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3 Irodalmi attekintés

3.1 Antibiotikumrezisztencia okozta kihivasok, és globalis hatasai

Az antibiotikumok vitathatatlanul az orvostudomany egyik legnagyobb vivmanyai koz¢
tartoznak. Ezen anyagok nagy része talajlako baktériumokbodl és gombakbdl izolalt méasodlagos
metabolitok. A forrasokért egymassal versenyzd mikroorganizmusoknak kompeticios elonyt
jelent mind az antimikrobidlis anyagok termelése, mind az elleniik megszerzett rezisztencia.

(Durand és mtsai., 2019)

Bar a legkézenfekvobb felhasznalasi teriilete az antibiotikumoknak a human gyodgyaszatban
valo terapias alkalmazas bakteridlis fert6zések ellen, ez a teljes eldallitott
antibiotikummennyiség felhasznéladsdnak kevesebb mint felét teszi ki. Kiemelten fontos szerepe
van az antimikrobidlis szerek alkalmazasdnak a nagyiizemi éallattartdsban, mint
novekedésserkentdk, de hatalmas mennyiségben keriilnek felhasznélasra az agrarszektorban és
az akvakultirdban (més néven vizmivelésben) is. (Davies & Davies, 2010) A hatalmas
mennyiségekben eldallitott és felhasznalt antibiotikumok kikeriilnek a kornyezetbe, a
vizhéalozaton keresztiil elterjednek az Gkoszisztémaban, ahol komoly 6kologiai problémakat

okozhatnak. (Gothwal & Shashidhar, 2015)

Az antibiotikumok fontos tulajdonsaga a szelektivitas, tehat ugy kell végezniik a
baktériumokkal, hogy kozben a gazdaszervezetben ne tegyenek kart. Az eukaridta és prokariota
sejtek felépitésében szignifikdns kiilonbségek vannak. Antibiotikum fejlesztés soran olyan
genetikailag konzervalt struktirdkat vagy bioszintetikus Utvonalakat kell talalni, amelyek a
baktériumok sajatsdgai. Ezeket az egyedi célpontokat kell valamilyen biokémiai uton
megzavarni, vagy miitkodésképtelenné tenni, hogy elpusztithassuk a patogén baktériumokat.
Ilyen célpontok, amik gyakran szolgalnak antibiotikumok tadmadéspontjaiként, példaul a
bakterialis sejtfal szintézis, fehérjeszintézis (riboszoémék), nukleinsav szintézis, membran

integritas €s kiilonboz6 anyagcsere Utvonalak. (Projan, 2002)

A baktériumok altalaban rendelkeznek egy peptidoklikdn vagy més néven murein tartalmua
sejtfallal. Ez a folyamatosan dinamikus valtozasban 1€évé struktura védelmet biztosit az
organizmusnak a kiilonboz0 fizikai és kémia hatasokkal szemben. (Dmitriev és mtsai., 2005)
Az, hogy a bakterialis sejtfal ennyire egyedi és a sejt normal miikodéséhez elengedhetetlen, az
antimikrobidlis készitmények kivald célpontjava teszi. (T. Schneider & Sahl, 2010) Nagy
eltérés van még a baktériumok riboszomai és az eukaridtdkban megtaldlhatd riboszomak

felépitése kozott. A bakterialis riboszoma 30S és 50S alegység rRNS gazdag régidin is



talalhatok inhibitor kotohelyek. (Poehlsgaard & Douthwaite, 2005) Egy masik igéretes célpont
a baktériumok sejtmembranja. A negativ toltottségii felszin és az olyan egyedi motivumok, mint
a lipopoliszacharidok (LPS) megkiilonboztetik a gazdaszervezet sejtjeitdl. (Epand és mtsai.,

2016)

A B-laktam tipusu antibiotikumok mindegyike rendelkezik egy nitrogén tartalmt B-laktam
gyuriivel, mely a baktériumok transzpeptidaz enzimjéhez kot hozza, ezzel megzavarva a sejtfal
képzodését osztédas kozben. Ebbe a csoportba tartoznak a penicillinek, monobaktdmok,
cefalosporinok ¢és a karbapenémek. (Kong ¢és mitsai., 2010) A makrolidok a prokaridtakra
jellemzé 50S nagysagu nagy riboszéma alegységhez kotddnek, ezzel hatraltatva a sejt
fehérjetermelését. (Retsema & Fu, 2001) A makrolidokhoz hasonléan a tetraciklinek és az
aminoglikozidok is a riboszémahoz kotddve befolydsoljak a fehérjeszintézist. (Chopra &
Roberts, 2001; Krause ¢és mtsai., 2016) Egy masik tdmadhat6 célpont a baktériumok sajatos
DNS szintézisében résztvevo fehérjék gatlasa. Ilyen fehérjék a DNS giraz és a topoizomeraz
IV, melyeknek feladata a bakterialis DNS szerkezetének befolyasolasa a replikacié soran. A
kinolonok ezen két fehérje miikodését befolyasoljak, ezzel karositva a bakterialis genomot.
(Bisacchi & Manchester, 2015) A polimixinek olyan antibiotikumok, melyek a bakteridlis
membranra hatva pusztitjak el a korokozokat. A baktériumokra jellemzd lipopoliszacharidok
lipid A részéhez kotnek, igy megvaltoztatva a membran permedbilitasat. (Dijkmans és mtsai.,

2015)

Az antibiotikumok ellen kialakult rezisztencia mogott kiilonb6zé mechanizmusok allnak. A
target-medialt rezisztencidk esetében az egyik bakterialis célponton torténik olyan modosulas,
melynek hatisara az adott hatdéanyag hatastalanna vagy kevésbé hatékonnya valik. Ezek
altalaban specifikus ellendlloképességet jelentenek egy konkrét antibiotikumra vagy
antibiotikum osztalyra. A B-laktam vegyiiletek ellen a baktériumok elkezdhetnek B-laktamaz
enzimet termelni, melyek képesek a nitrogént tartalmazd gytriit szétnyitni, ezzel egyiitt azt
hatastalannd tenni. (Poole, 2004) Ezek ellen a rezisztens baktériumok ellen védekezhetiink
kombinalt terdpiaval, melynek sordan az antibiotikum mellett B-laktamaz inhibitorokat
alkalmazunk. Azonban a baktériumok az inhibitorokhoz is képesek alkalmazkodni a
transzpeptidaz enzim megndvekedett termelésével vagy egy megvaltozott szerkezeti
transzpeptidaz eldallitasaval. (Drawz & Bonomo, 2010) A tetraciklinek elleni rezisztencia

crer

révén, melyek eltavolitjak a tetraciklineket a riboszémalis kétohelyiikrdl. (Grossman, 2016)



Sz¢lesebb korh rezisztenciat okoz az efflux pumpak talzott expresszidja. Ezek a fehérjék
képesek a sejt szamara nemkivanatos anyagokat a kdrnyezetbe pumpdlni aktiv transzporttal.
(Webber & Piddock, 2003) Ide tartoznak az ABC (ATP-binding casette) transzporterek
melyeknek mitkodéséhez ATP hasitas biztositja az energiat (els6dleges aktiv transzport). A
baktériumokban azonban a legtobb efflux pumpa masodlagos aktiv transzportot folytat, tehat a
vegyiiletek kipumpalasaval parhuzamosan ionok be-, vagy kidramlasa is végbemegy. (Van
Bambeke ¢és mtsai., 2000) Egy represszor génben torténd mutacié konnyedén okozhatja ezen
fehérjék talzott kifejezodését. A pumpak nem az antibakteridlis szer célpontjara hatnak
kozvetleniil, hanem ,,off-target” a sejten kiviilre juttatjdk a baktérium szamara kartékony
molekulakat. A megndvekedett szamu kevésbé specifikus pumpaknak tobbféle antibiotikum
vagy mas antibakteridlis vegylilet is lehet szubsztratja, tehat egy adott antibiotikumnak valo
kitettség is okozhat multidrog-rezisztenciat. (Webber & Piddock, 2003) Egy kivalo példa erre,
hogy egy gyakori biocidhoz, a triklozdnhoz adaptalt Pseudomonas aeruginosa térzsekben a
megnovekedett efflux pumpa kifejez0dés rezisztenciat eredményezett tobb kiilonbozo

antibiotikumra is. (Chuanchuen és mtsai., 2001)

A kiilonféle hatasmechanizmust antibiotikumoknak vald kitettség hatasara olyan torzsek
jelennek meg, melyek tobb antibakteridlis anyagra nézve is rezisztensek. Multidrog-
antibiotikumra rezisztens. Gyakran hallhatjuk még az extenziv gyogyszer rezisztencia (XDR)
¢és a panrezisztencia (PDR) kifejezéseket. EIobbi, definicio szerint, olyan baktériumokra utal,
melyek egy vagy két csoporton kiviil minden antibiotikum osztalybdl legalabb egy hatdanyagra
rezisztensek. A panreszisztens baktériumok az Osszes antibiotikum osztaly Osszes

hatéanyaganak ellenéallnak. (Magiorakos és mtsai., 2012)

