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AMP antimikrobiális peptid 

APC ampicillin 

ASKA A Complete Set of Escherichia coli K-12 ORF Archive 

BAC 5 bactenicin 5 

CAP18 nyúl 18-kDa kationos antimikrobiális peptid 

CFU colony forming unit 

CHL klóramfenikol 

CP1 cecropin P1 

CPR ciprofloxacin 

DOX doxiciklin 

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav 

ERY eritromicin 

FITC-PLL fluoreszceins-izotiocianát poly-L-lizin 

FOX cefoxitin 

HBD3 humán beta-defensin-3 

Hg hemoglobin 

IND indolicidin 

IPTG isopropyl-β-D-thiogalactozidáz 

KAN kanamycin 

LB Luria-Bertini tápoldat 

LBL Lysogeny-Broth-Lennox 
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MIC minimal inhibitory concentration 

MS minimal salt tápoldat 

NAL nalidixsav 
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NCBI National Center for Biotechnology Information 

NCR nodule cysteine-rich peptid 

NIT nitrofurantoin 

OD optikai denzitás 

OM külső membrán (other membrane) 

ORF open reading frame 

PBS foszfát puffer 
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pORTMAGE portable Multiplex Automated Genome Engineering 

PR39 PR-39 

PROA protamin A 
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R8 R8 

SNP single nucleotide polymorphisms  

TBS Tris-buffered saline 

TET tetraciklin 

TOB tobramycin 

TPII tachyplesin II 

TRM trimetoprim 
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1 BEVEZETŐ 

 

1.1 AZ ANTIBIOTIKUMOK ÉS AZ ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA KRÍZIS 
 

Az antibiotikumok olyan molekulák, amelyek szelektíven fejtik ki ölő hatásukat 

baktériumokkal szemben, vagy gátolják azok növekedését1. Az antibiotikumok a 

természetben évmilliók alatt alakultak ki, általában gombák és egyéb mikroorganizmusok 

termelik, mint az egymás elleni versengés egyik hatékony fegyvere1. Ezt a jelenséget már az 

ókorban is megfigyelték és bár az okot nem ismerték a háttérben, de korlátozott szinten 

tudták alkalmazni egyes betegségek ellen és sebek kezelésére2. Ezek a molekulák mára a 

modern orvostudományban elengedhetetlen gyógyszerek, a mai orvosi eljárások alapkövét 

képezik. Nem csak a bakteriális fertőzések kezelésében használhatóak hatékonyan, hanem 

prevenciós jelleggel szervtranszplantációk3, kemoterápia és műtéti eljárások során is 

használják4. Ebből kifolyólag érthető, hogy a mai kor medicinája nem működhet hatékonyan 

antibiotikumok nélkül.  

Az antibiotikumok aranykora 1930-ban kezdődött, amikor Sir Alexander Fleming felfedezte a 

penicillint1. Bár már előtte több kutató is megfigyelte az egyes mikroorganizmusok közötti 

kompetíciót, és azonosítottak antibiotikumokat, a nagyléptékű kutatásokat és a 

gyógyszergyári fejlesztéseket a II. világháborúban hatékonyan alkalmazott penicillin indította 

el5. Az azóta eltelt majd egy évszázadban több ezer antibakteriális szert azonosítottak, illetve 

jelentős mennyiségű félszintetikus és szintetikus antibiotikumot fejlesztettek ki5. Ma az 

antibiotikumok az egyik leggyakrabban felírt gyógyszerek, ellenben alkalmazásuk számos 

esetben indokolatlan. Olyan esetekben is alkalmaznak antibiotikum kezelést, amikor a 

betegséget vírusos fertőzés okozza, habár a vírusok ellen az antibiotikumok hatástalanok. 

De nem csak az orvostudomány az egyetlen felhasználója az antibiotikumoknak. Az intenzív 

állattenyésztés során is széles körben használják különböző állatok között terjedő 

betegségek kezelésére, illetve megelőzésére. Az antibiotikum használat nem csak az állatok 

számával járul hozzá az állomány növeléséhez, hanem az egészségesebb egyedek nagyobb 

hozamot is eredményeznek6. Ennek következményeként a mezőgazdaságban az 

antibiotikumok használata hatalmas méreteket öltött.  
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A nagy igényeknek megfelelően az antibiotikumok gyártása is ipari méreteket öltött. Jelenleg 

Kína és India a világ vezető antibiotikum gyártó országai, mivel ezekben az országokban 

alacsonyabbak a gyártási költségek a szigorú előírások hiánya miatt. A nem megfelelő 

hulladékgazdálkodás és a gyártásból származó antibiotikum maradványok olyan mértékű 

antibiotikum szennyezést okoznak, melyek szelekciós erőként hatva elősegítik a rezisztens 

baktériumok elterjedését a szennyezett területeken. Mivel a rezisztens korokozók nem 

ismernek határokat, a szabályozások hiánya a fejlődő országok mellett a fejlett országokra is 

veszélyt jelent7. 

Mint láthatjuk, az antibiotikumok pozitív hatásának kiaknázására azok túlhasználata 

következett be a gyógyászatban és a mezőgazdaságban egyaránt. Bár az antibiotikum 

rezisztencia kis léptékben megfigyelhető a természetben is, a globális felhasználás és a 

szennyezés hatására oly mértékű szelekciós nyomás alakult ki, amely jelentősen befolyásolja 

az antibiotikumokkal szembeni ellenállóképesség nagymértékű terjedését8. Ez a jelenség 

csökkenti a hatékony antibiotikumok számát, ezzel világméretű krízist okozva. 

Jelenleg az antibiotikum rezisztencia miatti, vagy azzal összefüggésbe hozható egészségügyi 

krízis olyan nagy léptékű, mint a HIV vagy a malária9.  Becslések szerint 2019-ben 1.27 millió 

halálesetet okozott közvetlenül az antibiotikum rezisztencia, és 4.95 millió haláleset hozható 

összefüggésbe a rezisztenciával (1. ábra). Ez a probléma egyaránt érinti a fejlett és a fejlődő 

régiókat9. 
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1. ábra Az antibiotikum rezisztenciának tulajdonítható és azzal összefüggésbe hozható halálozási 
arány GBD régiók szerint minden életkorban (2019). A becsléseket a gyógyszerekre vonatkozóan 
összesítették, figyelembe véve a több gyógyszerrel szembeni rezisztencia együttes előfordulását. GBD: 
Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors Study. (Globális betegségek, sérülések és 
kockázati tényezők vizsgálata)9 

Tehát az antibiotikum rezisztencia krízis oka a túlhasználat miatt elterjedt bakteriális 

ellenállóképesség (vagy rezisztencia) növekedése a jelenlegi antibiotikumokkal szemben.  A 

jelen krízisre az egyik lehetséges megoldás további kis molekulájú antibiotikumok 

felfedezése és gyógyászati célokra való fejlesztése. Az ilyen jellegű fejlesztések az utóbbi 

években jelentősen lelassultak, melynek két fő oka van. Az egyik, hogy az 1980-as évek óta 

nem fedeztek fel új antibiotikum osztályt1, mely a gyakorlatbn is hasznosult volna. Tehát az 

elmúlt 40 évben jóváhagyott antibiotikumok csak kis része képvisel új vegyület osztályokat, 

míg a többség már ismert kémiai szerkezetből származott1. Emellett az antibiotikum 

fejlesztés, a nagyon költséges és hosszadalmas preklinikai és klinikai fejlesztések miatt, a 

gyógyszergyáraknak nem kifizetődő terület10 (2. ábra). Ezt jól példázza, hogy míg közel 4000 

immunonkológiai ágens van fejlesztés alatt11, addig körülbelül 30-40 új antibakteriális szer, 

és 2017 és 2021 között csak 12 új antibiotikumot engedélyeztek12,13. Éppen ezért, az 

akadémiai kutatások és klinikai fejlesztések támogatottsági szintje alacsony, ami tovább 
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nehezíti a fejlesztések előrehaladását10. Tovább hátráltatja a kutatásokat, hogy az újonnan 

piacra dobott antibiotikumokra hamar megjelenik a rezisztencia, ezért az idő- és pénzigényes 

fejlesztések hamar fölös erőfeszítésé válnak14.  

 

 

2. ábra Az antibiotikum fejlesztés szakaszai, az adott szakaszban vizsgált molekulák száma és az 
ahhoz szükséges idő és anyagi támogatás mértéke.14 

 

Mint láthatjuk, jelentős probléma a már alkalmazott antibiotikumokkal szemben kialakuló 

rezisztencia, ami ellehetetleníti azok alkalmazását. Ezért a kutatások kezdeti lépéseinél a 

legnagyobb hangsúlyt arra kell fektetni, hogy olyan molekulákat fejlesszünk gyógyászati 

célokra, melyek használata hosszútávon lehetséges a rezisztencia elkerülésével.  

Az új, kis molekulájú antibiotikumok mellett lehetséges megoldás az olyan megközelítések 

fejlesztése, melyek egyelőre a klasszikus antibiotikum kezelések alternatívái. Ilyen 

megközelítések a vakcináció, a fágterápia, a nanotechnológia, gyógyszer újrapozicionálás, 

illetve ennek a disszertációnak a témaköre, az antimikrobiális peptidek (röviden AMP-

k)15,16,17 . Az AMP-k rezisztencia hajlama vitatott a szakirodalomban. Hatásmechanizmusokat 

figyelembe véve a rezisztencia ritkábban alakul ki velük szemben18,19, ellenben már több 

tanulmányban kimutatták, hogy a baktériumok egyes AMP-kkel szemben képesek 

rezisztenciát fejleszteni20,21,22,23. Az AMP-k pozitív tulajdonságait kihasználva és a korai 

rezisztencia kísérletekkel olyan területet nyithatunk meg az antibakteriális szerek 

kutatásában, mely hosszútávon gyümölcsöző lehet.   
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1.2 ANTIMIKROBIÁLIS PEPTIDEK (AMP-K) 
 

Az antimikrobiális peptidek (AMP-k) rövid, 8-50 aminosavból álló fehérje molekulák24. 

Felépítésük, szerkezetük és töltésük alapján nagy diverzitással rendelkeznek. Az élővilág 

minden szintjén megtalálhatóak. Prokarióta és eukarióta szervezetek egyaránt termelik, 

fejlettebb immunrendszerrel rendelkező fajoknál a veleszületett immunitás szerves részét 

képezik24. Mivel a rovarok és növények nem rendelkeznek adaptív immunrendszerrel, az 

antimikrobiális peptidek jelentik elsődleges védekezésüket a kórokozó mikroorganizmusok 

ellen25,26. Az AMP-k aktivizálódnak a mikrobiális fertőzés hatására, így gyors és hatékony 

védelmi vonalat építenek ki a termelő szervezet számára27. Közvetlen ölő hatással 

rendelkeznek vírusok, Gram-pozitív és Gram-negatív baktériumok, gombák28, továbbá rákos 

sejtek ellen is29. A fejlett immunrendszerrel rendelkező szervezeteknél az immunrendszer 

szabályozásában is részt vesznek30. 

A legtöbb AMP általában pozitívan töltött peptid molekula24. Felépítésük szerint több 

csoportba oszthatók hosszuk, másodlagos és harmadlagos szerkezetük alapján, illetve a 

diszulfid hidak megléte vagy hiánya szerint24,27,28.  Az α-helikális peptidek, mint a cecropin és 

cathelicidinek, szerkezete hozzájárul az erős antibakteriális hatáshoz28,31. A ciszteinben 

gazdag AMP-k szerkezetét diszulfid hidak erősítik, β-redő szerkezetet vesznek fel28. Ilyen 

AMP-k a defenzinek, mint a humán α- és β-defenzinek28,31. De szintén diszulfid hidakat 

tartalmaznak a patkórák által termelt tachyplesinek is32. Az AMP-kben, számos esetben 

egyes aminosavak dominálnak, mint a humán nyálból izolált hisztatin hisztidinben31, a 

cathelicidinek prolinban31 vagy az indolicidin triptofánban gazdag AMP-k33. A baktériumok 

által termelt AMP-k gyakran ritka módosításokkal rendelkeznek34. Ide tartoznak a Bacillus 

nemzetség által termelt polimixinek, melyek L-α,γ-diaminóvajsavat tartalmaznak35.  

1.3 AZ AMP-K HATÁSMECHANIZMUSA 
 

A kationos AMP-k szelektíven fejtik ki ölő hatásukat baktériumokkal szemben19,24. Fő 

támadási pontjuk a bakteriális membrán, de ölő hatásukat intracelluláris célpontokon 

keresztűl is kifejthetik36. A szelektivitás a prokarióta és eukarióta membrán felépítése közötti 

különbségek következménye (3. ábra)37. Az eukarióta sejtmembrán gazdag koleszterinben, 

külső felszíne foszfatidil-kolin és szfingomielin foszfolipidekből épül fel, melyek semleges 
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töltést biztosítanak a membrán külső felszínének37. Ezzel szemben a bakteriális membrán 

külső felszíne a semleges foszfolipidek mellett gazdag foszfatidil-szerinben és nem tartalmaz 

koleszterint, amely igy egy negatív felszíni töltést alakít ki37. Emellett a bakteriális membrán 

felszínén található lipopoliszacharid (LPS) illetve teichonsav szintén hozzájárul a negatív 

töltés kialakításához38,39. Ez a negatív töltés elektrosztatikusan vonzza a pozitívan töltött 

AMP-ket. Az erős kötődés után a hidrofóbikus kölcsönhatások hatására az AMP-k ki tudják 

fejteni ölő hatásukat, melyet a membrán károsításával, vagy intracelluláris célpontok 

támadásával fejthet ki28. A rákos sejtekben bekövetkező génexpressziós változások 

következményeként átrendeződik a membrán és így töltöttsége is. Ennélfogva ezeknek a 

sejteknek a felszíne szintén negatív töltésű lesz és elektrosztatikusan vonzza az kationos 

AMP-ket29.  

