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|.Bevezetés

Az antibiotikumok a modern orvostudomany egyik legjelentésebb eredményei, és az elmult
tobb mint 60 évben szamtalan életet mentettek meg.! Manapsag a fejlett orszagokban magatol
értetddonek tartjuk az antibiotikumok létezését, de a Thomas Mann regényeiben megjelend
bakterialis fertézések jol példazzak, milyen sulyos és kezelhetetlenek voltak ezek a betegségek
az antibiotikumok felfedezése elott. A Halal Velencében cimii miiben koleraval, a Varazshegy-
ben tuberkul6zissal, mig a Doktor Faustus-ban szifilisszel és akut bakterialis
agyhartyagyulladassal talalkozunk. A fert6zott betegek meghaltak, és az orvosok tehetetlenek
voltak a beavatkozashan.?

A huszadik szazad elején tortént felfedezésik Ota, az antibiotikumok forradalmasitottak a
fertdz6 betegségek kezelését globalis szinten.®Az els6 antibiotikum, a penicillin, mérfoldkének
szamitott, amely lehetévé tette a korabban halalosnak itélt betegségek kezelését.*

Az antibiotikumok aranykoranak nevezett id6szakban szdmos () antibiotikumot fejlesztettek
ki, a legtobbjiik napjainkban is hasznalatban van.®> Bakteridlis fertézések kezelésén tul, az
antibiotikumok lehetdvé tették szdmos orvosi beavatkozas végrehajtasat, beleértve a
rakterapias kezeléseket, invaziv sebészeti beavatkozasokat, mint a szivmitétek,
szervétlltetések, igy jelentdsen hozzajarultak a fert6zések miatti halalozasi arany
csokkenéséhez.®

Azonban az aranykor nem tartott sokaig, a baktériumok és az antibiotikumok kdzétti evolicios
fegyverkezési verseny elkezd6dott: minél gyakrabban hasznaltak az antibiotikumokat, annal
kevéshé voltak hatékonyak. Az antibiotikumok tamadasara valaszul a baktériumok védekez6
problémajava, antibiotikum rezisztenssé.” A szulfonamidok és penicillin bevezetése 6ta minden
1j antibiotikum hasznélatat kdvetden klinikailag jelentds rezisztencia alakult ki, gyakran mar
néhany év elteltével (1. abra).® Mindez ahhoz vezetett, hogy az Egészségligyi Vilagszervezet
(WHO) 2001-ben globalis problémaként nevezte meg az antibiotikum rezisztenciat, amely
slirgds beavatkozast igényel. Azota csak tovabb romlott a helyzet, a WHO adatai alapjan 2019-
ben az antibiotikum rezisztencia 4,95 milli6 ember halalat okozta.®

Szamos tanulmany hivja fel a figyelmet arra a veszélyre, hogy egy poszt-antibiotikum korszak
fele tartunk, ahol a 20. szazadban felfedezett gyogyszerekkel korabban konnyen kezelhetd

fertdzések a 21. szazadban mar nem lesznek hatékonyan gyogyithatok.°
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Antibiotikum rezisztencia megjelenése

1.4bra. Az antibiotikumok megjelenésének és a rezisztencia kialakulasanak idévonala. Az
idévonal f016tt az egyes antibiotikumok bevezetésének éve, mig az idovonal alatt a rezisztencia

megjelenése van feltiintetve®

1. Az antibiotikum rezisztencia molekularis mechanizmusai

Az antibiotikumok olyan kis molekulasulyu (<1000 dalton) szerves kemiai anyagok, amelyek
lehetnek természetes vagy szintetikus eredetiiek, és gatoljak (bakteriosztatikus), vagy
elpusztitjak (baktericid) a korokozo baktériumokat kiilonbdzé mechanizmusokon keresztiil.}*
Ezért nem meglepd, hogy ezen erds szelekcids nyomasra adott valaszként a baktériumok is

szamos antibiotikum rezisztencia mechanizmust alakitottak ki (2. abra).'?

1.1 Az antibiotikumok inaktivalasa

Szamos patogén baktériumban elterjedt rezisztenciamechanizmus az antimikrobidlis szer
inaktivalasa, amelynek soran a gyogyszer szerkezete seril vagy lebomlik, csdkkentve annak
hatékonysagat. Ez altalaban a baktériumok altal termelt lebont6 enzimek segitségével valosul
meg, igy nem szikséges a bakterialis sejt esszencialis alkotdelemeinek megvaltoztatasa, ami
jelentds fitnesz koltséggel jarhat.® Az enzimatikus inaktivacié megvaldsulhat hidrolizissel,
vagy egy Ujabb kémiai csoport hozzaadasaval. Mindkét mechanizmus elterjedt, mivel a legtébb

lebonté enzim a kdrnyezetben é16 mikrobakbol szarmazik és mobilis elemeken terjed.**
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2. abra. A legfontosabb antibiotikum rezisztencia mechanizmusok. (Spohn, 2018

nyoman)*?

Az antibiotikumok inaktivalasanak egyik példaja, amikor a béta-laktam antibiotikumokat,
(pencillinek, cefalosporinok, carbapenemek, monobactamok) a béta-laktaméaz enzimek bontjak
le az amidkotés hidrolizisével, ezzel hatastalanna téve a gyogyszert. 31

Az antibiotikumok inaktivalasanak masik példaja, amely kémiai csoportok atvitelen alapszik,
aminoglikozidok esetében gyakori, acetiltranszferazok, foszfotranszferazok végzik, amelyek a
gyogyszer hidroxil- vagy aminocsoportjait valtoztatjak meg, csokkentve az antibiotikum

célponthoz valé kotédését.™

1.2 Membran permeabilitas csokkentése

Ahhoz, hogy egy antibiotikum kitudja fejteni hatasat elsdsorban at kell jutnia a baktérium
sejtfalan, ami foként a Gram-negativ baktériumok esetén kettds akadalyt jelent a sejtfal kiilsé
membranja és a sejtmembran jelenléte miatt. A kiilsé membran egy foszfolipidekbol allo kettos
réteg, amely kiilsé rétegében a szokasos membranlipidek helyett lipopoliszacharidokat (LPS)
tartalmaz.

