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1. Bevezetés

A tudomanyos munka jelentosége

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakuldsanak hatterében 4llo 4altaldnos
torvényszertségek €s kivaltd tényezok feltérképezése ¢€s tisztazasa kiemelt orvostudomanyi
jelentdséggel bir (Neu, 1992). Az antibiotikum rezisztens torzsek megjelenése nemcsak a
fertdzo betegségek kezelhetoségét veszélyezteti, hanem szamos olyan gyogyaszati kezelést €s
beavatkozast is, melyekhez eclengedhetetlen az antibiotikumok alkalmazasa (Levy ¢és

Marshall, 2004).

Az antibiotikum rezisztencia jelenségének vizsgéalata ugyanakkor evoluciobiologiai
szempontbol is jelentds, hiszen egyike azon kevés evolucios folyamatoknak, amelyeket valds
idében lehet vizsgalni (Martinez, 2014). Evoltacios megkozelitésb6l az antibiotikumok
gyogyaszatba valo bevezetése egy hosszu tava evolucids kisérlet kezdetének is felfoghatd. Az
elmult hat évtizedben ugyanis ,,szemtanti” lehettiink annak a fegyverkezési versenynek,
amely a gyogyaszat és a fert6z6 korokozok kozott zajlik (Andersson és Levin, 1999). A
mikroorganizmusok bravuros adaptacids képességét bizonyitja az, hogy az Ujabb és tijabb
antibiotikumok bevezetését szabalyszeriien kovette az adott antibiotikumokra rezisztens

torzsek megjelenése (1. abra).

Antibiotikum bevezetése a gyogyaszatba

Tetracycline
Chloramphenicol Vancomycin
Streptomycin Ampicillin
Sulfonamides Erythromycin | Daptomycin

< Linezolid
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Sulfonamides Chloramphenicol Ampicillin Vancomycin Linezolid
. I ‘

Streptomycin Erythromycin

Daptomycin

Tetracycline

Antibiotikum rezisztencia megjelenése

1. abra. A fébb antibiotikumok gyoégyaszatba valo bevezetése és a rezisztencia megjelenésének idérendi

abrazolasa. ((Clatworthy és mtsai., 2007) nyoman).



A tobbszorosen rezisztens (multirezisztens) torzsek, amelyek a gyogyaszatban
alkalmazott antibiotikumok tobbségével szemben ellenalloak, vilagszerte azzal fenyegetnek,
hogy a csokkent kezelhetdség miatt szamos fertdzd betegség Gjra jarvany méreteket Olthet
(Walsh, 2003a). A 2014. aprilisi jelentésében az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health
Organization, WHO) felhivja a figyelmet arra, hogy az antibiotikum rezisztencia vilagszintii
fenyegetést jelent a kozegészségligy szamara. A 114 orszagot atdleld felmérés hét kiilonbozo
baktériumtorzsre koncentralt, amelyek olyan kdzonséges, de sulyos betegségeket okoznak,
mint a tiidégyulladds, hasmenés, hugyuti fertézések, szepszis vagy a gonorrhea. Tobb
antibiotikum esetében tapasztaltak csokkent vagy megsziint hatékonysagot ezekkel a
fertézésekkel szemben. Az E. coli altal okozott hugyuti fertézések kezelésére hasznalt
fluorokinolonok példaul szamos orszagban hatastalannak bizonyultak a paciensek tobb mint
felénél (World Health Organization, 2014)
(http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2014/amr-report/en/). Mas adatok szerint, az
Egyesiilt Allamokban a Staphylococcus aureus MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) vonalainak igen magas mortalitas tulajdonithato, kivaltképp a HIV fert6zésben

szenvedd betegek esetében (Crum-Cianflone és mtsai., 2007).

Mikroorganizmusok esetén a két legfontosabb mechanizmus az antibiotikum
rezisztencia kialakulasaban a horizontélis génatadas (gén-transzfer), valamint a rezisztenciat
okoz6 kromoszomalis (endogén) mutaciok felhalmozasa. Antibiotikum- és baktériumtorzs-
fliggd lehet, hogy melyik mechanizmus révén alakul ki a rezisztencia, de gyakran a két
mechanizmus egyiitt jarul hozza egy igen magas rezisztenciaszint kialakulasahoz (Levy és

Marshall, 2004).

Azt gondolhatnank, hogy az antibiotikum rezisztencia megjelenése az antibiotikumok
gyogyaszatba vald bevezetéséhez kothetd. Ez nincs teljesen igy, mivel az antibiotikumok
jelentds része a természetben eldforduldé molekulak leszdrmazottja, amelyeket a
mikroorganizmusok évmilliok o6ta hasznalnak egymas ellen, alakitva a mikrobialis
kozosségek szerkezetét (Allen és mtsai., 2010). Az antibiotikum rezisztencia tehat nem 1j
keletli jelenség, hanem valdsziniileg egyidds az antibiotikum-termeld fajok megjelenésével,
hiszen ezek a fajok rendelkeznek a megfeleld védekezési mechanizmusokkal is a sajat maguk
altal termelt ,,kémiai fegyver” ellen (D’Costa és mtsai., 2011). Az antibiotikumok enzimatikus
uton torténd hatastalanitasa egyike ezeknek a védekezési stratégiaknak (Davies, 1994). Az
antibiotikum bioszintéziséért felelds és a rezisztenciat biztositd gének gyakran ugyanannak az

operonnak a részei, ami lehet6vé teszi Osszehangolt szabalyozasukat (Hubbard és Walsh,
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2003). A talajlaké mikroorganizmus-kozosségekben rejlé hatalmas rezisztencia-potencialra
vilagitott r4 az a munka, amely sordn valtozatos életterekbdl szdrmazo talajmintakbol
torzseket izoladltak ¢és jellemezték Oket érzékenységiikk szempontjabol 21 kiilonb6zo
antibiotikummal szemben. A Streptomyces génuszba tartozo kodzel 500 torzs jellemzése soran
a torzsek atlagosan 7-8 antibiotikummal szemben rezisztensnek bizonyultak (D’Costa és
mtsai., 2006). Ez az eredmény ravilagit arra, hogy a talajlako és mas kornyezetben é16
mikrobidlis kozosségek a rezisztencia-faktorok ,,gyijtdtartalyaként” szolgalhatnak ¢&s
potencialisan képesek lehetnek ezen faktorok tovabbitasara a korokozo fajoknak (D’Costa és

mtsai., 2006; Davies, 1994; Nesme és mtsai., 2014).

Fontos azonban megjegyezni, hogy mi, emberek is nagymértékben hozzajarultunk és
jelenleg is hozzajarulunk a multirezisztens korokozok megjelenéséhez és globalis
elterjedéséhez. Az antibiotikumok helytelen, mértéktelen és gyakran ellendrizetlen hasznélata
nemcsak a gydgydszatban, hanem példaul az éllattenyésztésben is jelentdsen felgyorsitotta a
rezisztens korokozok megjelenését és elterjedését (Palumbi, 2001; Teuber, 2001; Walsh,
20033).

Stirgetévé valt tehat olyan kiegészitd terapias stratégidkat kidolgozni, amelyekkel
csOkkenteni lehet az ellenalld baktériumtorzsek megjelenésének esélyét, igy megdrizvén az
alkalmazott antibiotikumok hatékonysagat. Az elmult hét évtized ,,evolucios kisérletébol”
vilagossa valt ugyanis, hogy az 0 antibiotikumok kifejlesztése csak rovid tavii megoldast
jelentene, hiszen ezekkel szemben is belathato idon beliil megjelennek a rezisztens korokozo
torzsek. Kiilonbozd tipust probalkozasok léteznek a gydgyaszatban a rezisztencia megjelenési
esélyének csokkentésére €s ezaltal az antibiotikum terdpia hatékonysaganak novelésére.
Ilyenek példaul a kombinacids terapidk, amelyek esetén két vagy tobb, altalaban egymas
hatdsat erdsitd antibiotikumot egylittesen alkalmaznak (jellemzden egy béta-laktam
antibiotikumot egy fluorokinolon vagy aminoglikozid antibiotikummal), vagy az
antibiotikumot egy mas jellegi adjuvéanssal egyiitt alkalmazzdk. Utdbbi esetben, az
alkalmazott adjuvans a rezisztencia kialakulasi esélyét csokkenti (pl. a béta-laktamaz-gatld
klavulansav), vagy er0siti az antibiotikum hatasat (pl. a kolisztin antimikrobidlis peptid)

(Tamma és mtsai., 2012; Worthington és Melander, 2013).

A rezisztens koérokozok elleni kiizdelemben egy igéretes iranyvonalat képviselnek a
peptid alapu antibiotikumok (antimikrobiélis peptidek), melyek antimikrobidlis tulajdonsagaik

mellett a velesziiletett immunrendszer végrehajtoiként (immunmodositokként) is mitkodnek.
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Antimikrobialis hatasukat jellemz0 modon a sejtmembran integritdsanak megbontasa révén
érik el, de pontos hatdsmechanizmusuk kevéssé ismert és intenziven kutatott. Mivel igen
hatékony antimikrobialis szereknek bizonyulnak egyre inkabb a rezisztencia kutatas
kozéppontjaba keriilnek. Utdbbi kutatasok célja annak feltarasa, hogy milyen eséllyel alakul
ki veliik szemben rezisztencia, dsszehasonlitasban az antibiotikumokkal (Gruenheid and Le

Moual, 2012; Hancock, 2001).

