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Bevezetés

Az antibiotikum rezisztencia jelensége napjaink nagyon is aktudlis ¢és siirgetd
orvostudomanyi problémajat képviseli. A rezisztens tOrzsek megjelenése nemcsak a
fert6zo betegségek kezelhetdségét veszélyezteti, hanem szdmos olyan gyogyaszati kezelést
¢s beavatkozast is, melyekhez elengedhetetlen az antibiotikumok alkalmazasa. Az
antibiotikum rezisztencia jelenségének vizsgalata orvosbiologiai vonatkozasai mellett
evoluciobiologiai szempontbdl is jelentds, hiszen egyike azon kevés evollcios
folyamatoknak, amelyeket valos idoben lehet vizsgalni.

Mikroorganizmusok esetén a két legfontosabb mechanizmus az antibiotikum
rezisztencia kialakulasadban a horizontalis génatadas (gén-transzfer), valamint a
rezisztenciat okozd kromoszémalis (endogén) mutaciok felhalmozéasa. Antibiotikum- és
baktériumtorzs-fiiggd lehet, hogy melyik mechanizmus révén alakul ki a rezisztencia, de
gyakran a két mechanizmus egyiitt jarul hozzd egy igen magas rezisztenciaszint
kialakulasahoz.

Szamos antibiotikum esetén (pl. fluorokinolonok, rifampicinek) a rezisztencia
kialakulasa els6dlegesen a kezelés soran, Gjonnan (de novo) megjelend kromoszomalis
mutaciok hatasara torténik. A mutaciok révén kialakuld rezisztencia mechanizmusok
harom f6 kategoriaba sorolhatok: 1) az antibiotikum célmolekuldjdnak modosuldsa, 2) az
antibiotikum transzportjdnak modosulasa (bejutasanak csokkenése vagy kipumpalasanak
novelése), 3) az antibiotikumot lebontd vagy hatastalanitd enzimek expresszidjanak
megemelkedése.

Munkank soran az endogén mutaciok révén, de novo médon kialakulé antibiotikum-
rezisztencia jelenségére Osszpontositottunk, letalis dézisu ciprofloxacin alkalmazasa
esetén. A fluorokinolonok csaladjaba tartozé ciprofloxacin a klinikumban széles korben
alkalmazott 0l6 hatasu (baktericid) antibiotikum. Vizsgalatainkhoz az alapvetd
moddszertant a rovid tdva laboratériumi evolucios kisérletek jelentették, amelyeket az

Escherichia coli Gram-negativ baktériummal végeztiink.



Célkitiazések

Két megkozelitésbdl vizsgéaltuk a rezisztencia kialakuldsdnak hatterében 4llo

mechanizmusokat, az alabbi két kérdésre keresve a valaszt:

1) Vannak-e olyan nem esszencialis gének E. coli esetén, amelyek hianya felgyorsitja a
rezisztencia kialakulasat letdlis dozist antibiotikum alkalmazédsa esetén? Ha igen, ez

milyen mechanizmus(ok) révén valosul meg?

2) Milyen szerepe van az intracellularis vas-homeosztazisnak a ciprofloxacinnal szembeni

rezisztencia kialakulasaban?

Alkalmazott modszerek

e E. coli kultrak tenyésztése

o Elektrokompetens sejtek készitése €s transzformaciod

e Antibiotikumok minimalis gatlé koncentracidjanak meghatarozasa

e Antibiotikumokkal szemben de novo moddon kialakuld rezisztencia mérése rovid
tavl, magas ateresztoképességli evolucios kisérlettel

o Tulélés-vizsgalatok antibiotikum jelenlétében

e Rifampicines és Lac reverzids mutacios rata mérések

e Fluoreszcencia alapt promoter-aktivitas vizsgalatok

e Antibiotikum hatasara torténd reaktiv oxigéngyok-termelés mérése redox-érzékeny
fluoreszcens festék segitségével

e Molekularis biologiai modszerek ¢€s eljardsok: genomi DNS-, RNS-, és plazmid
izolalas, polimerdz-lancreakcio, agaroz-gélelektroforézis, alapvetd DNS klonozasi
technikak, géndeléciok 1étrehozasa P1 fag-transzdukcios eljarassal.

e Membran-permeabilitds mérés Hoechst festék felhalmozddasi teszttel

e Microarray alapu génexpresszios vizsgalatok



Eredmények osszefoglalasa

A géninaktivacio szerepének vizsgalatdhoz egy genom léptékii keresést végeztiink a
kozel 4000 egyszeres géndelécids torzset tartalmazo Escherichia coli kollekciot (KEIO)
felhasznalva. A vizsgélat eredményeként 6t olyan gént azonositottunk, amelyek delécioja
jelentésen megnovelte a ciprofloxacin rezisztens populdciok megjelenési gyakorisagat a
vad tipushoz képest. A kodolt fehérje funkcidja szempontjabol az azonositott gének harom
kiilonb6zo kategdéridba sorolhatéak: DNS hibajavitas (mutS, mutH, mutL), transzlacids
pontossag biztositasa (miaA) és vas-homeosztazis szabalyozasa (fur). Kozos jellemzojiik
viszont az, hogy hianyukban megemelkedik a sejt spontan mutacids rataja, vagyis mutator
fenotipust kolcsonoznek, ami jelentdsen megnoveli a rezisztencia kialakuldsanak esélyét.
Eredményeink hangsulyozzak a mutdtor genotipusok rezisztencia kialakuldsat elémozditod
szerepét. Sze€lsOseéges antibiotikum stressz esetén a magas mutacios rata elonyt jelent a
bakterialis populdciok szdmara, mivel megnoveli a tulélést biztositod rezisztencia mutaciok

megjelenési esélyét.