Az LPS réteg minden szerves molekula sejtbe torténd bejutasat képes megneheziteni, emiatt
permeabilitési gatat képez a baktériumsejt kortl. Az LPS-en kiviil a kiils6 membran szamos
fehérjét tartalmaz, példaul porin fehérjéket, amelyek lehetdvé teszik a kis molekulatomegii

anyagok, valamint sejt fennmaradasahoz sziikséges molekulak sejtbe jutasat.4-16



Az antibiotikum rezisztens baktériumok képesek megvaltoztatni a kiils6 membranfehérjék
expresszidjat, igy azok nem tudnak beépiilni a membranba, vagy a porin csatornak funkciojat
rontjak el permeabilitast csokkentd mutaciok altal.'*

Azonban a kiilsé membran permeabilitdsa nagymértékben valtozik baktériumfaj fliggé médon.
Példaul olyan kritikus prioritast korokozdk, mint a Pseudomonas aeruginosa, é€s Acinetobacter
baumannii, tobb specifikus porin csatornaval rendelkezik, amelyek csak kis molekuldk
bejutasat engedik, emiatt membranjuk atjarhatésaga rendkivil alacsony, ellehetetlenitve a
hidrofil antibiotikumok atjutasat.’® Az Escherichia coli esetében a porinok szerkezeti
valtozasa, példaul a porus toltésének modositasa, vagy szlikitése gatolja az antibiotikumok

bejutasat. 13
1.3 Antibiotikumok aktiv transzportja efflux pumpak altal

A baktériumok nemcsak azt akadalyozzak meg, hogy az antibiotikumok bejussanak a sejtbe,
hanem képesek aktivan kijuttatni ket efflux pumpak altal. Az efflux pumpéak transzmembran
fehérjék, amelyek a protonomotoros erdt felhasznalva, kiilonb6z6 antibiotikumokat szallitanak
a sejtbdl a kornyezetbe.!” Az antibiotikumok eltavolitasa a bakterialis sejtbél csokkenti a
sejtfunkciok mitkodésébe.’®> Egyes efflux pumpék tobbféle struktdraju antibiotikumot is
képesek kipumpalni, ezaltal multidrog rezisztenciat (MDR) okozva.'® Sok efflux pumpa
klinikai szempontbol relevans, mivel tultermelddésiik képes olyan szintlii rezisztencia
kialakitasara, hogy az addig hatékonyan alkalmazott antibiotikum teljesen hatastalanna valik a
fertdzésekkel szemben.® Az is eléfordul, hogy egy-egy efflux pumpa 6nmagaban nem okoz
rezisztenciat, csak mas rezisztencia mechanizmusokkal egydtt, mint példaul a fluorokinolon
rezisztencia esetén.?® A tetraciklin rezisztencia legelterjedtebb mechanizmusa az efflux

pumpak altal valdsul meg.?

1.4 A célmolekula megvaltoztatasa

Az antibiotikumok altaldban erésen kdtddnek célmolekuldikhoz megakadéalyozva azok normal
milkodését. Ha azonban a célmolekula szerkezete megvaltozik olyan mddon, hogy az
antibiotikum kotédése kevésbé legyen hatékony, de a célmolekula tovabbra is képes legyen
ellatni feladatat, a baktérium rezisztenssé valhat az adott szerrel szemben.?? Ez a mechanizmus
kiilonosen problémas lehet, mert a baktérium igy képes tovabb miikddni, mig a kezelés
hatastalan lesz. Ezen szerkezeti modosulasok gyakran pontmutaciok révén jonnek Ilétre,

amelyek megvaltoztatjak a célmolekula azon részeinek aminosav sorrendjét, amelyekhez az

6



antibiotikum kotédne. Az ilyen valtozasok egyik példaja a béta-laktdmokkal szembeni
rezisztencia, ahol a baktériumok penicillin-kot6 fehérjéinek modosuldsai csokkentik az
antibiotikum hatékonysagat.?

1.4 A célmolekula taltermelése

Az antibiotikum doézisa, amelyet a szervezetbe juttatnak, csak egy korlatozott mennyiségi
célmolekulaval képes kolcsonhatasba 1épni. Ezért a célmolekula tultermelése egy hatékony
rezisztencia mechanizmus, mivel az antibiotikumok mennyisége nem elegendd a
megnovekedett szami célmolekula gatlasahoz.'®* Ezt a mechanizmust jol példazza a
szulfonamid és trimetoprim rezisztencia, ahol a baktériumok tultermelik azokat az enzimeket,
amelyeket ezek az antibiotikumok céloznak meg, igy a gyogyszerek nem tudjak hatékonyan

gatolni a bakterialis anyagcsere folyamatokat.?®

1.5 A célreakcio megkerulése

A célreakcio megkertiilése egy olyan stratégia, amelynek soran a baktérium egy alternativ utat
alakit ki, amely lehet6vé teszi, hogy az eredeti célmolekula feleslegessé valjon az antibiotikum
szamara.'® Ezt az alternativ utat altalaban egy Uj gén révén hozza létre, amely biztositja a
szlikséges biokémiai funkciokat, de nem érintett az antibiotikum hatasmechanizmusaban.
Példaul olyan antibiotikumok esetében, mint a trimetoprim és a szulfonamid, a baktériumok
alternativ folsavszintézist érinté enzimeket termelhetnek, amelyek nem érzékenyek az
antibiotikumra, igy megkerulik az antibiotikum altal célzott enzim blokkolasat és fenntartjak a

sejt életképességét.?*

2. Az antibiotikum rezisztencia evollcidja

A rezisztencia mechanizmusainak sejt szintii targyalasa utan sziikséges megérteniink miként
fejlédhetnek és terjedhetnek ezek a mechanizmusok a bakterialis populaciok szintjén.

A baktériumok rendelkeznek természetes, intrinszik rezisztenciaval szdmos antibiotikummal
szemben, ennek alapja lehet egy strukturalis tulajdonsag, mint példaul az elébbiekben targyalt
Gram-negativ baktériumok kiilsé membranja.'® A természetes rezisztencia jelenléte is
aggodalomra ad okot, viszont a baktériumok mutaciok és a rezisztencia gének horizontalis
géntranszfere révén, szerzett rezisztenciara is szert tudnak tenni.!® A rezisztencia gének

atvitelének két mechanizmusa lehetséges: vertikalis-, valamint az imént emlitett horizontalis



géntranszfer.?® A vertikalis géntranszfer egy hagyomanyos sejtosztodas révén torténd
géndroklédés, amelynek soran az utddsejtek megkapjak a sziilésejt DNS-ét, benne barmilyen
antibiotikum rezisztenciat kddolé mutacidval. Horizontélis géntranszfer soran a gének nem
generaciokon keresztiil addodnak at, hanem kiilonb6z6 baktériumok kozott kozvetleniil
cserélédnek, lehetévé téve a gyors genetikai valtozast, valamint az antibiotikum rezisztencia
gyors terjedését.?