Doktori munkam az endogén mutaciok révén, de novo modon kialakul6 antibiotikum-
rezisztencia jelenségére 0sszpontosit, letalis antibiotikum dozis alkalmazéasa esetén. Ehhez az
alapvetd modszertant a rovid tdva laboratériumi evolucios kisérletek jelentették, amelyeket az
Enterobacteriaceae csaladba tartoz6 Escherichia coli Gram-negativ baktériummal végeztiink.
A molekularis bioldgia igaslovanak is nevezett kolibaktérium kivalé modellorganizmus,
mivel laboratoriumi koriilmények kozott konnyen és gyorsan tenyészthetd, valamint rendkiviil
gazdag molekularis és genetikai adatmennyiség all rendelkezésiinkre rola (Elena és Lenski,
2003). Kommenzalistaként az E. coli a human bélflora legsikeresebb fakultativ anaerob
baktériumtorzsét képviseli. Virulencia faktorokkal felfegyverkezett patogén valtozatai, un.
patotipusai Viszont szamos betegséget (hugyuti és emésztdszervi megbetegedéseket, szepszist,
agyhartyagyulladast) okozhatnak (Kaper és mtsai.,, 2004), ami szintén indokolja

modellorganizmusként val6 felhasznalasat.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Az antibiotikumok és az elleniik kialakul6 rezisztencia jelensége

2.1.1. Az antibiotikumok altalanos jellemzése és csoportositasa

Az antibiotikumok (elnevezésiik alapjan ,,¢let elleni” agensek) olyan vegyiiletek, amelyek
kiilonb6zé mikroorganizmusokban (baktériumok, gombdk, més egysejtiiek) a sejtek életben
maradasa szempontjabol létfontossagii folyamatokat gatolnak. Lehetnek természetes, mas
mikroorganizmusok altal termelt vegyiiletek (példaul a Penicillium notatum penészgomba
altal termelt penicillin), vagy pedig ember altal eldallitott félszintetikus vagy szintetikus
szarmazékok (Walsh, 2003b). Gyogyaszati szempontbol népszeriiségiik abban rejlik, hogy
hatdsukat a mikroorganizmusokra specifikusan fejtik ki, anélkiil, hogy jelentOsen
beleavatkoznanak az emberi szervezet életfolyamataiba. Specificitasuk annak koszonhetd,
hogy olyan sejtfolyamatokat gatolnak, amelyek csak a baktériumokra jellemzdek (pl.
sejtfalszintézis, folsav szintézis), vagy a baktérium-specifikus célmolekuladkat (pl. bakterialis

riboszéma-alegységek) tamadjak (Walsh, 2003b).

Attol fliggden, hogy az antimikrobidlis hatsuk letalis (azaz baktériumokat 616) vagy
csak  novekedés-gatlo, megkiilonboztetiink  baktericid,  illetve  bakteriosztatikus
antibiotikumokat (Walsh, 2003b). Ezen a kétféle tipust, gyodgyaszatban hasznositott
hatasukon kiviil azonban a természetben (pl. a talajban) jellemzden eldforduld, gatlo
koncentréci6 alatti tartomanyban sokkal széleskoriibb és arnyaltabb hataskorrel rendelkeznek
(Davies és mtsai., 2006). A legfontosabbnak ezek koziil a mikrobialis k6zosségek fajok kozti
kémiai kommunikaciojdban betdltott szerepiiket tartjak a génexpressziot modositd hatasuk
révén (Davies, 2006; Yim és mtsai., 2006). Kimutattak, hogy az antibiotikumok dézis-fliggd,
un. hormetikus valaszt valtanak ki: rendkiviil alacsony koncentracidban hatasuk
génexpressziot modositd, mig magas koncentracioban novekedés-gatlo illetve 616 (Calabrese

¢és Baldwin, 2002; Fajardo és Martinez, 2008).

Az alapjan, hogy milyen Iétfontossdgi sejtfunkcidt gatolnak, ot nagyobb

kategoridjukat kiilonboztetjiik meg: sejtfal-szintézis gatlok, fehérjeszintézis gatlok, DNS-



szintézis gatlok, RNS-szintézis gatlok és folsav-szintézis gatlok (Kohanski és mtsai., 20104a;
Levy és Marshall, 2004; Walsh, 2003b) (1. tablazat).

Hatasmechanizmus Fontosabb antibiotikum csaladok

Sejtfal-szintézis gatlasa Penicillinek, Cefalosporinok, Karbapenemek,
Monobaktamok, Glikopeptidek

Fehérje-szintézis gatlasa Tetraciklinek, Aminoglokozidok,
Oxazolidononok, Streptograminok,
Ketolidok, Makrolidek, Linkozamidok

DNS-szintézis gatlok Fluorokinolonok
RNS-szintézis gatlok Rifampicin

Folsav-szintézis gatlok Szulfonamidok, Trimetoprim
Egyéb mechanizmus Daptomicin, Metronidazol

1. tablazat. A fontosabb antibiotikum csalddok hatiasmechanizmus alapjin térténé csoportositasa (Levy

és Marshall, 2004) nyoman.

Az antibiotikumnak a specifikus célmolekuldjahoz vald kapcsolodasa eredményeként egy
komplex, tobbszintli valaszreakcié indul be a sejtben, ami biokémiai, molekularis és
ultrastrukttralis szintli valtozasokat egyarant magaba foglal (Kohanski és mtsai., 2010a).
Elsédleges sejtszintli hatdsaikat tekintve a kinolonok a DNS giraz (topoizomeraz II) vagy
topoizomeraz IV gatlasa révén ketts szali DNS toréseket hoznak 1étre (Drlica és mtsai.,
2008), a rifamicinek az RNS polimeraz B-alegységének gatlasa révén leallitjak a DNS-fiiggd
RNS szintézist, a sejtfal-szintézis gatlok megbontjdk a sejt struktaralis integritasat, mig a
fehérjeszintézis gatlok a sejt energetikai haztartdsdba avatkoznak bele a riboszomakhoz vald

kotodés, illetve a fehérjék hibas transzlacioja révén (Kohanski és mtsai., 2010a).

2.1.2. A fluorokinolon antibiotikumok altalanos jellemzése

Doktori munkdm kozéppontjaban a fluorokinolonok csalddjaba tartozd ciprofloxacinnal
szemben kialakul6d rezisztencia jelenségének vizsgalata allt. Az 1980-as évek végén
bevezetett fluorokinolonok az egyik leggyakrabban alkalmazott antibiotikumcsaladot

képviselik a gyogyadszatban. Ez els6sorban gyors oOloképességiiknek ¢és  széles
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hatasspektrumuknak (aecrob Gram-negativ és Gram-pozitiv fajok, néhany anaerob Gram-
negativ faj) koszonhetd (Drlica et al., 2008; Redgrave et al., 2014). A human gydgyaszatban
valé alkalmazéasukon kiviil az allatgyogyaszatban és allattenyésztésben valo alkalmazasuk is
igen jelentds (Brown, 1996; Collignon, 2005). Az 1995-2009-¢s idészakban Eurdpaban és az
Amerikai Egyesiilt Allamokban egyarant jelentds emelkedés volt tapasztalhaté a kinolon
antibiotikumok, elsésorban a masodik- és harmadik-generacios kinolonok felhasznalasdban a
jarébetegek korében. Ebben az iddszakban a mdasodik-generacios kinolonok (elsésorban a
ciprofloxacin) tették ki a felhasznalt kinolonok t6bb mint 50%-at (Adriaenssens et al., 2011,
Linder et al., 2005) Az Elelmiszer és Gyogyszer Hatosag adatai szerint 2011-ben az Amerikai
Egyesiilt Allamokban megkozelitdleg 23 millid jarobeteg szaméra irtak fel fluorokinolon
antibiotikumot, melyeknek a 70%-at a ciprofloxacin jelentette
(http://www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/ucm365050.htm).

Négy generaciojukat kiilonboztetjiik meg : elsé-generacios kinolonok (nalidixinsav -
mint az elsdként izolalt kinolon -, oxolinsav), masodik generacios kinolonok (pl. norfloxacin,
ciprofloxacin, ofloxacin), harmadik generacids kinolonok (pl. sparfloxacin, gatifloxacin),
negyedik generacios kinolonok (pl. moxifloxacin, gemifloxacin). A masodik, harmadik és
negyedik generacidés kinolonok a nalidixinsavnak modositott szerkezetii, hatékonyabb
baktériumold aktivitast és szélesebb hatasspektrumu szintetikus szarmazékai (Redgrave és

mtsai., 2014).

