNCMB 20018 1.2 1.8 4 4
= Enterobacter cloacae
gb subsp. cloacae ATCC 13047 >9.6 3.5 >32 8
% Sa/monella enterica .subs.p. T2
5 enterica serovar typhimurium 1.2-2.4 1.8 4-8 4
Salmonella enteritidis HNCMB 10092 1.2 1.8 4 4
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 1.2-2.4 | 0.9-1.8 4-8 2-4
Klebsiella pneumoniae NCTC 13440 1.2 1.8 4 4
Klebsiella pneumoniae subsp. ATCC 700603
pneumoniae 2.4 1.8 8 4
Acinetobacter baumannii ATCC 17978 0.6-1.2 1.8 2-4 4
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2.4 1.8 8 4
Enterococcus faecium ATCC 700221 >9.6 35 >32 8
Streptococcus pyogenes ATCC 19653 >9.6 0.9 >32 2
% Staphylococcyc:’:ezgreus o] ATCe 25923 >9.6 3.5 >32 8
= | Staphylococcus aureus subsp.
§ e aureus ’ ATCC 29213 >9.6 3.5 >32 8
Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus subsp. ATCC 43300
aureus >9.6 3.5 >32 8

5. tablazat: TPIl és CP1 antibakteridlis hatdsa 20 tesztelt baktériummal szemben.
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Hemolizis assay-vel teszteltiik a rezisztencidra kevésbé hajlamos AMP-k toxicitasat. Az
altalunk vizsgdlt AMP-k alacsony hemolitikus hatast mutatnak (<10%) MIC kordili

koncentracidoban, de az R8 és IND magasabb koncentraciékban mar jelentés hemolitikus

hatassal rendelkezik (6. tablazat).

hemolitikus hatas
koncentracio | CP1 IND RS
(ng/ml)
2500 33 4 74 131
1250 21 3 89 139
625 15 2 56 128
312 10 5 14 107
156 6 1 4 55
78 3 1 3 24
39 3 1 2 9
19.5 2 1 2 3
9.75 2 1 2 2
0 1 1 1 2

6. tabldzat: a rezisztencidra kevésbé hajlamos AMP-k hemolitikus aktivitdsa
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5 AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Doktori munkdm sordn az AMP-kkel szemben kialakuld rezisztencidt vizsgaltam
antibiotikumokkal 6sszehasonlitva. Kisérleteim sordn nagy atereszt6képességli mddszereket
alkalmaztam, azért, hogy egy megfelel6en atfogd képet kapjunk az AMP-kkel szemben
kialakulé rezisztenciarol, mindezt antibiotikumokkal szemben kialakulé rezisztenciaval
Osszevetve. A vizsgalt antibakteridlis szereket gy valogattuk 0Ossze, hogy azok
hatdsmechanizmusa és felépitése valtozatos legyen, ezért 14 AMP-t és 12 antibiotikumot
vizsgaltunk. A tanulmany soran a de novo rezisztencidra fokuszaltunk, de figyelembe vettiik a
rezisztencia terjedésének tovabbi kulcsfolyamatait is: kitértlink a horizontalis géntranszfer és
a génamplifikacid rezisztencidra gyakorolt hatasaira is. Az altalunk generalt AMP-rezisztens
baktériumok teljes genomjat megszekvenaltuk, igy azonositani tudtuk a rezisztenciat

biztositd folyamatokat.
Eredményeink alapjan az alabbi f6 kovetkeztetésekre jutottunk:

A laboratériumi evolucids kisérletek alapjan kimutattuk, hogy az AMP-kkel szemben
altalanosan kisebb mértéki rezisztencia alakul ki, mint antibiotikumokkal szemben. Emellett
kimutattuk, hogy a rezisztenciat biztosité folyamatok az AMP-k esetében nagyobb fitnesz
koltséggel jartak, amelyek negativan befolyasoljak a rezisztencia terjedését. Viszont ez a

fitneszkoltség onalléan nem elegendd a rezisztencia mentességhez.