 

3. ábra Az eukarióta és prokarióta membrán felépítése és töltését kialakító foszfolipidek eloszlása. 
A fekete nyilak vastagsága az elektrosztatikus vonzás erősségét jelzik.37 

 

Az AMP-k egyik fő hatásmechanizmusa a nem receptor által közvetített membrán 

aktivitás40,41. Ennek a membránkárosító hatásnak három fő mechanizmusa van. A „hordó-

donga” modell szerint a peptidek hengert alkotnak, a pórust a peptidek hidrofil régiói 

alkotják, míg a hidrofób régiókkal a membránhoz kapcsolódnak. A „tórusz-pórus” modell 

szerint a peptid hélixek beépülnek a membránba, és a külső és belső membrán összezáródik. 

A kiépült pórust a peptidek és a membrán hidrofil régiói együttesen alkotják. A „szőnyeg 
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modell” szerint a peptidek felgyűlnek a membrán külső felszínén és nagy koncentrációban 

detergensekhez hasonlóan micellákat képezve károsítják a membrán stabilitását.27,28,42 

Az AMP-k másik fő mechanizmusa az intracelluláris célpontok támadása (4. ábra)43. A bejutás 

történhet közvetlen penetrációval vagy endocitózissal44. A baktériumok fehérjeszintézisét, a 

DNS megkötéstől a chaperonok blokkolásáig, minden szinten tudják gátolni. Az indolicidin 

szelektíven tud kötődni a DNS-hez, ezzel gátolva a DNS replikációt és transzkripciót45,46. A 

tachyplesin szintén képes a DNS megkötésére, egyedi szerkezetének köszönhetően be tud 

kötődni a DNS hélix kis árkába47.  A pleurocidin letális dózisban képes gátolni a fehérje, DNS 

és RNS szintézist48. A PR39 szintén képes számos metabolikus útvonalat gátolni a részt vevő 

enzimek transzlációjának gátlásával, illetve közvetlenül a ko-enzimek gátlásán keresztül49. A 

HBD3 képes kötődni a bakteriális membrán stabilitásában kulcsszerepet játszó lipid II-höz, 

ezáltal gátolni a sejtfalszintézist50. A fenti példákon túl számos tanulmányban kimutattak 

további folyamatokat, melyek az AMP-k sokszínű intracelluláris célpontjait mutatja be, mint 

az AMP-k fehérjék feltekeredésést, proteolízisét, a sejtosztódás folyamatát gátló, valamint az 

LPS megkötni mechanizmusait43. 

 

4. ábra Az AMP-k fő bakteriális célpontjai. 43 
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Egyes AMP-k képesek mind a membránt  mind egy adott  intracelluláris célpontot is támadni 

43. Azt, hogy melyik célpont a domináns, azt a bakteriális faj, a baktérium növekedési fázisa 

és az AMP koncentrációja egyaránt befolyásolhatja51, 52, 53. Az AMP-k hatása nem minden 

esetben vezet a baktérium pusztulásához, hanem különböző szimbiotikus kapcsolatok 

kiépítésében is kulcsszerepet játszanak. A humán β-defenzinek hatással vannak a bélflórában 

található baktériumokra54, illetve az NCR peptidek a pillangósvirágú növények 

gyökérgümőiben található nitrogénfixáló baktériumokkal kiépített szimbiózist 

szabályozzák55.  

 

1.4 AZ AMP-K FIZIKAI-KÉMIAI TULAJDONSÁGAI 
 

Az AMP-k felépítése és az abból származó fizikai-kémiai tulajdonságok jelentős mértékben 

befolyásolják az antibakteriális hatékonyságát és a humán sejtekkel szembeni toxicitását56. 

Ezeknek a tulajdonságoknak az ismeretével lehetőség nyílik az AMP-k olyan módosításaira, 

amelyekkel még kedvezőbb szerkezetet alakíthatunk ki.  

Az egyik legmeghatározóbb tulajdonság az AMP-k átlagos töltöttsége. A pozitív töltés 

biztosítja az elektrosztatikus vonzást a bakteriális membránhoz, de ez a töltöttség hatással 

van a humán sejtekkel szemben mutatott toxicitásra is41. Megfigyelték, ha a magainin-2 

származékának töltését +3-ról +5-re növelték, akkor nagyobb volt az antibakteriális hatás, 

viszont ha ezt az értéket már +7-re emelték, nagyobb lett a humán sejtekkel szemben a 

hemolitikus aktivitás57.  

A membránba való beékelődést a peptid hidrofobicitása és amfipaticitása egyaránt 

befolyásolja. Átlagosan az AMP-ket felépítő aminosavak 50%-a hidrofób57, ezért a 

membránba való beékelődés szempontjából optimális hidrofobicitás lehetővé teszi, hogy az 

AMP a lehető leghatékonyabban fejtse ki ölő hatását41.  

A peptid lánc hossza szintén fontos funkcionális szerepet tölt be36, hiszen befolyásolja a 

peptid 3D szerkezetét és aktivitását is41. A rövidebb fehérjék általában kevésbé toxikusak és 

jobb farmakológiai profillal rendelkeznek28,58.   
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1.5 AMP REZISZTENCIA FOLYAMATOK 
 

Az antibiotikumokhoz hasonlóan az AMP-kkel szemben is kialakulhat rezisztencia. A 

rezisztencia megjelenése ebben az esetben is történhet a baktérium saját genetikai 

állományában bekövetkezett, de novo mutációkkal, illetve a baktérium beszerezheti egy 

másik baktériumtól is a horizontális géntranszfer révén59. Az AMP-kkel szembeni rezisztencia 

leggyakoribb folyamatai a bakteriális felszín töltöttségének változtatása és az AMP-k 

hatástalanítása20.  

Mivel az AMP-k hatásának első lépése a membránnal való kölcsönhatás, a membrán 

átrendeződés kulcsfolyamat a védekezésben60. A Gram-negatív baktériumok komplex 

membrán rendszerrel rendelkeznek, amely külső és belső membránból épül fel. A kettő 

között található a periplazmatikus tér és a peptidoglikán réteg61. A külső membránba 

aszimmetrikusan épülnek be a foszfolipidek, és az LPS (lipopoliszacharid) molekulák37. A 

külső membrán úgy működik, mint egy szűrő réteg, védi a baktériumot a hidrofil 

molekuláktól62. A belső membrán ezzel szemben szimmetrikus felépítésű, a hidrofób 

molekuláktól védi a baktériumot61. A külső membrán átrendeződésének hatására kevésbé 

lesz átjárható és egyidejűleg csökken a negatív töltöttsége is. Ilyen membrán átrendezési 

folyamatok az LPS módosítása és külső felszínre transzportálásának csökkentése, illetve a 

foszfolipidek szállításánák megváltoztatása a külső és belső membrán között (5. ábra).  

A fiziológiástól eltérő membrán összetétel és töltöttség kialakulása hozzájárul ahhoz, hogy a 

külső membrán kevésbé legyen negatív, ami csökkenti az érzékenységet AMP-kkel 

szemben60.  Az LPS szintézisében szerepet játszó waa gének termékei foszforilálják az LPS 

belső magját, ezekben a génekben bekövetkezett mutációk hatására kevesebb foszfát épül 

be az LPS molekulába, amely így kevésbé lesz negatív63. Az LpxC a lipid A bioszintézisének 

első lépését katalizálja, mutációja kiegyensúlyozatlan foszfolipid-LPS arányt eredményez a 

külső membránban64. Az Lpx fehérjék az LPS szintézis további lépéseit is katalizálják65. Az Lpt 

peptidek felelősek az LPS molekula külső felszínre szállításáért, mutációik általi diszfunkciók 

hatására az LPS molekulák felhalmozódnak a periplazmatikus térben66. Emellett a foszfolipid 

transzportban szerepet játszó mla, yeb és pqi gének felelősek a külső membrán 

aszimmetriájának kiépítésében67,68.  
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A baktériumok képesek kapszuláris poliszacharidokkal körbevenni a felszínüket, ezáltal az 

AMP-k nem tudnak közel kerülni a baktérium felszínéhez69. A külső membránba 

beépülhetnek olyan további fehérjék, amelyek semlegesítik annak töltését, illetve a 

baktériumok képesek olyan kis molekulák termelésére, melyek semlegesítik az AMP-ket70,71. 

A bakteriális proteázok, mint az aszpartát- és metalloproteázok lebontják az AMP-ket, ezáltal 

semlegesítve azokat72,73. Végül az efflux pumpák általi közvetített rezisztencia szintén 

hatásos védekezés lehet az AMP-kkel szemben74,75 (5. ábra).   

  

 

 

5. ábra Az AMP-kkel szemben kialakuló rezisztencia folyamatok sematikus ábrázolása. a) membrán 
átrendeződés során megváltozhat az LPS molekulák felépítése, illetve a membránt felépítő 
foszfolipidek aránya. b) membránba épült pozitívan töltött fehérjék, vagy negatívan töltött csali 
fehérjék, amelyek gátolják az elektrosztatikus vonzást. c) AMP-k eliminálása efflux pumpákon 
keresztül. d) AMP-k lebontása extracelluláris proteázokkal. 

 

A fentebb ismertetett rezisztencia folyamatok ellenére a szakirodalom gyakran emlegeti az 

AMP-ket, mint rezisztencia mentes, vagy rezisztenciára kevésbé hajlamos antibakteriális 

szereket18,19. E megállapítás szerint az AMP-k a rezisztencia szempontjából hatékonyabbak az 

antibiotikumoknál, bár ezt szisztematikusan még nem vizsgálták. Mivel a különböző AMP-k 

hatásmechanizmusa hasonló, aggodalomra ad okot, hogy, ha a gyógyszerként alkalmazott 

szintetikus AMP-kre kialakuló rezisztencia csökkent ellenállást biztosíthat az immunrendszert 

képező AMP-kkel szemben is20. Ezért a gyógyszerfejlesztések előtt elkerülhetetlenek a 

rezisztencia és a potenciális keresztrezisztencia vizsgálatok, hogy olyan jelölteket találjunk, 
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amelyekkel szemben nem alakul ki rezisztencia és ez által nem veszélyezteti az 

immunrendszer összetett működését. 

1.6 AZ AMP-K KLINIKAI JELENTŐSÉGE 
 

Az AMP-k számos kedvező tulajdonsággal rendelkeznek az antibiotikumokhoz képest, ami 

miatt jelentős potenciállal rendelkeznek, mint antibakteriális szerek76. Hatásspektrumuk 

szélesebb, de ezt a felépítésük módosításával lehet szűkíteni77. Az antibiotikum fejlesztés 

egyik kritikus pontja, hogy az antibiotikumnak be kell jutnia a baktériumba, hogy elérje 

célpontját78. Ezzel szemben az AMP-k fő támadási pontja a bakteriális membrán, ennél fogva 

célpontja könnyen hozzáférhető24,40,51. Emellett intracelluláris célpontjait is könnyebben 

eléri, mert felépítésének köszönhetően könnyebben átjut a membránon43. Az antibiotikum 

fejlesztés egyik iránya jelenleg olyan antibiotikumok fejlesztése melyek egyszerre több 

célpontot is támadnak, ezzel védekezve a potenciális rezisztencia kialakulása ellen79.  Az 

AMP-k fentebb ismertetett hatásmechanizmusa alapján láthatjuk, hogy képesek egyszerre 

több célpontot is támadni43. Bár az AMP-k számos pozitív tulajdonsággal rendelkeznek, 

hajlamosak toxikus, allergiás reakciók kiváltására, a gyártási költségek jelentősen 

magasabbak, és érzékenyebbek a környezetük só összetételére és pH-jára36.  

A jelenleg elérhető gyógyszerek között már több AMP-t is engedélyeztek klinikai használatra. 

A kolisztint, mint polimixin származékot jelenleg, mint végső lehetőséget alkalmaznak olyan 

bakteriális fertőzések kezelésére, amellyel szemben más antibiotikumok már 

hatástalanok80,81. Sajnos az elmúlt években a colistinnel szembeni rezisztencia is elterjedt, 

ezáltal veszélyeztetve ennek a szernek a hatékony alkalmazását82.  További engedélyezett 

AMP-k a gramicidin és daptomicin, amelyeket Gram-pozitív baktériumok ellen alkalmaznak, 

illetve a nizin, amelyet élelmiszerek tartósítására használnak83–85.  

Számos AMP van jelenleg preklinikai fejlesztés alatt. Ilyen AMP a PXL150, amely hatékony 

Pseudomonas aeruginosa ellen egér modellben86, az LL37 és IDR-1 tüdőgyulladás kezelésére 

és biofilm képző baktériumok ellen87, illetve a nizin, amely hatékony Clostridioides difficile 

fertőzések kezelésére88. A klinikai fejlesztések első fázisában jelenleg több polimixin 

származék is található, mint például az SPR-206, MRX-8 illetve QPX900313. A polimixin 

származékok fő fejlesztési iránya a vesetoxicitás mérséklése. Az elmúlt években több AMP is 



19 
 

eljutott a klinikai fejlesztések harmadik fázisába. Ellenben sok AMP elbukott ezeken a 

teszteken a nem megfelelő farmakokinetikai tulajdonságok miatt, illetve nem volt 

hatékonyabb az aktuálisan alkalmazott antibiotikumnál42. Ennek ellenére ezek az AMP-k a 

közeljövőben hasznosulhatnak, mivel kevésbé hajlamosak a rezisztenciára és az 

összehasonlításra használt antibiotikumok hatékonysága csökken a terjedő rezisztencia 

folyamatok miatt.  