A kinolon antibiotikumok elsédleges célpontja Gram-negativ baktériumokban a DNS-
giraz (topoizomeraz 1), mig Gram-pozitiv baktériumokban a topoizomeraz IV (Drlica, 1999).
Bar a kétféle topoizomeraz hasonlé mechanizmus alapjan miikodik és mindkettd esszencialis
feladatot 1at el a DNS replikacioban, funkciojuk eltér egymastol (Drlica és mtsai., 2008). A
ATP-fiiggd moddon negativ csavarulatokat visz be a DNS szédlba, igy megsziintetve a
replikacios vagy transzkripcids komplex eldtt kialakuld torzids (csavarodasi) fesziiltséget a
DNS-ben (Chen és mtsai., 1996). A DNS giraz a gyrA és gyrB altal kodolt alegységekbdl épiil
fel és A,B; tetramerként kapcsolodik a DNS-hez (Drlica és Zhao, 1997). A GyrA alegység
feladata a torzids fesziiltség megsziintetése, amit azaltal valdsit meg, hogy hasitja a kettds
szali DNS-t és a kettds szalu intakt DNS egy szakaszat atbujtatja ezen a torésen, majd ujbol
Osszekapcsolja a foszfodiészter kotéseket. Mindehhez a GyrB alegység altal megkotott és
hidrolizalt ATP energidjat hasznalja fel (Reece és mtsai.,, 1991). A topoizomeraz IV-nek

dekatendlo szerepe van, azaz elvalasztja egymastol a topologiailag kapcsolt leany
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kromoszomakat a replikacid végsé fazisaban (Drlica, 1999; Levine és mtsai., 1998). A DNS
girdzhoz hasonl6an kétféle alegységbdl épiil fel, amelyeket a parC és parE gének kddolnak és
ugyancsak A;B; tetramerként kotédik a DNS-hez (Peng és Marians, 1993).

A fluorokinolonok nemcsak egyszertien a DNS girdz vagy a topoizomeraz IV
aktivitasat sziintetik meg, hanem DNS kettOs torést indukalo agensekké alakitjak at ezeket az
enzimeket, azaltal, hogy egy harmas, Gn.”torétt” komplexben (fluorokinolon — topoizomeraz -
DNS) tartva Oket megakadalyozzdk a DNS végek (foszfodiészter kotések) 1jboli
Osszekapcsolasat. A harmas komplex létrejotte megakadalyozza a replikacidos gépezet
tovabbhaladésat, leallitva ezaltal a DNS szintézist, ami a sejt novekedésének ledllasahoz,
majd sejthalalhoz vezethet (Chen és mtsai., 1996; Drlica, 1999). Kinolon tipust6l fiiggéen
valtozik, hogy a kromoszoéma feldarabolodas letalis hatdsanak megnyilvanulasdhoz
szilkséges-e az oxigén jelenléte és/vagy a mikodoképes fehérjeszintézis, vagy pedig
fehérjeszintézistol és oxigén jelenlététdl fliggetlen modon is megnyilvanul ez a hatas (Drlica
¢és mtsai., 2008; Malik és mtsai., 2006, 2007). A DNS kettds torések aktivaljak a RecA fehérje
koprotedz aktivitasat, ami elsegiti a LexA represszor fehérje autoproteolizisét és végsdé soron
indukalja az SOS stresszvalaszban szerepet jatszo géneket (Courcelle és Hanawalt, 2003;
Foster, 2007).

Az Aaltalunk alkalmazott ciprofloxacin a masodik generacios karboxikinolonok
csoportjaba tartozik. Szerkezetileg szoros hasonlosdgot mutat a norfloxacinnal, azzal az
eltéréssel, hogy az 1-es pozicioban ciklopropil csoportot tartalmaz etil csoport helyett (Barry
¢és mtsai., 1984). Gatolt fehérjeszintézis és oxigén hianyaban is kifejti 616 hatasat, de anaerob
koriilmények kozott magasabb koncentracid mellett fejti ki ugyanazt a hatast (Lewin és

mtsai., 1991; Malik és mtsai., 2007).
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2. abra. A ciprofloxacin szerkezeti képlete



2.2. Az antibiotikum rezisztencia kialakulasanak fobb mechanizmusai

Az antibiotikumokkal szemben kialakuld rezisztencia jelenségére mar maga Alexander
Fleming is ravilagitott csupan néhany évvel a penicillin felfedezése utan: ,,Valdsziniileg nem
létezik olyan kemoterapias szer amelyre a baktériumok megfeleld koriilmények kozott ne
lennének képesek ellenallassal [rezisztenciaval] reagalni” (Fleming, 1946) (Alekshun és
Levy, 2007). Ahogy azt mar Fleming is felismerte, a jelenség mogott egy evolicios
alkalmazkodasi folyamat rejlik, hiszen az antibiotikum(ok)nak vald kitettség egy
stressztényezdt €s ebbdl kifolydlag egy erds szelekcids nyomast jelent a mikroorganizmusok
szdmara. Ilyen koriilmények kozott azok az egyedek fognak kiszelektalodni és elterjedni a
populacidéban, amelyek genetikai anyaguk modosuldasan keresztiil ellendlloképességet
(rezisztenciat) biztositd6 mechanizmusokat alakitottak ki az antibiotikummal szemben
(Martinez és mtsai., 2009). Definicié szerint, egy mikroorganizmus érzékeny egy adott
antibiotikum hatdsdval szemben, ha nem rendelkezik sem horizontalis géntranszfer utjan
szerzett, sem kromoszémalis mutacion alapuld rezisztencia mechanizmussal az adott szerrel
szemben. Ellenkezd esetben rezisztensnek tekinthetd az adott antibiotikummal szemben
(Martinez, 2014).

2.2.1. Az antibiotikum rezisztencia fobb tipusai

Két 6 kategorigjat kiilonboztetjik meg az antibiotikum rezisztencidnak: természetes ¢és
szerzett rezisztenciat. Természetes rezisztenciarol beszéliink, amikor egy mikroorganizmus
strukturalis vagy funkcionalis jellemzdinek koszonhetéen ellenalld egy adott antibiotikum
hatasaval szemben. A természetes rezisztencia tobbféle okbol adodhat. Néhany ezek koziil: 1)
az antibiotikum képtelen bejutni az adott mikroorganizmusba, vagy 2) aktivan eltavolitddik
onnan (pl. efflux pumpdk miikodése 4altal), 3) az antibiotikum nem rendelkezik
célmolekulaval az adott sejtben, vagy 4) bizonyos enzimek hatastalanitjak a sejtben vagy még

a bejutast megelézéen, a sejten kiviil (Fernandez és Hancock, 2012).

A szerzett rezisztencia két f6 tton alakulhat ki: 1) az antibiotikummal szemben
ellenallast biztositd, ujonnan keletkezd (endogén) mutaciok megjelenése révén, vagy 2) a

rezisztenciat biztositd gének horizontalis uton torténd megszerzésével (Alekshun és Levy,
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2007). A kétféle mechanizmus gyakran egymassal koélcsonhatva jarul hozza igen magas
rezisztencia-szint kialakulasahoz, ugyanakkor antibiotikum- és fajfiiggé, hogy melyik
mechanizmus jarul hozza dominans modon a rezisztencia kialakulasdhoz (Martinez és mtsai.,

2009).

A rezisztencia faktor horizontalis megszerzése torténhet plazmid vagy konjugativ
transzpozon kozvetitette konjugacioval, bakteriofag kozvetitette transzdukcioval, szabad DNS
altali transzformacioval (Levy és Marshall, 2004), vagy transzpozonok ¢és integronok
kozvetitésével (Mazel, 2006). Az atadas megvalosulhat nemcsak ugyanazon nemzettségen
beliili fajok kozott, hanem filogenetikailag egymastdl tdvol allo csoportok kozott is, példaul

Gram-pozitiv és Gram-negativ fajok kozott is (Courvalin, 1994).

Szamos antibiotikum esetén (pl. fluorokinolonok, rifampicinek) a rezisztencia

elsddlegesen a terapia soran, ujonnan megjelend kromoszémalis mutaciok révén alakul ki

(Martinez és Baquero, 2000; Alekshun és Levy, 2007).

Nehezen atjarhato sejtfal

[ | Az antibiotikum kipumpalasa
Kiils6 membran
<o

Peptidoglikan réteg

Bels6 membran

3. abra. Az antibiotikum rezisztencia kialakuldsaban szerepet jatszé legfontosabb mechanizmusok Gram-
negativ baktérium esetén: 1) rezisztencia muticiék megjelenése az antibiotikum célmolekulajat kodolo
gén(ek)ben, 2) nehezen atjarhato sejtfal, 3) az antibiotikum kipumpalasa efflux pumpak altal, 4) az

antibiotikum enzimatikus hatastalanitasa a sejten beliil vagy Kiviil ((Allen és mtsai., 2010) nyoman).
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A mutéaciok révén kialakuld rezisztencia mechanizmusok harom f6 kategdridba
sorolhatok: 1) az antibiotikum célmolekuldjanak modosuldsa, 2) az antibiotikum
transzportjanak (bejutasanak vagy kipumpaldsanak) modosulasa, 3) az antibiotikumot lebontd
vagy hatastalanitd enzimek expresszidjanak megemelkedése (Alekshun and Levy, 2007;
Allen és mtsai., 2010; Jayaraman, 2009) (3. abra).