A klinikumban hatalmas problémat okoznak az egyre tobbféle rezisztenciat felhalmozo
baktériumok. Jelentds veszélyforrast jelentenek példaul a meticillin-rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA), a karbapenem-rezisztens Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
E. coli és a Pseudomonas aeruginosa okozta bakteridlis fert6zések is a multidrog-
rezisztencianak héla. Tobbek kozott ezen felsorolt korokozok is szerepelnek a WHO altal 2024-
ben frissitett elsObbséget €lvezd bakterialis korokozok listajan. Erre a listara azon multidrog-
rezisztens baktériumok keriiltek fel kritikus prioritasuként, amelyek a legnagyobb veszélyt
jelentik az egészségligyben, magas haldlozési ardnnyal rendelkeznek, és jelenleg nem, vagy
csak nagyon kevés gyogyszer van ellentik fejlesztésben. (WHO Bacterial Priority Pathogens
List 2024, 2024)



3.2 Az antibiotikumrezisztencia genetikai mechanizmusai és terjedése

Kétféleképpen alakulhat ki rezisztencia egy adott antibiotikumra: vertikalis evolicioval és
horizontalis géntranszferrel. Vertikdlis evolucié soran torténik egy random mutacié mely
szelekcios nyomds hatasara elterjed a populécidban. Horizontalis géntranszferrdl akkor
beszéliink, amikor baktériumok kozott genetikai informécio atadasa torténik. Ennek hatterében
allhat plazmid &tadas konjugécioval, transzformécid, vagy transzdukcié virus vektorral.
(Sommer ¢és mtsai.,, 2017) Gyogyszerfejlesztés soran a horizontalis génatadds okozta
rezisztencia vizsgalatat elhanyagoljak, ugyanakkor kutatasok bizonyitottak, hogy igen jelentds
mértékben hozzéjarul a klinikumban jelentkez6 rezisztens torzsek kialakulasdhoz. (Gilmore és

mtsai., 2013)

A plazmidok, mint dnreplikal6dé extrakromoszomalis genetikai elemek, a bakteridlis genom
szerves részét képezik. Ezeken a cirkularis duplaszali genetikai elemeken fel tudnak
halmozo6dni kiilonbozo rezisztencia gének, melyek igy egyiitt adédhatnak at akar kiillonb6zo
fajok kozott is. (Sun és mtsai.,, 2019) A rezisztencia géneken kiviil ezek a plazmidok
koédolhatnak olyan virulenciafaktorokat is, mint példdul citotoxinok vagy adhézids faktorok.
(Carattoli, 2011) Plazmidok az egyik f6 kozvetitdi olyan rezisztencia géneknek, mint a
karbapenémek ellen kialakuld rezisztenciat okozé blaKPC gén vagy az mer-1, mely kolisztin
rezisztenciat okoz. Az el6bb emlitett mindkét antibiotikumot utols6 lehetdségként alkalmazzak
bakterialis fertézések soran, de a hatisossaguk egyre csokken, ahogy az elleniik kialakult

rezisztencia terjedése tovabb folytatddik. (Huang és mtsai., 2018; Skov & Monnet, 2016)

crer

jarulékos érzékenység. Keresztrezisztencia kialakuldsa soran egy adott antibakteridlis szerre
kialakult rezisztencia mutici®6 mds antibiotikumokkal szemben is csokkenti a baktérium
érzékenységét. Ennek héla az adott patogén, ha alacsonyabb koncentraciok mellett is, képes
lesz tulélni tobb antibiotikum jelenlétében is, sét nagyobb sikerrel szerezhet fokozottabb
rezisztenciat elleniik a jovében. Jarulékos érzékenységrdl akkor beszéliink, amikor adott
antibiotikummal szemben kialakult rezisztencia Osszefiiggésbe hozhaté egy masik
antibiotikumra mutatott ndvekedett érzékenységgel. Ennek a két gyakori jelenségnek hatalmas
szerepe van a rezisztenciak terjedésének befolydsolasaban, igy megértésiik elengedhetetlen a
felelosségteljesebb antibiotikum kezelési stratégidk €s az 0j hatdanyagok kifejlesztéséhez.

(Sommer ¢s mtsai., 2017)



3.3 Afejlesztés alatt all6 antibiotikumok kihivasai és jovobeli lehetéségei

A huszadik szdzad els6 felében sorra fedezték fel a kiilonb6z6 antibiotikumokat, mig ez a
lendiilet az 1960-as évekre alabbhagyott. Az 0j hatdanyagok izolaldsa egyre nehézkesebb és
koltségesebb, mikdzben a baktériumok ndvekvd ilitemben adaptalodnak a meglévo
arzenalunkhoz. (Lewis, 2020) A fejlesztés alatt all6 antibiotikumokra rendkiviil hamar
megjelenhet a rezisztencia, és mar a természetben is jelen lehetnek az ezekért felelds gének.

(Durand és mtsai., 2019)

Mivel az antibiotikum fejlesztés rettentd koltséges és a rezisztencia akdr par éven beliil
megjelenhet ellene, a nagy gydgyszergyartd cégeknek nem éri meg az 0 hatdanyagok
fejlesztése. Az igéretes molekuldk csupan toredéke jut el a preklinikai fazistol a klinikai
alkalmazasig. Erthet6 tehat, hogy az antibiotikumok fejlesztése til nagy pénziigyi kockéazatot

jelent az ipar szdmara. (Projan, 2003)

Az egyre elterjedtebb rezisztens torzsek miatt rendkiviil fontos az 0 antibiotikumok
fejlesztése, melyek hatasosak lehetnek a rezisztens és multidrog-rezisztens bakteridlis
fertdzésekkel szemben. A nemrég forgalomba hozott, vagy jelenleg klinikai tesztek alatt allo
hatéanyagoknak valamilyen modon meg kell keriilnilik az elterjedt rezisztencidk mogotti

mechanizmusokat, vagy 0j timadhato célpontokat kell gatolniuk.

A 2017 és 2021 kozott megjelent antibiotikumok tobb mint 80%-a mar hasznalatban 1évo
antibiotikum osztalyokba tartozik, vagy azok modositott valtozatai. Ezen hat6anyagok nagy
része nem hatdsos olyan kiemelten veszélyes rezisztens baktériumtorzsek ellen, mint a
karbapeném rezisztens Acinetobacter baumannii (CRAB) ¢és Pseudomonas aeruginosa
(CRPA). A jelenleg 27 klinikai fazisban 1év6 antibiotikum koziil 12 B-laktam tipusit molekula
¢s B-laktamaz inhibitor kombinalt alkalmazédsan alapszik. Nagyon kevés az olyan fejlesztés alatt
allo hatéanyag, melyekkel az egyre gyakoribb multidrog-rezisztens baktériumok okozta
fertdzéseket lehetne kezelni. Ha az antibiotikum fejlesztés tovabbra is kovetni fogja ezeket a
trendeket, akkor az antibiotikumrezisztencia krizis csak sulyosbodni fog a jovoben. (2021

Antibacterial Agents in Clinical and Preclinical Development, é. n.)

Az egyik fejlesztés alatt 4116 antibiotikum az omadaciklin, ami egy félszintetikus tetraciklin
vegyiilet, mely olyan kémiai modositasokkal rendelkezik, amelyek képessé teszik a
riboszomalis véddfehérjék és a tetraciklin-specifikus efflux pumpak legydzésére. (Karlowsky
¢és mtsai., 2019) 2018-ban engedélyezték a szintén tetraciklinekbdl szarmaztathato eravaciklin

intravénasan alkalmazhatd antibiotikumot. (Zhanel és mtsai., 2016) Ezt a molekuldt mar a



glicilciklinek k6zé soroljak, melyek fejlesztésénél a tetraciklinek ellen mér elterjedt rezisztencia
mechanizmusok lekiizdése volt a cél. (Noskin, 2005) Egy igéretes csoportot képviselnek az 1j
generacids membrantargetald antibiotikumok. Ide tartozik a POL-7306 preklinikai fazisban
1év6, Gram-negativ baktériumok ellen fejlesztett széles spektrumut peptidomimetikus molekula.
A hatodanyag tartalmaz egy polimixin részt és egy hozza csatolt P-hajtiit. A bakterialis
membranon talalhaté lipopoliszacharidokhoz, és a fehérjéket a kiilsé membranba dgyaz6 BAM
komplex egyik alegységéhez kot. (Sader és mtsai., 2020) Az SCH-79797 nevet viseld
antibiotikumnak a bakterialis membranon kiviil van egy intracellularis célpontja is, a folsav
bioszintézis. Ennek a kettés hatasmechanizmusnak héla nagy sikerrel képes elpusztitani a
Meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus torzseket is. (Martin és mtsai., 2020) Szintén a
membrant célozza az SPR-206 nevili polimixin-B szdrmazék, amelynek jelenleg az 1. fazisu

klinikai tesztjei folynak. (Zhang és mtsai., 2020)

3.4 Antimikrobialis peptidek, mint potencialis antibiotikumok

Az antimikrobidlis peptidek, vagy roviden AMP-k, a velesziiletett immunrendszer rovid,
altalaban kationos polipeptidjei. Az ¢éldvildgban rendkiviil elterjedtek. Megtalalhat6ak
allatokban, ndvényekben, gombéakban és prokariotakban is. Nem csak baktérialis, de viralis és
gombas fertézések elleni immunvalaszban is részt vesznek. Pozitiv toltésiiknek és amfipatikus
tulajdonsaguknak hala képesek elektrosztatikusan megkotddni a baktériumok negativ toltésti

membranjan és megnovelni annak ateresztoképességét. (Nguyen és mtsai., 2011)