Az antibiotikumok hasznélata éta kialakult rezisztenciaproblémékat az okozza, hogy a
patogének horizontélis géntranszfer révén megszerezték a meglévo rezisztenciagéneket. Mind
vertikalis, mind horizontélis evollcié soran az antibiotikumok jelenléte szelekcidés nyomast
jelent, amely elényhoz juttatja a rezisztens baktériumokat, kiszoritvan az érzékeny torzseket,

igy gyorsitva a rezisztencia terjedését a baktériumpopulaciokban. 2

3. Jelenlegi klinikai fejlesztes alatt allo antibiotikumok

Sajnos egyre tobb baktérium valik rezisztenssé, és egyre tobb antibiotikummal szemben
mutatnak csokkent érzékenységet, mikdézben az 0j hatasmechanizmusu antibiotikumok
fejlesztése egyre lassabb iitemben halad.?” A WHO 2023-as jelentése szerint 97 antibiotikum
van Klinikai I-111 fazisu vizsgalat alatt, amelyekbdl 32 antibiotikum célozza a WHO prioritasi
listajan szerepl6 kritikus korokozokat (A. baumannii, P. aeruginosa és az Enterobacteriaceae
csalad tagjai: Klebsiella pneumoniae, E. coli)®. Ebben a tanulmanyban kizarolag ezeknek a
korokozoknak a rezisztencia profiljaira fogok 0Osszpontositani a fejlesztés alatt allo
antibiotikumokkal szemben. Ezen antibiotikumok kozil minddssze 18 antibiotikumrdl van
egyértelmii bizonyiték, hogy korabban hatékonynak bizonyult legalabb egy kritikus prioritasd
kdrokozoval szemben.® Ezek tobbsége béta-laktam vagy béta-laktam/béta-laktamaz inhibitor
(BLI) kombinacio. Mivel ezek kombinacids szerek, a velik szembeni rezisztencia kialakulasa
sajatos mechanizmusokon alapul, emiatt ennek vizsgalata nem része a jelenlegi tanulmanynak,
de a jovobeni kutatasaink célja lesz. Fejlesztésiik viszont azért kapott kiemelt figyelmet, mert
szamos Gram-negativ baktérium béta-laktamaz enzimet termel, amelyek hatastalanitjak a béta-
laktdm antibiotikumokat. Mivel a Gram-negativ baktériumok kiilondsen sulyos fert6zéseket
okoznak, és gyakran multidrog-rezisztens torzseik nehezen kezelhetk, jogos es sziikséges,
hogy a fejlesztési er6feszitések jelentds része ellenuk irdnyul. Ezt kvetik a polimixinek (SPR-
206, MRX-8, QPX9003), majd a klasszikus antibiotikum osztalyok szarmazékai, mint példaul

az apramicin-szulfat (aminoglikozid szarmazék), zifanociklin (tetraciklin szarmazék).



Erdemes megemliteni a gepotidacin (GEP) és zoliflodacin (ZOL) antibiotikumokat, mindkettd
3. fazisban 1év6é topoizomerdz gétld, viszont Uj kémiai struktardval rendelkeznek, Uj
hatdsmechanizmust alkalmaznak az eddigi fluorokinolonokhoz képest (ciprofloxacin,
levofloxacin, moxifloxacin, delafloxacin),®?® valamint nem mutattak keresztrezisztenciat a
fluorokinolon rezisztens klinikai izolatumokkal.?® Ez a példa szemlélteti, hogy nem a de novo
rezisztencia kialakulaséanak elkeriilése orientalja az antibiotikumok fejlesztését, hanem a
keresztrezisztencia tulajdonsagok, alacsonyabb toxicitasu készitmények bevezetése.

Annak ellenére, hogy a legnagyobb innovacios lehetdségek a nem hagyomanyos antibakterialis
szerekben, példaul a bakteriofagokban, enzimekben, antitestekben és immunmodulatorokban
rejlenek, aggaszto tény, hogy ezekre a megoldasokra kevesebb fejlesztés iranyul, mint a
hagyoméanyos antibakterialis szerekre, ami komoly bizonytalansagot vetit elére a jovo

fert6zéseinek kezelésében (3. abra).
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3.abra. A hagyomanyos (A) és a nem hagyomanyos (B) antibakterialis szerek aranya a

kritikus (KPK) és egyéb (EPK) prioritasu korokozok ellen a klinikai fejlesztésekben.®

Kim Lewis (2020) egy jelentds tanulmanyaban az antibiotikumok fejlesztésének nehézségeit
vizsgélta, kilonos figyelmet forditva a Gram-negativ baktériumokkal szembeni kihivasokra.
Ezeknek a baktériumoknak a sejtfelszinét egy negativ toltésii LPS réteg boritja, amely
hatékonyan akadalyozza meg a nagy, hidroféob molekulak bejutasat. Emellett a belsd, pozitiv
toltésti foszfolipid kettds réteg és a membranfehérjék védelme gatolja a hidrofil molekuldk

athatoldsat, létrehozva egy szinte 4thatolhatatlan véddgatat.®® A kutatas arra a kvetkeztetésre



jutott, hogy a baktériumok kiilsé membréanja kulcsfontossagu célpontként szolgalhat az Uj
antibiotikumok szamara, mivel a hatékony kezelés alapja az, hogy a molekulak kepesek
legyenek athatolni ezen a védelmi rendszeren.*°

4. A jovo antibiotikumai hajlamosak a rezisztenciara Gram-negativ
kérokozok esetében

Egy kordbbi kutatasban laboratoriumi evollciés kisérletek (ALE), a rezisztencia
gyakorisaganak elemzése (FOR) és metagenomikai vizsgalatok segitségével tanulmanyoztuk a
jelenleg fejlesztés alatt all6 antibiotikumok rezisztencia profiljat.

Az eredmények azt mutattak, hogy a rezisztencia a kritikus prioritdst Gram-negativ korokozdk
esetében altalaban gyorsan, néhany nap alatt kifejlédik az Uj antibakterialis vegyuletekkel
szemben.?® Az ilyen laboratoriumi kornyezetben keletkezett, rezisztenciat biztositd nem-
szinonim mutaciok, klinikai szempontbol is jelentésnek bizonyultak, mivel gyakran
eléfordulnak klinikai izolatumok genomjaban. A probléma feltarasa érdekében a fejlesztés alatt
allo antibiotikumokkal kapcsolatban egy rezisztenciatérképet készitettek, amely rangsorolja az

antibiotikumokat kiilonbozé rezisztencia indikatorok figyelembe vételével (4. abra).?°