2.2.2. A fluorokinolon antibiotikumokkal szemben kialakulé rezisztencia jelensége

A fluorokinolon antibiotikumok esetében a mutdciok okozta rezisztencia mechanizmusok
koziil az antibiotikum célpontjanak (DNS girdz vagy topoizomerdz IV) alegységeit kodolo
génekben (gyrA, gyrB valamint parC, parE) megjelend mutaciok képezik a rezisztencia
kialakulasanak leggyakoribb forrasat (Drlica és Malik, 2003; Hooper, 2001). A rezisztenciat
biztositd mutaciok Gram-negativ baktériumok, igy E. coli esetén is elsddlegesen a gyrA gén
57 végének kozelében elhelyezkedé QRDR (quinolone resistance determining region)
régioban jelennek meg. A leggyakrabban megjelend mutdciok az S83L ¢és D87G
aminosavcseréket okozo mutaciok (Nakamura és mtsai., 1989; Yoshida és mtsai., 1991).
mutaciok. Mindkét gén esetén a QRDR régido az enzim aktiv centrumaban 1évd tirozin
kodonja kozelében helyezkedik el. Az ebben a régidban megjelend mutaciok lecsokkentik a
fluorokinolon enzimhez val6o kotédését, ami rezisztencia kialakulasahoz vezet (Alekshun és
Levy, 2007; Hooper, 2001). A fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia kialakulasanak
masik forrasat az antibiotikum transzportjat (csokkent bejutdsat vagy megnovekedett
kipumpalasat) befolydsolo mutaciok jelentik, melyek hatasara lecsokken az antibiotikum
effektiv intracellularis koncentracidja (Fernandez és Hancock, 2012). Ezek a mutéaciok a
fluorokinolonok kipumpalasat végzo efflux pumpak (pl. AcrAB-TolC), illetve az Oket
szabalyozé fehérjék génjeiben (pl. marA, marR) (Maneewannakul és Levy, 1996), valamint
az altalanos porinok génjeiben (pl. ompF) jelennek meg (Drlica és Malik, 2003; Fernandez és
Hancock, 2012; Kern és mtsai., 2000).

Az esetek legnagyobb részében a mutaciok megjelenése 1épcsdzetes (gradualis) és a
klinikai szempontbol relevans rezisztencia-szint kialakulasahoz E. coli-ban tobb mutacio
megjelenése sziikséges (Hooper, 2001; Marcusson ¢és mtsai., 2009). Az igen magas
rezisztencia-szinttel rendelkez6 klinikai torzsek tobb targetmutaciot és efflux pumpa mutaciot
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tartalmaznak, és gyakran multirezisztens (mar — multiple antibiotic resistance) fenotipust
mutatnak (Cohen és mtsai., 1989; Morgan-Linnell és mtsai., 2009). Ciprofloxacin esetében a
kozepesen magas rezisztenciaval (0.06-4 pg/ml) rendelkez6 E. coli vonalak altalaban csak
egy gyrA mutaciot hordoznak ¢és csak ritkan tartalmaznak mutéaciot a parC génben is. Ezzel
ellentétben a magas rezisztenciaval rendelkezé E. coli klinikai torzsek ( > 4 pg/ml) tobb gyrA

és legalabb egy parC mutaciot hordoznak (Bagel és mtsai., 1999; Heisig, 1996).

Ugyanakkor, a fluorokinolonokkal szemben nemcsak endogén mutaciok révén
alakulhat ki rezisztencia, hanem plazmid-kozvetitett horizontalis génatadas révén is. A
legismertebb ezek koziil a plazmidon elhelyezkedd gnr géncsalad tagjai altal biztositott
rezisztencia jelensége (Strahilevitz és mtsai., 2009). A pentapeptid ismétlédést tartalmaz6 Qnr
(quinolone resistance) fehérjék a DNS girazhoz vald kotédésik révén védik azt a
fluorokinolonok hatasa ellen, egy antitoxin-szer(i funkciot betdltve (Tran és Jacoby, 2002).
Ugyancsak plazmid altal koédolt az a gén is, amely egy aminoglikozid acetiltranszferaz
valtozatot kédol AAC(6’)-Ib-cr, amely a ciprofloxacin modositasa révén csokkenti annak
aktivitasat (Robicsek és mtsai.,, 2006). Ezek a plazmid-kozvetitett rezisztencia
mechanizmusok jelent6sen hozzajarulhatnak a klinikai relevanciaji, igen magas rezisztencia
megjelenéséhez, azaltal, hogy alacsony vagy kozepes rezisztenciat biztositva alapot

szolgaltatnak a mutaciok megjelenéséhez (Strahilevitz és mtsai., 2009).

2.3. A muticios rata szerepe az antibiotikum rezisztencia kialakulasaban

Az evolucio két legfontosabb mozgatorugdja a variabilitas (,,az evolicid alapanyaga”) és a
szelekcio (Bell, 1997). Ugyanez érvényes az antibiotikum rezisztencia mikrobialis
az antibiotium jelenléte, mint stressztényezd. Ha a két paraméter emelkedést mutat - n6 a
genetikai variabilitds (a mutacidés rata megemelkedése révén) vagy a szelekcid erdssége
(talzott antibiotikum hasznalat miatt) — az maga utdn vonja a rezisztencia kialakuldsdnak

megndvekedett gyakorisagat is (Martinez és mtsai. , 2009).

A természetben ritkan, vagy csak rovid ideig eldforduld stabil ndvekedési
koriilmények kozott egy klonalis populacidé szamara ,,elényds” a spontan mutacios ratdjat

alacsony szinten tartani a karos mutaciok megjelenésének megeldzése végett (Drake, 1991a).
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Ugyanakkor a mutaciok hatarozzak meg az evolucid ritmusat és modjat, és maga a mutacids
rata is alanya az evollcios folyamatoknak (Sung és mtsai., 2012). DNS virusok és prokariotak
esetén a nukleotidhely/generaciora vonatkoztatott mutacidos rata forditottan aranyos a
genommérettel, és egy allando érték koriil mozog (Drake, 1991b). Soksejtli eukaridtak esetén
viszont pozitiv Osszefliggés figyelhetd meg a generaciora vonatkoztatott mutacios rata és a
genomméret kozott (Lynch, 2010). Elozetes feltételezésekkel (Drake, 1991b) ellentétben a
mutécids rata kiiszobértékét nem a fiziologias megkdtések hatarozzdk meg, hanem sokkal
inkabb a genetikai sodrodas altal korlatozott természetes szelekcido mértéke, ami az effektiv
populaciomérettdl fiigg (Lynch, 2010; Sung és mtsai., 2012). E. coli-val végzett legijabb
vizsgalatok ugyanakkor kimutattak, hogy adott genotipuson beliil, a genom egy meghatarozott
részére vonatkozd mutécios rata plasztikusan valtozhat a sejt-sejt kozotti interakciok hatéasara,

negativ korrelaciot mutatva a populaciosiiriiséggel (Krasovec és mtsai., 2014).

A valtozd kornyezeti feltételekhez ¢€s stresszkoriilményekhez vald sikeres
alkalmazkodashoz azonban a populdcidé szamdara kifejezett elényt jelent azoknak a
mutaroroknak nevezett egyedeknek a jelenléte, amelyek megemelkedett spontdn mutacios
rataval rendelkeznek. A mutéatorok lehetové teszik a kiilonbozé stresszkoriilményekhez vald
gyors alkalmazkodast a természetben, illetve laboratériumi és klinikai koriilmények kozott
egyarant (Denamur és mtsai., 2002; Matic és mtsai., 1997; Oliver és mtsai., 2000; Sniegowski
és mtsai.,, 1997). Erés szelekcios nyomas mellett a mutator genotipusok gyorsan
elterjedhetnek a populacidban, annak igen jelentOs részét (> 1%) képezve (LeClerc és mtsai.,
1996). Ezaltal jelentds szerepet toltenek be a mikrobialis evolicioban (Sniegowski és mtsai.,
1997; Taddei és mtsai.,, 1997). Az emelkedett mutacio-generald képesség azonban kettds
kovetkezménnyel jar: egyrészt csokkentheti a fitneszt a karos mutaciok megjelenése miatt,
masrészt viszont eldfeltétele az evolvabilitasnak (Giraud és mtsai., 2001). Ennek megfeleléen
evolucios sikerességiikhoz a baktérium populacidknak folyamatosan finomhangolni kell a

mutacios ratajukat (Denamur és Matic, 2006).

Attol fliggden, hogy a sejt mutacios rataja allando jelleggel magas vagy csak
meghatdrozott stressz koriilmények kozott emelkedik meg, megkiilonboztetiink konstitutiv

(permanens) mutatorokat, illetve atmeneti (tranziens) mutatorokat (Foster, 2005).
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2.3.1.Konstitutiv mutatorok

A konstitutiv mutatorok dontd tobbségben a DNS replikacioban vagy hibajavitasban szerepet
jatszo enzimeket kodold génekben megjelend funkciovesztéssel vagy -csokkenéssel jard
mutacioknak kdszonhetden jelennek meg (Horst és mtsai., 1999). A mutator fenotipust okozd
géneket mutator géneknek is nevezik és E. coli-ban 4 {6 kategoriajukat kiilonboztetjilk meg
annak alapjan, hogy milyen hibajavitasi vagy mas tipust folyamatban jatszanak szerepet: 1) a
DNS-replikacid hiiségét biztositd (proofreading) aktivitasban (pl. mutD), 2) a metiliranyitott
DNS-hibajavitasban (metil-directed mismatch repair) (mutS, mutL, mutH, uvrD), 3) a DNS
oxidativ karosodasainak elkeriilésében (pl. mutT, oxyR, sodA) és az oxidativ karosodasok
kijavitasaban (pl. mutM, mutY) és 4) a transzlacios hiiséget biztositd folyamatokban (pl. miaA)
(Chopra és mtsai., 2003; Miller, 1996). A vad tipushoz viszonyitott spontan mutacios rataban
vald eltérés alapjan kiilonboz6 erdsségli mutator torzseket kiillonboztetiink meg (Chopra és
mtsai., 2003). A legerdsebb ismert mutator fenotipust E. coli-ban a Pol III altalanos DNS-
polimeraz exonukleaz aktivitasaért felelés epszilon alegység génjében (mutD)(dnaQ)

bekovetkezd pontmutacio okozza (Schaaper és Radman, 1989).