Ha az AMP koncentracié elég magas szintet ér el, megindul a porus képzddés. A
,,hordodonga” modell szerint az egyes peptidek egymas mellé rendezddnek a lipid rétegben
ugy, hogy hidrofob résziik a kettds hartya felé néz, a hidrofil rész pedig kdzrefogja a porust. A
,,5z0nyeg” modellnél a membran felszinével parhuzamosan teriilnek el az AMP-k. Megfeleld
koncentracionadl a membran egyes darabjai micellat képezve kilépnek a sejthartyabol. A
harmadik modell a ,,torusz-porus” modell, mely szerint az aggregalodd peptidek visszahajtjak
a membrant alkotod lipideket. A pérust az AMP-k és a foszfolipidek hidrofil feje hatarolja. (1.
abra) A membranon kiviil gatolhatjadk még a sejtfalszintézist, de intracelluldris célpontokat is
tamadhatnak, gatolva a fehérje-, illetve a nukleinsav-szintézist. Az AMP-k antibakterialis
hatasanak sikerét noveli, hogy képesek egyszerre tobb célpontjukat is timadni egy adott sejten,

legyen az a membran vagy egy intracelluldris célpont. (Le és mtsai., 2017)



Bakterialis sejthartya Oldott AMP

%MP felhalmozédas a membrén
felszinén

o (o,
m\m@)

1. abra Antimikrobialis peptidek hatismechanizmusai. (Bahar & Ren, 2013) Az AMP-k
felhalmozoddnak a sejthartydn, majd megindul a porusképzddés. (A) hordodonga modell, (B)
szOnyeg modell, (C) torusz-porus modell. Az AMP-k hidrofil részeit piros, a hidrofob részeket
kék szinnel jelolték.

Az antibiotikum rezisztencia elleni harcban az elézdleg felsorolt tulajdonsidgaik miatt
igéretes lehet az AMP-k alkalmazédsa. Fontos azonban kiemelni a hatranyaikat is. Hatasuk
nagyban fligg a kornyezeti koriilményektol. Figyelembe kell venni a kozeg pH-jat, az oldott
ionokat és az egyéb fehérjéket, hiszen ezek mind befolyasolhatjak az AMP-k hatasossagat. A
masik nagy problémat a molekuldk gyors degradécidja jelenti. Ezek a peptidek konnyen
lebomlanak a szervezet kiilonb6zd enzimeinek hatasara. Ezen hatranyok kiilonb6zdé kémiai

modositasokkal kikiiszobolhetdk. (Falanga és mtsai., 2016)

Az AMP-k tovabbi vizsgalata és miikodésiik megértése figyelemre méltd eredményekhez
vezethet 1) antibakteridlis szerek kifejlesztésében. Tobb antimikrobidlis peptid is van
preklinikai vagy klinikai fazisban, mint példaul a human eredeti LL-37. (Koo & Seo, 2019) A
fertdzo betegségek lekiizdésén til olyan betegségek kezelésére is alkalmasak lehetnek, mint a

rak, vagy a cukorbetegség. (Divyashree és mtsai., 2020)
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Az AMPk-kel szemben kialakulo rezisztencia kevéssé ismert. Altalaban nehezebben alakul
ki elleniik rezisztencia, mint a legtobb antibiotikum ellen, feltételezhetden a tobb célpont miatt.
Azonban ennek mértéke erdsen fiigg az adott AMP tulajdonsagaitdl. (Spohn és mtsai., 2019) A
kolisztin, vagy mas néven polimixin E egy olyan peptid antibiotikum, melyet a legvégso
esetben hasznalnak tiidogyulladdsos betegeknél. Kolisztinre rezisztens Acinetobacter
baumannii klinikai izoladtumokban figyelték meg, hogy a kolisztin mellett human AMP-kre,
példaul LL-37-re is csokkent a torzsek érzékenység. (Napier és mtsai., 2013) Az AMP-k
sz¢leskorli alkalmazéasanak hatasara elterjedhetnek olyan rezisztens patogén baktériumok,
melyek érzékenysége a humén immunrendszer antimikrobidlis peptidjeire is csokkenhet
keresztrezisztencia révén, ha azok hatdsmechanizmusa nagyon hasonlé. (Kintses és mitsai.,

2019)

3.5 Az antibiotikumrezisztencia koltsége és hatasa a bakterialis populaciokra

Mivel a rezisztenciat okoz6é mutéaciok jol konzervalt, fontos funkcidkat érintenek, igy a
rezisztens baktériumoknak ez valamilyen formaban altalaban novekedési hatranyt jelent a vad
tipushoz képest. Egy megvaltozott fehérje nem tudja ugyanakkora sikerrel elvégezni a feladatat,
mint az eredeti. Ha tal nagy koltsége van egy rezisztencidnak, akkor nem tud fennmaradni a
populacidban. (Andersson & Hughes, 2010) Ez alapjan antibiotikum hasznalat hidnyaban a
ratermettebb érzékeny torzsek terjednének el a rezisztens tOrzsek rovasara. Azonban
eléfordulhat, hogy antibiotikummentes kdrnyezetben is jelen maradnak a rezisztens egyedek a

populacidban, s6t gyakoribbd is valhatnak. (Melnyk és mtsai., 2015)

A vad tipusu és a rezisztens baktériumoknak dssze kell hasonlitani azon tulajdonsagat, hogy
kiilonbozd antibiotikummentes kdzegekben hogyan tudnak néni, igy informaciot szerezhetiink
a relativ fitnesziikrél. Ha egy rezisztenciat okozé mutacio tal nagy fitnesz koltséggel jar, akkor
valoszinlileg nem fog tudni elterjedni. De ugyanez a gén tarsulhat egy masik mutéacioval, ami
képes ellensulyozni a rezisztencia fenotipusos koltségét. Salmonella typhimurium
baktériumban a plazmid hordozta AmpC tipust f-laktamazt kodold gén jelenléte szamottevd
fertdzoképesség €s novekedOképesség csokkenést okoz. Ha ezen gén mellett az ampR regulator
gén is jelen van, akkor a rezisztencia indukalhatdsaga csokkenti a fitnesz koltséget. (Andersson

& Hughes, 2010)

A masik fontos tulajdonsaga a baktériumoknak a virulenciajuk, tehat annak a mértéke, hogy
mennyire csokkentik a gazdaszervezet fitneszét, milyen mértékben betegitik meg azt. Ezt

kiilonbozd virulenciafaktorok (VF) befolyésoljak. Ezek a faktorok segitenek a baktériumoknak
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bejutni a gazdaszervezetbe és ott talélni, hogy aztan sikerrel kolonizalhassak azt. (Chen és

mtsai., 2005)

Virulenciafaktorok lehetnek kiilonb6zé membran asszocialt struktardk, amelyek segitik a
bakterialis adhézidt és a biofilm képzést. Erre j6 példa az E. coli 1-es tipusu, P- és S-fimbriai,
melyek a gazda sejtjein jelen 1évé manno-oligoszacharidokat ismerik fel. (Emddy és mtsai.,
2003) Az emlitett biofilm egy baktériumok altal a kornyezetiikbe jutattatott anyagok
segitségével 1étrejovo helyhez kotott kozosség, melyben tobbféle mikroorganizmus is élhet. A
biofilm kialakulasahoz sziikség van tobbféle szekrécios faktorra, melyek szintén lehetnek
virulenciafaktorok. Ezek a sejt altal szekretalt anyagok segithetnek a megtapadasban vagy az
er6forrasok sikeresebb kiakndzasadban. Utobbira példak a szideroférok. Az emberi szervezet a
baktériumok szamdra vasszegény kornyezetet jelent. A szideroforok nagy affinitassal
rendelkeznek a Fe**-ionok felé, egyiitt kelatot képeznek. Ezeket a vaskelatokat a baktériumok
mar fel tudjak venni. (Saha és mtsai., 2013) Ilyen sziderofor példaul a Pseudomonas aeruginosa
altal termelt floureszcens pioverdin, vagy az enterobactin, melyet tobbek kozott Escherichia
coli és Klebsiella pneumoniae is képes eldallitani. (Kang és mtsai., 2019; Zhu és mtsai., 2021)
Fontos virulencia faktor Gram-negativ baktériumoknal az LPS. Ezen molekula hidrofob lipid
A része sokféle moddositason ateshet, a baktérium genomjatol fiiggden. A mutaciok egy részét

kapcsolatba hoztak virulencia novekedéssel is. (Needham & Trent, 2013)

3.6 Antibakterialis immunvalaszok

A patogén baktériumok, mint mas koérokozok is, kornyezetiinkben mindenhol
megtaldlhatoak. Ott vannak a bdriinkdn, emésztdrendszeriinkben, egylitt €élnek a szervezet
szamara hasznos vagy megtiirt mikroorganizmusokkal. Az emberbe jutva hatalmas karokat
képesek okozni, és tekintve, hogy mindenhol jelen vannak, komoly kihivast jelentenek a
szervezet szamara. Az immunrendszer a szervezet sajat komplex, tobb egymassal
egylittmiikddé egységbél felépiilé védelmi rendszere. Ovija a szervezet sajat sejtjeit és szoveteit
az idegen anyagoktdl, korokozoktdl és a rak kialakulasatol. Két 6 része a velesziiletett és az
adaptiv immunrendszer. Ezek egymastol nem elkiiloniild egységek, hanem egymassal

folyamatosan kommunikalnak és egytittmiikodnek. (Parkin & Cohen, 2001)