Atlagos mérészam Eéﬁ&ﬁ 88
o © © © © © © o

csokkent érzékenységet mutatd térzsek prevalenciaja Mlléréi:*:za'm
rezisztencia kialakulasi hajlam értéke
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rezisztencia gének sokfélesége

mutéciék el6forduldsa természetes A. baumannii-ban

mutaciok el6fordulasa természetes E. coli-ban

Meérdszamok

a horizontalisan atvitt kontigok sokfélesége
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a magas kockazatu ARG-ek prevalencidja
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233
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Antibiotikumok

topoizomerdz inhibitorok
topoizomerdz inhibitorok
topoizomeraz inhibitorok

topoizomeraz inhibitorok

4.4bra. Rezisztencia térkép a munka soran hasznalt fejlesztés alatt allo
antibiotikumokra.?® A hétérkép kiilonbdz6 mutatokat jelenit meg: 1) csokkent érzékenységet

mutatd torzsek prevalencigja — a kivalasztott korokozo csoportban szerepld baktérium torzsek
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ardnya, amelyek magas kezdeti minimalis gatlé koncentraciéval (MIC) rendelkeznek 2)
rezisztencia Kialakulasi hajlam — az adaptiv laboratériumi evollcié (ALE) és a spontan
kialakuld rezisztencia gyakorisdganak (FOR) elemzése alapjan 3) a mutacidkat hordoz6 gének
sokfélesége 4-5) a természetes A.baumannii vagy E.coli térzsekben eléforduld mutacidk
prevalencidja — a laboratoriumban megfigyelt adaptiv mutécidk azon ardnya, amelyek mar
jelen vannak a természetes A. baumannii és E. coli térzsekben; 6) a horizontalisan atvitt
kontigok! sokfélesége — az egyedi DNS-fragmentumok szama antibiotikumonként, harom
metagenomikai konyvtarban szerepld Osszes kontig szammal normalizalva 7) a magas
kockazat( antibiotikum-rezisztencia gének (ARG) prevalencidja — az ARG-k azon hanyada,
amelyeket magas kockazatiinak mindsitettek, ha teljesitették a harom egészségiigyi kockazati
kritérium koziil legalabb kettot (génmobilitas, az emberi mikrobiomokban valo jelenlét, és a
bakterialis gazdaszervezet patogenitasa), az egyes antibiotikumoknal észlelt 6sszes ARG
kozott. A sziirke szin hianyzo érteket jeldl, mivel a vizsgalt fajok mar kezdeti rezisztenciaval
rendelkeznek. Az antibiotikumok az atlagos mérészam értékek alapjan vannak rendezve, a kék
és narancssarga szinek a kontroll és az Ujabb antibiotikumokat jelélik, valamint a hotérkép

alatti panel az elemzett antibiotikumok osztalyat jelzi.?°

Ahogyan az elemzésbdl is latszik, a membran célzo antibiotikumok, koziiliik is a Tridecaptin
M152-P3 (TRD), SCH79797, és POL7306 a legkevésbé hajlamosak a rezisztencia
kialakulasara, valamint Kim Lewis munkaja is azt mutatja, hogy ezek az antibiotikumok

hatékonyak voltak egérfertézéses kisérletekben.°

A TRD tud kotédni az LPS-hez, permeabilizalva a kiilsé membrant, valamint a lipid 11-h6z
amely létfontossagu a bakterialis sejtmembran bioszintéziséhez. Lipid Il kbtésen keresztiil apro
porusokat hoz létre a belsé membranon, emiatt befolyasolja a protongradienst.3? Az SCH79797
kozvetleniil aktivalja a baktériumok nagy vezetoképességli mechanoszenzitiv csatornajat, az
MscL-t, ezaltal membrankarosodast és permeabilizacidt eredményez, és emellett gatolja a folat
bioszintézisét.®?

A POL7306 peptid alapu antibiotikum, amely szerkezeti és funkcionalis hasonl6sadgot mutat a

polimixin B-vel (PMB), hatdsmechanizmusa abban rejlik, hogy ki tud két6édni az LPS-hez, és

! kontig: egy DNS szekvencia, amelyet tobb atfedé DNS-fragmentum dsszekapcsolasaval allitanak dssze a
genom szekvenalasa soran.
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egy kiils6 membranfehérjéhez, BamA-hoz, amelynek szerepe van béta-hordd fehérjek

hajtogatasaban és beillesztésében a Gram-negativ baktériumok kiilsé membranjaba.®!

Antibiotikumok csoportositdsa hatasmechanizmusaik alapjan

Ezek alapjan, jelen munkéaban két szempont szerint osztalyoztuk az antibiotikumokat, melyeket
az el6z6 munka soran is hasznaltunk: egyrészt a sejten beluli célpontjuk, mésrészt a
sejtmembrénnal val6 kdlcsonhatdsuk alapjan (5. &bra).

Az els6 csoportba, olyan egyszeres célpontu antibiotikumok tartoznak, amelyek nem képesek
kérositani a bakterialis membrant (egyszeres célpontl nem permeabilizal6k), ide tartoznak a
tetraciklinek, aminoglikozidok, karbapenemek klasszikus csoportjaiban 1évé antibiotikumok.
A maésodik csoportba tartoznak a topoizomeraz inhibitorok, amelyek két homolog
intracellularis helyet céloznak meg a bakterialis sejten belil, viszont nem permeabilizaljak a
membrant (kettds célpontl nem permeabilizalok).

A harmadik csoportot a peptid alapu antibiotikumok képviselik, melyek egy altalanos
membran-lizis mechanizmuson keresztil hatnak (egyszeres célponti permeabilizalok). Veégul
az utolso csoportba tartoznak azok az unikalis mechanizmusu antibiotikumok, amelyeknek két
célpontjuk is van és ebbdl legalabb egy a bakteridlis membran (kettés célponta
permeabilizalok): célozzak a membrant és valamilyen sejtes folyamatot gatolnak, ilyen példaul
az imént emlitett TRD, SCH79797, POL7306,.

Egyszeres célponti nem Kettds célponti nem
permeabilizalok permeabilizalok

K 1tu

ﬁ %

! == =
%
e.g., polymyxins e.g., SCH79797
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5.4bra. Antibiotikum osztalyok csoportositésa sejten beltili hatdsuk és membrannal val6
interakciojuk alapjan. (forrés: sajat abra biorender)

1. Célkituzések

Ismerve, hogy a Gram-negativ kdrokozok esetében az () fejlesztés alatt &ll6 antibiotikumokra
rovid idén beliil rezisztencia alakul ki, de a kettds hatdsmechanizmusu, permeabilizald
antibiotikumok igéretesek a rezisztenciaval szembeni ellenalld képesség szempontjabol, célul
tiztem ki ezen szerek (TRD, SCH79797, POL7306) vizsgalatat. Ezzel részletesebb képet
szerettem volna kapni hatékonysagukrol és potencidlis rezisztencidval szembeni ellenalld
képessegiikrol.

Tovabba jelen munk&m célja, hogy feltarjam az egyszeres (SPR-206, PMB, kolisztin) és kettds
célponti  permeabilizald antibiotikumok kozotti  keresztrezisztencia kialakulasanak
lehet6ségét. Ezen antibiotikumok hasonlé hatasmechanizmusa miatt, valamint a polimixin
antibiotikumok (egyszeres célpontd permeabilizalok) széleskorii alkalmazasa kOvetkeztében
kialakult polimixin rezisztens baktériumtérzsek jelenléte miatt kilondsen fontos megérteni,
hogy van-e  keresztrezisztencia kozoOttik. Emellett a baktériumokra gyakorolt 6lési
kinetikajukat is szerettem volna 6sszehasonlitani ezen antibiotikumoknak, mivel feltételezhetd,

hogy az 6lésben 1évo kiilonbségekben lehet a rezisztencia hianyanak forrasa.