Az altalunk vizsgdlt 14 AMP koézil hattal szemben nem, vagy csak nagyon kismérték(
rezisztencia alakult ki, mely az egyik legjelentGsebb megfigyelésiink. Ezek koziil az AMP-k
kozil vizsgaltuk a TPII, CP1, IND és R8 hemolitikus aktivitasat, és kimutattuk, hogy a TPII és
CP1 MIC értékeken fellli koncentracidoban sem toxikus a human sejtekre. Tovabba a TPII és
CP1 széles hatasspektrummal rendelkezik. Emellett a TPll-vel szemben, a mesterségesen
megemelt mutdcios rataval rendelkezé, E.coli mutD5 torzs és a klinikailag relevans patogén
kérokozok sem tudtak jelentds mértéki rezisztenciat fejleszteni. Ezért ezek, a rezisztenciara
kevésbé hajlamos AMP-k alkalmasak arra, hogy a rezisztencia mentes, hosszu tavon

hatékony antibiotikum fejlesztések kozéppontjaba helyezzék.

Az dltalunk vizsgalt AMP-k kozul azonositottunk olyanokat, amelyekkel szemben

nagymérték(, az antibiotikumokkal Osszevethets, rezisztencia alakult ki. A legmagasabb
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relativ MIC értékeket a PXB-vel szemben figyeltiik meg, amely felépitését tekintve rokona a
kolisztin antibiotikumnak. A kolsztin egy ugynevezett “last-resort drug”, vagyis azokban az
esetekben alkalmazzdk, mikor mar mas antibiotikum nem hatékony a fert6zést okozé
baktérium multidrog rezisztencidja miatt®. Fontos megjegyezni, hogy az elmult években
kifejlesztett Gj antibiotikumok kdzétt gyakoriak a polimixin szarmazékok™. fgy a PXB-vel

szembeni nagymérték( rezisztencia komoly aggodalomra ad okot.

Az AMP-kkel szemben a rezisztencia kialakuldsa, az antibiotikumokkal 6sszehasonlitva,
tovabbi mechanizmusok altal is korldatozott. A horizontalis géntranszfer a természetben
gyakran bekovetkezik, és lehetévé teszi az egyazon fajhoz tartozé baktériumok kozotti és az
interspecifikus genetikai informacié atvitelt, amellyel az akceptor sejtek kiilonb6z6
rezisztenciat biztositd folyamatokat szerezhetnek*®. Ennek a folyamatnak vizsgalatahoz
funkcionalis metagenomikai mddszereket alkalmaztunk. A vizsgdlt konyvtarat talajmintabdl
nyert genetikai anyagbdl allitottuk 6ssze. A talaj antibiotikumok tekintetében egy gazdag
rezisztencia forras*®. Az &ltalunk vizsgalt antibiotikumok esetében ki is mutattuk, hiszen
tobb olyan kontigot is azonositottunk, amelyek rezisztenciat biztositanak CHL, CPR, TOB és
TRM antibiotikumokkal szemben. Ugyanakkor az altalunk vizsgalt AMP-kkel szemben nem

azonositottunk ilyen rezisztenciat biztositd kontigokat.

Megvizsgaltuk a génamplifikacié hatasat is, ami szintén jelent6sen befolydsolja a rezisztencia
kialakulasat'*. Kisérleteinkben egy mesterséges génamplifikaciés modellt alkalmaztunk,
melyben egy tdltermeltet plazmid modellezi az egyes E.coli ORF-ek amplifikacigjat™'!. A
tultermel6 plazmidokat egy konyvtarba gydjtottik, majd egy eredetileg érzékeny E.coli
baktériumba transzformaltuk, és mértiik a fellép6é MIC valtozast. Kisérleteinkben kimutattuk,
hogy antibiotikumokkal 6sszehasonlitva, a génamplifikdcid nem biztosit rezisztenciat az
altalunk vizsgalt AMP-kkel szemben. Kisérleteink sordn nem vizsgaltunk egyéb olyan
folyamatokat, amelyek névelhetik az ellenalld képességet AMP-vel szemben. Az ilyen
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folyamatok, mint a perzisztencia®*® vagy biofilm kialakulasa tovabbi kutatasokat

igényelnek.