A természetben leggyakrabban eléforduld mutator baktériumtdrzsek a metiliranyitott
hibas-parosodas DNS-javitasban (angolul: metyl-directed mismatch repair) deficiens torzsek,
ezek koziili is a legelterjedtebbek a MutS deficiens torzsek (Chopra és mtsai., 2003; LeClerc
¢s mtsai., 1996). A hibas-parosodas DNS-javitasnak kiemelkedd szerepe van a genom
integritasdnak megdrzésében, amit az is tiikroz, hogy a hibajavitd folyamatban résztvevo
fehérjék egy része evolucidsan konzervalt, a prokariotaktdl az emberig (Schofield és Hsieh,
2003). A sejt mutacios ratajat alacsony szinten tartja azaltal, hogy felismeri és kijavitja azokat
a DNS hibakat (hibas bazisparosodasokat valamint 1-4 nukleotid hosszisagu inszercios és
delécios hurkokat), amelyek a replikacio és a homolog rekombinacio sordn, illetve kiillonb6zo
DNS karosité anyagok hatasara keletkeznek (Horst és mtsai., 1999; Junop és mtsai., 2003;
Wyrzykowski és Volkert, 2003). Escherichia coli-ban a MutS, MutL, MutH és UvrD fehérjék
kozponti szerepet jatszanak ebben a DNS hibajavitasi folyamatban. Az 6ket kodold gének
delécidja vagy csokkent expresszidja a sejt Ossz-mutdcios ratdjanak és a nem homolog
rekombinacid gyakorisagdnak megemelkedéséhez vezet, hiper-mutagén €s hiper-rekombindns
fenotipust eredményezve (lyer és mtsai., 2006; Schofield és Hsieh, 2003). Ezen mutator
torzsek mutacios rataja a vizsgalt baktériumfajtol és mutécios rata teszttdl fliggden valtozhat,

E. coli-ban 100-1000-szerese a vad tipusénak (Miller, 1996).
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A mutator genotipusok €s ezen beliil a metilirdnyitott DNS hibajavitasban deficiens
vonalak egy jelentés veszélyforrast képviselnek az antibiotikum rezisztens baktériumtdrzsek
megjelenésében (Chopra és mtsai., 2003; Gould és mtsai., 2007; Miller és mtsai., 2004b;
Wiegand és mtsai., 2008a). A metiliranyitott DNS hibajavitasban deficiens vonalak nemcsak
a rezisztencia kialakuldsahoz sziikséges mutaciok megjelenési gyakorisagat novelik meg,
hanem a hiper-rekombinans fenotipusuk miatt a kiilonbozé fajok kozti horizontalis gén-
transzfer esélyét is (Stambuk és Radman, 1998). Az antibiotikum jelenléte, mint
stresszkoriilmény egy erds pozitiv szelekciot jelent a mutator genotipusok elterjedése
iranyaba, amelyek az altaluk biztositott elonyds rezisztencia mutaciokkal vald kapcsoltsaguk
révén ,,potyautasként” terjednek el a populdcioban. A kronikus fertdzések soran is ez a pozitiv
szelekcid érvényesiil. A cisztas fibrozist okozd Pseudomonas aeruginosa torzsek igen jelentds
része mutator fenotipusu (Oliver és mtsai., 2000). Mas patogén baktériumtorzsek (pl. E. coli,
Salmonella enterica) esetén is tapasztaltak a mutatorok magas aranyt el6fordulasat (Denamur
és mtsai., 2002; LeClerc ¢és mtsai.,, 1996). A mutator fenotipus ugyanakkor nemcsak az
antibiotikum rezisztencia megjelenését segiti eld, hanem a kiilonb6z6 virulencia faktorok

megszerzését ¢S a kolonizacios képességet is pozitivan befolyasolja (Oliver és Mena, 2010).

2.3.2. Atmeneti (stresszindukalt) mutatorok

A Kkonstitutiv mutator genotipusok esetében a megemelkedett mutdcids rata biztositotta
adaptacios elénnyel egyiitt jar a karos mutacidk gyakoribb megjelenési valoszinliségének
fitnesz terhe is. Léteznek azonban olyan bakterialis mechanizmusok is, amelyek csak
stresszkoriilmények esetén, viszonylag szabalyozott mddon emelik meg a mutacids ratat,
felszabaditva ez altal a sejtet az allanddan jelen 1év6 mutacios tehertdl (Bjedov és mtsai.,
2003). Ezeknek a stresszindukalt mutagenezis folyamatoknak altalanos jellemzdje, hogy
kiilonbozd stressztényezok hatasara (pl. DNS kérosodas, ¢éhezés, antibiotikumok vagy
mutagén anyagok jelenléte, hdmérsékletvaltozas) kozponti szabalyozd elemek génexpresszids
¢s metabolikus valtozasokat idéznek eld, amelyek gyakori kovetkezménye a sejt mutdciods
ratajanak a megemelkedése (Foster, 2007). A stresszindukalt mutagenezis folyamatoknak
tobbféle, részben atfedd utvonala ismert attol fiiggden, hogy milyen stressztényezd aktivalja
Oket és milyen szabalyoz6 elem irdnyitasa alatt allnak. A ma ismert legfontosabb utvonalak E.

coli-ban a kdvetkezok: 1) a DNS karosodas altal indukalt és LexA represszor fehérje altal
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szabalyozott SOS valasz, 2) az ¢hezés/stacioner fazis altal indukalt €¢s az RpoS ((538) alternativ
szigma faktor altal szabalyozott altalanos stresszvalasz, 3) a hdstressz altal indukalt és az
RpoH (%) alternativ szigma faktor 4ltal szabalyozott hésokk valasz, 4) az aminosav éhezés
altal indukalt és a guanozin-tetra-foszfat (ppGpp) jelmolekula altal szabalyozott stringens
valasz (Foster, 2005).

A felsorolt stresszindukalt utvonalak koziil a leggyakrabban az SOS valasz soran
indukalédé hibazasra hajlamos DNS polimerazok (Pol II, Pol IV, Pol V) aktivitasanak
hatasara emelkedik meg a sejt mutacids rataja (Schlacher és Goodman, 2007). Ha a DNS
kiilonbozd tényezdk hatdsara (pl. UV sugarzas, DNS kettds torést okoz6 antibiotikumok,
karos metabolikus intermedierek, magas nyomas, stb) kérosodast szenved, tobb mint 40 gén
indukalodik szabalyozott moédon E. coli-ban az un. SOS valasz keretén beliil, a LexA
represszor fehérje inaktivalodasanak eredményeként (Friedberg és mtsai., 2002; Kelley,
2006). A DNS karosodas hatasara kozvetlen vagy kozvetett modon egyes-szala DNS
szakaszok keletkeznek, amelyeket a RecA rekombinaz fehérje felismer és kapcsolodik
hozzajuk. A keletkezett RecA - egyes-szali DNS nukleoprotein komplex serkenti a LexA
represszor fehérje autoproteolizisét, ami az SOS gének derepresszalddasahoz vezet (Foster,
2007). A derepresszalodott gének kozott vannak a .n. magas hibaszazaléku vagy hibazasra
hajlamos DNS polimerazok génjei is. Ezen polimerazok aktivitasanak koszonhetd a sejt
mutacios ratajanak megemelkedése az SOS valasz indukcidjanak egyik kovetkezményeként

(Goodman, 2002).

A hibazasra hajlamos DNS polimerazok a fenndllo stressz idejére, az elakadt
replikacio helyén atveszik a Pol III polimerdz helyét, mivel azzal ellentétben a karosodott
DNS-t is képesek sokszorositani. Ezaltal biztositott a sejt talélése, ami viszont egyiitt jar a
csOkkent hiiségli replikaci6 eredményeként megjelend pontmuticiok és deléciok okozta
mutaciés teherrel. E. coli-ban az Y-polimerazok csaladjaba tartozé6 Pol IV és Pol V
polimerazok hibarataja 2-4 nagysagrenddel nagyobb, mint a Pol III replikéacids polimeraznak
(Tippin és mtsai., 2004). Maig vitatott, hogy ezen polimerazok mutaciégenerald tulajdonsaga
a stressz korilményekhez vald alkalmazkodast segiti el6 (Shee és mtsai., 2011), vagy
egyszeriien csak ,mellékterméke” a sejt tulélését biztositd fiziologias szerepiiknek, az

alacsonyabb replikacios hiiségiikb6l adodoan (Andersson és mtsai., 2010).

A DNS karosodas természetétdl €s szekvenciakornyezetétdl fiiggden mindharom DNS

polimeraznak (Pol II, Pol IV, Pol V) szerepe van a stressz-indukalt mutagenezis folyamataban
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(Friedberg és mtsai., 2002; Napolitano és mtsai., 2000). Ugyanakkor, a dinB illetve umuDC
gének altal kodolt Pol IV és Pol V polimerazoknak kiemelt szerepet tulajdonitanak az oxidalt
nukleotidok beépitése altal okozott mutagenezisben (Yamada és mtsai., 2006). A harom
polimeraz kozti f6 szerepfelosztas a kovetkezd: Pol II - elakadt replikacios villa ujrainditasa,

Pol V — (hibas) bazisparositas, Pol IV — (hibas) bazisparositast kovetd lanchosszabbitas.