Az AMP-k kedvezőtlen tulajdonságai ellen több megközelítést is hatékonyan alkalmaznak. Az 

egyik lehetőség, hogy rövidebbek legyenek az AMP-k, amivel csökkenthető a gyártási 

költség42. Az LL37 rövidebb formája, az OP-145 szintén hatékony baktériumok ellen89. A 

gyártási költségek szintén csökkenthetők, ha a szilárd fázisú fehérjeszintézis helyett 

különböző mikroorganizmusokkal termeltetik az AMP-ket90. A toxicitás csökkenthető, ha az 

AMP-ket valamilyen szállító molekulába csomagolják, például liposzómába vagy 

nanopartikulumokba, illetve ha pro-drog formában juttatjuk be a szervezetbe42. A 

proteolítikus stabilitás növelhető a ciklizációval, amidálással, acilálással vagy D-aminosavak 

használatával91,92. Mindemelett az AMP-k pozitív kölcsönhatást (szinergizmust) mutatnak 

antibiotikumokkal ezért, mint adjuvánsok növelik az antibiotikumok hatékonyságát93,94. Ezzel 

elérhető, hogy kevesebb AMP-t használjunk a kezelés során, amivel csökkenthető a költség 

és a toxikus mellékhatások egyaránt, illetve a kombinációban használt antibiotikum 

hatékonysága is visszaállítható.  
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2 CÉLKITŰZÉS 

 

Az antimikrobiális peptidek (AMP-k) potenciális megoldásai az antibiotikum rezisztencia 

krízisnek, viszont ezek a molekulák csak akkor jelenthetnek valódi megoldást, ha hosszú 

távon, rezisztencia kialakulása nélkül alkalmazhatóak. A szakirodalomban jelenleg vitatott, 

hogy az AMP-kkel szemben milyen mértékű rezisztencia alakul ki antibiotikumokkal 

összehasonlítva. Emellett további kérdés, hogy a rezisztencia mechanizmusai AMP 

specifikusak-e vagy növelik az ellenállóképességet számos AMP-vel szemben.  

Doktori munkám során ezért célul tűztem ki, hogy nagy áteresztőképességű módszerekkel 

vizsgáljam az AMP-kkel szemben kialakuló rezisztenciát, és azt konvencionális 

antibiotikumokkal kialakuló rezisztenciával hasonlítsam össze. Munkám során az az alábbi 

kísérletek elvégzését tűztem ki célul: 

● Rendszer szinten vizsgálni a de novo mutációk hatását az AMP rezisztenciára, 

antibiotikumokkal összehasonlítva. Ehhez egy hosszútávú laboratóriumi evolúciós 

kísérletet végzünk el 14 AMP-vel és 12 konvencionális antibiotikummal. Vizsgálataink 

a laboratóriumi E.coli törzsek mellett kiterjedtek klinikailag releváns patogén 

baktérium fajokra is.  

 

● Rendszer szinten vizsgálni a horizontális géntranszfer, illetve a génamplifikáció 

hatását az AMP-kkel szemben kialakuló rezisztenciára. 

 

● A kialakult rezisztencia folyamatok általánosságának vizsgálata, az AMP 

keresztrezisztencia hálózat feltérképezése. 

 

● A kialakult rezisztencia molekuláris hátterének vizsgálata. 
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3 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

3.1 BAKTÉRIUM TÖRZSEK 
 

A kísérletek jelentős részétben Escherichia coli K-12 BW25113 törzset használtunk. Ez a törzs 

általánosan használt molekuláris és mikrobiológiai kísérletek elvégzéséhez. Annak 

érdekében, hogy tanulmányozzuk a mutációs ráta hatását az AMP-kel szemben kialakuló 

rezisztenciára egy E. coli mutD5 mutátor törzset használtunk, mely törzs mutációt hordoz a 

dnaQ génben (L73W és A164V). Ez a törzs 102-103-szor nagyobb mutációs rátával 

rendelkezik95. A TPII-vel és PXB-vel szemben kialakuló rezisztenciát szintén tanulmányoztuk 

az E. coli ATCC 25922, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium LT2 (S. 

enterica LT2), Klebsiella pneumoniae ATCC 100301 és Acinetobacter baumannii ATCC 17978 

törzsekkel. Vizsgáltuk a legígéretesebb AMP-k aktivitási spektrumát az alábbi törzsekkel 

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 ANTIBAKTERIÁLIS SZEREK 
 

14 különböző AMP-t vizsgáltunk a tanulmányunkban, melyek nevét és tulajdonságait az 1. 

táblázat tartalmazza. Az AMP-ket a ProteoGenix cég szintetizálta, kivéve a PROA és PXB 

AMP-ket, melyeket a Sigma-Aldrich-tól szereztünk be. Az AMP-ket steril vízben oldottuk fel 

és felhasználásig -80 C° tároltuk.  
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Antimikrobiális peptid 

(AMP) Forrás Szekvencia 3D szerkezet 

Rövidítés Név 

BAC 5 Bactenicin 5 Szarvasmarha 

RFRPPIRRPPIRPPFYPPFRPPIRPPIFPPIRPP

FRPPLGPFP 
 

PR gazdag96 

CAP18 

Nyúl 18-kDa 

kationos 

antimikrobiál

is peptid 

Nyúl 

GLRKRLRKFRNKIKEKLKKIGQKIQGFVPKL

APRTDY 
 

ɑ hélix97 

CP1* Cecropin P1 
Vékonybél 

orsóféreg 

SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR 
 

ɑ hélix98 

HBD3 
Humán beta-

defensin-3 
Humán 

GIINTLQKYYRVRGGRAVLSLPKEEQIGKST

RGRKRRKK 
 

kombinált ɑ 

hélix és β 

szerkezet99 

IND* Indolicidin Szarvasmarha ILPWKWPWWPWRR β redő33 

LL37 
LL-37 

cathelicidin 
Humán 

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLV

PRTES 
 

ɑ hélix100 

PEX Pexiganan Szintetikus 
GIGKFLKKAKKFGKAFVKILKK 

 
ɑ hélix101 

PGLA 

Peptid 

Glycine-

Leucin Amid 

Béka 
GMASKAGAIAGKIAKVALKAL 

 
ɑ hélix102 

PLEU Pleurocidin Hal 
GWGSFFKKAAHVGKHVGKAALTHYL 

 
ɑ hélix103 

PR39 PR-39 Sertés 

RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPP

RFPPRFP 
 

PR gazdag104 

PROA Protamin Hal 
TSSPPAAVVVRRRRRRRRRRRRRRRRRRR 

 
R gazdag105 

PXB Polimixin B Baktérium 
KTKKKFLKKT 

 
β és γ hurok35 

R8* R8 Szintetikus 
FLGKVFKLASKVFKAVFGKV 

 
ismeretlen106 

TPII* Tachyplesin II Tőrfarkú rák 
RWCFRVCYRGICYRKCR 

 

β  szerkezet 

diszulfid 

hidakkal32 

 

1. táblázat: a tanulmányban vizsgált AMP-k rövidítése, neve, forrása, aminosav sorrendje és 
felépítése 
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A tanulmányban 12 antibiotikumot vizsgáltunk, amelyek nevét és tulajdonságait a 2. táblázat 

tartalmazza. Mindegyik antibiotikumot a Sigma-Aldrich-tól szereztünk be, kivéve az ERY 

(AMBRESCO) és DOX (AppliChem) antibiotikumokat. A megfelelő oldószer alkalmazása után 

(víz vagy DMSO) az oldatokat szűréssel sterilizáltuk, majd -20 C° tároltuk felhasználásig.  

Antibiotikum 
Hatásmechanizmus 

Antibakteriális hatás 

típusa Rövidítés Név 

TET Tetraciklin 
30s riboszóma 

alegység gátló 
Bakteriosztatikus 

DOX Doxiciklin 
30s riboszóma 

alegység gátló 
Bakteriosztatikus 

CHL* Klóramfenikol 
50s riboszóma 

alegység gátló 
Bakteriosztatikus 

ERY Eritromicin 
50s riboszóma 

alegység gátló 
Bakteriosztatikus 

TRM* Trimetoprim 
folsav bioszintézis 

gátló 
Bakteriosztatikus 

APC Ampicillin sejtfalszintézis gátló Baktericid 

FOX Cefoxitin sejtfalszintézis gátló Baktericid 

NAL Nalidixsav giráz gátló Baktericid 

CPR* Ciprofloxacin giráz gátló Baktericid 

NIT Nitrofurantoin 
összetett 

hatásmechanizmus 
Baktericid 

TOB* Tobramycin fehérjeszintézis gátlás Baktericid 

KAN Kanamycin fehérjeszintézis gátlás Baktericid 

 

2. táblázat: a tanulmányban vizsgált antibiotikumok rövidítése, neve, hatásmechanizmusa és ölő 
hatásának típusa. 

Az egyes AMP-k és antibiotikumok dózis-hatás görbéit az 1. függelék mutatja be.  

3.3 HASZNÁLT TÁPOLDATOK 
 

A kísérletek jelentős részében Minimal Salt (MS) médiumot használtuk. Az MS az általánosan 

használt gazdag tápokkal ellentétben állandó, kevésbé változékony környezetet biztosít az 

evolúciós kísérletekhez. Ezzel az állandósult környezettel biztosítható, hogy az evolúciós 

kísérlet során a növekvő antibakteriális szer hatását vizsgáljuk. Az MS összetételét 

előzetesen optimalizáltuk, ezért az általunk használt tápoldat összetétele a következő: 1 g/L 

(NH4)2SO4, 3 g/L KH2PO4 és 7 g/L K2HPO4, 0.1 mM MgSO4, 0.54 µg/mL FeCl3, 1 µg/mL tiamin 

hidroklorid, 0.2% Casamino sav és 0.2% glükóz107.  
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Azokban az esetben, amikor a kísérlet gazdag táp használatát írta elő Luria-Bertini (LB) tápot 

használtunk. Az LB tápoldat összetevői: 5g/L NaCl, 5g/L élesztőkivonat, 10g/L tripton. 

Minden összetevőt a Sigma-Aldrich-tól szereztünk be.  

3.4 LABORATÓRIUMI EVOLÚCIÓS KÍSÉRLET 
 

Az evolúciós kísérletet úgy alakítottuk ki, hogy a populációk kihalását elkerülhessük és a 

legnagyobb rezisztenciájú törzsekre tudjunk szelektálni. Azáltal, hogy csak a legmagasabb 

rezisztenciát elérő populációt oltottuk tovább, a lehető legmagasabb rezisztencia elérésére 

kényszerítettük az adott populációt. Egy adott szerhez 10 párhuzamos vonalat 

adaptáltattunk. A párhuzamos vonalakat 370 µl végtérfogatú MS médiumban növesztettük 

96 lyukú „deep-well” lemezeken. Az E.coli K-12 BW25113 és E.coli mutD5 törzset 30 C°, az 

E.coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 10031, A. baumannii ATCC 17978 és S. enterica LT2 

37 C° hőmérsékleten inkubáltuk 72 órán keresztül 300 r.p.m rázással. Az egyes AMP-k gátlási 

hatékonyságára nem volt hatással a hosszabb inkubációs idő (3. táblázat). A 

keresztfertőzések megelőzése érdekében sakktábla elrendezést használtunk a lemezeken. A 

mérések pontosságának és reprodukálhatóságának maximalizálása érdekében egy robotizált 

folyadékkezelő (Hamilton Star Workstation) rendszert alkalmaztunk.  

 MIC (elő-inkubáció nélkül) MIC (elő-inkubáció után) 

A 

baktériumok 

növekedési 

ideje (óra) 

24 48 72 24 48 72 

TPII (µg/mL) 5 5 5 6 6 6 

PXB (µg/mL) 4.2 4.2 4.2 5 5 5 

LL37 (µg/mL) 14.5 17.4 17.4 17.4 17.4 17.4 

BAC5 (µg/mL) 14.5 14.5 14.5 14.5 14.5 14.5 

 

3. táblázat: az inkubációs idő hatása egyes AMP-k MIC értékére. Teszteltük, hogy a hosszabb 
inkubációs időnek van-e hatása az AMP-k MIC értékére. Ehhez négy párhuzamos AMP hígítási sort 
készítettünk. Az első hígítási sort a készítés napján oltottuk be E.coli K-12 BW25113 törzzsel, még a 
maradék 3 hígítási sort elő-inkubáltuk 24, 48 illetve 72 órát, és az inkubációs idő letelte után oltottuk 
be. Nem tapasztaltunk jelentős különbséget az MIC értékekben az élő-inkubált és a frissen beoltott 
lemezeken mért MIC értékek között.   
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A kísérletet egy, az adott antibakteriális szer 50%-os gátlási koncentrációján kezdtük. Ezt 

követően az adott populációt a használt antibakteriális szer 4 különböző koncentrációjára 

oltottuk át (0.5x; 1x; 1.5x; 2.5x). A további átoltások során a következő módon jártunk el: 

minden átoltás előtt a populációk növekedését azok optikai denzitásának mérésével 

becsültük meg. Ehhez egy Biotek Synergy 2 lemez olvasót használtunk. Csak azokat a 

populációkat oltottuk tovább a 4-ből, amelyek a legmagasabb koncentráció mellett is 

mutattak növekedést (OD600> 0.2, 96-os lemezen mért).  Az átoltások során a legsikeresebb 

populációból 20 µl-t oltottunk tovább 4 egymástól független lemez ugyanazon lyukába, 

amelyekben az adott antibakteriális szer koncentrációja az átoltott populáció előző 

koncentrációjának adott számú (0.5x; 1x; 1.5x; 2.5x) többszöröse volt. Ennél fogva a 4 

populációból csak az egyik, a legmagasabb rezisztenciával rendelkező populációval folytattuk 

az evolúciós kísérletet. A kísérlet során 20 ilyen transzfer hajtottunk végre (6. ábra). 