Az altalunk megfigyelt rezisztencia folyamatok nem 3altalanosak minden AMP-re. Kordbbi
kutatasok kimutattak, hogy egy antibiotikummal szemben kialakult rezisztencia noveli az
ellendlld képességet mas antibiotikumokkal szemben is®. Mivel az AMP-knek hasonlé a

hatdsmechanizmusuk, ezért komoly aggodalomra adhat okot, hogy egy kialakult rezisztencia
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folyamat keresztrezisztenciat okoz a human immunrendszerben megtalalhaté AMP-kre is.
Ennek vizsgalatdra megmértik, hogy milyen mértékben valtozik az ellendlléd képessége
azoknak az adaptalt vonalaknak, amelyek jelentSs rezisztenciat fejlesztettek ki az evolucids
kisérletben azokkal az AMP-kkel szemben, ahol jelent6s rezisztencia nem volt megfigyelhet6.
Kimutattuk, hogy a keresztrezisztencia ritka. TPIl, CP1 és R8 AMP-k esetében tovabbra sem
biztositanak rezisztenciat a mar kialakult mutaciok. Emellett LL37-tel szemben csak a CAP18
adaptalt vonalak mutatnak keresztrezisztenciat. A CAP18 és LL37 hasonlé szerkezeti
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k

felépitéssel rendelkezik ", ami magyarazza a csokkent ellenalld képességet.

Kimutattuk, hogy az AMP-k fizikai-kémiai tulajdonsdgai hatdssal vannak az elleniik kialakulé
rezisztencia mértékére. Azok az AMP-k, melyek tobb polaros illetve kevesebb toltott
aminosavat tartalmaznak, vagy nagyobb a hidropaticitdsa, kevésbé hajlamosak a
rezisztenciara. Az AMP-kkel szemben kialakuld rezisztencia és az AMP fizikai-kémiai
tulajdonsaga kozotti kapcsolat tovabbi kutatdsokat igényel. Hipotézisiink, hogy a peptidek
hidropaticitasa befolyasolja a membranba inszertalédas folyamatat, tovabba a csdkkent
pozitiv toltéssel rendelkezé fehérjék kevésbé érzékenyek az altalunk megfigyelt csokkent
felszini toltottség altali rezisztenciara. Ezek az eredmények irdnymutatdst adhatnak olyan
peptidomimetikus molekulak fejlesztésére, melyek kevésbé hajlamosak a rezisztencidra és

hosszu tavon alkalmazhatoak.

Végezetil a rezisztens sejtvonalak teljes genom szekvenaldasa soran megfigyeltlik, hogy a
rezisztenciat biztositd folyamatok jelent6s része a bakterialis kiils6 membran felépitését
befolyasolja. A mutacidkat hordozé géneknek jelent6s szerepe van a membran lipid
osszetételének kialakitasdban (mlaD)®’, illetve az LPS molekula szintézisében és kilsé a

120151 Ezek a folyamatok hatassal vannak a kiilsé

felszinre transzportalasaban (waaY, basSR)
felszin toltésére. Az AMP-k szelektiv baktériumolé képessége az AMP pozitiv toltése és a
bakteridlis membran negativ toltése kozotti elektrosztatikus kolcsonhatason alapszik.
Kimutattuk, hogy a rezisztencidval rendelkez6 sejtvonalak jelent6s részének kevésbé negativ

lett a felszine a mutacidk miatt, ami igy biztositotta a rezisztenciat.

Osszefoglalva, kimutattuk, hogy egyes AMP-kkel szemben laboratériumi kériilmények kozott
nem vagy csak nagyon kismértékl rezisztencia alakul ki. Ezek a rezisztenciara kevésbé
hajlamos AMP-k (TPIl, CP1, R8, IND, PGLA, PLEU) a jovGbeli antibiotikum fejlesztési

folyamatokban jé kiinduld pontok lehetnek olyan gydgyszerek fejlesztésére, melyeket hosszu
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tavon alkalmazhatunk a klinikumban a patogén baktériumokkal szembeni harcban. Az, hogy
miért nem alakult ki rezisztencia egyes AMP-kkel szemben tovabbi kutatdasokat igényel.
Lehetséges magyardzatok, hogy az AMP-knek nem csak egy célpontjuk van, és a tobb
célponttal rendelkez6 antibiotikumokkal szembeni rezisztencia komolya genetikai kihivast

jelent a baktériumoknak**”®

. A tobb célpontu antibiotikumok fejlesztése jelenleg az egyik f6
iranyvonal, ezért az AMP-k ebbdl a szempontbdl is igéretes jeloltek lehetnek. Tovabbi
magyardzat, hogy az AMP-k farmakodinamikai tulajdonsdgaikban jelent8sen eltérnek az
antibiotikumoktdl. Baktericid hatdsukat altalaban egy szlk ddzis tartomanyon beliili fejtik ki,
meredekebb dodzis-hatas gorbe figyelheté meg az AMP-k esetében, amely ellentétben all