A Pol V tobbféle tipusa DNS 1ézidn keresztiil képes szintézist végezni, mint a Pol 1V,
de aktivacidjahoz sziikséges az UmuD alegységek RecA altal eldsegitett autoproteolitikus
hasitasa, akarcsak a LexA esetében. Mindkét polimerdz ,,proofreading’ellen6rzd aktivitas
hidnyaban hibazasra hajlamos sértetlen és karosodott DNS-en egyarant (Tippin és mtsai.,
2004). A Pol IV elsédleges feladata a 1ézion vald athaladast kovetd lanchosszabbitds
(Goodman, 2002) és a Pol V-el ellentétben SOS és LexA fliggetlen modon is indukalodhat, az
RpoS altalanos stresszvalasz-regulator pozitiv szabalyozasa alatt. Ez az indukcié E. coli
esetében a késoi stacioner fazisu sejtekben, éhezési koriilmények kozott torténik meg és
Pol IV polimerazt kodold dinB gén talexpresszaltatasa stressz koriilmények hidnyaban is
mutagén hatasa, és elsdsorban pontmutaciok és egy-nukleotidos deléciok megjelenéséhez
vezet (Kobayashi és mtsai., 2002; Kuban és mtsai., 2005; Wagner és Nohmi, 2000). Ezen
kiviil a Pol IV polimeraznak kulcsfontossagu szerepet tulajdonitanak az oxidalt guanin (8-
0x0-dGTP) deoxiadenozinnal szembeni hibas beépitésében, hozzajarulva ez altal a GC — TA
transzverziok megjelenéséhez, amelyek a megemelkedett oxidativ stressz indikatorai (Foti és
mtsai., 2012).

Stressz koriilmények kozotti mutacios rata noveld aktivitdsuknak kdszonhetden az
SOS valaszban részt vevd polimerazok (Pol IV, Pol V, Pol II) fontos szerepet jatszanak az
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakulasaban. Nemcsak in vitro kisérletekkel,
hanem in vivo egérmodellben is igazoltdk, hogy az SOS valasz indukalodasaban gatolt
patogén E. coli torzs esetén jelentésen lecsokkent a ciprofloxacin és rifampicin
antibiotikumokkal szemben kialakul6 rezisztens populaciok gyakorisaga (Cirz és Romesberg,
2007; Cirz és mtsai., 2005). Ennek alapjan az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia
kialakulasat csokkentd egyik lehetséges terapids stratégiaként javasoltak az SOS valasz vagy
a hibazasra hajlamos polimerazok indukalédasanak specifikus szerekkel vald gatlasat (Cirz és

Romesberg, 2007).
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Kimutattak, ugyanakkor, hogy maguk az antibiotikumok is indukalhatnak
mutagenezist kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztil. A DNS kettés torést okozo
fluorokinolon antibiotikumokon kiviil a sejtfalszintézis-gatld p-laktam antibiotikumok is
indukaljdk az SOS valaszt a DpiBA két-komponensii szignaltranszdukcidés rendszeren
keresztiil (Cirz és mtsai., 2005; Miller és mtsai., 2004a). A béta-laktamok mutagén hatasa
ugyanakkor az SOS valasztol fiiggetleniil is megvalosul a Pol IV polimerazt koédolo dinB
indukcidjan keresztil (Pérez-Capilla és mtsai.,, 2005). Utobbi esetben a mutagén hatas
megnyilvanulasdhoz sziikséges a metiliranyitott DNS-hibajavito rendszer aktivitasanak

csokkenése, ami RpoS altal szabalyozott (Gutierrez és mtsai., 2013).

Ezen kiviil kimutattdk azt is, hogy a baktericid antibiotikumok szubletalis
koncentracioban reaktiv oxigéngyokok generalasan keresztiil is indukalhatnak mutagenezist
(Kohanski és mtsai., 2010D).

2.4. Az oxidativ stressz és az antibiotikum rezisztencia kapcsolata

2.4.1. A baktericid antibiotikumok altal indukalt oxidativ stressz

Neéhany éve bevezettek egy olyan mechanisztikus modellt, amely azt feltételezi, hogy a
baktericid antibiotikumok 616 hatasa, a célmolekula-specifikus folyamatok mellett, egy k6zos
mechanizmusra, reaktiv oxigéngy6kok generdlasara vezethetd vissza, fiiggetleniil a specifikus
célmolekulatol. Ezt a radikalisan 0 elképzelést kiterjesztették Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumokra egyarant (Dwyer és mtsai., 2009, 2014; Kohanski és mtsai., 2007), s6t
gombadld (fungicid) szerekre is Candida albicans és Saccharomyces cerevisiae esetében
(Belenky és mtsai., 2013).

Baktériumok esetében a modell értelmében az elsddleges antibiotikum-célmolekula
kolcsonhatas kovetkezményeként egy olyan fiziologids reakcidsorozat indul be, amely
valtozasokat idéz el6 a sejt anyagcseréjében €s a 1égzési lancban, és végeredményeként
oxidativ karosodasoknak tulajdonithatd sejthalalhoz vezet. Az antibiotikumnak a
célmolekula(i)val vald kolcsonhatasanak kovetkezményeként fokozodik a sejt NADH-
felhasznalasa, ami felporgeti az elektrontranszportlancot (1égzési lancot). Utdbbi
eredményeként szuperoxid (O;) termelddik és a sejt NADH tartalékai atmenectileg
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lecsokkennek. A szuperoxid karositja a Fe-S centrummal rendelkezé enzimeket, melyekbdl
Fe?* szabadul fel, ami a Fenton reakci6 taplalasa révén a rendkiviil reaktiv hidroxilgydk (OH')
képzddéséhez vezet. A keletkezett hidroxilgyok a legfontosabb sejtalkotok (DNS, fehérjék,
lipidek) karositasa révén a sejt halalahoz vezet (Dwyer és mtsai., 2007; Kohanski és mtsai.,
2010a).

A Fe-S centrumok szintéziséért felelés IscS fehérje hianyaban a baktericid
antibiotikumokkal torténd kezelés hatasara csokkent hidroxilgyok-termelést mértek a vad
tipushoz képest (Kohanski ¢s mtsai., 2007). Ez az eredmény ravilagit a Fe-S tartalmt enzimek
Fe-S centrumaibdl felszabadul6 vas jelentds szerepére a hidroxilgyok-termelésben. Emellett
génexpresszios vizsgalatokkal kimutattdk, hogy a DNS-girdz gatld norfloxacinnal vald
kezelés hatasara szamos vasfelvételben szerepet jatszo gén expresszidja megvaltozik, olyan
génekkel egyiitt, amelyek a Fe-S centrumok szintézisében, illetve az oxidativ stressz elleni
védekezésben jatszanak szerepet (Dwyer és mtsai., 2007). A baktericid antibiotikumok altali
oxidativ stressz-indukcionak tehat fontos tényezdje a sejt vas-homeosztazisanak felbomlasa

(Dwyer és mtsai., 2007, 2014).

2.4.2. A vas-homeosztazis szabalyozasa és szerepe az oxiditv stressz kialakuldsaban E.

coli-ban

A vas nélkiilozhetetlen eleme az €l szervezeteknek, egyike az 6si anaerob kornyezetekben
els6ként megjelent kofaktoroknak (Andrews és mtsai., 2003). Ugyanakkor kiemelt szereppel
bir a sejten beliili oxidativ stressz kialakulasaban is (Touati, 2000). A Fenton reakcionak (1)
koszonhetden a magas intracellularis vaskoncentracio hidroxilgyok képzdédését eredményezi,
ami mutaciok keletkezéséhez és/vagy letalis oxidativ karosodashoz vezet (Touati és mitsai.,
1995).

(1) Fenton/Haber-Weiss reakcio: Fe’" + H,0, — Fe** + OH + HO'

Ennek megfeleléen az intracellularis szabad vaskoncentracié szabalyozasa kiemelt
fontossaggal bir normal allapotban ¢és oxidativ stresszkoriilmények kozott még inkabb
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(Touati, 2000). Ezt tamasztja ala az is, hogy oxidativ stressz esetén az OxyR és a SoxR
stresszvalasz fehérjék aktivaljadk a vasfelvételt gatldo Fur szabéalyozo fehérje génjének
expresszidjat, megeldzve a magas intracellularis szabad vasszint oxidativ stresszt fokozé
hatasanak kialakulasat (Zheng és mtsai., 1999). Emellett az OxyR aktivalja a vasraktarozo
Dps fehérje génjének expresszidjat is, ezaltal is hozzdjarulva az intracellularis szabad

vastartalom csokkentéséhez (Zheng és mtsai., 2001).

Baktériumokban az intracellularis vas-egyensuly alapvetden négy kiillonbozo stratégia
Osszehangolt alkalmazédsan keresztiil valosul meg, melyek a kovetkezéek: 1) a magas
vaskotOképességili fehérjék (szideroforok) altal kozvetitett Fe®*-felvétel szabalyozasa, 2) az
intracellularis vasraktdrozéds szabdlyozdsa, 3) a vasfelhasznalds szabalyozasa a vastartalmt
fehérjék expresszidjanak regulacidja révén, és 4) a vastdbblet reaktiv oxigéngyokképzo
hatasai elleni védekezés. Az egyes stratégidk részvételi ardnya a vas-homeosztazis
megteremtésében a novekedési fazistol, a kornyezettdl és fajtol fiiggden valtozhat (Andrews

és mtsai., 2003).