3.7 A velesziiletett immunrendszer valasza a bakterialis fertozésre

Ha egy baktérium bejut a szervezetbe az els6 védelmi vonalat jelentd valamelyik
hamszoveten keresztiil, el6szor a gyorsan aktivalédo velesziiletett immunvalasz veszi fel vele
a harcot. Mivel a specifikus immunvalaszra tobb napot kell varni, igy a velesziiletett immunitas
univerzalisabb védekezd mechanizmusai rendkiviil fontosak a fert6zés kezdeti szakaszaiban.
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(Medzhitov & Janeway, 2000) A fert6zés helyszinén a makrofag sejtek receptorai (integrinek,
Toll-szert receptorok, scavenger receptorok) felismerik a baktériumokra jellemzé antigéneket.
Olyan molekuldk tartoznak ide, mint a sejtfalat felépitd peptidoglikan, a flagellumokat alkotd
flagellinek, vagy Gram-negativ baktériumok esetében a lipopoliszacharidok, Gram-
pozitivoknal pedig a teichonsavak. Felismerés utan a makrofagok elkezdik bekebelezni a
koérokozokat. (Pliddemann és mtsai., 2006) A makrofagok altal felszabaditott citokin
jelmolekulak odavonzzdk a velesziiletett immunrendszer tovabbi sejtes elemeit. Kdzponti
szerepet jatszanak az ilyenkor aktivalodo neutrofil granulocitak. Ezek a konnyen mozgosithato
sejtek nagy szdmban érkeznek, hogy felvegyék a harcot a patogén baktériumokkal. A
neutrofilek bekebelezik a megfeleld felszini molekuldkkal rendelkezé korokozokat, majd
intracellularisan enzimek és oxidativ szabad gyokok segitségével megemésztik azokat. (Parkin
& Cohen, 2001) A kezdeti gyors immunvalaszban részt vesznek még olyan sejtek, mint az
eosinophilok, a hizosejtek és az NK sejtek (natural killer cells), melyek citotokszikus és

gyulladasfokoz6 anyagokat bocsatanak ki az intracellularis térbe. (Turvey & Broide, 2010)

A velesziiletett immunrendszer rendelkezik nem-sejtes elemekkel is. Ide tartoznak az

altalunk vizsgalt komplement rendszer, és a kiillonb6zd antimikrobidlis peptidek.

3.8 Komplement rendszer szerepe a baktériumokkal szembeni védekezésben

A komplement rendszer a velesziiletett immunrendszer egyik fontos része, de az adaptiv
immunrendszer folyamataiban is részt vesz. Szerepe van a patogén baktériumok kiiktatasaban,
az apoptotikus sejtek eltavolitidsaban és az opszonizacioban, tehat a kérokozok antitestekkel
torténd megjelolésében a fagocitdzishoz. (Merle, Noe, és mtsai., 2015) Miikodéséhez tobb mint
30 fehérje sziikséges, melyek kiilonbozd aktivacids ttvonalakon fejtik ki hatdsukat a vérben.
Az aktivacios kaszkad fehérjéinek nagy része zimogén (inaktiv enzim prekurzor) formaban van
jelen. Ebben az 6sszetett kapcsolatrendszerben harom kaszkad kiilontil el, melyek a klasszikus
utvonal (Classical pathway, CP), a lektin utvonal (Lectin pathway, LP) és az alternativ titvonal

(Alternative pathway, AP). (Sarma & Ward, 2011)
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2. abra A komplement rendszer komponensei és az aktivacios Gtvonalak. (Erdei Anna -
Sarmay Gabriella - Prechl Jozsef (szerkesztdk), é. n.)A kiilonb6zé komponensek harom

"o

kiilonb6z6 Gtvonalon képesek meginditani a rendszer aktivaciojat. Mind a harom utvonal a C3
komponens hasitasat eredményezi, létrehozva a C5 konvertazt. A kaszkadfolyamat végén a
MAC okozza a bakterialis membran egységének megbontésat.

Ez az ugynevezett ,klasszikus Utvonal” a szervezetben akkor jatszodik le, amikor a
korokozok felszinén 1év6 antigénekhez kotott antitestek (IgG vagy IgM) kolesonhatasba 1épnek
a Clq komponenssel, amely egy sor biokémiai reakciot indit el. A C1q emellett képes felismerni
¢és kotddni mas ligandumokhoz is, mint a C-reaktiv fehérjéhez, a szérum amiloid P-hez és a
pentraxin 3-hoz, amelyek apoptotikus vagy mikrobidlis sejteken vannak jelen. Ez a kotddeés
aktivalja a Clr ¢és Cls szerinprotedzokat, amelyek ezt kovetden a C4 ¢és C2
komplementfehérjéket hasitjadk a C3 konvertdz komplex (C4bC2a) kialakitasahoz. Ez a
konvertaz dontd szerepet jatszik a C3-nak C3a-ra és C3b-re torténd hasitasaban, ami viszont
tovabbi komplementaktivacidhoz és a korokozd opszonizécidjahoz vezet. (Merle, Church, és

mtsai., 2015; Sarma & Ward, 2011)
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A lektin utvonal aktivaciojanak els6 1épése a mann6z-koto lektin (MBL) vagy a fikolinok a
koérokozok (koztik élesztok, baktériumok, parazitak és virusok) felszinén 1évo specifikus
szénhidratstrukturdkhoz torténd kotddése. Ezek a fehérjék a szérumban taldlhato MBL-
asszocialt szerin proteazokkal (MASP-k) alkotnak komplexeket. Az MBL-hez kotédik a
MASPI1 és a MASP2, mely aktivacio utan mar képes hasitani a C4-et és a C2-t, ezzel ugyanazt
a C3-konvertazt (C4bC2a) képezve, mint a klasszikus utvonalban. (Sarma & Ward, 2011)

A klasszikus ¢€s a lektin utvonallal ellentétben, amelyeket konkrét ligandok aktivalnak, az
alternativ utvonal mindig alacsony aktivitasi szinten van. Ez az alacsony szint azonban a
korokozok kiilonbozé felszini struktirainak jelenlétében fokozddik. A szérumban a C3 faktor
kismértékben folyamatosan hidrolizalodik C3b faktorra a ,tick-over” néven ismert folyamat
soran. A C3b, B és D faktorok egyiittesen hozzak létre a C3bBb komplexet, amely szintén egy
C3 konvertaz. A folyamatban kiemelt szerepe van a vérszérumban taldlhaté properdin
glikoproteinnek. Ez a fehérje stabilizalja a C3bBb komplexet és kot a korokozo felszinéhez.

(Sarma & Ward, 2011)

Mindharom ttvonal a C3 komponenshez fut 6ssze. Ebb6l C5 konvertaz enzimek képzddnek,
melyek a C5 hasitasaért felelosek. Az igy keletkezé C5b fehérje 4 masik komponens (C6, C7,
C8, C9) segitségével l1étrehozza a MAC komplexet (membrane attack complex). Ez a kérokozo

felszinén egy csatornaként szerelddik Ossze, és igy a sejt lizisét okozza. (Sarma & Ward, 2011)

3.9 A human immunrendszer antimikrobialis peptidjei.

A human antimikrobidlis peptidek a velesziiletett immunitas egyik legelsd védelmi vonala.
Tobbféle sejt képes ezen molekulakat eldallitani, majd szekretalni rendszerint a bérre vagy
kiilonbozd nyalkahartydkra. Egyik nagy csoportjuk, a defenzinek, harom tovabbi kategéridra
oszthato: a fOleg vékonybélben jelen lévd a-defenzinek (példaul HNP1 - HNP4), a -
defenzinek, melyek a légutak, az emésztdrendszer és a bor védelméért feleldsek, és a 0-

defenzinek, de ez utdbbi termelése az emberi szervezetben nem jellemzd. (Lehrer, 2004)

Az emberben legjobban leirt 4 -defenzin a HBD-1 — HBD-4. Ezen peptidek antimikrobialis
hatast mutatnak gram-negativ baktériumokkal szemben. A HBD-3 ezen feliil aktivitast mutat
Gram-pozitiv multidrog-rezisztens baktériumokkal szemben is. (J. J. Schneider és mtsai., 2005)
Az antimikrobialis peptidek nem csak kozvetleniil hatnak a koérokozora, hanem fontos
immunregulacids hatassal is rendelkeznek. A GKY25 peptid példaul baktericid tulajdonsagain
tul gatolja a lipopoliszacharid indukalta proinflammatorikus reakcidkat, ezzel védve a

szervezetet a tilzott immunreakcid okozta szoveti karosodastol. (Hansen €s mtsai., 2015)

15



Az emberi szervezetben jelen 1évé AMP-ket is felhasznaljdk gyogyszerfejlesztés
szempontjabol. HBD-1 és egy humanizalt 8-defenzinbdl szarmaztatott mesterséges hatdéanyag
a HBtD-1, ami kevésbé érzékeny a magas sdkoncentraciora, és igen igéretes jeloltnek tinik.
(Oll1 és mtsai., 2014) Egy masik igéretes molekula a mar korabban emlitett human eredetii LL-
37. Ez a peptid az antimikrobialis peptidek masik nagy csoportjaba, a katelicidinek kozé
tartozik. Més katelicidinekhez hasonléan az LL-37 is proprotein, ebben az esetben hCAP-18
formdjaban raktarozodik a sejtekben. Aktivaciojahoz szerin proteazok kellenek, melyek

hasitjak a proproteint. (Burton & Steel, 2009)
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4 Célkitiizések