A vas-homeosztazis szabalyozasaban kozponti szerepet jatszo fur gén kihalaszasa a
genom léptékli vizsgdlat Sordn az intracellularis vas-egyenstly ¢€s az antibiotikum
rezisztencia kapcsolatara iranyitotta a figyelmiinket. Igazoltuk, hogy a vas-egyensuly

felbomlasa elésegiti a rezisztencia kialakulasat letalis dozisu (a vad tipusu E. coli torzs

crer

A transzkriptomikai vizsgélat eredményei alapjan ciprofloxacin kezelés hatasara a
Afur genotipusra specifikus médon génexpresszios atrendezodés torténik. A vasfelvételben

szerepet jatszo gének jelentds részét tették ki a megvaltozott expresszidt mutatd géneknek.

crr

kulcsfontossagu szerepet tolt be a ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakuldséban.
A magas intracellularis szabad vaskoncentracidé ugyanis a hidroxilgydk generalé Fenton
reakcid “taplalasan” keresztlil oxidativ stresszt eredményez. Ez utdbbi pedig oxidativ

mutagenezisen keresztiill mutdciok megjelenéséhez, ¢és azok kovetkezményeként

3



rezisztencia kialakulasahoz vezethet. Gatolva a szideroférokhoz kotott vasfelvételt,
serkentve az intracellularis vasraktarozast vagy vaskelator alkalmazasaval minimalizalva a

crr

megjelenése a Afur torzs esetében.

Az intracellularis szabad vas koncentracidja mellett a szuperoxid koncentracigja is
meghataroz6 tényezOé az antibiotikum rezisztencia kialakulasat illetéen. A szuperoxid
hatastalanitasaban deficiens, magas szuperoxid-szinttel rendelkezé6 ASOdAB torzs a Fur
deficiens torzshéz hasonl6an megemelkedett gyakorisdggal képez rezisztens populaciokat.
Ez a hatds vaskoncentracio fliggd, mivel a sziderofor-kozvetitett vasfelvétel gatlasaval
ebben az esetben is csokkentheté volt a rezisztencia kialakulasa. A megemelkedett
szuperoxid- és vaskoncentracid tehat egymas hatasat erdsitve jarulnak hozza az oxidativ
mutagenezishez és a rezisztencia kialakuldsdhoz. Ugyanakkor anaerob koriilmények
kozott a Afur és ASOdAB torzsek esetén egyarant drasztikusan lecsokkent a rezisztens
populaciok megjelenési gyakorisaga az aerob kornyezethez képest, ami aldtdmasztja az

oxidativ mutagenezis jelentOs szerepét a rezisztencia kialakulasanak folyamataban.

Korabbi munkdk kimutattdk, hogy az 010 hatast (baktericid) antibiotikumok
felporgetik a 1égzési lancot és valtozasokat idéznek el6 a vashaztartasban is, ami oxidativ
stressz  kialakuldsahoz vezet. Reaktiv oxigéngyok-méréseink alapjan az altalunk
alkalmazott ciprofloxacin kezelés az intracellularis reaktiv oxigéngyokok szintjét enyhe,
de szignifikdns modon megemeli, hozzajarulva az oxidativ stressz fokozasahoz. Azt
feltételezziik, hogy a megemelkedett intracellularis vaskoncentracidé és a ciprofloxacin

okozta oxidativ stressz egymast erdsitve jarulnak hozza a rezisztencia kialakulasdhoz.

Az SOS valaszban szerepet jatszd, hibazéasra hajlamos Pol IV €s Pol V polimerazok
mutacio generdld aktivitdsa csak csekély mértékben jarul hozza a rezisztencidt okozo
mutaciok megjelenéséhez a Afur torzs esetében. Feltételezéseink szerint az oxidalt
nukleotidok jelentés részének beépitése a DNS szalba a Pol III replikativ polimeraz altal
torténhet. A MutS fehérje taltermeltetésével kimutattuk, hogy a Afur torzs esetében a
rezisztenciat okozd mutaciok megjelenése nem fiigg a metiliranyitott DNS hibajavito

rendszer oxidativ karosodéasokat javito aktivitasatol.
4



Az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a ciprofloxacin altal kivaltott
oxidativ stressz egy magas intracellularis szabad vaskoncentracioval tarsulva, az oxidativ
mutagenezisen keresztiil a rezisztencia kialakulésat segiti eld, €s nem az 616 hatast. Ennek
alapjan az antibiotikumok altal indukalt oxidativ stressz fokozdsa, amit mas munkéakban
javasolnak, nem megfelel6 stratégia az antibiotikumok hatékonysaganak novelésére, mivel

a reaktiv oxigéngyOokok mutagenezisben betoltott szerepe hangstlyosabb az 616 hatasnal.
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