2.4.2.1. A vasfelvétel szabalyozasa

Aerob kornyezetben €16 baktériumfajok esetében a vas felvétele elsGsorban Fe®* forméaban, a
baktérium altal szintetizalt ¢és szekretalt magas vaskotoképességli fehérjékhez, un.
szideroforokhoz (pl. enterobaktin, ferrikrom, aerobaktin) kototten torténik (Neilands, 1995).
Anaerob kdrnyezetben vagy alacsony oxigénszint mellett viszont Fe?* formaban is térténhet a
vasfelvétel, E. coli esetén a feoAB gének altal kodolt transzporteren keresztiil (Ratledge és
Dover, 2000). Gram-negativ baktériumok esetén a Fe**-sziderofér komplexek felvétele a
kiils6 membran specialis, porinszerli receptorain keresztiil torténik. A periplazmatikus téren és
a citoplazmatikus membranon valé 4athaladast kovetéen a Fe®* Fe?*-4 redukalodik a
citoplazmaban és levalik a szallitd fehérjéjérél (Andrews és mtsai., 2003) (4. abra). E. coli
esetén a kiils6 membranon keresztiili aktiv transzporthoz sziikséges energiat a citoplazmatikus
membran proton motoros ereje (proton-motive force) szolgaltatja a TonB energiaatalakito
fehérje kozvetitésével (Braun, 1995). A citoplazmatikus membranban helyet foglalé ExbB-
ExbD-TonB fehérjekomplex periplazmaba nyuldé TonB fehérjéje kapcsolatot teremt a bels6 és

kiils6 membran kozott, atalakitva a proton motoros erét az aktiv transzporthoz sziikséges
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energiava. E. coli esetén a TonB mutansok nem képesek a Fe** -sziderofor komplexek ¢és a

B12 vitamin felvételére (Letain és Postle, 1997).

Vasat koté Fe*

sziderofor ¢

ujrahasznositas

A

Kiilsé membran KULSO
receptor MEMBRAN

\@ Periplazmatikus

kotéfehérje

|

CITOPLAZMATIKUS
MEMBRAN

ATP-koté
kazetta
fehérjék

Permeaz fehérjék

ATP

ADP + Pi 4> 3
<> Fe
A

Fe? <>

lebontas

4. abra. A sziderofér-kozvetitett vasfelvétel sematikus dbraja Gram-negativ baktériumok esetén

((Andrews és mtsai., 2003) nyoman).

2.4.2.2. A vasraktarozas szabalyozasa

A hatékony ¢és megfeleléen szabédlyozott vasfelvételen kiviil a vasraktdrozasnak és az
intracellularis vasraktarak sziikség esetén torténd mozgdsitasanak is kulcsfontossagl szerepe
van a vas-homeosztazis megteremtésében. A baktériumok hdrom tipusba tartozé vasraktarozo
fehérjével rendelkeznek: a hem-mentes ferritinekkel (pl. FtnA), a hem-tartalma
bakterioferritinekkel (pl. Bfr) és a Dps fehérjékkel (pl. Dps). K6zds jellemzdjiik, hogy gomb
alaku fehérjék, melyek egy kozponti ilireggel rendelkeznek. A 24 monomerbdl felépiild
ferritinek és bakterioferritinek ~ 2000-3000 vas-atomot, mig a 12 monomerbdl felépiilé Dps
fehérjék ~ 500 vas-atomot képesek tarolni. A taroland6 vasat redukalt forméban veszik fel,
majd egy ferroxidacios Iépést kovetden oxidalt formaban taroljak (Andrews, 1998; Andrews
¢és mtsai., 2003). E. coli-ban az elsddleges vasraktarozo fehérje az FtnA, ami a raktarozott vas
~ 50%-aért felelés. A novekedés exponencidlis fazisat kovetden, vasfiiggd moddon

indukalodik, a Fur fehérje szabalyozasa alatt és biztositja az intracellularis vasellatast
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vasszegény kortilmények kozott (Abdul-Tehrani és mtsai., 1999; Nandal és mtsai., 2010). A
DNS-kétésre képes Dps (DNA-binding proteins from starved cells) fehérjék a ferritinektdl és
bakterioferritinektdl eltérden a tarolandd vas oxidéacidjara elsésorban H,0O,-t hasznalnak O;
helyett (Andrews, 1998). E. coli esetén az éhezés és oxidativ stressz hatasara erdsen
expresszalodd Dps fehérje kettds uton védi a DNS-t az oxidativ karosodastol: egyrészt a
DNS-hez val6 fizikai kapcsoldodasa révén, masrészt pedig a Fenton reakcid soran
potencialisan keletkezé hidroxilgyok mennyiségének csokkentésével (Chiancone és Ceci,
2010; Zhao és mtsai., 2002).

2.4.2.3. A vas-homeosztazis fenntartasa

E. coli-ban és szamos mas baktériumfajban is az intracellularis vas-homeosztazis elsédleges
szabalyoz6 fehérjéje a Fur (Ferric Uptake Regulator) transzkripcios faktor, amely E. coli-ban
tobb mint 90 gén expressziojat szabalyozza a vas elérhetéségétdl fliggd modon (Escolar és
mtsai., 1999; Hantke, 1981; McHugh és mtsai., 2003). A Fur fehérje homodimer formaban
Fe?* kofaktorként (korepresszorként) miikodik. Megkotése konformaciovaltozast idéz eld,
ami kozel 1000-szeresre noveli a Fur kapcsolodasi affinitasat az altala szabalyozott gének
promoterének ,,vas doboznak”(iron box) nevezett 19 bp hosszu palindrém szekvencidjadhoz
(Saito és mtsai., 1991). Megfelel6 intracellularis vastartalom mellett a Fur altal szabalyozott
gének represszalt, mig vashiany esetén aktivalt allapotban vannak (Andrews és mtsai., 2003)
(5. abra). Elsddleges szerepkorét tekintve a Fur gatolja a vasfelvételt, azaltal, hogy gatolja a
Fe** felvételében szerepet jatsz0 magas vaskotOképességli fehérjék, un. szideroférok
szintézisében és membranon keresztiili transzportjdban szerepet jatszo gének expressziojat.
Emellett fokozza a vasraktarozast, és végeredményként alacsonyan tartja az intracellularis
szabad vaskoncentraciot (Abdul-Tehrani és mtsai., 1999). Represszor funkcioja mellett a Fur
aktivatorként is miikodhet, ami harom mechanizmus révén valosulhat meg: 1) indirekt
modon, a RihB kis-RNS gatlasan keresztiil (pl. a Fe SOD aktivalasa), 2) fokozva az RNS
polimeraz promoterhez valod kapcsolodasat (Teixido €s mtsai., 2011), 3) antirepresszorként

miikodve (pl. az FtnA vasraktarozo fehérje génjének szabalyozasa) (Nandal és mtsai., 2010).
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Magas vasszint Alacsony vasszint
Vasfelvétel génjeinek represszidja Vasfelvétel génjeinek expresszidja

<«——» Vasfelvétel génjei <«——» Vasfelvétel génjei
Fur-kétéhely Fur-kétéhely

5. abra. A Fur-medialt vasfiiggoé génrepresszio sematikus bemutatasa ((Andrews és mtsai., 2003) nyoman).

A Fur ugyanakkor szerepet jatszik az oxidativ stressz elleni védelemben, azaltal, hogy
kozvetlen vagy kozvetett ton szabalyozza a szuperoxid lebontdsat végzo szuperoxid
diszmutazok mukodését (Troxell és Hassan, 2013), illetve Staphylococcus aureus esetén
pozitivan szabalyozza a Hy0,-ot hatastalanito KatA katalaz expressziojat (Horsburgh és
mtsai., 2001). Normal koriilmények kozott, megfelel vasellatottsaig mellett a Fur indirekt
modon aktivalja a Fe SOD szuperoxid diszmutazt, azaltal, hogy gatolja az enzimet kodolo
sodB gén mRNS-¢ét degradald RihB kis RNS-t (Massé és Gottesman, 2002). Ezzel egyidében
represszalja a Mn SOD génjének expresszidjat (Niederhoffer és mtsai., 1990). Vashianyos
koriilmények vagy oxidativ stressz esetén a Fur inaktivalodik, aminek eredményeként a Fe
SOD inaktivva, mig a Mn SOD aktivva valik (Escolar és mtsai., 1999; Varghese és mtsai.,
2007). A Afur torzs részleges szuperoxid diszmutaz deficiens torzsként is viselkedik, mivel a
Fe SOD nem aktivalodik, és a Mn SOD csokkent aktivitast. Utobbi abbol addédik, hogy a
magas intracellularis vastartalom miatt a kofaktorként miikodé mangan verseng a vassal az
enzimhez vald kotédésért (Troxell és Hassan, 2013). Sokoldalu funkcidéi kozott a Fur
szabalyozza a citrat-kor néhany enzimének aktivitasat is (Hantke, 1987) és szerepet jatszik
patogén baktériumok esetén a toxintermelésben €s a virulenciaban is (Horsburgh és mtsai.,

2001; Mey és mtsai., 2005; Torres és mtsai., 2010).
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2.4.3. Az oxidativ stressz sejtkarosito hatasai és az elleniik kialakult fontosabb
védekezési mechanizmusok E. coli-ban

Az oxidativ stresszt okozo reaktiv oxigéngyokok karos hatdsai ellen az ¢él6 szervezeteknek
kiilonféle védekezési mechanizmusokat kellett kiépiteniiikk. Az érme masik oldalat nézve
viszont, mutdciok generdlasan keresztlil valdszinlileg ugyanezek a reaktiv oxigéngyokok
jarultak hozza a foldi él6lények bamulatos sokszinliségének kialakulasahoz (Sessions és

mtsai., 2009; Touati, 2000).