A rezisztencia terjedése egy rendkiviil komplex probléma, amelynek részleteit atfogdan kell
tanulmanyozni. Daruka ¢s munkatarsai azt vizsgaltak, hogyan és milyen iitemben alakulhat ki
rezisztencia frissen forgalomba hozott vagy még fejlesztés alatt all6 antibiotikumokra.
Munkajuk sordn arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy mivel ezek az antibiotikumok mar régéta
hasznalt hatdanyagokkal azonos célpontokat timadnak, igy kdrnyezetiinkben mar jelen vannak
ezen szerek ellen a rezisztenciat okozd gének. Az 1) antibiotikumoknak ellenallé patogének

tehat hamar képesek lesznek elterjedni. (Daruka és mtsai., 2023)

Tovabbi, még folyamatban 1évé munkéajukban megvizsgaltak azt is, hogy az igy megjelend
rezisztencia mutdciok hogyan valtoztatjadk meg a kiillonbozd patogén baktériumfajok fitneszét
¢és virulencidjat. Ahogy a korabbiakban kiemeltem, az adott mutacié fitneszkoltsége nagyban
befolyasolja, hogy a jovoben képes lesz-e elterjedni. A virulencia valtozast Galleria mellonella
larva modellben vizsgaltak, melyben a rezisztens torzsek kozel 10 szazalékanal szignifikansan
megemelkedett virulenciat figyeltek meg a vad tipushoz képest. A virulenciandvekedés foleg
az j generaciés membrancélzd antibiotikumokhoz alkalmazkodott Klebsiella pneumoniae
torzsek esetében volt jellemzd. Ezen vonalak mutacioéi raadasul tobbnyire elhanyagolhato
fitnesz koltséget jelentettek a baktériumok szdmaéra. (Ezen kutatasi eredmények kozlése

folyamatban van.)

Az antibiotikumrezisztens baktériumok tehat nem csak azért jelentenek veszélyt
egeészseégilinkre, mert a jol bevalt kezelésekkel szemben védettek, hanem bizonyos esetekben

még magasabb virulenciaval is rendelkezhetnek az érzékeny torzsekhez képest.

Munkédm soran arra voltam kivancsi, hogy ezen megvaltozott virulencidju vonalaknak
valtozott-e az érzékenységiik az emberi immunrendszer nem-sejtes komponenseivel, azaz az
emberi antimikrobidlis peptidekkel és a komplement rendszerrel szemben. Ennek vizsgalatara

az alabbi kisérleteket végeztem el:

33 novekedett és 34 csokkent virulencidju baktériumvonal érzékenységét vizsgaltam 4
human eredetli antimikrobidlis peptidre nézve. Ehhez az egyes vonalak adott AMP-re mutatott
minimalis gatld koncentracioé (minimal inhibitory concentration, MIC) értékeit mértem meg, €s
hasonlitottam Ossze a vad tipusu baktériumokéval. A masodik kisérlet soran aktiv €s inaktivalt
human vérszérum hatésait vizsgaltam 25 csokkent €s 25 emelkedett virulenciaji vonalon, hogy
kideritsem, valtozott-e az érzékenysége ezeknek a vonalaknak a komplement rendszerrel

szemben.
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5 Anyagok és modszerek

5.1 Felhasznalt baktérium torzsek és vonalak:
A kisérleteim soran klinikai szempontbol relevans, Gram-negativ  patogén
baktériumtorzsekbdl szadrmaztatott, kiilonb6zé antibiotikumokhoz adaptalt vonalakkal

dolgoztam. A 6 eredeti torzs szolgalt vad tipusként a mérések soran. (1. tablazat)

Torzs ATCC Torzs rovid ismertetése

szam
Escherichia coli Seattle 1946 | ATCC Jol leirt, irodalomban gyakran hasznalt E. coli
torzs 25922 torzs.
Klebsiella pneumoniae ATCC Fert6z6 bakterialis betegségek vizsgalatdban
subsp. pneumoniae PC1 602 | 10031 gyakran alkalmazott torzs.
Klebsiella quasipneumoniae | ATCC Vizeletbdl izolalt, SHV-18 B-laktamazt
K6 700603 termeld torzs.
Acinetobacter baumannii ATCC Négy honapos ember agyhartyagyulladdsanak
5377 17978 haléalos kimenetelli esetébdl izolalt torzs.
Acinetobacter baumannii ATCC Kopetbdl izolalt multidrog-rezisztens torzs.
ATCC BAA-1605 BAA-1605
Pseudomonas aeruginosa ATCC Jol leirt, antibiotikumrezisztens klinikai
ATCC BAA-3107 BAA-3107 | izolatum.

1. tablazat Az adaptalt vonalak 6séiil szolgalé baktériumtorzsek. A kisérletek soran
vizsgalt vonalak az itt lathatd 6 torzsbdl lettek eldallitva adaptiv laboratoriumi evolicio
(ALE) és rezisztencia gyakorisagi vizsgalat (frequency-of-resistance analysis, FoR assay)
segitségével. A mérések sordn ez a 6 torzs szolgalt a vad tipusként.

Az altalam vizsgalt vonalakat adaptiv laboratoriumi evolticioval (ALE) és rezisztencia
gyakorisagi vizsgalattal (frequency-of-resistance analysis, FoR assay) adaptaltdk kiilonboz6
régdta hasznalatban 1év0, nemrég forgalomba hozott ¢és még fejlesztés alatt allo
antibiotikumokhoz. A vonalak teljes genom szekvenalasnak lettek aldvetve, igy a bekdvetkezett

mutacidk 0sszevethetdk a vad tipus genomjaval.

18



5.2 AKkisérletekben felhasznalt tapoldatok:
A baktériumok felndvesztéséhez hasznalt kation-korrigalt Mueller-Hinton Broth 2 tapoldat
Osszetétele: 17,5 g/L savas kazein-hidrolizatum, 3 g/L marhahuskivonat, 1,5 g/L keményitd. Ezt

elore bekeverten szereztiik be a gyartotol (Merck Millipore).

Az MIC méréshez kiegészitett Minimal Salt (MS) médiumot hasznaltunk. Ennek
Osszetétele: 0,2% gliikkéz, 0,2% kazaminosav, 1 pg/mL tiamin, 0,54 pug/mL FeCls, 0,1 mM
MgSOs, 7 g/L KoHPO4, 3 g/L KH2POg4, és 1 g/ (NH4)2SOa.

A vérszérum rezisztencia mérések soran AB tipust, férfiaktdl szarmazo human vérszérumot

alkalmaztunk, melyet a Sigma-Aldrich vallalattol szereztiink be.
A sejtek mosasahoz foszfattal pufferolt séoldatot hasznaltunk (PBS).

5.3 Minimalis gatlasi koncentraciéo meghatarozas

AMP forras AMP rovid leirasa

Polimixin B | baktérium Klinikumban régdta hasznalt, utolsé lehetdségként

alkalmazott antibiotikum.

HBD-3 huméan Human B-defenzin 3.
GKY25 humén Trombin eredetli humén antimikrobialis peptid.
HBtD-1 féelszintetikus | Human eredetii B-defenzinbdl és humanizalt 8-defenzinbdl

szarmaztathat6 antimikrobidlis peptid.

LL-37 human Human katelicidin.

2. tablazat A kisérletek elvégzéséhez felhasznalt antimikrobialis peptidek. A kisérletek
soran 4 human AMP-re nézve vizsgaltuk meg a baktériumok érzékenységét. Ezek koziil két a-
helikalis felépitésti (GKY25, LL-37) és két B-defenzin (HBD-3, HBtD) peptidet talalunk. A
mérések soran csak a peptidek direkt antibakterilis hatasat vizsgaltuk, a kiilonb6zo
immunmodulalé hatdsaikat nem. A 4 human AMP-n kiviil kontrollként megmeértiik a vonalak
érzékenységét polimixin B peptid alapt antibiotikumra nézve is.

Az MIC (minimalis gatldo koncentracid) megallapitasara egy standard folyadékhigitasos
eljarast alkalmaztuk. (Wiegand és mtsai., 2008) A kisérlet sordn felhasznalt AMP-ket a
Proteogenix cég szintetizalta. Hamilton Star Workstation robotizalt folyadékkezeld
segitségével 11 1épéses higitasi sorokat készitettlink az AMP-kbdl kiegészitett MS médiumot

tartalmazo 384 lyuku lemezekre. Egy lyuk 60 pl tapot tartalmazott. A legnagyobb AMP
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koncentracio 256 pg/ml volt, ez 1épésenként felezodott. A lemezek legelsd oszlopa novekedési

kontrolként szolgélt, ebbe AMP nem keriilt.

A baktériumtenyészetek felndvesztése MHB 2 tapoldatban tortént két replikatumban 37 °C-
on 18 oran keresztiil folyamatos razds (300RPM) mellett. A baktériumokat megfeleld
koncentraciora higitottuk lyukanként 100 pl kiegészitett MS médiumot tartalmazo 96 lyuku
lemezekbe. Ezekbdl a lemezekbdl végiil egy Gilson Platemaster segitségével oltottunk at az
automata folyadékkezeld altal elokészitett higitasi sorokra, lyukanként 2 pl térfogatnyit, igy a

baktériumok végsd koncentracidja 5 x 10° sejt/ml lett.

A lemezeket 18 o6ran keresztiil inkubaltuk 37 °C-on folyamatos razas mellett 900 RPM-en.
Az inkubacid utan egy Biotek Synergy microplate reader segitségével mértiik meg a sejtek
mennyiségét (OD600 értékek). Azt a koncentraciot vettiik MIC-nek ahol a hattér kivonasa utan

az OD érték nem érte el a ndvekedési kontroll 10%-at.