15
|

szamos antibiotikum farmakodinamikajaval®®?. Ezek a megfigyelések szintén tovabbi, in vivo

kutatdsokat igényelnek.
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8 (OSSZEFOGLALAS

Az antibiotikumok felfedezése jelent8s mértékben hozzajarult a nyugati orvoslas sikereihez.
A bakterialis fert6zések miatti haldlozasok szama csdkkent és az antibiotikumok haszndlata
lehet6séget biztositott egyéb sebészeti eljardsok eredményes kivitelezéséhez. Az ilyen
sikerek utan az antibiotikumokat felel6tlenil alkalmaztak akkor is, amikor az antibiotikum
kezelés indokolatlan volt. Az antibiotikumok el6nyeit a mez&gazdasag is kihaszndlta, igymint
tomeges haszndlatukkal novelték az allomanyt és ezzel a hozamot. A nagymeértéki
hasznalatnak koszonhetéen a baktériumokat olyan globalis szelekciés hatds érte, mely
lehet6vé tette a rezisztencia folyamatok elterjedését, ezzel elkezd6dott egy az 6ta is tartd
versengés az antibiotikum fejleszt6k és rezisztens baktériumok kodzott. Az antibiotikumok
aranykora 6ta tobb ezer antibiotikumot fedeztek fel, illetve fejlesztettek ki. Ennek ellenére
mostanra az antibiotikum rezisztencia olyan méreteket o6ltott, hogy egyes baktériumokra
mar nem hatnak a forgalomba lévé antibiotikumok, vagyis multidrog rezisztensek lettek. Az
ilyen kérokozoék egyre gyakoribbak. Ahhoz, hogy fel tudjuk venni a harcot a multidrog
rezisztens baktériumokkal Ujabb szereket kell felfedezni, de az elmult negyven évben
jelentésen csokkent az Ujonnan felfedezett antibiotikumok szama. A klasszikus
antibiotikumok felfedezése soran tapasztalt kudarcok vezettek az antibiotikumok

alternativdinak népszerlisodéséhez.

Az antimikrobidlis peptidek (AMP-k) potencidlis jeldltek a bakterialis fert6zések kezelésére,
mint az antibiotikumok alternativai. Jelenleg tobb mint 2000 AMP-t ismeriink, melyek
valtozatos felépitésd, altaldban révid, pozitivan téltott peptid molekuldk. Ol hatdsukat
szelektiven fejtik ki baktériumokkal szemben, ami a pro- és eukariéta membran
felépitésének kilonbségébdl kovetkezik. A pozitivan toltott AMP-k elektrosztatikusan
vonzddnak a negativan toltott bakteridlis membranhoz, ellenben ez az elektrosztatikus
vonzas nem jon létre a semleges felszini toltéssel rendelkezé eukaridta sejtekkel szemben.
Az AMP-k f6 tamaddasi pontja a bakteridlis membran. Az elektrosztatikus vonzds utan
beékel6dnek a membranba, ahol pérusokat formdlva megtorik a membran integritdsat, ami
a bakteridlis sejt haldlahoz vezet. Emellett az AMP-krél kimutattak, hogy tobb sejten beliili
célponttal is rendelkeznek, képesek gatolni a DNS és fehérje szintézist, valamint a sejtek

osztddasat is. Az antibakteridlis hatason tul mutatva az AMP-k hatékonyak virusok, gombak
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és rakos sejtek ellen is, illetve az immunrendszer szabalyozasaban is aktiv szerepet toltenek
be. Jelenleg tobb AMP szarmazék is klinikai engedélyeztetés alatt van, illetve szamos
nanotechnoldgiai és biotechnolégiai megkozelités fejlesztés alatt all, amellyel noévelhet6 az

AMP-k hatékonysaga és aktivitasa.