Összességében 138 AMP adaptált (2 törzset azok limitált növekedése miatt kizártunk a 

további analízisekből) és 120 antibiotikum adaptált E.coli K-12 BW25113 vonalat 

generáltunk. Az E.coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 10031, A. baumannii ATCC 17978 és 

S. enterica LT2 törzseket PXB-hez és TPII-höz adaptáltattuk, 10 párhuzamos vonalat hoztunk 

létre mindegyik AMP és baktérium faj esetében. Az E.coli mutD5 törzset TPII-höz 

adaptáltattuk szintén 10 párhuzamos populációval.  

 

6. ábra  A laboratóriumi evolúciós kísérlet sematikus ábrázolása 
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3.5 MINIMÁLIS GÁTLÁSI KONCENTRÁCIÓ (MIC) MEGHATÁROZÁSA 
 

Az MIC (minimal inhibitory concentration) meghatározását egy standard lineáris hígítási 

soron alapuló technikával végeztük108. 11 lépéses hígítási sorokat készítettünk 96 lyukú 

lemezeken 3 replikátumban törzsenként és antibakteriális szerenként.  Minden mérést 

minimum kétszer ismételtünk meg.  Minden lyukba 5x105 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) hőmérsékleten inkubáltuk 18-24 óráig 

300 r.p.m. rázatás mellett. A sejtek növekedésének meghatározásához megmértük azok 

optikai denzitását (OD600, Biotek Synergy 2 lemezolvasó). Az MIC értéknek azt a 

koncentrációt tekintettük, ahol teljes volt a növekedés gátlása (OD600 < 0.05). A relatív MIC 

értéket a következő módon számoltuk ki: MICrelatív = MICevolvált/MICkontrol 

3.6 NAGY ÁTERESZTŐKÉPESSÉGŰ FITNESZMÉRÉS 
 

Az evolvált vonalak fitneszét a sejtek optikai denzitásának (OD600) folyamatos 

monitorozásával vizsgáltuk, MS médiumban, 384 lyukú lemezeken. 60 antibiotikum adaptált 

vonal és 38 AMP adaptált vonal fitneszét mértük le, legalább 4-t a 10 adaptált vonalból. 

Minden mérést minimum kétszer ismételtünk meg (mérésenként 6 technikai replikátum). A 

kiindulási kultúrákat 96 lyukú lemezeken növesztettük stacioner fázisig MS médiumban. Ez 

után a növekedési periódus után a kultúrákat azok optikai denzitása alapján úgy hígítottuk ki, 

hogy 50 000 sejt legyen 60 µl-ben. A sejtek növekedését 5 percenként mértük Biotek Synergy 

2 lemez olvasóval 24 órán keresztül. A növekedési görbék integrál értékét Biotek Gen5 Data 

Analysis Softver segítségével számoltuk ki az 1 és 24 óra között mért értékekből. A mérés 

kezdetén bekövetkezett párásodás miatt az első 1 órából származó adatokat kizártuk az 

adatelemzésből.  

3.7 GÉNAMPLIFIKÁCIÓ HATÁSÁNAK MÉRÉSE 
 

Az ASKA könyvtár tartalmazza az összes E. coli ORF-t egy expressziós vektorba klónozva 

(pCA24N)109. A plazmidokon található ORF-ek túltermeltetését 500µM izopropil-β-D-

tiogalaktozidáz (IPTG) segítségével indukáltuk. Az MIC mérések során az LB médiumot 20 

µg/ml CHL-el egészítettük ki, mivel ez az antibiotikum az ASKA plazmidok szelekciós markere. 



27 
 

Kontroll törzsnek úgynevezett üres, ORF-t nem tartalmazó ASKA plazmiddal transzformált 

E.coli törzset használtunk. A méréseket megelőzően, az egyedi ASKA plazmidokat 

egybegyűjtöttük és E. coli K-12 BW25113 törzsbe transzformáltuk110, amellyel létrehoztuk az 

ASKA könyvtárat. Az ASKA könyvtárral elvégzett MIC mérésekhez az előzetesen leírt 

módszerrel hígítási sort készítettünk, a lyukakat 500 000 sejttel oltottuk be, mely a könyvtár 

~100x lefedettségét biztosítja. Inkubáció után az MIC értékeket optikai denzitás méréssel 

határoztuk meg (OD600, Biotek Synergy 2 lemezolvasó). 

3.8 FUNKCIONÁLIS METAGENOMIKA 
 

A horizontálisan terjedő rezisztom karakterizálásához talaj mikrobiomból készítettünk 

funkcionális metagenomika könyvtárat, amellyel 4 antibiotikumot és 4 AMP-t teszteltünk. 

Ehhez kis genomiális fragmenteket (1.5-5 kb) klónoztunk nagy kópiaszámú plazmidba 

(pZErO-2), ahol indukálható promóterrel tudtuk a fragmentek expresszióját indukálni. A 

plazmidokat E. coli K-12 BW25113 törzsekbe transzformáltuk és teszteltük, hogyan 

befolyásolja a transzformált sejtek érzékenységét az adott antibakteriális szerrel szemben. A 

metagenomika könyvtárhoz a talajmintát Kaposvárról gyűjtöttük. A talajban található 

bakteriális DNS-t Quick-DNA Fecal/Soil Miniprep Kit (Zymo Research) segítségével izoláltuk a 

gyártó által leírt protokoll szerint. Ezek után Kintses és kollégái által leírt protokoll szerint 

végeztük a funkcionális metagenomika könyvtár építését111. A DNS fragmensek átlagos 

mérete ~ 2kb volt. A könyvtár méretét (3,6 Gb) úgy becsültük meg, hogy az átlagos DNs 

fragmens méretét megszoroztuk a teljes kolóniaképző egységek (CFU- colony forming unit) 

számával. 

A funkcionális szelekciót agar lemezeken hajtottuk végre, ahol a lemezek a 4 AMP egyikét 

(R8, TPII, CP1, IND) vagy a kontrolként használt 4 antibiotikum egyikét (CPR, CHL, TRM, TOB) 

tartalmazta. Az általánosan használt protokoll helyett egy gradiens lemezes vizsgálatot 

végeztünk el, ahol a baktériumokat az adott antibakteriális szer koncentráció gradiensére 

szélesztettünk az egyedi koncentrációk helyett112. 2x108 sejtet inokuláltunk a funkcionális 

metagenomika könyvtárból a grádiens lemezekre. Ezáltal a metagenomika könyvtár minden 

tagja reprezentálva volt 10-100-szoros lefedettségben minden lemezen. Ez után a lemezeket 

30 C°-on inkubáltuk 24 órán keresztül. Kontroll törzsnek egy olyan E. coli K-12 BW25113 
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törzset használtunk, melyet olyan plazmiddal transzformáltunk, amelynek az inszert helyére 

egy hasonló méretű, funkció mentes fragmentet helyeztünk. A kontroll törzset szintén 

szélesztettük gradiens lemezekre. A kontroll lemezhez hasonlítva összegyűjtöttük azokat a 

telepeket, melyek rezisztenciát biztosító plazmidokat hordoztak. Az összegyűjtött 

kolóniákban található plazmidokat PCR reakcióban szaporítottuk fel a további Illumina 

szekvenáláshoz. Ehhez a plazmidokat izoláltuk a sejtekből InnuPREP Plasmid Mini Kit 

(Analytic Jena) felhasználásával. Az így kapott plazmidok szolgáltak templátként a PCR 

reakcióhoz.  

Az Illumina szekvenálási leolvasásokhoz hosszabb DNS kontigokba való összeállításához egy 

korábban létrehozott munkafolyamatot módosított protokollját alkalmaztuk113. Egy próba 

mintán validáltuk és optimalizáltuk a munkafolyamatokat. Ez a próbaminta 5, már korábban 

szekvenált DNS kontigot tartalmazott. Ezek a minták korábbi metagenomikai minták 

szekvenálási adataiból választottuk ki. A MiSeq 2 × 250 bp PE szekvenálásból származó 

leolvasásokat a Genomics Workbench Tool program 9.0-s verziójában (CLC Bio) dolgoztuk fel, 

beleértve a következő lépéseket: az olvasások minőségét először 0.05-ös hiba 

küszöbértékkel levágtuk. Ezután az egymást átfedő PE-párokat egyesítettük. Az egyesített és 

nem egyesített leolvasásokat a pZErO-2 referencia plazmidra térképeztük, és csak azokat a 

leolvasásokat tartottuk meg, amelyek nem egyeztek a plazmid szekvenciával. A nyers 

adatokat ezután véletlenszerűen lemintáztuk 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 és 100%-ra, és minden 

mintavételi ponton két ismétlést generáltunk (MIRA 4.0.2.). Ezt követően a de novo 

szekvencia összeállítást minden ismétlésen külön-külön végeztük el. A MIRA de novo 

kontigjait a PCR oligonukleotidok jelenlétére és megfelelő orientációjára szűrtük, csak a 

teljes összeállítási termékeket megtartva. A teljes kontigokat tovább szűrtük az átlagos 

lefedettség értékei alapján úgy, hogy az egyes mintavételi pontokon belül csak a felső 20%-

os legjobb lefedettséget tartottuk meg. Ezután összegyűjtöttük az összes mintavételi pontból 

származó kontigokat. Az egymással legalább 90%-os szekvencia azonosságot mutató 

redundáns kontigokat hosszuk legalább 80%-án történő NCBI blastp segítségével 

csoportosították, klaszterenként csak egy reprezentatív szekvenciát tartva meg. A 

fennmaradó kontigokat még egyszer szűrtük átlagos lefedettségük alapján, amíg csak azok az 

Illumina kontigok maradtak a mintában, amelyeknek megfelelő darabjuk van a referencia 

Sanger-szekvenciákban 100%-os lefedettséggel. Ez a kritérium akkor teljesült, ha azokat a 
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kontigokat eltávolítottuk, amelyek a lefedettségi eloszlások sűrűségi görbéjében külön 

csúcsot alkottak. Az optimalizált munkafolyamatot alkalmaztuk a metagenomikus 

szelekcióból származó DNS kontigok összeállítására. Az így kapott kontigok ORF-jeinek 

funkcionális elemzéséhez az ORF-eket a Prokka programcsomag (1.1169-es verzió114) 

segítségével annotáltuk. 

3.9 TELJES GENOM SZEKVENÁLÁS 
 

Azokból az adaptációs kísérletekből választottunk vonalakat, amelyekre a 10 adaptált 

vonalból legalább 2 vonal ötszörös relatív MIC változást ért el a laboratóriumi evolúció során. 

Összesen 38 AMP-adaptált vonalat választottunk ki a teljes genom szekvenáláshoz. Az E. coli 

K-12 BW25113 genomiális DNS-t Sigma GenElute Bacterial Genomic DNA kit segítségével 

izoláltuk, és kvantifikáltuk Qubit dsDNA BR vizsgálattal Qubit 2.0 fluorométerben 

(Invitrogen). 200 nanogramm genomiális DNS-t fragmentáltunk Covaris M220 fókuszált 

ultrahang szonikátorban (csúcsteljesítmény: 55 W, terhelési tényező: 20%, 200 

ciklus/sorozat, időtartam: 45 s) Covaris AFA csavaros kupakos szálas mikroTUBE-k 

segítségével. A fragmens méret eloszlást kapilláris gélelektroforézissel elemeztük, Agilent 

High Sensitivity DNA kit használatával Bioanalyzer 2100 műszerben (Agilent), majd indexelt 

szekvenáló könyvtárakat készítettünk TruSeq Nano DNA LT kit (Illumina) segítségével a 

gyártó protokollja szerint. Ez röviden magában foglalja a DNS-fragmensek vég javítását, a 

fragmentum méretének kiválasztását, az indexelt adapterek ligálását és a könyvtár 

gazdagítását korlátozott ciklusú PCR-rel. A szekvenáló könyvtárakat a Bioanalyzer 2100 

készülékben lévő Agilent High Sensitivity DNA kit segítségével validáltuk (meghatároztuk a 

könyvtárak méretét), majd a mennyiségi meghatározást a qPCR alapú NEBNext Library 

Quant Kit for Illumina (New England, Biolabs) és egy Piko-Real valós idejű PCR rendszer 

(Thermo Fisher Scientific) segítségével végeztük. A 12 indexelt könyvtárból álló csoportokat 

egyesítettük, 0,1 N NaOH-val denaturáltuk, és hígítás után MiSeq Reagent Kit V2-500 

(Illumina) készletbe töltöttük 8 pM koncentrációban. A 2 × 250 bp-os párvégi szekvenálást 

Illumina MiSeq szekvenszerrel, az elsődleges szekvenciaelemzést BaseSpace felhő alapú 

számítástechnikai környezetben, Generate FASTQ 2.20.2 munkafolyamattal végeztük. A 

párosított szekvenálási adatok FASTQ fájlformátumban lettek exportálva. A leolvasott 

értékeket Trim Galore (Babraham Bioinformatics) és cutadapt115 segítségével vágtuk le, hogy 
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eltávolítsuk az adaptereket és alapokat, ahol a PHRED minőségi érték <20 volt. A levágott 

szekvenciákat eltávolítottuk, ha 150 bázisnál rövidebbek voltak. A FASTQC programot 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) használtuk az eredeti és 

vágott read-ek minőségének értékelésére. A Breseq programot alapértelmezett 

paraméterekkel használták minden mintához. A gdtools-t a mutációk hatásainak 

annotálására és több minta összehasonlítására használták. Az elemzés során a BW25113.gb 

referencia genomot használtuk. 

3.10  REZISZTENCIA MUTÁCIÓK GENERÁLÁSA PORTMAGE MÓDSZERREL 
 

A 3 AMP rezisztens mutáns létrehozására a pORTMAGE116 protokollt használtuk. A 

mutánsokat E. coli K-12 BW25113 genetikai háttéren hoztuk létre. A lehetséges AMP 

rezisztenciát biztosító mutációkat egy HBD3-hoz adaptált vonalból azonosítottuk. A 

mutánsok, melyeket létrehoztunk az alábbi mutációkat hordozták: basS L194R, mlaD 

a342del és waaY M1†.  