5.4 Vérszérum-rezisztencia mérés

A vérszérum-rezisztencia méréseket az ATCC 25922 Escherichia coli és az ATCC 10031
Klebsiella pneumoniae torzsekbdl adaptalt emelkedett és csokkent virulencidju vonalakon
végeztik el. Mivel a két faj szérumra mutatott érzékenysége nagymértékben eltér, ezért
mindkét esetben. Az elézetes mérések sordan megallapitottak alapjan E. coli vonalakbol 10°
CFU/ml inokulumot oltottunk le 100 térfogatszazalékos szérumba. K. pneumoniae vonalak
esetében 10’ CFU/ml inokulummérettel és 6 térfogatszazalékos szérumkoncentracioval

dolgoztunk.

A baktériumtenyészetek felndvesztése MHB 2 tapoldatban tortént két replikdtumban 37 °C-
on 18 oran keresztiil folyamatos razds (300RPM) mellett. A baktériumokat PBS-ben mostuk,
hogy eltavolitsuk a tipoldat Osszetevdit. Ehhez a baktériumtenyészeteket eldszor
lecentrifugaltuk 4500 RPM-en 4 °C-on. A feliiliszé eltdvolitisa utdn a mintakat PBS-ben
felszuszpendaltuk. A masodik centrifugalds utan a megfeleld koncentracioban aktiv és
inaktivalt human vérszérumba higitottuk a baktériumokat. Mivel az egyes torzsek érzékenysége
a vérszérumra kiilonbozd, ezért torzsenként eltérd, az elézetes optimalizalas soran
meghatarozott baktérium €s vérszérum aranyt alkalmaztunk. A szérum inaktivalasa 56 °C-on
tortént 30 percig. Négy ora inkubaciot kovetden, hogy teljes mértékben eltavolitsuk a
vérszérumot, ami megzavarnd a tovabbi kisérleteket, a baktériumokat kétszer PBS-ben mostuk.

Mosas utan a sejteket lecentrifugaltuk és eltavolitottuk a feliiluszot.
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Ezutan a Logos Biosystems protokolljat kovettiik az €16 sejtek megszamlalasahoz
QUANTOM Tx mikrobialis sejtszamlaloval. A mérés soran a QUANTOM Viable Cell Kit-et
hasznaltuk. Els6 1épésként a 500 pl kultarabol lecentrifugélt sejteket felszuszpendaltuk 10 pl
QUANTOM Viable Cell Dilution Buffer-el. Ezutan a mintdkhoz 2 ul QUANTOM Viable Cell
Staining Dye festéket adtunk. Ezt egy 30 perces inkubacio kovette 37 °C-on sotétben. Az
inkubécio utdn a mintdkat QUANTOM Cell Loading Buffer I-el kevertiik el, majd ezekbdl
mintanként 6 pl térfogatot toltottink QUANTOM M50 sejtszamlalod lemezekre. A lemezeket
QUANTOM Tx Centrifugaban 10 percig 300 RCF-en centrifugéltuk. A lemezeken 1évo sejtek
megszamlalasa a QUANTOM Tx mikrobidlis sejtszamlaloval tortént. (Bainbridge-Sedivy és
mtsai., 2023)
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6 Eredmények

6.1 A virulenciaban valtozast mutaté baktériumvonalak AMP érzékenysége

Kutatasunk soran 0Osszesen 67 valtozott virulencidju (33 novekedett, 34 csokkent),
klinikailag relevans Gram-negativ patogén baktériumvonal érzékenységét vizsgaltuk meg 4
human eredetii AMP-vel szemben ¢és a kapott értékeket dsszehasonlitottuk a vonalak 6seinek
értékeivel. A méréseket szintén elvégeztiikk polimixin B-vel, amely egy a klinikumban mar

régota alkalmazott membrancélzo peptid antibiotikum.

Adaptalt vonalak AMP érzékenyseége

csokkent virulenciaju vonalak ndvekedett virulenciaju vonalak
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3. abra A valtozott virulenciaju adaptalt vonalak AMP érzékenysége. A 34 csokkent (bal
oldali panelek) és 33 ndvekedett (jobb oldali panelek) virulenciaju vonalak szaménak eloszlasa
aszerint, hogy a vad tipushoz képest nétt vagy csokkent az érzékenységiikk az 5 vizsgalt
antimikrobidlis peptiddel szemben. A vad tipus értékéhez képest kétszeres csokkenést és
novekedést tekintettilk az alsd hatdrnak. A piros szinnel jeldlt oszlopok a csokkent, a kék
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oszlopok pedig a novekedett érzékenységli vonalak szamat jelzik. Azon vonalakat szamat,
melyek nem mutattak valtozast az érzékenységet tekintve, a sziirke szinnel jeldltiik.

LL-37-re nézve a csokkent virulenciaji vonalak tobb mint fele érzékenyebb lett, mint a vad
tipus, rezisztencia csak 4 vonalnal mutatkozott. A ndvekedett virulenciaji vonalaknal azonban
az esetek kétharmadaban csokkent az LL-37-re mutatott érzékenység. Hasonld tendenciat
mutattak a baktériumok a GKY25 AMP-vel szemben. Csokkent virulenciat mutatd
baktériumok koziil 12 vonalndl ndtt az érzékenység ¢és csak 4 vonalnal figyeltiik meg
érzékenység csokkenést. A virulensebb fenotipusi vonalaknal itt is inkdbb a csokkent
érzékenység volt jellemzd. A HBD3 és a HBtD1 esetében figyelemre mélto, hogy mindkét
esetben gyakoribb volt az érzékenység novekedése az adott hatdbanyaggal szemben, mint a
rezisztencia kialakuldsa. Csokkent virulenciaji vonalaknal mindkét B defenzin esetében

majdnem a vonalak fele érzékenyebb lett. (3. dbra)

6.2 A novekedett virulenciaji vonalak gyakran mutatnak keresztrezisztenciat human
AMP-kre

A 33 novekedett virulencidji vonal jellemzden két AMP-re mutatott keresztrezisztenciat: az
LL-37-re és a GKY25-re. Ennek koze lehet ahhoz, hogy ez a két AMP linearis, a-helikalis
szerkezetet vesz fel, ellenben a HBD3 és a HBtD peptidekkel, melyek tobb diszulfid kotéssel
Osszekapcsolt antiparallel B-red6bdl allnak. (Burton & Steel, 2009; Hansen és mtsai., 2015; J.
J. Schneider és mtsai., 2005) Erdekes, hogy ennél a két helikalis AMP-nél a legmagasabb
rezisztenciat azok a vonalak mutattak, amelyeknél a polimixin B antibiotikumra is nagymértékii
rezisztenciat mértiink. A Galleria mellonella modellszervezetben ezek a baktériumok mutattak
a legnagyobb virulencia novekedést. Ezek a vonalak 4&ltalaban olyan membrancélzo
antibiotikumokhoz lettek adaptalva, mint a régéta hasznalt polimixin B €s a hozza hasonlo
ujabb POL-7306, SCH-79797 ¢és az SPR-206. Ennek oka valosziniileg az, hogy az LL-37 ¢és a

GKY?25 hatdsmechanizmusa nagyon hasonlit polimixin tipust antibiotikumokéhoz.

Az LL-37 esetében szinte az Osszes Klebsiella pneumoniae vonal ellenallobb lett. A két
human B defenzinre (HBD3 ¢s HBtD1) mutatott rezisztencia viszont nem volt jellemzd. A
vonalak nagy része a vad tipuséval megegyezd érzékenységet mutatott, tehat feltételezheto,
hogy Osszefliggés van az érzékenység megvaltozdsa és az immunrendszer peptidjeinek
szerkezete kozott. (4. abra) Korabbi kutatdsok mar ravilagitottak, hogy mennyire fontos
szempont a kiilonb6z6 az AMP-k k6zotti keresztrezisztenciara nézve a peptidek kozotti fizikai

¢s kémiai kiilonbségek. (Kintses és mtsai., 2019)

23



Novekedett virulenciaju vonalak
AMP rezisztenciaja

PA-SEN MOX FoR #2 - _

KP-SEN ZOL FoR #3 -
KP-SEN TRD ALE #3 -
KP-SEN SPR FoR #3 -
KP-SEN SPR FoR #1 -
KP-SEN SPR ALE #6 -
KP-SEN POL ALE #8 -
KP-SEN POL ALE #10 -
KP-SEN PMB ALE #9 -
KP-SEN PMB ALE #2 -
KP-SEN OMA ALE #1 -
KP-SEN ERA FoR #1 -
KP-SEN APR FoR #2 -
KP-MDR SPR FoR #1 -
KP-MDR SPR ALE #4 -
KP-MDR PMB ALE #5 -
KP-MDR MER ALE #2 -
EC-SEN SCH FoR #3 -
EC-SEN SCH FoR #1 -
EC-SEN SCH ALE #4 -
EC-SEN POL FoR #2 -
EC-SEN POL FoR #1 -
EC-SEN PMB FoR #3 -
EC-SEN PMB FoR #1 -
EC-SEN OMA ALE #9 -
EC-SEN GEP ALE #2 -
EC-SEN ERA FoR #3 -
EC-SEN ERA ALE #4 -
EC-SEN DOX FoR #2 -
EC-SEN DEL ALE #10 -
AB-SEN MOX FoR #3 - 0.5
AB-SEN MOX ALE #10 - 0.5 0.25
AB-MDR CID FoR #2 - 32 1 2 2
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4. abra A novekedett virulenciat mutaté vonalak AMP rezisztencidja. A 33 novekedett
virulenciat mutaté vonal (y tengely) érzékenységét a minimum gatld koncentraci6 (MIC)
megmeérésével hataroztuk meg az 5 vizsgalt antimikrobidlis peptidre (x tengely) nézve. Az
egyes csempék szine a vad tipushoz viszonyitott MIC-t jelképezi. A human AMP-k koziil az
LL-37 és a GKY-25 peptidekre tobb esetben is keresztrezisztencia (piros csempék) kialakulasa
volt jellemz6. Az érzékenyedés (kék csempék) egyik AMP-re sem voltak jellemzéek. A sziirke
szinli csempék a vad tipussal megegyez6 MIC értéket jelolik.