I11. Anyagok és modszerek
1. Az alkalmazott baktérium térzsek, antibiotikumok és tapoldatok

Baktérium torzsek. A kisérletek soran négy Klinikai szempontbdl relevans, patogén
baktériumtdrzset vizsgaltunk, amelyek mindegyike az American Type Culture Collection
(ATCC) torzsgyiijteményébdl szarmazik: E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 10031,
A. baumannii ATCC 17978 és P. aeruginosa ATCC BAA-3107. Ezek a torzsek antimikrobialis
szerekkel szemben érzékeny vonalak, amelyeket széles korben alkalmaznak az antimikrobialis

aktivitas vizsgalatokban.

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy az egyszeres célponti permeabilizald
antibiotikumhoz korabbi munka soran?® adaptalt vonalak milyen mértékben mutatnak
keresztrezisztenciat a kettds célpontl, permeabilizal6 hatasu antibiotikumokkal szemben, 12

polimixin B rezisztens vonalat hasznaltunk, amelyek ALE mddszerrel lettek eléallitva. Az ALE
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soréan a baktériumokat hosszu tavon polimixin B jelenlétében ndvesztették, amely lehet6vé tette
a rezisztens vonalak kialakulasat. Ezek a vonalak kiilonb6z6 mértékii rezisztenciat mutattak a
polimixinekkel és mas antibiotikumokkal szemben, amely lehetéséget adott a
keresztrezisztencia mechanizmusainak vizsgalatara. Minden vizsgalt fajbol harom fliggetleniil
evolvalodott vonalat vizsgaltunk, beleértve az E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii és P.

aeruginosa fajokat.

A kovetkez0 keresztrezisztenciat vizsgald kisérlet soran forditott megkdzelitést alkalmaztunk:
arra voltunk kivancsiak, hogy a kett6s célponta permeabilizalé antibiotikumokhoz adaptélt
baktériumvonalak milyen mértékben mutatnak keresztrezisztenciat az egyszeres célpontu
permeabilizalé és a kettds célpontti permeabilizald antibiotikumokkal szemben. Ehhez a
Kisérlethez Gsszesen 15, kiilonb6z6 kettds célponti antibiotikumokhoz adaptalt vonalat
hasznaltunk, ezek kozil hat Tridecaptin M152-P3-hoz, hdrom SCH79797-hoz és hat
POL7306-hoz adaptalt vonal, amelyek szintén az ALE kisérletb6l szarmaznak. A K.
pneumoniae, E. coli, A. baumannii fajokbdl kett6é vagy harom fiiggetleniil evolvalodott vonalat

vizsgaltunk.

Antibiotikumok. A Kisérletek sordn hat antibiotikumot alkalmaztunk, amelyek kiilonb6z6
antibiotikumosztalyokbdl szarmaznak, azonban ko6zos jellemzdjiik, hogy mindegyik képes
permeabilizalni a bakteridlis sejtmembrant. Négy kozulik djonnan fejlesztett antibiotikum
(POL7306, SCH79797, TRD, SPR-206), amelyek jelenleg kiilonb6z6 klinikai vizsgalati
fazisokban vannak. A masik két antibiotikum, a polimixin B és a kolisztin (COL),
hagyomanyos antibiotikumok, amelyek évtizedek oOta hasznalatosak a klinikai gyakorlatban,
kilondsen a multidrog-rezisztens Gram-negativ baktériumok elleni kiizdelemben.

Az antibiotikumkészletek eloallitasat kovetden minden oldatot szirdvel sterilizaltunk a
kontaminacio elkeriilése érdekében, majd —20°C-on taroltuk a felhasznélasig. Az
antibiotikumok stabilitadsanak fenntartasa érdekében ezen tarolasi hdmérséklet kulcsfontossagn
volt, mivel biztositotta a molekuldk aktivitdsdnak és szerkezetének megdrzését a kisérletek

megkezdéséig.

Tapoldat. A munkank soran minden kisérletben kationnal médositott Mueller-Hinton Broth 2
(MHB, Millipore) taptalajt hasznaltunk, amelyet az EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) és CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)

iranyelvek alapjan a minimalis gatld koncentracié (MIC) mérésére ajanlanak. Ez a taptalaj
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altaldnosan alkalmazott a mikrobioldgiai tesztek soran, mivel optimélis koriilményeket biztosit

a legtobb baktérium ndvekedéséhez és kiilonbozo antibiotikumok hatasanak vizsgalatahoz.

2. Minimalis gatl6 koncentracio (MIC) meghatarozasa

Az MIC az a legkisebb antibiotikum-koncentracio, amely egy adott izolatum esetében még
képes megakadalyozni a baktérium novekedését szigorlan szabvanyositott korilmények
kdzott. Az MIC-értékek meghatarozésahoz standard folyadékhigitasos modszert alkalmaztuk:
a megadott antibiotikumokkal kétszeres higitasi sorozatot vegeztiink 96 lyuk( mikrotiter
lemezeken. Minden lyukba 5 x 10° sejt/mL koncentracioban oltottunk be baktériumokat 100
pL téptalajjal. A lemezeket 37°C-on, folyamatos razassal (300 RPM) inkubaltuk 18 dran
keresztil. A sejtndvekedest optikai denzitds mérésével (OD600, Biotek Synergy
mikrotiterlemezes olvaso) kovettiik nyomon, és az MIC-t teljes ndvekedesgatlaskent
definialtuk (OD600 <0,05). Az antibiotikum-érzékenység vizsgalatat két technikai és két
biologiai ismétlésben végeztik. A relativ MIC valtozast a kdvetkezéképpen szamoltuk ki: MIC
(evolvalt)/MIC (8s).

3. A baktériumok tulélésének mérése antibiotikum kezelést kovetéen

Ezen Kisérlet soran a baktériumkultdrakat antibiotikumoknak tettiik ki 96-lyuku lemezekben,
majd 4 oras antibiotikumokkal (MIC*10 koncentraciot hasznélva) vald kitettség utan az €16
sejtek szamat a sejtek fluoreszcens festésével, majd QUANTOM™ sejtszamlalo segitsegével
hataroztuk meg (6. abra).