Jelen munkaban arra kerestiik a valaszt, hogy az AMP-k hosszu tdvon, rezisztencia mentesen
hasznalhatdak-e az antibiotikumokkal dsszehasonlitva. A kérdés két szempontbdl is fontos.
El6szor, az AMP-k természetes formdjukban nem alkalmazhatéak a klinikumban, ezért a
koltséges és hosszadalmas fejlesztési folyamatok el6tt sziikséges megvizsgalni, hogy az AMP-
kkel szemben milyen mértékben alakul ki rezisztencia. Masodszor, mivel az AMP-k a
természetes immunitds szerves részét képezik, a velik szemben kialakulé rezisztencia
befolyasolhatja az immunrendszer hatékonysagat. Ez komoly veszélyforrast jelenthet az
AMP-knek és vele egy id6ben az immunrendszernek is ellendlld patogén korokozok
megjelenésére. A rezisztencia folyamatok felderitéséhez rendszer szinten vizsgaltuk az AMP-
kkel szemben kialakuld rezisztenciat, figyelembe véve az AMP-k vdltozatos felépitését és
hatasmechanizmusat. Megvizsgaltuk a rezisztencia kialakulasanak a kilonb6z6 lehetdségeit,
mindezt Ugy, hogy a kapott eredményeket 6sszehasonlitottuk az antibiotikumok esetében
megfigyelt rezisztencia mértékével. igy egy atfogd képet kaptunk arrdl, hogy az AMP-k

mennyire hajlamosak a rezisztencidra antibiotikumokkal 6sszehasonlitva.

Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy az AMP-k kevésbé hajlamosak a rezisztenciara. Az altalunk
elvégzett laboratériumi evolucios kisérletben megfigyeltiik, hogy a vizsgalt 14 AMP-vel
szemben szignifikdansan kisebb rezisztencia alakult ki, mint a vizsgalt 12 antibiotikum
esetében. Megfigyeltik, hogy az AMP-kkel szemben kialakuld rezisztencia széles skalan
mozog, hiszen egyes AMP-kkel szemben (PXB, CAP18) az antibiotikumokkal hasonlé mértékd
rezisztencia alakult ki, mig tobb AMP-vel szemben (TPIl, R8, IND, PGLA) nem, vagy csak
nagyon kismértékd. Hasonlé mintdzatot kaptunk klinikailag jelentds patogén baktériumok
esetében is. Kimutattuk, hogy a kialakult rezisztenciahoz jelent6s mértékben hozzajarulnak
az olyan mutaciék megjelenése, melyek csokkentik a bakteridlis membran felszini
toltottségét, igy meggatolva az AMP-k els6, elektrosztatikus vonzasi |épését. Tovabbi
vizsgdlatokat végeztiink azokkal az AMP-kkel, amelyekkel szemben a laboratériumi
evolucidban nem, vagy kismértékd rezisztencia alakult ki. Kimutattuk, hogy a

keresztrezisztencia folyamatok ritkak a rezisztenciara kevésbé hajlamos AMP-kkel szemben.
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Emellett megfigyeltik, hogy bar a human LL37-tel szemben ki tud alakulni rezisztencia, de a
mas AMP-vel szemben kialakult rezisztencia nem csokkenti az érzékenységet LL37-tel
szemben. Ebbdl a megfigyelésbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az egyes AMP-kkel szemben
kialakult rezisztencidk nem univerzdlisak, hanem specifikusak egy AMP-vel vagy AMP
csoporttal szemben. Végiil kimutattuk, hogy a génamplifikdcio és a horizontdlis géntranszfer,
mint gyakori rezisztenciaszerz6 folyamatok, szintén nem biztositanak rezisztenciat az
altalunk vizsgdlt, rezisztencidara kevésbé hajlamos AMP-kkel szemben. Munkankkal
bebizonyitottuk, hogy el6zetes vizsgalatokkal talalhatunk rezisztencidra kevésbé hajlamos
AMP-ket, melyek jé kiindulé pontjai lehetnek olyan antibakteridlis gyégyszerek fejlesztésére,

melyeket hosszu tavon, biztonsagosan tudunk hasznalni.
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9 SUMMARY