A módszer során az egyedi mutánsokat egy szintetikus ssDNS mediált rekombinációs 

módszerrel generáltuk a pORTMAGE3 vektor segítségével. A 90 nukleotid hosszú ssDNS 

oligókat a MODEST eszköz segítségével terveztük116. Az oligonukleotidokat az Integrated 

DNA Technologies (Coralville, IA, USA) szabványos só mentesítésével állítottuk elő. A 

rekombinációt elektrokompetens, pORTMAGE3 plazmidot hordozó E.coli K-12 BW25113 

törzsben hajtottuk végre. A pORTMAGE3 plazmidot 42 °C-on 15 percig indukáltuk, hogy 

lehetővé tegyük a mutációk hatékony beépülését és elkerülhessük az off-target 

mutagenezist. 40 µl indukált elektrokompetens sejtet transzformáltunk 1 µl 100 µM 

mutációt hordozó oligóval. A sejteket 5 ml Terrific-Broth (TB) tápközegbe (24 g 

élesztőkivonat, 12 g tripton, 9.4 g K2HPO4 és 2 g KH2PO4) oltottuk elektroporáció után, majd 

30 °C-on 60 percig inkubáltuk. 5 ml Lysogeny-Broth-Lennox (LBL) tápközeget (10 g tripton, 5 

g élesztőkivonat, 5 g NaCl) adtunk hozzá, majd ezt követően a sejteket egy éjszakán át 30 °C-

on inkubáltuk. A tenyészetek megfelelő hígításait ezután LBL agar lemezekre szélesztettük az 

egyedi klónok izolálásához, és 30 °C-on inkubáltuk egy éjszakán át. Az egyes telepeket allél-

specifikus PCR-rel szűrtük, hogy azonosítsuk azokat az egyedi klónokat, amelyek a kívánt 

módosításokat hordozzák. Ehhez allél-specifikus primert terveztünk és gradiens PCR 
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protokollal határoztuk meg a kellő hőmérsékletet, amelyhez Bio-Rad CFX96 Touch 

thermocycler alkalmaztunk. A telepek szűréséhez szükséges PCR-illesztési hőmérsékletet 

ezután 1 °C-kal magasabb hőmérsékletre állítottuk be, mint az a hőmérséklet, amelynél a 

gradiens PCR után a vad típusú telep segítségével az utolsó látható fragmentum is 

kimutatható volt. A jelölt kolóniákat ezt követően Sanger kapilláris szekvenálás segítségével 

ellenőriztük. Végül a pORTMAGE3 plazmidot a szekvencia-ellenőrzött telepekből kiűztük úgy, 

hogy a sejteket egy éjszakán át 42 °C-on antibiotikum mentes LBL tápközegben növesztettük.  

3.11  FELÜLETI TÖLTÖTTSÉG MEGHATÁROZÁSA 
 

A baktériumok felületi töltöttségében bekövetkezett változások vizsgálatához egy 

fluoreszceins-izotiocianát poly-L-lizin (FITC-PLL) (Sigma) kötődési vizsgálatot végeztünk el. 

FITC-PLL egy polikationos molekula, amit széles körben használnak a kationos AMP-k és 

töltött bakteriális membrán közötti interakciók vizsgálatára117. A vizsgálathoz a bakteriális 

sejteket egy éjszakán át növesztettük MS médiumban, utána kétszer átmostuk foszfát 

pufferben (PBS). A sejteket OD600 0.1 értékre hígítottuk PBS-ben és a szuszpendált sejteket 

6.5 µg/ml FITC-PLL felhasználásával inkubáltuk 10 percig, majd az inkubált szuszpenziót 

lecentrifugáltuk (5500 r.p.m., 5 perc).  A FITC-PLL kötődik a membrán külső felszínén 

található negatív töltésekhez, ezáltal a felülúszóban maradt FITC-PLL mennyiségéből 

következtetni lehet a membrán töltöttségi szintjéhez. A felülúszóban maradt FITC-PLL 

mennyiségét fluorometriai módszerrel határoztuk meg (gerjesztés 500 nm, kibocsátás 530 

nm, Biotek Synergy H1 lemez leolvasó). A kötődött FITC-PLL mennyiségét a kontroll és a nem 

kötött FITC-PLL mennyisége közötti különbségből következtettünk.  Minél kisebb a kötött 

FITC-PLL mennyisége, annál kevésbé negatív töltésű a sejtfelszín. 

3.12  HEMOLÍZIS VIZSGÁLAT 
 

Kísérleteink során vizsgáltuk a legígéretesebb AMP-k toxicitását. Ehhez hemolízis vizsgálatot 

végeztünk. A humán vörösvértesteket egészséges páciensektől gyűjtöttük EDTA tartalmú 

csövekbe. (hemoglobin (Hg) koncentráció 150-160 g/l).  600µl EDTA-vér keveréket mostunk 

TBS pufferben (10nM TRIS, 150nM NaCl) és centrifugáltuk (1500 g, 1 perc), így a felülúszó 

színtelen lett. A pelletet 5 ml TBS pufferben szuszpendáltuk fel. Az így kapott 
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sejtszuszpenzióból 100 µl-t pipettáztunk az adott szerből készült hígítási sorra. A mintákat 1 

órán át inkubáltuk 37 C°-on, majd lecentrifugáltuk (1500 g, 1 perc). A felülúszó optikai 

denzitását 96 lyukú lemezeken mértük le 565 nm-en (Multiskan FC lemezolvasó, Thermo 

Scientific). Pozitív kontrollnak 50 µg/ml mellitint, negatív kontrollnak TBS-t használtunk. A 

hemolitikus hatást az alábbi módon számoltuk ki: Hemolitikus hatás = (szer OD565 – TBS 

OD565) x 100/(mellitin OD565 – TBS OD565).  
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4 EREDMÉNYEK 

 

4.1 AZ AMP-KKEL ÉS ANTIBIOTIKUMOKKAL VÉGZETT LABORATÓRIUMI EVOLÚCIÓ 

EREDMÉNYEI 
 

Munkánk fő célja az AMP-kkel és antibiotikumokkal szembeni adaptációs képesség 

összehasonlítása volt. Ehhez elsődlegesen egy széles körben alkalmazott Escherichia coli K-12 

BW 25113 törzset vizsgáltunk, mint kiindulási törzset. Az evolúciós kísérletet ennek a 

törzsnek egy egyedi klónjával végeztük el a 14 AMP vagy 12 antibiotikum egyikére. Minden 

szerrel szemben 10 párhuzamos populációt adaptáltattunk, a kísérlet végén 138 AMP 

adaptált vonalat és 120 antibiotikum adaptált vonalat generáltunk. Az evolúciós kísérlet 

felépítése lehetővé tette, hogy a legnagyobb rezisztenciát alakíthassák ki a populációk egy 

adott idő periódusban. A 20 átoltás során ~120 generáción keresztül vizsgáltuk az E.coli 

adaptációs képességét az egyes szerekkel szemben. Az evolúciós kísérlet végén minden 

adaptált populációból egyedi klónt izoláltunk és ennek az egyedi klónnak az MIC értékét 

hasonlítottuk a kiindulási törzs MIC-hoz. A tanulmány során ennek a relatív MIC változásnak 

az értékével vizsgáltuk az AMP-kkel és antibiotikumokkal szemben kialakuló rezisztenciát.  

Az evolúciós kísérletek során antibiotikumokkal szemben nagymértékű rezisztencia alakult ki, 

mint azt korábbi tanulmányokból jól ismert118–120. Az antibiotikumokkal szemben kialakult 

relatív MIC változás mediánja 90, és tízszeres és tízezerszeres közötti értékeken mozog. Mind 

a 10 párhuzamos vonal tudott valamilyen szintű rezisztenciát kialakítani minden 

antibiotikum esetében (7. ábra).  

Ezzel ellentétben az AMP-kkel szemben sokkal változatosabb rezisztencia mintázatot 

láthatunk.  Az antibiotikumokhoz hasonlóan több AMP-vel szemben is kialakult rezisztencia, 

bár az AMP-k esetében a kialakult rezisztencia szignifikánsabb kisebb és sokkal változatosabb 

(p <0.0001, egyoldalú permutációs teszt). A 14 AMP-ből két AMP-vel szemben az 

antibiotikumokkal összevethető mértékű rezisztencia alakult ki. A legmagasabb relatív MIC 

értékek a Polymixin- B-vel (PXB) szemben alakultak ki. A PXB, mely szerkezetét és 

hatásmechanizmusát tekintve közeli rokona a kolisztinnek, amit a klinikumban mint utolsó 

mentsvárat alkalmaznak, és a vele szembeni rezisztenciát már széles körben tanulmányozták 
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és leírták121. Korábbi tanulmányokkal összhangban egyaránt kialakult rezisztencia a protamin 

A (PROA), PR39 és pexiganan (PEX) antibiotikumokkal szemben21,22,122. Emellett az általunk 

használt humán AMP-kkel (HBD3, LL37) szemben is kialakult rezisztencia (7. ábra).  

Az antibiotikumoknál tapasztalt rezisztencia evolúcióval ellentétben több AMP-vel szemben 

nem, vagy csak kismértékű rezisztencia alakult ki az. A kialakult átlagos relatív MIC kisebb 

volt, mint 3 CP1, IND, PGLA és PLEU AMP-k esetében. A TPII és R8 AMP-k kiemelkednek az 

általunk használt szerek közül, hiszen az evolúciós kísérlet után nem detektáltunk relatív MIC 

változást ezekkel a szerekkel szemben. Ahhoz, hogy a TPII rezisztencia mentességét tovább 

vizsgáljuk, elvégeztük az evolúciós kísérletet egy mutátor E.coli törzzsel is (E.coli mutD5)123, 

de a megnövekedett mutációs ráta sem eredményezett relatív MIC változást (7. ábra).  

 

 

7. ábra E.coli K-12 BW25113 relatív MIC értékei az evolúciós kísérlet után. Az evolúciós kísérletben a 
14 AMP (kék) vagy a 12 antibiotikum (piros) egyikéhez adaptáltattuk az E.coli törzset. Összességében 
az AMP-khez adaptál vonalak (N=138) szignifikánsan kisebb rezisztenciát fejlesztettek, mint az 
antibiotikumhoz adaptált vonalak (N=120) (p <0.0001, egyoldalú permutációs teszt). Az elért 
rezisztencia szint változatosabb volt az AMP-k esetében (N=14), mint az antibiotikumokkall végzett 
kísérletes során (N=12) (p=0.03478 F-teszt). Minden adatpont egy paralel vonal relatív MIC értékét 
reprezentálja. A mutátor mutD5 törzzsel és a TPII AMP-vel végzett evolúciós kísérlet eredményét 
csillag jelöli az ábrán. A relatív MIC értékeket a 2. függelék tartalmazza. 
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A továbbiakban azt vizsgáltuk, hogy a két szélsőséges relatív MIC változás megfigyelhető-e 

klinikailag jelentős patogén törzsek esetében is. Ehhez olyan evolúciós kísérleteket 

végeztünk el, melyben E.coli ATCC 25922, K.pneumoniae ATCC 10031, A.baumannii ATCC 

17978 és S. enterica LT2 törzseket adaptáltattunk PXB és TPII -hez. A korábbi eredményekhez 

hasonlóan a törzsek nagymértékű rezisztenciát fejlesztettek ki PXB-vel szemben. Ezzel 

ellentétben az TPII-vel szemben nem, vagy csak nagyon kismértékű relatív MIC változást 

tapasztaltunk minden törzs esetében (8. ábra).  

 

8. ábra Klinikailag releváns baktériumok relatív MIC értékei. A TPII-höz adaptált törzsek 
szignifikánsan kisebb rezisztencia értékeket értek el, mint a PXB-hez adaptáltatottak. (*** a minimum 
p=1,65x10-4 értéket jelöli, kétoldalú Mann-Whitney test, N=10 minden csoportban). Salmonella 
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium LT2 röviden S. enterica LT2 néven szerepel az ábrán. 
Minden adatpont egy paralel vonal relatív MIC értékét reprezentálja. A relatív MIC értékeket a 2. 
függelék tartalmazza. 
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4.2 A KIALAKULT REZISZTENCIA FITNESZ KÖLTSÉGE 
 

Mint antibiotikum rezisztencia vizsgálatokból tudjuk124, a kialakult rezisztenciának bizonyos 

költségei vannak. Ez a költség a rezisztens baktériumok növekedési képességet befolyásolják 

antibiotikum mentes környezetben, ezért jelentős hatása van a kialakult rezisztencia 

elterjedésére125. Ahhoz, hogy megvizsgáljuk, milyen költsége van a kialakult AMP 

rezisztenciának a fitneszre, laboratóriumi körülmények között mértük a rezisztens vonalak 

növekedési képességeit és összehasonlítottuk az antibiotikum rezisztens törzsek növekedési 

képességeit. Ehhez megmértük 38 AMP rezisztens vonal és 60 antibiotikum rezisztens vonal 

növekedési görbéjét antibakteriális szer mentes tápközegben és kiszámoltuk a görbe alatti 

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

nak szignifikánsan alacsonyabb fitnesze volt a vad típushoz képest.  

A relatív fitnesz jelentősen eltért az antibiotikumok és az AMP-k között. Az AMP-adaptált 

vonalak fitnesz költsége (N = 38) szignifikánsan alacsonyabb volt, mint az antibiotikumhoz 

adaptált vonalak fitnesze (N = 60) (P < 2,2e-16, kétoldalú Mann–Whitney U-teszt) (9. ábra).  