Ezt a kisérletet az alabbi Iépéseket kovetve végeztik: (1) baktériumtorzsek elokészitése: A
baktérium térzseket egy éjszakan at novesztettilk MHB taptalajban, 37 °C-on, 160 rpm-en. Az
éjszakai kultirakat 1:1000 aranyban higitottuk 30 mL MHB-ben és 37 °C-on 160 rpm-em
inkubaltuk, amig az optikai denzitdas (OD) 0,25 értéket elérte, ami a baktériumkulttra
exponencialis névekedési fazisat jelenti. (2) antibiotikumok elékészitése: 96-lyuku lemezeket
235 uLL MHB-vel t6lt6ttiink meg, és antibiotikumokat adtunk hozza. Minden antibiotikumot a
MIC tizszeresének megfeleld dozisban hasznaltuk, harom parhuzamos ismétléssel. (3)
antibiotikum kezelés: Ezt kovetéen a baktériumkulturakat a 96-lyukd antibiotikumos
lemezekbe adagoltuk (15 pL kultura; dssztérfogat 250 pL) koriilbelil 1077 kolonia formalo
egység (CFU) sirtiséggel. Ez az inokulum siirtiség megfelel az ajanlott klinikai tesztelési
szabvanyoknak a baktérium 6lési kisérletekhez34. Minden lemezen kijel6ltiink egy vagy két sor
ures kontroll, az egyik sorban névekedési kontroll volt antibiotikum nélkil, a masik baktérium

nelkuli kontroll volt a szennyezddés ellendrzésére. A baktériumokat 4 6ran at inkubaltuk 37 °C-
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on, ami elegend6 id6t biztositott a legtobb baktérium szdmdara, hogy jelentds
populaciocsokkenést mutasson. (4) él6 sejtek meghatarozasa: A négy Orés kezelés utan a
baktériumsejteket QUANTOM™ Viable Cell Staining Dye fluoreszcens festékkel kezeltik. A
sejtek életkepességét QUANTOM™ Tx Microbial Cell Counter segitségével mértiik, amely
lehet6vé tette a fluoreszkald sejtek pontos kvantifikélasat.

=
A0
|+ Fod
- e
37°C I |
e — & |
4 ora
inkubacio
exponencialis
fazisu kezelés kiilonbozo Quantom™ €l
baktériumkultira antibiotikumokkal sejtszamlalo

6.abra. A baktériumok tulélésének mérése Quantom™ él6 sejtszamlalé segitségével.

(forras: sajat abra biorender)

V. Eredmények

1. A polimixin B rezisztens baktériumtorzsek nem mutatnak keresztrezisztenciat

kettos célponti permeabilizalé antibiotikumokkal szemben

A Kkeresztrezisztencia lehetséges mechanizmusainak feltarasahoz 12 vonalat vizsgaltunk meg,
amelyek laboratoriumi evollcios kisérletekb6l szarmaztak, €s mindegyikik jelent6s
rezisztenciat mutatott polimixin B-vel szemben. A vizsgalatok soran elemeztiik ezen vonalak
¢s Osiik érzékenységét a kettds célpontu permeabilizdld antibiotikumokkal (POL7306,
SCH79797 és TRD), és az egyszeres célpontl permeabilizalé antibiotikumokkal (SPR-206 és
a kontrollként alkalmazott kolisztin) szemben az MIC értékek meghatarozasaval.

Eredményeink azt mutattak, hogy a polimixin B-hez val6 alkalmazkodéas keresztrezisztenciat
véltott ki az SPR-206 és a kolisztin esetében. Ezzel ellentétben az SCH79797 és a TRD
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Polimixin B rezisztens vonalak

érzékenysége nem valtozott az evollciés nyoméas sorén Kialakult rezisztens vonalaknal (7.
abra).

A polimixin B-rezisztens vonalak egy része csokkent érzékenységet mutatott a POL7306-ra,
bar ez a keresztrezisztencia nem volt annyira kifejezett, mint amit az SPR-206 és kolisztin
esetében figyeltiink meg. Ez a jelenség els6sorban a K. pneumoniae és A. baumannii torzsekre

volt jellemzé.

PA-SEN line 7 2
. 1
PA-SEN line 5
0
PA-SEN line 1 . s s
KEGG and COG utvonal annotacio
KP-SEN line 7 kationos antimikrobialis peptid rezisztencia
KP-SEN line 3 sejtfal/membran biogenézis
energia elGallitas és atalakitas
KP-SEN line 1 nincs annotélva
i nukleotid transzport és anyagcsere
EC-SEN line 6 Quorum sensing
EC-SEN line 4 jeldtviteli mechanizmusok
transzkripcid
EC-SEN line 10 transzlacid, riboszéma szerkezet és biogenezis
AB-SEN line 9
AB-SEN line 6
AB-SEN line 2
' POL SCH TRD
Antibiotikumok

7. abra. A polimixin B rezisztens vonalak keresztrezisztenciaja egyszeres és kettds
célpontd permeabilizalé antibiotikumokkal szemben. A hétérkép a 12 polimixin B-
rezisztens vonal relativ MIC-jat abrazolja. Ezeket az értékeket gy szamoltuk ki, hogy az
evolvalt vonalak MIC-jat elosztottuk a megfelelé 6s MIC-javal, majd log10-transzformacionak
vetettiik ald. Minél nagyobb a relativ MIC értéke, annal kifejezettebb a keresztrezisztencia. A
12 polimixin B-rezisztens vonal adaptiv laboratoriumi evollcié eredményeként jott létre, és
minden vizsgalt fajool harom fiiggetlenil evolvalddott vonalat tartalmaz, beleértve az E. coli
(EC), K. pneumoniae (KP), A. baumannii (AB) és P. aeruginosa (PA) torzseket. A hotérkép
sziirke szine olyan kombinaciokat jelol, amelyeket nem vizsgaltak az ¢s torzs természetes,
intrinszik rezisztenciaja miatt. A jobb oldalon talalhatd hétérkép azokat a géneket abrazolja,

amelyek mutaciot hordoznak a polimixin B-rezisztens vonalak esetében. Ezeknek a géneknek
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a specifikus sejtes folyamatokban betdltétt szerepét a KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes) és a COG (Clusters of Orthologous Genes) adatbéazisok alapjan vizsgaltuk.

A polimixin B rezisztens vonalak esetében a mutalédott gének tobbsége a kationos
antimikrobialis peptidrezisztenciahoz és a sejtfal/membrén bioszintézishez kapcsolodik. Ezek
kozé tartoznak példaul a basS-basR kétkomponensii rendszer mutacioi, melyek szerepet
jatszanak a baktériumok ellendllé képességében az LPS moédositasaval, ezzel elésegitik a
rezisztenciat a polymixin B antibiotikumokkal szemben.®® Ezen kiviil mutaciok figyelheték
meg a pldA génben, amely a kiilsé membran foszfolipaz aktivitasaért felelés, valamint az LPS
bioszintézist és szabalyozast iranyité génekben, mint példaul az IpxA, phoQ. A foszfolipid
szallitasban szerepet jatsz6 gének, mint az IptD és mlaA, szintén mutaldédhatnak. Ezen gének
mutacioi novelik a baktériumok ellenallé képességét az egyszeres célpontu permeabilizalokkal
és esetenként POL7306-tal szemben.