The discovery of antibiotics has contributed significantly to the success of western medicine.
The number of deaths from bacterial infections has fallen, and the use of antibiotics has
made it possible to perform other surgical procedures successfully. After this successes,
antibiotics were used irresponsibly as a universal medical even when antibiotic treatment
was unwarranted. The benefits of antibiotics have also been exploited by agriculture, as
their mass use has increased livestock numbers and thus yields. This heavy use of antibiotics
led to a selection effect on bacteria that allowed the spread of resistance processes, starting
a competition between antibiotic developers and resistant bacteria that has been going on
ever since. Since the golden age of antibiotics, thousands of antibiotics have been discovered
and developed. However, antibiotic resistance has now reached such proportions that some
bacteria are no longer affected by marketed antibiotics, and have become multidrug
resistant. Such pathogens are becoming more common. To fight multidrug-resistant
bacteria, new antibiotics need to be discovered, but the number of newly discovered
antibiotics has fallen significantly over the last forty years. Failures in the discovery of

classical antibiotics have led to the popularization of alternatives to antibiotics.

Antimicrobial peptides (AMPs) are potential candidates for the treatment of bacterial
infections as alternatives to antibiotics. Currently, more than 2000 AMPs are known, which
are generally short, positively charged peptide molecules with diverse structures. They exert
their killing activity selectively against bacteria due to differences in the structure of the pro-
and eukaryotic membrane. The positively charged AMPs are electrostatically attracted to the
negatively charged bacterial membrane, whereas this electrostatic attraction does not occur
against eukaryotic cells with neutral surface charge. The main site of attack of AMPs is the
bacterial membrane. After electrostatic attraction, they become wedged into the membrane
where they form pores and break the integrity of the membrane, leading to bacterial cell
death. In addition, AMPs have been shown to have multiple intracellular targets and are able
to inhibit DNA and protein synthesis as well as cell division. In addition to their antibacterial
activity, AMPs have also been shown to be effective against viruses, fungi and cancer cells,

and to play an active role in regulating the immune system. Currently, several AMP
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derivatives are under clinical approval and several nanotechnology and biotechnology

approaches are under development to enhance the efficacy and activity of AMPs.

In the present work, we sought to answer the question of whether AMPs can be used in the
long term without resistance compared to antibiotics. The question is important for two
reasons. Firstly, AMPs in their natural form are not clinically applicable, and it is therefore
necessary to investigate the extent to which resistance to AMPs develops before embarking
on costly and lengthy development processes. Secondly, as AMPs are an integral part of
natural immunity, the development of resistance to them may affect the effectiveness of the
immune system. This can be a major source of risk for the emergence of pathogenic
pathogens that are resistant to AMPs and, in turn, to the immune system. To elucidate
resistance processes, we have investigated resistance to AMPs at the system level, taking
into account the diverse structure and mechanism of action of AMPs. We investigated the
different possibilities for the development of resistance by comparing the results obtained
with the resistance processes observed for antibiotics. In this way, we obtained a

comprehensive picture of the susceptibility of AMPs to resistance compared to antibiotics.

Our experiments have shown that AMPs are less prone to resistance. In our laboratory
evolution experiment, we observed that the 14 AMPs tested developed significantly less
resistance than the 12 antibiotics tested. We observed a wide range of resistance to AMPs,
with some AMPs (PXB, CAP18) developing similar levels of resistance to antibiotics, while
several AMPs (TPIl, R8, IND, PGLA) showed no or very low levels of resistance. Similar
patterns were obtained for clinically important pathogenic bacteria. We have shown that
the emergence of mutations that reduce the surface charge of the bacterial membrane, thus
preventing the first electrostatic attraction step of AMPs, is a major contributor to the
resistance that develops. Further studies have been performed with AMPs for which no or
little resistance has developed in laboratory evolution. We have shown that cross-resistance
processes are rare for AMPs less susceptible to resistance. In addition, we observed that
although resistance to human LL37 can develop, resistance to other AMPs does not reduce
sensitivity to LL37. From this observation, we can conclude that resistance to individual
AMPs is not universal, with resistance to different AMPs being specific to one AMP or group
of AMPs. Finally, we have shown that gene amplification and horizontal gene transfer, as

common resistance-authoring processes, also do not confer resistance to the AMPs we
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studied that are less susceptible to resistance. Our work has shown that preliminary studies
can identify AMPs less susceptible to resistance, which may be a good starting point for the

development of antibacterial drugs that can be used safely in the long term.
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10 FUOGGELEK

1. fuggelék:

E. coli K-12 BW25113 ddzis-hatds gorbéi az altalunk hasznalt AMP-kkel

és antibiotikumokkal

szemben. Minden adatpont 3 bioldgiai replikatum atlaga (+ SE). Az antibakteridlis szerek roviditését

lasd az 1. és 2. tablazatban.
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2. fuggelék: Az evollcids kisérlet utan meghatarozott relativ MIC valtozasok

a: az AMP adaptalt E.coli K-12 BW25113 torzsek relativ MIC értékei. A kék szinnel jelolt torzsekkel

végeztiik a tovabbi analiziseket.