 

9. ábra A rezisztens vonalak relatív fitnesz értéke. A fitneszt antibakteriális szer mentes tápközegben 
mértük és kiszámoltuk a növekedési görbék görbe alatti területét. Az értékek a vad típus (szürke szín) 
értékére lettek normalizálva. A relatív fitnesz értékeket lásd: Spohn et al. Nat. Comm. 2019. 
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Az általunk megfigyelt mintázat nem tükrözi az AMP és az antibiotikum törzsek közötti 

rezisztencia szintek különbségeit. Csak gyenge, marginálisan szignifikáns negatív korreláció 

figyelhető meg a rezisztencia és a fitnesz költség között (Spearman, rho= -0.24, p= 0.016, 

N=98), és ez a különbség megszűnik, ha az antibiotikumokat és AMP-ket külön vizsgáljuk 

(antibiotikum: p=0.6, N=60; AMP: p=0.39, N=38) (10. ábra). Ezekből az eredményekből arra 

következtethetünk, hogy az általunk vizsgált AMP-kkel szembeni rezisztencia hiánya a 

laboratóriumi evolúció során nem magyarázható a fitnesz költségek különbségével. 

 

10. ábra A relatív fitnesz és a relatív MIC közötti korreláció. Az AMP és antibiotikum együttes 
vizsgálata esetén gyenge korrelációt figyelhetünk meg (Spearman, rho= -0.24, p= 0.016, N=98), a 
korreláció megszűnik, ha az antibakteriális szereket külön vizsgáljuk (antibiotikum: p=0.6, N=60; AMP: 
p=0.39, N=38) 
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4.3 AZ ADAPTÁCIÓS KÉPESSÉGET BEFOLYÁSOLÓ FIZIKAI-KÉMIAI TULAJDONSÁGOK 
 

Az AMP-k fizikai-kémiai tulajdonságainak jelentős szerepe van az antibakteriális hatásra 

illetve a toxicitásra. Ellenben ezeknek a tulajdonságoknak a rezisztenciára gyakorolt hatása 

még nem ismert. Ezért megvizsgáltuk, hogy van-e összefüggés az AMP-k fizikai-kémiai 

tulajdonságai és a velük szemben kialakult relatív MIC értékek között. Ehhez az általunk 

használt 14 AMP-nek összegyűjtöttük, illetve kiszámoltuk a fizikai-kémiai sajátságaikat és 

megvizsgáltuk, hogy milyen mértékben korrelálnak ezek a tulajdonságok az AMP-vel 

szemben kialakult rezisztenciával. Elemzésünk kimutatta, hogy a rezisztenciára kevésbé 

hajlamos AMP-k általában kevesebb poláris és pozitív töltésű aminosavat tartalmaznak, és 

fokozott hidropaticitással rendelkeznek (11. ábra). 

 

 

11. ábra A kialakult rezisztencia korrelál az AMP-k fiziológiai tulajdonságaival. Minden adatpont az 
E.coli K-12 BW25113 elvégzett evolúciós kísérletből származó átlagos relatív MIC változást 
reprezentálja. A.) Poláris aminosavak (Spearman’s rho=0.58, p=0.03, N=14) B.) Pozitívan töltött 
aminosavak (Spearman’s rho=0.62, p=0.02, N=14) C.) Az AMP hidropaticitása (Spearman’s rho=-0.73, 
p=0.002, N=14). A kék vonalak a LOESS simítási módszerrel illesztett görbét jelzik. Az AMP-k további 
fizikai-kémiai tulajdonságait lást: Spohn et al. Nat. Comm. 2019 
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4.4 KORLÁTOZOTT KERESZTREZISZTENCIA A REZISZTENCIÁRA KEVÉSBÉ HAJLAMOS 

AMP-KKEL SZEMBEN 
 

Ha egy adott szerrel szemben kialakult rezisztencia mechanizmus rezisztenciát biztosít egy 

másik antibiotikummal szemben is, akkor keresztrezisztenciáról beszélünk. Ez a jelenség 

gyakori az antibiotikumok körében, és főleg azoknál az antibiotikumoknál figyelhető meg, 

melyeknek hasonló a hatásmechanizmusa. Mivel az AMP-k egyik fő célpontja a bakteriális 

membrán, ezért a kialakult rezisztencia folyamatok hatással lehetnek más AMP-kkel 

szembeni érzékenységre is. Megvizsgáltuk, hogy azok a vonalak, melyek rezisztenciát 

fejlesztettek ki egy AMP-vel szemben, rendelkeznek-e csökkent érzékenységgel azokkal az 

AMP-kkel szemben, ahol a laboratóriumi evolúció során nem, vagy csak kismértékű 

rezisztencia alakult ki. Ehhez izoláltunk 38 független vonalat azokból az adaptációs 

kísérletekből, ahol a laboratóriumi evolúció során jelentős rezisztencia alakult ki és 

megmértük az érzékenység változásokat a rezisztenciára kevésbé hajlamos AMP-kkel 

szemben (PLEU, PGLA, R8, IND, TPII és CP1).  Megvizsgáltuk azt is, hogy ezeknek a 

vonalaknak hogyan változott az érzékenysége a humán LL37 AMP-vel szemben. 

Keresztrezisztenciának tekintjük, ha egy vonal rezisztenciája kétszeresére növekedett a 

kiindulási törzshöz képest.  

A lehetséges AMP és rezisztens vonal kombinációk 13.4% mutat keresztrezisztenciát. (12. 

ábra) Emellett az általunk vizsgált 38 vonalból csak 5 mutat keresztrezisztenciát a humán 

LL37 AMP-vel szemben. Ebből az öt vonalból 4 CAP18 adaptált vonal. A CAP18, az LL37-hez 

hasonlóan szintén cathelicidine AMP, vagyis jelentős kémiai- és funkcióbeli hasonlóság van a 

két AMP között126, ami magyarázhatja a keresztrezisztenciát. Egy vonal sem mutat 

érzékenység változást a TPII, CP1 és R8 AMP-kkel szemben. Ez az eredmény további 

bizonyíték, hogy a rezisztencia ezekkel az AMP-kkel szemben nagyon ritka.  
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12. ábra Az AMP rezisztens vonalak keresztrezisztenciája a rezisztenciára kevésbé hajlamos AMP-
kkel és a humán LL37-tel szemben. A hierarchikus klaszterezést külön-külön hajtottuk végre a 
sorokon és az oszlopokon, teljes összekapcsolási módszerrel, euklideszi távolság mértékkel a nyers 
MIC adatokon. Színkód: kék -> járulékos érzékenységet (relatív MIC minimum 0,5), narancssárga -> 
keresztrezisztenciát (relatív MIC minimum 2), fehér -> nincs, vagy minimális a változás (0,5 és 2 
között), szürke -> nem releváns. Az AMP-rezisztens vonalakat az evolúciós kísérlet során alkalmazott 
AMP-ről és a megfelelő vonal sorszámáról neveztük el. 
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4.5 AZ AMP REZISZTENCIA MOLEKULÁRIS MECHANIZMUSAI 
 

A rezisztencia molekuláris hátterének vizsgálatához az előzetesen kiválasztott 38 AMP 

rezisztens vonal teljes genomját megszekvenáltuk. Ehhez az Illumina platformot alkalmaztuk 

és bioinformatikai módszerekkel azonosítottuk az evolúció során felhalmozódott 

pontmutációkat (single nucleotide polymorphisms (SNP)), kis inszerciókat és deléciókat. A 

számítások alapján, 197 független mutációs eseményt azonosítottunk. Átlagosan 1.45 

deléciót, 0.61 inszerciót és 2.21 SNP-t azonosítottunk vonalanként. Annak statisztikai 

tesztelésére, hogy a nem szinonim és a szinonim SNP-k aránya magasabb-e a vártnál egy 

neutrális evolúciós modell alapján, egy korábban ismertetett módszert alkalmaztunk127. A 

model különösen alkalmas olyan kísérleti evolúciós vizsgálatok elemzéséhez, ahol korlátozott 

számú mutációs esemény következik be128. Röviden, figyelembe vettük a fehérjekódoló 

régiókban megfigyelt összes különböző pontmutációt, és kiszámítottuk annak 

valószínűségét, hogy vajon 94% vagy nagyobb mértékű szubsztitúció nem szinonim 

szubsztitúciót eredményez, ha véletlenszerű kódoló pozícióban fordul elő. A szekvenált 

vonalak genomjában megfigyelt nem szinonim szubsztitúciók szignifikánsan gyakoribbak, 

mint a szinonim szubsztitúciók (p = 0,000004, egyoldali permutációs teszt128).  

Az érintett gének 30 százaléka ismételten (legalább három esetben) mutációt szenvedett el, 

és ezeknek a géneknek a 94%-a szerzett mutációkat legalább két különböző AMP-hez 

adaptált vonalban. Az általunk megfigyelt mutációkból már többet leírtak korábbi 

tanulmányokban. A leggyakoribb mutációkat a waa génekben figyeltük meg. Ezek a gének a 

lipopoliszacharid (LPS) felépítésében töltenek be kulcsszerepet. A waaY mutációja által 

biztosított rezisztenciát már korábban leírták LL37-nek ellenálló S. enterica esetében129.  

Emellett több vonalban is azonosítottunk mutációkat a BasS-BasR kétkomponensű szenzor 

fehérjék génjeiben, mely jelentős szabályozó szerepet tölt be a stressz hatására bekövetkező 

külső membrán átrendeződésben.  A basS-basR génekben, vagy azok analógjaiban 

bekövetkezett mutációkat korábban megfigyeltek PXB vagy kolisztin rezisztens E.coli illetve 

S. enterica esetében130,131,132. A PROA-val szemben kialakult rezisztencia kialakulhat a CpxAR 

kétkomponensű szabályozó rendszer génjeinek mutációján keresztül, amelyeket korábbi 

tanulmányokból már ismerünk133,134. A szakirodalomban leírt és az általunk is megfigyelt lpxC 

mutációja colistin rezisztenciát okoz A.baumannii törzsekben is135. Az általunk vizsgált prolin-

arginin gazdag AMP-k esetében gyakran megfigyelhető sbmA mutáció szintén megtalálható 
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több vonalban is. Az SbmA egy transzporter fehérje, amely kulcsszerepet játszik a prolin-

arginin gazdag AMP-k felvételében. Mutációja meggátolja az AMP sejtbe való jutását, ezzel 

ellehetetlenítve a célpontjának megközelítését20,136. Végezetül több vonalban is mutációkat 

figyeltünk meg a pitA génben, melyet korábban PROA rezisztens Yersinia pestis esetében is 

leírtak137. A PitA egy foszfát transzporter, mutációja által közvetített rezisztencia nem 

teljesen tisztázott. (13. ábra) 

 

 

13. ábra 38 AMP rezisztens vonal rezisztencia profilja. Az ábra a laboratóriumi evolúció során 
kialakult független mutációkat és egyes útvonalakat érintő mutációkat mutatja be az AMP-k 
függvényében. A színek az adott AMP-kkel szemben adaptált vonalakban bekövetkezett egyedi 
mutációk számát jelzi. OM-külső membrán (other membrane), PL-foszfolipid (phospholipid), LPS-
lipopoliszacharid (lipopolysaccharide), Δ- gén deléció. A mutációkat, lást: Spohn et al. Nat. Comm. 
2019  
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A továbbiakban megvizsgáltuk, hogy a gyakori mutációk okoznak-e rezisztenciát azokkal az 

AMP-kkel szemben, melyekre nem alakult ki rezisztencia a laboratóriumi evolúció során. 

Ehhez a humán HBD3 adaptált vonalakban azonosított BasS (basS L194R), MlaD (mlaD 

a342del) és WaaY (waaY M1†) fehérjéket mutáltattuk az eredeti E.coli K-12 BW25113 

törzsben pORTMAGE technológiával. A visszavitt mutációk továbbra is rezisztenciát 

biztosítanak HBD3-mal szemben, de TPII, R8 és CP1-gyel szemben nem (4. táblázat). Ezekből 

következtethetünk, hogy a gyakori AMP rezisztencia mutációk nem biztosítanak rezisztenciát 

az általunk azonosított rezisztenciára kevésbé hajlamos AMP-kkel szemben. Megvizsgáltuk, 

hogy az általunk használt másik humán AMP-vel, az LL37-tel szemben biztosítanak e 

rezisztenciát ezek a gyakori mutációk. A visszavitt mutációk csak elhanyagolható mértékű 

keresztrezisztenciát biztosítottak az LL37-tel szemben.  

 

4. táblázat: az egyedi mutációk hatása egyes AMP-kkel szemben mutatott érzékenységre. 

 

4.6 AZ AMP REZISZTENCIA A KEVÉSBÉ NEGATÍV MEMBRÁN KÖVETKEZMÉNYE 
 

Az LPS a bakteriális külső membrán egyik meghatározó felszíni képlete, többek között 

hatással van a bakteriális külső membrán negatív töltésére138. Szerkezetének megváltozása 

ez által befolyásolja a sejtfal felszíni negatív töltöttségét, mely az elektrosztatikus 

kölcsönhatáson keresztül befolyásolja a baktérium ellenálló képességét a pozitívan töltött 

AMP-kkel szemben. A teljes genom szekvenálási eredményekből láthatjuk, hogy a 

mutálódott gének jelentős részének hatása van az LPS szintézisére és külső membránba 

transzportálására. Ezért feltételeztük, hogy a rezisztens törzsek ellenálló képessége a 

csökkent felszíni töltöttséggel magyarázhatók. A hipotézisünk teszteléséhez megmértük 16 

reprezentatív vonal felszíni töltöttségét. A relatív felszíni töltöttséget a baktériumok 

felszínéhez kötött, pozitívan töltött FITC-PLL mennyiségéből számoltuk a vad típus értékéhez 

viszonyítva. Kísérletekben kimutattuk, hogy a 16 AMP rezisztens vonalból 10 esetében 

szignifikánsan csökkent a felszíni negatív töltés a vad típushoz képest (14. ábra). Azok a 
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törzsek, amelyeknél szignifikáns különbséget mutattunk ki gyakran hordoznak mutációt a 

BasS-BasR kétkomponensű szenzor rendszerben. A basS gén mutációja jelentősen 

befolyásolta a felszíni negatív töltöttséget, ha visszavittük E.coli K-12 BW25113 törzsbe. 