2. A Kettos célponti permeabilizalé antibiotikumok csoportjan beldl nem jellemzé a

keresztrezisztencia

A kovetkez6 elemzésben azt vizsgaltuk, hogy a kettés célpontii permeabilizald
antibiotikumokhoz adaptalt baktériumvonalak milyen szintli keresztrezisztencidt mutatnak az
egyszeres célpontl permeabilizald antibiotikumokkal szemben. Ennek vizsgalatara 6sszesen
15 baktériumvonalat hasznaltunk, amelyek kiilonb6zo kettds célponti permeabilizalo
antibiotikumhoz adaptalddtak egy korabbi ALE kisérlet soran. Ebbdl hat vonal Tridecaptin
M152-P3-hoz, harom SCH79797-hez, és szintén hat vonal POL7306-hoz adaptalddott. A
vizsgalat soran d&sszehasonlitottuk ezeknek a vonalaknak és az eredeti torzsnek az
érzékenységét a kettds célponti permeabilizalo antibiotikumokkal (SCH79797, TRD és
POL7306) és az egyszeres célpontu permeabilizaldo antibiotikumokkal (SPR-206 és
kontrollként kolisztin) szemben, az MIC értékek mérésevel.

Eredményeink alapjan a kettds célpontu permeabilizalé antibiotikumok (SCH7979, POL7306
és TRD) kozott altalaban limitalt a keresztrezisztencia, amely tébbnyire nincs jelen, vagy csak
kétszeres, maximum négyszeres mértékben figyelhetd meg. Ezzel szemben a kettés célpontu
permeabilizalé antibiotikumokhoz vald adaptacié a keresztrezisztenciat eredményezett az
egyszeres célpontl permeabilizal6 antibiotikumokkal (SPR-206, COL, PMB) szemben.
Elemzésiink kimutatta, hogy ezeknél a keresztrezisztens vonalaknal ritkdbban jelentkeztek

olyan mutaciok, amelyek kationos antimikrobialis peptidrezisztenciaban résztvevo géneket
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érintenek. Tovabba a mutéciok tobbsége olyan génekben tortént, amelyek funkcidja nem
klasszikus antibiotikum-rezisztenciaval fiigg 6ssze, és tobb gén esetében az annotécio hianya

miatt nem ismert a pontos bioldgiai szerep.

Két SCH79797 és két TRD rezisztens vonal Kivételt jelentett a fentebb emlitettekhez képest,
mivel ezekben nem figyeltlink meg keresztrezisztenciat az egyszeres célpontu permeabilizald
antibiotikumokkal tortén6 kezelés utan. Az SCH7979-rezisztens vonalakban foként efflux
pumpa (acrB-like) mutacidkat azonositottunk, amelyek 6nmagukban nem eredményeztek
keresztrezisztenciat mas vizsgalt antibiotikumokra, amennyiben azonban a basR gén is
mutalodott mellettlik, keresztrezisztencia alakult ki az egyszeres célpontl permeabiliz&ld
antibiotikumok és a POL7306-tal szemben. A TRD rezisztens vonalak az E. coli esetében
gyakran mutaciokat tartalmaztak az mlaA és IptD génekben, amelyek szerepet jatszhatnak a
sejtmembran szerkezeti stabilitasaban és a foszfolipid transzportban.

Tovabbd a POL7306-ra adaptalt vonalak csak az egyszeres célpontu permeabilizalo
antibiotikumokkal szemben mutattak keresztrezisztenciat, de SCH79797-re és TRD-re nem,

vagy csak minimalis mértékben (8. abra).
Mutilt gének Relativ MIC (logio)
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POL7306 rezisztens vonalak

keresztrezisztenciaja egyszeres és kettés célpontu permeabilizaléo antibiotikumokkal

szemben. A hétérkép hat TRD, harom SCH és hat POL rezisztens vonal MIC-jat abrazolja.
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Ezeket az értékeket Ugy szamitottuk Ki, hogy az evolucios vonalak MIC-értékeit a megfeleld
6si MIC-értékekhez viszonyitottuk, majd a kapott hanyadokat logl10-transzforméacidénak
vetettik ald. A relativ MIC értékének emelkedése a keresztrezisztencia fokozottabb
megjelenését jelzi. A 15 kettds célpontl permeabilizal6 antibiotikumhoz adaptaltatott vonal
laboratoriumi evolucié eredményeként jott létre. A K. pneumoniae, E. coli és A. baumannii
fajokbodl ket vagy harom fliggetlenil evolvalddott vonalat elemeztiink. A jobb oldalon talalhaté
hotérkép azokat a géneket abrézolja, amelyek mutaciékon mentek keresztill a kettés célpontd
permeabilizalé antibiotikum rezisztens vonalak esetében. Ezeknek a géneknek a specifikus
sejtes folyamatokban bet6ltott szerepét a KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

és a COG (Clusters of Orthologous Genes) adatbazisok alapjan vizsgaltuk.

3. A legjobb 6lési kinetikat az SCH79797 kettds célponti permeabilizalo antibiotikum

mutatta mindharom vizsgalt baktériumfaj esetében

Mivel tudjuk, hogy a polimixin antibiotikumok egyik kedvezo tulajdonsaga koz¢ tartozik, hogy
gyorsan eradikaljak a baktérium populaciokat®, arra is kivancsiak voltunk, hogy a kettds
célpontu permeabilizalé antibiotikumok megtartottak-e a gyors 6lési kinetikajukat, valamint,
hogy ez a gyors baktériumolé hatas milyen mértékben jarult hozza az alacsony
rezisztenciaprofilhoz.

Ennek tanulmanyozésara a kiserlet soran harom baktériumtérzs (A. baumanni, E. coli, K.
pneumoniae) tuleléset vizsgaltuk olyan antibiotikumokat alkalmazva, amelyekkel szemben
ezek a torzsek érzékenyek voltak. Egy korabban kidolgozott kisérleti protokoll szerint az ¢16
sejtek meghatarozasat 4 6ras antibiotikumoknak val6 kitettség utan végeztiik, valamint az
Az 06lési Kkinetikat Ggy hataroztuk meg, hogy kiszamoltuk az antibiotikumkezelés utani
életképes sejtek aranyat a teljes kezdeti eletképes sejtszdmhoz viszonyitva.

Az elemzés kimutatta, hogy a kettds célponti permeabilizald antibiotikumok hasonld Glési
Kinetikat mutatnak, mint az egyszeres célpontl permeabilizalok, kivéve az SCH79797, amely
minden vizsgalt faj esetében 4 éran belll teljes mértékben kiirtotta a bakterialis populéciét (9.

abra).
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9.abra. Az egyszeres és kettos célpontu antibiotikumok o6lési kinetikaja A. baumanni, E.
coli és K. pneumoniae baktériumok esetében 4 6ras antibiotikum expozicio utan. Az dbran
a talélési aranyt (logio) tiintettiik fel a kezelés elbtti életképes sejtszamhoz viszonyitva, a
szorasok pedig az 5 biologiai ismétlés alapjan mért standard hibat (SE) abrazoljak. A ket

antibiotikumcsoportot szinekkel kilonitettik el.