6.3 A csokkent virulenciat mutato vonalak tobb mint 80%-a érzékenyebb lett legalabb
egy human AMP-re

A vonalak, melyek csokkent virulencidt mutattak a vartnak megfeleléen érzékenyedtek a
human AMP-kkel szemben. A ndvekedett érzékenység nem volt specifikus AMP-re, mint a
csokkent érzékenység a ndvekedett virulencidju vonalak esetében, hanem minden human
eredetli antimikrobidlis peptidnél jellemz6 volt. Elmondhaté azonban, hogy a két human
defenzinre magasabb foku érzékenységet mutattak, mint az LL-37 és GKY-25 peptidekre.
Ennek a jelenségnek az oka is valdsziniileg a B defenzinek humén antimikrobialis peptidek

kozotti egyedi szerkezetében keresendd. Ezt a magyardzatot timasztja ala az is, hogy nem volt
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Osszefiiggés a human AMP-re €s a polimixin B-re mutatott érzékenyedés kozott. A polimixin

B-vel szemben nem volt jellemz6 az emelkedett érzékenység. (5. abra)

Csokkent virulenciaju vonalak
AMP rezisztenciaja

PA-SEN GEP FoR #1 - 1 1
KP-SEN ZOL ALE #6 - 0.5 0.5 0.5 1

KP-SEN ZOL ALE #10 - 0.5 1 1 0.5 1
KP-SEN SUO ALE #6 - 1 1 1 1 1
KP-SEN SUO ALE #1 - 0.5 0.5 1 0.5 1
KP-SEN SCH ALE #9 - 2 0.5 1 1 1
KP-SEN OMA ALE #9 - 0.5 1 1 _I

KP-SEN MOX ALE #10 - 0.5 0.5 1 0.5 1
KP-SEN GEN ALE #5 -

KP-SEN DOX ALE #8 -
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R EC-SEN SUO ALE #10 - 1 1 a2
EC-SEN SPR ALE #6 - 1 128
EC-SEN PMB ALE #8 - 1 256
EC-SEN OMA ALE #2 - 1

EC-SEN MOX ALE #4 -
EC-SEN GEN FoR #2 -
EC-SEN GEN ALE #2 -
EC-SEN ERA ALE #1 -
EC-SEN DOX ALE #8 -
EC-SEN DOX ALE #2 -
AB-SEN SPR ALE #1 -
AB-SEN ERA ALE #6 -
AB-SEN DEL ALE #6 -
AB-MDR SPR ALE #5-

GKY25 HBTD1 PMB

AMP

LL37 HBD3

5. abra A csokkent virulenciat mutat6 vonalak AMP rezisztenciaja. A 34 novekedett
virulenciat mutaté vonal (y tengely) érzékenységét a minimum gatlé koncentracido (MIC)
megmérésével hataroztuk meg az 5 vizsgalt antimikrobialis peptidre (x tengely) nézve. Az
egyes csempék szine a vad tipushoz viszonyitott MIC-t jelképezi. Harom vonal kivételével,
minden vonal érzékenysége legalabb egy antimikrobidlis peptiddel szemben nott (kék
csempék). A legmagasabb érzékenységet a human [ defenzinekkel szemben mértiik.
Keresztrezisztencia (piros) nem volt kifejezetten jellemzd. A sziirke szinli csempék a vad
tipussal megegyezdé MIC értéket jelolik.

6.4 A valtozott virulenciat mutat6é baktériumvonalak érzékenysége human
vérszérumra

A valtozott virulencidji Klebsiella pneumoniae és Escherichia coli vonalaknak megmértiik
az érzékenységét a human vérszérummal szemben. Ehhez aktiv és inaktiv vérszérumos kezelés

utan megmértiik a mintak €16 baktériumsejt koncentracidjat. A valtozott virulenciaju vonalak
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kapott értékeit ezutan dsszehasonlitottuk az Os értékeivel. Osszesen 50 véltozott virulenciaju
vonal koziil 13 vonalndl mértiink szignifikdns kiilonbséget a vérszérumra mutatott
érzékenységiikben az eredeti vad tipust vonalakhoz képest. Minden esetben érzékenyedtek az

0shoz képest, rezisztenciat egyik mért baktériumvonal sem mutatott.

6.5 Az adaptalt Klebsiella pneumoniae vonalak érzékenysége vérszérumra

A 12 novekedett virulencidju vonalnal a vartakkal szemben nem tapasztaltunk csokkent
érzékenységet. Négy vonalnal novekedett érzékenységet mértiink a vad tipushoz képest. A 12
csokkent virulencidji vonal koziil ketténél tapasztaltunk érzékenyedést. A szignifikans eltérést
mutatd vonalak koziil hArom membrancélzé antibiotikumhoz adaptalodott (polimixin B, SPR-
206, tridecaptin M152-P3). A masik harom esetben talalunk egy tetraciklin (doxiciklin), egy
aminoglikozid (apramicin) és egy karbapenem (Sulopenem) antibiotikumhoz adaptélt vonalat.

(6. abra)

Valtozott virulenciaju K. pneumoniae vonalak érzékenysége human vérszérumra
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6. abra A valtozott virulenciaju Klebsiella pneumoniae vonalak érzékenysége a human
vérszérumra nézve. A 24 megmért adaptalt K. pneumoniae vonal koziil csak a szignifikans
valtozast mutato vonalak érzékenysége van feltiintetve. Az y tengelyen feltiintetett érték az ¢l
sejtek aranya aktiv és inaktiv szérum kezelés utan az azonos kisérleti napon mért vad tipus
értékeire normalizalva. A narancssarga szinnel jelolt baktériumok emelkedett, a kék szinnel
jeloltek csokkent virulenciat mutattak Galleria mellonella modellben. A kisérlet soran csak
novekedett érzékenységet tapasztaltunk a human vérszérumra nézve.
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6.6 Valtozott virulenciaju Escherichia coli vonalak érzékenysége vérszérumra

A 26 megmért (13 emelkedett és 13 csokkent virulenciaju) vonal koziil 7 esetben talaltunk
szignifikans csokkenést. A novekedett virulenciat mutatd baktériumok koziil csak egy vonalnak
az érzékenysége csokkent, mig a csokkent virulencidji baktériumoknal mar 6 ilyen vonalat
taldltunk. Ezen vonalak kozott talalunk membrancélzo, tetraciklin, aminoglikozid, ¢&s
topoizomeraz inhibitor tipusu antibiotikumhoz szoktatott baktériumokat. A K. pneumoniae
baktériumokhoz hasonloan itt sem mértiink csokkent érzékenységet. (7. dbra)

A valtozott virulenciaju E. coli vonalak erzekenyseg human vérszerumra
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7. abra A valtozott virulenciaju Escherichia coli vonalak érzékenysége a human
vérszérumra nézve. A 26 megmért adaptalt E. coli vonal koziil csak a szignifikans valtozast
mutato vonalak érzékenysége van feltiintetve. Az y tengelyen feltiintetett értek az €16 sejtek
aranya aktiv és inaktiv szérum kezelés utan az azonos kisérleti napon mért vad tipus értékeire
normalizalva. A narancssarga szinnel jelolt baktériumok emelkedett, a kék szinnel jeldltek
csokkent virulenciat mutattak Galleria mellonella modellben. A kisérlet soran csak
novekedett érzékenységet tapasztaltunk a humén vérszérumra nézve.

A fenti példakon latszik, hogy a vérszérummal szembeni érzékenyedés kevésbé volt
specifikus a rezisztencia mutaciora szelektdlo antibiotikum szempontjdbol. A 13 vonal koziil,
melyek érzékenysége nott, 5 vonal membrancélzo antibiotikumhoz volt adaptalva. Ezeknél az
eseteknél az érzékenyedés oka lehet az, hogy a megvaltozott sejtmembran kevésbé ellenallo a
komplement rendszerrel szemben.