Emellett valószínű, hogy a mutáns gének kombinációjának is jelentős befolyással van a 

felszíni negatív töltöttség kialakulására.  

 

14. ábra Az egyes AMP adaptált vonalak és egyedi mutánsok felszíni töltöttségének változása. A 
jobb oldali táblázat a vizsgált törzsekben található waa, mla illetve bas gének mutációit jelöli. Az 
AMP-rezisztens vonalakat az evolúciós kísérlet során alkalmazott AMP-ről és a megfelelő vonal 
sorszámáról neveztük el. Minden adatpont a 9 biológiai replikátum egyikének relatív fluoreszcencia 
egységét jelöli. A szignifikancia szintjét a boxplotoknál jelölt szürke csillagok jelölik. (* p <0.05, ** p 
<0.01, *** p <0.001, kétoldalú Dunnett teszt, N=9 minden csoportban.) 
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4.7 A GÉNAMPLIFIKÁCIÓ HATÁSA AZ AMP REZISZTENCIÁRA 
 

A génamplifikáció jelensége lehetővé teszi, hogy egy génből egyszerre több kópia is 

megtalálható legyen a genomban, mely ezáltal további lehetőségeket biztosít rezisztenciát 

biztosító mutációk megjelenésére, majd elterjedésére139,140. A génamplifikáció a 

természetben a nagy fitneszköltség miatt instabil, ezért nehezen figyelhető meg 

laboratóriumi körülmények között141. Ezért a génamplifikáció jelentőségének vizsgálatához 

az ASKA kollekciót használtuk, mely tartalmazza az E.coli minden ORF régióját egy 

túltermeltető plazmidon109. Ezzel a mesterségesen felépített könyvtárral vizsgáltuk a 

génamplifikáció jelentőségét az általunk vizsgált 14 AMP és 11 antibiotikum rezisztenciájára.  

A CHL az ASKA plazmid szelekciós markere109, ezért ezt az antibiotikumot kizártuk ebből a 

kísérletből. Az E. coli K-12 BW25113 törzset transzformáltuk az egyesített ASKA plazmidokkal 

és ezt a genetikailag kevert populációt tettük ki AMP és antibiotikum növekvő 

koncentrációjának. Mindegyik gyógyszer esetében meghatároztuk az egyesített ASKA 

plazmid könyvtár MIC-értéket és összehasonlítottuk az üres ASKA plazmidot hordozó vad 

típusú törzs MIC értékével. Antibiotikumok esetében az egyesített ASKA könyvtár 2-64-

szeres MIC növekedést eredményezett, ami jelzi, hogy a génamplifikációnak jelentős hatása 

van az antibiotikum rezisztencia kialakulására. Korábbi tanulmányokkal összhangban a TRM 

MIC 32-szeresére növekedett a génamplifikáció hatására142. Ezzel ellentétben a 14 tesztelt 

AMP-ből 8 esetében nem növekedett meg az MIC. De a legnagyobb megfigyelt MIC 

növekedés is 1.6-szoros növekedést eredményezett (15. ábra).  

 

15. ábra A génamplifikáció hatása a rezisztencia szintjére. Az ASKA plazmid könyvtár túlzott 
expressziója szignifikánsan nagyobb rezisztenciát eredményezett az antibiotikumokkal szemben 
(N = 11), mint az AMP-kkel szemben (N = 14) (P < 0,0001, egyoldalú permutációs teszt). Minden 
adatpont a három biológiai ismétlés egyikének relatív MIC értékét jelenti. 
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4.8 TALAJMINTA FUNKCIONÁLIS METAGENOMIKAI VIZSGÁLATA 
 

A talaj egy jelentős forrása a rezisztencia géneknek. Antibiotikumok esetében már 

kimutatták, hogy patogén baktériumok be tudnak szerezni rezisztenciát biztosító géneket 

talajlakó baktériumoktól113,143. AMP-ket változatos organizmusok termelnek, melyek a 

különböző élőhelyek széles skáláján megtalálhatóak, ennél fogva a talajban is találhatunk 

olyan baktériumokat, amelyek AMP-t termelnek144,145,146. Ezen okok miatt feltételezzük, hogy 

a talaj nemcsak antibiotikum, hanem AMP rezisztenciát biztosító mechanizmusok forrásai is 

lehet. Ennek vizsgálatához a módszereknél ismertetett módon funkcionális metagenomika 

könyvtárat készítettünk talajmintából és ferde agar lemezen izoláltuk a mutációt biztosító 

kontigokkal rendelkező kolóniákat és a megfelelő DNS fragmenseken (kontigokon) található 

géneket. A kísérletben arra a 4 AMP-re fókuszáltunk, melyek a korábbi vizsgálatokban 

kevésbé voltak hajlamosak a rezisztenciára (R8, IND, TPII és CP1). Emellett 4 klinikailag 

jelentős antibiotikumot vizsgáltunk (TRM, TOB, CHL és CPR). Korábbi tanulmányokkal 

összhangban a vizsgált antibiotikumokkal szemben minden esetben találtunk független 

kontigokat, melyek rezisztenciát biztosítottak a vizsgált antibiotikumok ellen113,147. Ezzel 

szemben egyik vizsgált AMP esetében sem találtunk rezisztens kolóniákat (16. ábra). Ezek az 

eredmények arra engednek következtetni, hogy az AMP-kel szembeni rezisztencia gének 

ritkák a talajban.  

 

16. ábra Talajminta funkcionális metagenomikája. A funkcionális szelekció során 41 különböző 
antibiotikum-rezisztenciát biztosító DNS-kontigot (piros oszlop) azonosítottunk, míg AMP-
rezisztenciát átadó kontigokat nem találtunk (p = 2 × 10-16 kétoldali negatív binomiális regresszió). Az 
azonosított kontigok listáját lásd: Spohn et al. Nat. Comm. 2019. 
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4.9 TPII ÉS CP1 SZÉLES HATÁSSPEKTRUMÚ ÉS NEM TOXIKUS 
 

Komplex elemzésünkből láthatjuk, hogy az általunk vizsgált 14 AMP-ből több is kevésbé 

hajlamos arra, hogy a baktériumok rezisztenciát fejlesszenek velük szemben. Ebből a 

szempontból a TPII és CP1 különösen ígéretes jelöltek a további gyógyszerfejlesztési 

vizsgálatokhoz.  

A továbbiakban megvizsgáltuk, hogy milyen széles a TPII és a CP1 antibakteriális spektruma. 

Méréseink alapján elmondhatjuk, hogy a TPII aktív Gram-pozitív és Gram-negatív 

baktériumokkal szemben is, míg a CP1 Gram-pozitív baktériumok ellen már kevésbé 

hatékony (5. táblázat).  

 
Strain 

MIC (μM) MIC (μg/ml) 

 
CP1 TPII CP1 TPII 

G
ra

m
-n

eg
at

ív
 

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 
 subsp. cloacae 

ATCC 13047 
>9.6 3.5 >32 8 

Salmonella enterica subsp.  
enterica serovar typhimurium 

LT2 
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. 
pneumoniae 

ATCC 700603 
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 

G
ra

m
-p

o
zi

tí
v 

Enterococcus faecium ATCC 700221 >9.6 3.5 >32 8 

Streptococcus pyogenes ATCC 19653 >9.6 0.9 >32 2 

Staphylococcus aureus subsp. 
aureus 

ATCC 25923 
>9.6 3.5 >32 8 

Staphylococcus aureus subsp. 
aureus 

ATCC 29213 
>9.6 3.5 >32 8 

Methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus subsp. 

aureus 
ATCC 43300 

>9.6 3.5 >32 8 

 

5. táblázat: TPII és CP1 antibakteriális hatása 20 tesztelt baktériummal szemben. 
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Hemolízis assay-vel teszteltük a rezisztenciára kevésbé hajlamos AMP-k toxicitását. Az 

általunk vizsgált AMP-k alacsony hemolitikus hatást mutatnak (<10%) MIC körüli 

koncentrációban, de az R8 és IND magasabb koncentrációkban már jelentős hemolitikus 

hatással rendelkezik (6. táblázat).  

 hemolitikus hatás 

koncentráció 
(µg/ml) 

TPII CP1 IND R8 

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. táblázat: a rezisztenciára kevésbé hajlamos AMP-k hemolitikus aktivitása 

 

 

  



49 
 

5 AZ EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA 

 

Doktori munkám során az AMP-kkel szemben kialakuló rezisztenciát vizsgáltam 

antibiotikumokkal összehasonlítva. Kísérleteim során nagy áteresztőképességű módszereket 

alkalmaztam, azért, hogy egy megfelelően átfogó képet kapjunk az AMP-kkel szemben 

kialakuló rezisztenciáról, mindezt antibiotikumokkal szemben kialakuló rezisztenciával 

összevetve. A vizsgált antibakteriális szereket úgy válogattuk össze, hogy azok 

hatásmechanizmusa és felépítése változatos legyen, ezért 14 AMP-t és 12 antibiotikumot 

vizsgáltunk. A tanulmány során a de novo rezisztenciára fókuszáltunk, de figyelembe vettük a 

rezisztencia terjedésének további kulcsfolyamatait is: kitértünk a horizontális géntranszfer és 

a génamplifikáció rezisztenciára gyakorolt hatásaira is. Az általunk generált AMP-rezisztens 

baktériumok teljes genomját megszekvenáltuk, így azonosítani tudtuk a rezisztenciát 

biztosító folyamatokat.   

Eredményeink alapján az alábbi fő következtetésekre jutottunk: 

A laboratóriumi evolúciós kísérletek alapján kimutattuk, hogy az AMP-kkel szemben 

általánosan kisebb mértékű rezisztencia alakul ki, mint antibiotikumokkal szemben. Emellett 

kimutattuk, hogy a rezisztenciát biztosító folyamatok az AMP-k esetében nagyobb fitnesz 

költséggel jártak, amelyek negatívan befolyásolják a rezisztencia terjedését. Viszont ez a 

fitneszköltség önállóan nem elegendő a rezisztencia mentességhez.  

Az általunk vizsgált 14 AMP közül hattal szemben nem, vagy csak nagyon kismértékű 

rezisztencia alakult ki, mely az egyik legjelentősebb megfigyelésünk. Ezek közül az AMP-k 

közül vizsgáltuk a TPII, CP1, IND és R8 hemolitikus aktivitását, és kimutattuk, hogy a TPII és 

CP1 MIC értékeken felüli koncentrációban sem toxikus a humán sejtekre. Továbbá a TPII és 

CP1 széles hatásspektrummal rendelkezik. Emellett a TPII-vel szemben, a mesterségesen 

megemelt mutációs rátával rendelkező, E.coli mutD5 törzs és a klinikailag releváns patogén 

kórokozók sem tudtak jelentős mértékű rezisztenciát fejleszteni. Ezért ezek, a rezisztenciára 

kevésbé hajlamos AMP-k alkalmasak arra, hogy a rezisztencia mentes, hosszú távon 

hatékony antibiotikum fejlesztések középpontjába helyezzék.  

Az általunk vizsgált AMP-k közül azonosítottunk olyanokat, amelyekkel szemben 

nagymértékű, az antibiotikumokkal összevethető, rezisztencia alakult ki. A legmagasabb 
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relatív MIC értékeket a PXB-vel szemben figyeltük meg, amely felépítését tekintve rokona a 

kolisztin antibiotikumnak. A kolsztin egy úgynevezett “last-resort drug”, vagyis azokban az 

esetekben alkalmazzák, mikor már más antibiotikum nem hatékony a fertőzést okozó 

baktérium multidrog rezisztenciája miatt84. Fontos megjegyezni, hogy az elmúlt években 

kifejlesztett új antibiotikumok között gyakoriak a polimixin származékok13. Így a PXB-vel 

szembeni nagymértékű rezisztencia komoly aggodalomra ad okot.  

Az AMP-kkel szemben a rezisztencia kialakulása, az antibiotikumokkal összehasonlítva, 

további mechanizmusok által is korlátozott.  A horizontális géntranszfer a természetben 

gyakran bekövetkezik, és lehetővé teszi az egyazon fajhoz tartozó baktériumok közötti és az 

interspecifikus genetikai információ átvitelt, amellyel az akceptor sejtek különböző 

rezisztenciát biztosító folyamatokat szerezhetnek143. Ennek a folyamatnak vizsgálatához 

funkcionális metagenomikai módszereket alkalmaztunk. A vizsgált könyvtárat talajmintából 

nyert genetikai anyagból állítottuk össze. A talaj antibiotikumok tekintetében egy gazdag 

rezisztencia forrás143. Az általunk vizsgált antibiotikumok esetében ki is mutattuk, hiszen 

több olyan kontigot is azonosítottunk, amelyek rezisztenciát biztosítanak CHL, CPR, TOB és 

TRM antibiotikumokkal szemben. Ugyanakkor az általunk vizsgált AMP-kkel szemben nem 

azonosítottunk ilyen rezisztenciát biztosító kontigokat.  