V. Diszkusszi6

Tekintettel arra az aggasztd tényre, hogy a polimixin antibiotikumok (egyszeres célpontu
permeabilizalok) széles korti alkalmazasa kovetkeztében szamos polimixin rezisztens

baktériumtdrzs jelent meg, egy Uj terapias kihivassal kell szembenézniink.

Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a kettés célpontu permeabilizald antibiotikumok,
mint az SCH79797 és Tridecaptin M152-P3 nem voltak érzékenyek a polimixin B-re kialakult
rezisztenciara, a POL7306 esetében a vonalak egy része csokkent érzékenyseget mutatott, mig
az SPR-206 ¢és kolisztin esetében jelentds keresztrezisztencidt figyeltiink meg. Ez azt jelzi,
hogy a kett6és célponta permeabilizalé antibiotikumok hatékonyabb alternativat kinalhatnak a

polimixin B rezisztens baktériumtorzsek kezelésében.

A felsorolt harom antibiotikum (SCH79797, Tridecaptin M152-P3, POL7306) koz6s
tulajdonsaga, hogy egyarant tdmadjak a bakteridlis membran integritasat és egy masik

intracellularis célpontot, bar specifikus hatdsmechanizmusuk eltéré minden esetben.
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Ezzel ellentétben az egyszeres célpontt permeabilizalo antibiotikumok (polimixin-B és SPR-
206) a baktériumok LPS-ének lipid A részéhez kotédnek majd karositjak a kiilsé membrant.
Ezekkel az antimikrobialis szerekkel szemben azonban kénnyen kialakulhat rezisztencia, mivel
az LPS strukturéja az azt szintetizal6 enzimek mutacidinak hatasara kdnnyen modosithaté. A
POL7306 szinten képes az LPS-hez kot6dni, mint az egyszeres célpontd permeabilizalok, mert
szerkezetileg és funkcionalisan hasonlésagot mutat a polimixin B-vel. Feltételezhetéen ezért
figyelhet6é meg keresztrezisztencia a vonalak egy részénél.

A kettds célpontii permeabilizalok kozul az SCH79797 és a TRD nem érintettek az LPS-t
maddositd mutaciok altal, amit alatdmaszt, hogy nem alakul ki keresztrezisztencia a polimixin

B rezisztens vonalakkal szemben.

A kettés célpontli permeabilizalokra rezisztens vonalak esetén érdemes kiemelni, hogy a
POL7306, az SCH79797 és TRD antibiotikumok egymassal szemben nem mutattak
keresztrezisztenciat, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a klinikai alkalmazas soran egymas
utdn is hasznalhatok lennének, a rezisztencia kockazatanak minimalizalasaval. Ez a
megfigyelés kiemelten fontos, mivel igy tobb terapias lehet6ség maradhat a polimixin
rezisztens baktériumok kezelésére. Ezzel szemben az egyszeres célpontd permeabilizald
antibiotikumok (SPR-206, COL, PMB) esetében a keresztrezisztencia gyakrabban fordul ¢l6,
vagyis ha egy baktériumtorzs ellenallova valik az egyik ilyen antibiotikummal szemben, akkor
nagy valoszinliséggel a tobbi egyszeres célponti permeabilizalora is rezisztenssé valik. Ez
jelentésen korlatozza a terapias opcidkat, mivel az ilyen tipust rezisztencia esetén kevesebb
antibiotikum marad hatékony az adott patogeén ellen.

Tovabba a kettés célponti permeabilizalokra adaptalt vonalak esetében keresztrezisztenciat
figyeltink meg az egyszeres célpontd permeabilizalé antibiotikumokkal (SPR-206, kolisztin,
polimixin B) szemben. Ez klinikai szempontbol kevésbé aggasztd, mivel a polimixin-rezisztens
baktériumok mar jelen vannak, és ezekkel szemben éppen a kettds célponti permeabilizalé
antibiotikumokra van sziikség, hogy kiegészit6 terapiat nytjtsanak a polimixin rezisztens

fertézésekkel szemben, nem pedig forditva.

Fontos megjegyezni, hogy az SCH79797 Kivételes baktericid hatékonysagot mutatott, mert
teljesen elpusztitotta a baktérium populacidkat négy oran belul. Sikeressége feltételezéseink
szerint abban rejlik, hogy aktivalja a baktériumok egy mechanoszenzitiv csatornajat (MscL),

ezéltal idézi el6 a membrankarosodast. Ez az G célpont kiuléndsen figyelemreméltd (j
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antibiotikumok fejlesztése szempontjabol, hiszen egy erésen konzervalt fehérje a baktériumok

korében és hianyzik az eml8sokbsl.%®

Az 0lési kinetikat vizsgald kisérlet azt mutatta, hogy a baktériumolési képesség nem
befolyasolja kozvetleniil a rezisztencia kialakuldsat, mivel mind az egyszeres, mind a kettds
célpontu permeabilizalok hasonloan jo baktériumolési hatékonysagot mutattak. Az SCH79797
gyors baktériumolé hatasa viszont hozzajarulhat a rezisztencia kialakulasanak
megakadalyozésahoz, mig a POL7306 és a TRD esetében a jo rezisztenciaprofil inkdbb a

specialis célpontjaik miatt figyelheté meg, nem pedig a gyors 0lési Kinetika miatt.

Osszességében kutatdsunk eredményei raviligitanak arra, hogy a kettés célponta
antibiotikumok sokkal 0Osszetettebb hatdsmechanizmusokkal rendelkeznek, amelyek
hatékonyan minimalizaljak a rezisztencia kialakulasat. Ezek az antimikrobidlis szerek
kiilonosen igéretesnek tiinnek a Gram-negativ patogenekkel szembeni kiizdelemben, amelyek
esetében a jelenleg elérhetd terapias lehetéségek egyre korlatozottabbak. A jovébeni
antibiotikum-fejlesztési iranyvonalaknak ezert érdemes figyelembe venniiik ezt a kettGs
mechanizmust, amely egyszerre tamadja meg a bakterialis membrant és mas kulcsfontossagu

sejtes folyamatokat is.

Az eredményeink altal nyajtott perspektiva megerdsiti azt az elképzelést, hogy azok a kettds
célpontt antibiotikumok, amelyek a membrant is célozzak, hosszu tavon fenntarthatébbak
lehetnek a rezisztenciaval szemben, igy potencidlisan nagyobb hatékonysagot biztositanak a
nehezen kezelhet6 fert6zések esetén, mint azok a kettds célpontu antibiotikumok, amelyek nem
célozzak a membrant. Ezek az eredmények hangsllyozzak a célzott és atgondolt tervezés
fontossagat a jovO antibiotikumainak kialakitdsaban és alkalmazdsaban, hogy hatékonyabban

vehessuk fel a harcot a globalis antibiotikum-rezisztencia problémajaval.
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