Relativ MIC valtozds 20 transzfer utdn
Escherichia coli K-12BW25113
Pérhuzamos
TPI R8 CP1 PGLA IND PLEU BACS PEX PROA PR39 HBD3 LL37 CAP18 PXB
1 1.0 1.0 1.0 1.4 1.7 1.8 53 8.0 1.0 6.6 NA 29 256 1184
2 1.0 1.0 1.0 2.7 1.0 1.8 NA 1.0 34 2.6 9.4 29 292 1184
3 1.0 1.0 2.0 1.4 2.9 3.1 9.3 1.0 5.8 1.6 9.4 16 256 57
4 10 10 2.0 14 17 3.1 5.3 16 24 16 9.4 16 256 430
5 1.0 1.0 1.0 2.0 1.7 3.1 5.3 32 2.4 6.6 9.4 1.0 657 3255
6 1.0 1.0 1.0 1.4 1.7 3.1 3.0 2.0 2.4 1.6 9.4 130 256 1184
7 1.0 1.0 1.0 1.4 1.7 1.8 9.3 4.0 14 1.6 9.4 58 256 157
8 1.0 1.0 1.0 1.4 2.9 5.4 3.0 1.0 14 1.6 9.4 1.8 256 3255
] 1.0 1.0 1.0 1.4 1.7 3.1 53 1.0 5.8 2.6 5.4 1.0 256 157
10 1.0 1.0 2.0 2.0 1.7 3.1 3.0 2.0 1.0 61 9.4 26 657 1184
b: az antibiotikum adaptdlt E.coli K-12 BW25113 torzsek relativ MIC értékei:
Relativ MIC véltozas 20 transzfer utan
Escherichia coli K-12 BW25113
Parhuzamos
APC FOX TET DOX NIT TRM ERY CHL NAL CPR TOB KAN
1 128 34 8.0 256 177 378 33 13 91 1349 64 256
2 64 10 32 128 93 64 10 25 91 172 128 256
3 64 10 32 256 64 16 33 3.6 91 482 64 177
4 16 34 32 64 128 128 18 128 91 3778 256 177
5 128 34 86 256 64 378 33 6.9 91 482 128 a3
6 64 10 86 128 256 378 105 47 91 172 32 256
7 64 19 32 256 128 64 61 13 91 10579 128 256
8 64 10 8.0 128 32 8.0 198 16 91 482 128 49
9 64 10 8.0 128 128 64 59 13 91 482 256 177
10 32 34 8.0 64 128 8.0 59 47 91 172 49 93

c: a TPIl adaptalt E.coli mutD5 toérzs relativ MIC értékei:

Parhuza
mos

Relativ MIC valtozas 20
transzfer utan

Escherichia coli mutD5
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d: az AMP adaptalt klinikailag relevans torzsek relativ MIC értékei:

Parhuzamos

Relativ MIC valtozas 20 transzfer utan

Escherichia coli ATCC

Salmonella enterica
serovar

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter
baumannii ATCC

25922 ATCC10031
Typhimurium LT2

TPII PXB TPII PXB TPII PXB TPII PXB
1 4.8 1215 1.0 6561 5.6 19683 4.3 6561
2 1.2 2187 1.2 486 3.3 19683 1.0 2187
3 1.2 2187 1.0 49 4.3 19683 7.2 729
4 1.0 81 4.8 59 3.3 19683 1.0 27
5 1.0 729 1.2 24 2.4 19683 1.0 2187
6 1.2 6561 1.0 59 8.2 19683 3.3 2187
7 1.2 486 1.2 24 1.0 19683 2.1 27
8 1.2 27 1.0 83 25.6 19683 3.3 6561
9 1.0 81 1.0 14 7.2 19683 5.6 27
10 1.0 1458 1.0 21 2.9 2187 5.6 6561
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