Megvizsgáltuk a génamplifikáció hatását is, ami szintén jelentősen befolyásolja a rezisztencia 

kialakulását141. Kísérleteinkben egy mesterséges génamplifikációs modellt alkalmaztunk, 

melyben egy túltermeltető plazmid modellezi az egyes E.coli ORF-ek amplifikációját111. A 

túltermelő plazmidokat egy könyvtárba gyűjtöttük, majd egy eredetileg érzékeny E.coli 

baktériumba transzformáltuk, és mértük a fellépő MIC változást. Kísérleteinkben kimutattuk, 

hogy antibiotikumokkal összehasonlítva, a génamplifikáció nem biztosít rezisztenciát az 

általunk vizsgált AMP-kkel szemben. Kísérleteink során nem vizsgáltunk egyéb olyan 

folyamatokat, amelyek növelhetik az ellenálló képességet AMP-vel szemben. Az ilyen 

folyamatok, mint a perzisztencia148 vagy biofilm kialakulása149 további kutatásokat 

igényelnek. 

Az általunk megfigyelt rezisztencia folyamatok nem általánosak minden AMP-re. Korábbi 

kutatások kimutatták, hogy egy antibiotikummal szemben kialakult rezisztencia növeli az 

ellenálló képességet más antibiotikumokkal szemben is118. Mivel az AMP-knek hasonló a 

hatásmechanizmusuk, ezért komoly aggodalomra adhat okot, hogy egy kialakult rezisztencia 
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folyamat keresztrezisztenciát okoz a humán immunrendszerben megtalálható AMP-kre is. 

Ennek vizsgálatára megmértük, hogy milyen mértékben változik az ellenálló képessége 

azoknak az adaptált vonalaknak, amelyek jelentős rezisztenciát fejlesztettek ki az evolúciós 

kísérletben azokkal az AMP-kkel szemben, ahol jelentős rezisztencia nem volt megfigyelhető. 

Kimutattuk, hogy a keresztrezisztencia ritka. TPII, CP1 és R8 AMP-k esetében továbbra sem 

biztosítanak rezisztenciát a már kialakult mutációk. Emellett LL37-tel szemben csak a CAP18 

adaptált vonalak mutatnak keresztrezisztenciát. A CAP18 és LL37 hasonló szerkezeti 

felépítéssel rendelkezik126, ami magyarázza a csökkent ellenálló képességet.  

Kimutattuk, hogy az AMP-k fizikai-kémiai tulajdonságai hatással vannak az ellenük kialakuló 

rezisztencia mértékére. Azok az AMP-k, melyek több poláros illetve kevesebb töltött 

aminosavat tartalmaznak, vagy nagyobb a hidropaticitása, kevésbé hajlamosak a 

rezisztenciára. Az AMP-kkel szemben kialakuló rezisztencia és az AMP fizikai-kémiai 

tulajdonsága közötti kapcsolat további kutatásokat igényel. Hipotézisünk, hogy a peptidek 

hidropaticitása befolyásolja a membránba inszertálódás folyamatát, továbbá a csökkent 

pozitív töltéssel rendelkező fehérjék kevésbé érzékenyek az általunk megfigyelt csökkent 

felszíni töltöttség általi rezisztenciára. Ezek az eredmények iránymutatást adhatnak olyan 

peptidomimetikus molekulák fejlesztésére, melyek kevésbé hajlamosak a rezisztenciára és 

hosszú távon alkalmazhatóak.  

Végezetül a rezisztens sejtvonalak teljes genom szekvenálása során megfigyeltük, hogy a 

rezisztenciát biztosító folyamatok jelentős része a bakteriális külső membrán felépítését 

befolyásolja. A mutációkat hordozó géneknek jelentős szerepe van a membrán lipid 

összetételének kialakításában (mlaD)67, illetve az LPS molekula szintézisében és külső a 

felszínre transzportálásában (waaY, basSR)150,151. Ezek a folyamatok hatással vannak a külső 

felszín töltésére. Az AMP-k szelektív baktériumölő képessége az AMP pozitív töltése és a 

bakteriális membrán negatív töltése közötti elektrosztatikus kölcsönhatáson alapszik. 

Kimutattuk, hogy a rezisztenciával rendelkező sejtvonalak jelentős részének kevésbé negatív 

lett a felszíne a mutációk miatt, ami így biztosította a rezisztenciát.  

Összefoglalva, kimutattuk, hogy egyes AMP-kkel szemben laboratóriumi körülmények között 

nem vagy csak nagyon kismértékű rezisztencia alakul ki. Ezek a rezisztenciára kevésbé 

hajlamos AMP-k (TPII, CP1, R8, IND, PGLA, PLEU) a jövőbeli antibiotikum fejlesztési 

folyamatokban jó kiinduló pontok lehetnek olyan gyógyszerek fejlesztésére, melyeket hosszú 
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távon alkalmazhatunk a klinikumban a patogén baktériumokkal szembeni harcban. Az, hogy 

miért nem alakult ki rezisztencia egyes AMP-kkel szemben további kutatásokat igényel. 

Lehetséges magyarázatok, hogy az AMP-knek nem csak egy célpontjuk van, és a több 

célponttal rendelkező antibiotikumokkal szembeni rezisztencia komolya genetikai kihívást 

jelent a baktériumoknak43,79. A több célpontú antibiotikumok fejlesztése jelenleg az egyik fő 

irányvonal, ezért az AMP-k ebből a szempontból is ígéretes jelöltek lehetnek.  További 

magyarázat, hogy az AMP-k farmakodinamikai tulajdonságaikban jelentősen eltérnek az 

antibiotikumoktól. Baktericid hatásukat általában egy szűk dózis tartományon belüli fejtik ki, 

meredekebb dózis-hatás görbe figyelhető meg az AMP-k esetében, amely ellentétben áll 

számos antibiotikum farmakodinamikájával152. Ezek a megfigyelések szintén további, in vivo 

kutatásokat igényelnek. 
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8 ÖSSZEFOGLALÁS 

 

Az antibiotikumok felfedezése jelentős mértékben hozzájárult a nyugati orvoslás sikereihez. 

A bakteriális fertőzések miatti halálozások száma csökkent és az antibiotikumok használata 

lehetőséget biztosított egyéb sebészeti eljárások eredményes kivitelezéséhez. Az ilyen 

sikerek után az antibiotikumokat felelőtlenül alkalmazták akkor is, amikor az antibiotikum 

kezelés indokolatlan volt. Az antibiotikumok előnyeit a mezőgazdaság is kihasználta, úgymint 

tömeges használatukkal növelték az állományt és ezzel a hozamot. A nagymértékű 

használatnak köszönhetően a baktériumokat olyan globális szelekciós hatás érte, mely 

lehetővé tette a rezisztencia folyamatok elterjedését, ezzel elkezdődött egy az óta is tartó 

versengés az antibiotikum fejlesztők és rezisztens baktériumok között. Az antibiotikumok 

aranykora óta több ezer antibiotikumot fedeztek fel, illetve fejlesztettek ki. Ennek ellenére 

mostanra az antibiotikum rezisztencia olyan méreteket öltött, hogy egyes baktériumokra 

már nem hatnak a forgalomba lévő antibiotikumok, vagyis multidrog rezisztensek lettek. Az 

ilyen kórokozók egyre gyakoribbak. Ahhoz, hogy fel tudjuk venni a harcot a multidrog 

rezisztens baktériumokkal újabb szereket kell felfedezni, de az elmúlt negyven évben 

jelentősen csökkent az újonnan felfedezett antibiotikumok száma. A klasszikus 

antibiotikumok felfedezése során tapasztalt kudarcok vezettek az antibiotikumok 

alternatíváinak népszerűsödéséhez.  

Az antimikrobiális peptidek (AMP-k) potenciális jelöltek a bakteriális fertőzések kezelésére, 

mint az antibiotikumok alternatívái. Jelenleg több mint 2000 AMP-t ismerünk, melyek 

változatos felépítésű, általában rövid, pozitívan töltött peptid molekulák. Ölő hatásukat 

szelektíven fejtik ki baktériumokkal szemben, ami a pro- és eukarióta membrán 

felépítésének különbségéből következik. A pozitívan töltött AMP-k elektrosztatikusan 

vonzódnak a negatívan töltött bakteriális membránhoz, ellenben ez az elektrosztatikus 

vonzás nem jön létre a semleges felszíni töltéssel rendelkező eukarióta sejtekkel szemben. 

Az AMP-k fő támadási pontja a bakteriális membrán. Az elektrosztatikus vonzás után 

beékelődnek a membránba, ahol pórusokat formálva megtörik a membrán integritását, ami 

a bakteriális sejt halálához vezet. Emellett az AMP-kről kimutatták, hogy több sejten belüli 

célponttal is rendelkeznek, képesek gátolni a DNS és fehérje szintézist, valamint a sejtek 

osztódását is. Az antibakteriális hatáson túl mutatva az AMP-k hatékonyak vírusok, gombák 
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és rákos sejtek ellen is, illetve az immunrendszer szabályozásában is aktív szerepet töltenek 

be. Jelenleg több AMP származék is klinikai engedélyeztetés alatt van, illetve számos 

nanotechnológiai és biotechnológiai megközelítés fejlesztés alatt áll, amellyel növelhető az 

AMP-k hatékonysága és aktivitása.  

Jelen munkában arra kerestük a választ, hogy az AMP-k hosszú távon, rezisztencia mentesen 

használhatóak-e az antibiotikumokkal összehasonlítva. A kérdés két szempontból is fontos. 

Először, az AMP-k természetes formájukban nem alkalmazhatóak a klinikumban, ezért a 

költséges és hosszadalmas fejlesztési folyamatok előtt szükséges megvizsgálni, hogy az AMP-

kkel szemben milyen mértékben alakul ki rezisztencia. Másodszor, mivel az AMP-k a 

természetes immunitás szerves részét képezik, a velük szemben kialakuló rezisztencia 

befolyásolhatja az immunrendszer hatékonyságát. Ez komoly veszélyforrást jelenthet az 

AMP-knek és vele egy időben az immunrendszernek is ellenálló patogén korokozók 

megjelenésére. A rezisztencia folyamatok felderítéséhez rendszer szinten vizsgáltuk az AMP-

kkel szemben kialakuló rezisztenciát, figyelembe véve az AMP-k változatos felépítését és 

hatásmechanizmusát. Megvizsgáltuk a rezisztencia kialakulásának a különböző lehetőségeit, 

mindezt úgy, hogy a kapott eredményeket összehasonlítottuk az antibiotikumok esetében 

megfigyelt rezisztencia mértékével. Így egy átfogó képet kaptunk arról, hogy az AMP-k 

mennyire hajlamosak a rezisztenciára antibiotikumokkal összehasonlítva.  

Kísérleteinkkel kimutattuk, hogy az AMP-k kevésbé hajlamosak a rezisztenciára. Az általunk 

elvégzett laboratóriumi evolúciós kísérletben megfigyeltük, hogy a vizsgált 14 AMP-vel 

szemben szignifikánsan kisebb rezisztencia alakult ki, mint a vizsgált 12 antibiotikum 

esetében. Megfigyeltük, hogy az AMP-kkel szemben kialakuló rezisztencia széles skálán 

mozog, hiszen egyes AMP-kkel szemben (PXB, CAP18) az antibiotikumokkal hasonló mértékű 

rezisztencia alakult ki, míg több AMP-vel szemben (TPII, R8, IND, PGLA) nem, vagy csak 

nagyon kismértékű. Hasonló mintázatot kaptunk klinikailag jelentős patogén baktériumok 

esetében is.  Kimutattuk, hogy a kialakult rezisztenciához jelentős mértékben hozzájárulnak 

az olyan mutációk megjelenése, melyek csökkentik a bakteriális membrán felszíni 

töltöttségét, így meggátolva az AMP-k első, elektrosztatikus vonzási lépését. További 

vizsgálatokat végeztünk azokkal az AMP-kkel, amelyekkel szemben a laboratóriumi 

evolúcióban nem, vagy kismértékű rezisztencia alakult ki. Kimutattuk, hogy a 

keresztrezisztencia folyamatok ritkák a rezisztenciára kevésbé hajlamos AMP-kkel szemben. 
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Emellett megfigyeltük, hogy bár a humán LL37-tel szemben ki tud alakulni rezisztencia, de a 

más AMP-vel szemben kialakult rezisztencia nem csökkenti az érzékenységet LL37-tel 

szemben. Ebből a megfigyelésből arra következtethetünk, hogy az egyes AMP-kkel szemben 

kialakult rezisztenciák nem univerzálisak, hanem specifikusak egy AMP-vel vagy AMP 

csoporttal szemben. Végül kimutattuk, hogy a génamplifikáció és a horizontális géntranszfer, 

mint gyakori rezisztenciaszerző folyamatok, szintén nem biztosítanak rezisztenciát az 

általunk vizsgált, rezisztenciára kevésbé hajlamos AMP-kkel szemben. Munkánkkal 

bebizonyítottuk, hogy előzetes vizsgálatokkal találhatunk rezisztenciára kevésbé hajlamos 

AMP-ket, melyek jó kiinduló pontjai lehetnek olyan antibakteriális gyógyszerek fejlesztésére, 

melyeket hosszú távon, biztonságosan tudunk használni. 
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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 (TPII, 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  FÜGGELÉK 

1. függelék:  

E. coli K-12 BW25113 dózis-hatás görbéi az általunk használt AMP-kkel  és antibiotikumokkal 

szemben. Minden adatpont 3 biológiai replikátum átlaga (± SE). Az antibakteriális szerek rövidítését 

lásd az 1. és 2. táblázatban. 
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2. függelék: Az evolúciós kísérlet után meghatározott relatív MIC változások 

a: az AMP adaptált E.coli K-12 BW25113 törzsek relatív MIC értékei. A kék színnel jelölt törzsekkel 

végeztük a további analíziseket. 

 

b: az antibiotikum adaptált E.coli K-12 BW25113 törzsek relatív MIC értékei: 

 

c: a TPII adaptált E.coli mutD5 törzs relatív MIC értékei:  
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d: az AMP adaptált klinikailag releváns törzsek relatív MIC értékei:

 

 

 