27



6.7 A baktériumok virulenciajat befolyasolja az immunrendszerre mutatott
érzékenység

Osszegezve az eredményeket, azt figyeltiik meg, hogy a rezisztencia mutacio kialakuldsa
utani virulencia valtozas és az immunrendszer nem-sejtes elemeire mutatott érzékenység kdzott
van Osszefiiggés. A membrantargetald antibiotikumok hatasara szelektalédott vonalak
keresztrezisztenciat mutattak a szerkezetileg hasonld human antimikrobidlis peptidekre. A
csokkent virulencidju vonalak az esetek nagy részében azonban érzékenyebbek lettek a legtobb
AMP-vel szemben, és a vérszérummal szemben is tobb esetben tapasztaltunk érzékenyedést.
Osszefiiggést véltem felfedezni tovdbba az immunrendszerrel szembeni érzékenység és
baktériumokra szelektalé antibiotikum hatdsmechanizmusa kozott. Az immunrendszer
bakterialis membrant célzé komponenseinek hatékonysagat befolyasoljak a rezisztenciat okozo
mutacidk, ha az altaluk okozott valtozas a membran szerkezetében torténik. Ez a valtozas
okozhat érzékenyedést, vagy nagyobb ellenalloképességet és ezzel egyiitt virulensebb
fenotipust.
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7 Diszkusszio

Az immunrendszer egy rendkiviil véltozatos védelmi vonal, ami tobbféle modon interaktal
a baktériumokkal. Ezekre a kolcsonhatasokra elsére jelentéktelennek tiind valtozasoknak is
hatalmas hatasai lehetnek. A fentebb bemutatott kisérletekkel bemutattuk, hogy a
membrancélzé antibiotikumok (legyenek régota alkalmazottak, vagy 0j molekulak) jelentette
szelekcids nyomdas hogyan szelektalhat olyan baktériumokra, melyek rezisztensek lesznek az

immunrendszer azon komponenseire, melyek szintén a bakterialis membrant célozzak.

Korunk egyik legnagyobb kihivésa a rezisztens baktériumok okozta fertdzések kezelésére 1j
¢s hatdsos hatdanyagok eldallitasa. Egy kordbbi kutatds soran kimutattdk, hogy az
antibiotikumrezisztens E. coli baktériumok jarulékos érzékenységet szereztek antimikrobialis
peptidekre. Azonban az ott vizsgélt vonalak kozott egyik sem volt membrant célzo
antibiotikumra adaptalva. (Lazar és mitsai.,, 2018) Ahogy kisérletiinkbdl kideriilt, a
membrancélzo antibiotikumokhoz adaptalt vonalak mar rezisztenciat mutattak LL-37-re ¢€s
GKY25-re is. Az LL-37, mint potencialis gyogyszerjelolt egy még specifikusabb szelekciot
eredményezhet a jovében a baktériumok szamara. Azonban a szerkezetileg nagy eltérést mutatod
HBD-3-ra és HBtD-1-re nézve nem tapasztaltunk keresztrezisztenciat. Ha a jovoben ezekhez
hasonlé hatéanyagokat kezdenek hatalmas mennyiségekben alkalmazni, akkor a humén B

defenzinek is egy megkeriilhetd akadallya valhatnak a patogén baktériumok szdmara.

Azonban fontos kiemelni, hogy a csokkent virulencidju vonalak szinte mindegyikénél
mértiink érzékenyedést human antimikrobidlis peptidekre és a komplement rendszerrel
szembeni novekedett érzékenységre is volt példa. A csdkkent virulencia és az immunrendszerrel
szemben tanusitott kisebb ellendlloképesség kozott van 0sszefliggés. Ennek oka lehet az, hogy
a mutacio olyan valtozast idézett eld a baktérium membranjdban, ami érzékenyebbé tette a
human AMP-kre. Egy masik lehetdség, hogy nem a membréan lett érzékenyebb, hanem a
mutécidé koltsége mellett az AMP jelentette stressz mar tal sok volt a baktériumoknak.

Utobbinak ellentmond, hogy a polimixin B antibiotikumra nem tortént érzékenyedés.

A jovo antibiotikumainak fejlesztése €s tervezése kozben szamolni kell azzal, hogy az
elleniik kialakulo rezisztencia milyen valtozasokat okozhat a patogén baktériumok és az emberi
szervezet természetes védelmére szolgald molekuldk kozotti kdlesonhatdsokban. A human
AMP-k hatasukat tekintve és szerkezetileg sokfélék lehetnek, ezért fontos, hogy megértsiik
milyen hatassal vannak az antibiotikumkitettség okozta genetikai valtozasok a human

antimikrobidlis peptidekre mutatott érzékenységre. Nem mindegy, hogy keresztrezisztenciat
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vagy jarulékos érzékenységet okoznak-e az 1) mutacidk, melyek a jovOben potencialisan

elterjedhetnek.

A vérszérum rezisztencia méréssel meg tudtuk allapitani, hogy a vérszérum milyen ardnyban
olte meg a baktériumokat, de nem szolgaltatott informéciot arrol, hogy a komplement rendszer
mely utvonalai és mely komponensei milyen mértékben aktivalédtak. A jovOben szeretnénk
kiilonboz6 floureszcencia alapt, enzim aktivitast mérd eljarasokat, példaul ELISA vizsgalatot
alkalmazni, hogy atfogobb képet kaphassunk arrdl, milyen interakciok mehetnek végbe a

baktériumok ¢és a komplement rendszer komponensei kozott.

Ez a dolgozat kifejezetten a humoralis immunitds elemeire fokuszalt, de érdemes lenne
megvizsgalni az immunsejtek és a valtozott virulencidju baktériumok kozotti interakciokat.
Elképzelhetd, hogy a patogén baktériumokban jelen 1évé mutaciok masképp viselkednek a
makrofagokkal, vagy egyéb fagocitald sejtekkel szemben. Példaul van-e olyan rezisztenciat
okozé mutacid, ami egyben a baktérium oxidativ stressztlirését noveli? Egy ilyen
baktériumvonal ellendllobb lenne fagocitaldé immunsejtek altal termelt szabad gyokokkel

szemben, ezzel novelve virulencidjat.

A megnovekedett virulencia hatterében természetesen nem csupdn az immunrendszerrel
szembeni nagyobb ellenalloképesség 4allhat. Ahogy mar kordbban emlitésre keriilt, a
virulenciafaktorok rendkiviil valtozatosak. A virulenciavaltozasnak sokkal kozvetlenebb oka is
lehet, mint az immunrendszerrel szemben mutatott nagyobb ellenalloképesség. Ilyen példaul a
baktériumok altal a gazdaszervezet sejtjeire kifejtett citotoxikus hatdsok vagy az invazids
képesség megvaltozasa. A jovében szeretnénk tovabb vizsgalni ezen vonalak cito- és
genotoxikus hatdsait, hogy jobban megértsiik, miként okozhatnak kozvetlen karosodast a

human szervezetben, €s hogy esetleg hozzéjarulhatnak-e a rak kialakulasahoz.

A fejlesztés alatt 4ll6 membrant célz6 antibiotikumok piacra bocsatdsa magaban hordozza
azt a kockézatot, hogy emberi eredetli szelekcidés nyomadsra hipervirulens baktériumtorzsek
terjednek majd el vilagszerte. A jovében nagyobb figyelmet kell forditani arra, hogy a
rezisztenciat okozé mutaciok széleskorii hatasait feltérképezziik és megértsiik. Egy ) molekula
tesztelésénél példaul lényeges kérdés, hogy az adaptacid sordn elterjedd mutaciok milyen
hatdssal vannak a kiilénboz6 patogén torzsek virulencidjara. Mérlegelni kell tehat egy adott
hatoanyag hasznalatat olyan szempontbol is, hogy a rezisztencian kiviil milyen egyéb valtozast

eredményezhet a baktériumoknal, és hosszutavon megéri-e az ar, amit ez jelenthet.
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Azok a mutaciok, melyek gyogyszerrezisztencia mellett virulencia névekedést okoznak,
nem biztos, hogy minden fajban hasonld fenotipust eredményeznek. Ezért lenne fontos minél
tobb patogén fajnal izoldlni az adott szerekre megjelend gyakori mutaciokat, és megvizsgalni
milyen valtozasokat okoznak egyéb fajokban. Nem mindegy, hogy egy adott fertézést milyen
antibiotikummal kezeliink, mert egy rossz parositas olyan szelekcidos nyomast jelenthet, ami

antibiotikumrezisztens és egyidejlileg hipervirulens patogéneknek kedvezhet.

Egyetlen pontmutécid tehat jelentds valtozasokat okozhat egy baktérium tulajdonsagaiban.
Az emberiség altal gyakorolt felelétlen antibiotikumhasznalat a jelenleg hasznalt kezelésekkel,
¢s az immunrendszerrel szemben ellendllobb patogének elterjedését eredményezheti, aminek a
jovoben hatalmas pénzben és emberéletekben mérhetd ara lesz, hacsak nem véltoztatunk a

mostani bevett szokasainkon.
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10 Tételes szerzoi hozzajarulas

Részfeladat A részvétel mértéke
(6tfokozatu skalan jellemezve)

Vizsgalt baktériumvonalak elokészitése 4
Vizsgalt antimikrobialis peptidek 5
elokészitése

Higitasi sorok elkészitése, és 5

baktériumvonalakkal torténd beoltasa

Minimalis gatlasi koncentracio 5
meghatdrozasa, optikai denzitds mérésével

Baktériumok vérszérumos kezelése 2

Szérummal kezelt mintak el6készitése és 4
festése, €16 sejtek megszamlalasa
QUANTOM Tx mikrobialis sejtszamlaloval

Adatok feldolgozéasa 5

5 — Felkészités utan a feladat teljes egészét onalloan végeztem a palyamunkdhoz sziikséges

mennyiségben.

4 — Felkeészités utan a feladat tobb mint felét onalloan végeztem a palyamunkahoz sziikséges

mennyiségben.

3 — Felkészités utan a részfeladat felét onalloan végeztem a palyamunkahoz sziikséges

mennyiségben.

2 — Felkészités utan a részfeladat kevesebb mint felét 6nalloan végeztem a palyamunkdhoz

sziikséges mennyiségben.

1 — A részfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a palyamunkadhoz sziikséges

mennyiségben.
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