Aerob kornyezetekben a legnagyobb fizioldgiai jelentdséggel bird karos reaktiv
oxigéngyokok a sejtekben a szuperoxid (O3), a hidrogén peroxid (H20;) és a hidroxil gyok
(OH"). A reaktiv oxigéngyokok karos hatasaival szemben a prokariota és eukaridta sejtek
egyarant egy olyan enzimkészlettel ,szerelkeztek fel”, melynek tagjai a védekezésben, a
hatastalanitasban vagy az oxidativ karosodéasok kijavitasaban jatszanak szerepet. Az oxidativ
stresszvalasz kozponti szabalyoz6 fehérjéi E. coli-ban a megemelkedett hidrogén peroxid
koncentraci6 altal aktivalt OxyR (Tao és mtsai., 1991) és a szuperoxidot generalo redox-aktiv
vegytiletek altal aktivalt SoxR (superoxide response) (Greenberg és mtsai., 1990).
Transzkripcios szabalyozason keresztill ez a két redox-érzékeny regulator fehérje ,,vezényli
le” a kiilonb6z6 antioxidans védekezési mechanizmusokat (Farr és Kogoma, 1991). Mar igen
alacsony (~ 200 nM) intracellularis H,O, aktivalja az OxyR transzkripcios faktort a fehérje
aktiv centrumédban 1év0 egyik cisztein oxidalodasanak eredményeként kialakuld diszulfid
kotés konformaciovaltoztatd hatasa révén (Aslund és mtsai., 1999). Az 6nmagéit negativan
szabalyozd OxyR pozitivan szabdlyozza tobbek kozott a hidrogén peroxid lebontasat végzd
KatG katalaz és Ahp hidroperoxid reduktaz génjeinek expresszidjat (Tao és mtsai., 1991;
Zheng és mtsai., 2001). A szuperoxid stresszvalasz esetén a SoxR aktivacidja a fehérje Fe-S
centrumanak oxidacidja révén torténik. Az aktivalt SoxR tovabb aktivalja a SoxS-t, ami
indukalja a stresszvalasz effektorait kodolo gének expresszidjat (Nunoshiba és mtsai., 1992;
Wu és Weiss, 1991). Ez a regulon tobbek kozott pozitivan szabalyozza a szuperoxid
lebontasat végz6 Mn SOD enzimet, a vas homeosztazis kozponti regulatorat (Fur) és az
oxidativ DNS karosodasok kijavitasaban szerepet jatszo IV-es endonukleazt (AP
endonukledz). Ugyanakkor a SoxRS regulon aktivaloddsa az OmpF porinfehérje
acrAB operonokba tartozd gének expressziojanak pozitiv szabdlyozasan keresztiil

multirezisztens fenotipust kdlcsonoz a baktériumsejteknek (Pomposiello és mtsai., 2001).
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2.4.3.1. A szuperoxid sejtkarosito hatasai elleni védekezés

A szuperoxid egyik sejtkarositd hatdsa a Fe-S centrum tartalmu dehidratdzok (pl. a citratkor
akonitdz B és fumardz A, B enzimeinek) inaktivalasabol adodik. A szuperoxid altal oxidalt
Fe-S centrum instabilla valik, és a komplexb8l Fe** szabadul fel (Flint és mtsai., 1993; Imlay,
2006). A Fe-S centrum tartalmi enzimek inaktivalédasa soran torténé Fe?*-felszabadulasnak
azonban citotoxikus kovetkezményei vannak, mivel a Fe?* a Fenton reakcioban valo
részvételével hozzajarul az igen reaktiv hidroxil gyok (HO') képzddéséhez (Keyer és Imlay,
1996; Keyer és mtsai., 1995; Nunoshiba és mtsai., 1999).

E. coli-ban a szuperoxid hidrogén peroxidra vald lebontasaért harom féle szuperoxid
diszmutdznak nevezett metalloenzim felelds: két citoplazmatikus enzim, a mangan kofaktorral
miikdds, sodA altal kodolt Mn SOD és a Fe?* kofaktorral miikdds, sodB éltal kodolt Fe SOD,
illetve egy periplazmatikus réz-cink kofaktorokkal miik6dé Cu-Zn SOD (Imlay, 2013). A
citoplazmatikus diszmutazok aktivitasa a Fur fehérje szabalyozasa alatt all és ezaltal
intracellularis vaskoncentracio-fiiggd. A Mn SOD szintézisét ugyanakkor a SoxRS regulon is
pozitivan szabalyozza (Greenberg és mtsai., 1990). Bar a Mn SOD és Fe SOD enzimek
hasonlo rataval képesek hatastalanitani a szuperoxidot, els6dleges fizioldgiai szerepeik E.
coli-ban eltéréek: a Mn SOD hangstlyosabb szerepet tolt be a DNS oxidativ stressz elleni
védelmében, mig a Fe SOD a szuperoxid-érzékeny citoplazmatikus enzimek védelmében
(Hopkin és mtsai.,, 1992). E. coli eset¢tn a SOD nullmutans (AsodAB) jelentésen
megemelkedett O,-fliggd spontan mutacios rataval rendelkezik a vad tipushoz viszonyitva és
magas érzékenységet mutat a szuperoxid generald redox-ciklizalo agensekkel (pl. paraquat)
szemben. A SOD mutansban a megemelkedett mutagenitas fiiggetlennek bizonyult a RecA

fehérje aktivitasatol és az SOS valasztol (Farr és mtsai., 1986; Touati, 2000).
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2.4.3.2. A hidrogén-peroxid sejtkarosité hatasai elleni védekezés

A hidrogén peroxid citotoxikus hatdsa elsdédlegesen abbol fakad, hogy a Fenton reakcidban
valo részvételével hozzajarul a rendkiviil reaktiv hidroxil gyok képzddéséhez. Ebbdl fakadoan
ez a hatas kozvetleniil fligg az intracellularis szabad vas (Fe2+) koncentracidjatol (Imlay és
Linn, 1988), de ugyanakkor fiigg az oxidalt vas jboli redukalodasat (2-es reakcioegyenlet)
biztositdé redukaloszerek (pl. redukalt szabad flavinok, cisztein) elérhetdségétdl is (Park és

Imlay, 2003; Woodmansee és Imlay, 2002).

(2) Fe** + redukalészer™ — Fe®* + redukalészer™

A szabad vas szerepét a hidrogén peroxid citotoxikus hatasaban az is aldtdmasztja, hogy a
peroxid stressz altal indukalt OxyR aktivalja a vasraktarozo Dps fehérje expressziojat (Zhao
és mtsai., 2002; Zheng és mtsai., 2001), ezaltal csokkentve a Fenton reakcié szamara elérhetd
szabad vas mennyiségét. A szuperoxidhoz hasonldéan a HO; is képes inaktivalni a Fe-S
tartalmu dehidratazokat, de ez az inaktivacid csak rovid ideig tart (Jang és Imlay, 2007).
Ugyanakkor, hosszabb ideig valo Kkitettség esetén a H,O, karositja a Fe-S kockak
Osszeszereléséért felelds Isc rendszer fehérjéit is, amelyet a sejt az Isc rendszer szerepét
atvevo Suf fehérjék aktivaciojaval kompenzal (Jang és Imlay, 2010). A hidrogén peroxid és a
szuperoxid egyarant képes karositani az un. mononuklearis vas fehérjéket (pl. a Fur fehérjét
is), amelyek prosztetikus csoportként egy vasatomot hasznaldo enzimek (Anjem és Imlay,

2012; Varghese és mtsai., 2007).

E. coli-ban harom enzim jatszik kiemelt szerepet a hidrogén peroxid
hatastalanitasaban: az ahpC és ahpF gének altal kodolt alkil hidroperoxid reduktaz (Ahp), a
katG altal kodolt G katalaz (KatG) és a katE altal kodolt E katalaz (KatE) (Imlay, 2003).
Mindharom enzim hianya esetén (Hpx™ torzs) az E. coli megfeleléen képes néni anaerob
kortilmények kozott, viszont aerob koriilmények kozott szinte egyaltalan nem. Ez ravilagit a
hidrogén peroxid citotoxikus hatdsdra és a hatastalanitdsdnak a sziikségességére mar nagyon
alacsony (uM alatti) intracellularis koncentracié esetén is (Park és mtsai., 2005; Seaver ¢és
Imlay, 2001). E. coli-ban normalis novekedési koriilmények kozott az endogén hidrogén

peroxid elsddleges hatastalanitd enzime az Ahp, viszont ez a NADH-fliggd enzim mar
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alacsony hidrogén peroxid koncentracion (10'5 M) telitddik. Magasabb koncentracion a

katalazok veszik at a hatastalanito funkciot (Seaver és Imlay, 2001).

2.4.3.3. A hidroxilgyok citotoxikus és mutagén hatasai

crer

reakcidba 1épni gyakorlatilag az 0sszes biomolekuldval (DNS-el, fehérjékkel, lipidekkel).
Erds citotoxikus €s mutagén hatassal bir, annak kdszonhetden, hogy mind a bazisokat, mind a
dezoxiribozt képes karositani a DNS-ben, kiilonféle DNS 1ézidkat okozva (Imlay, 2003). A
hidroxilgyok altal okozott DNS karosodasok dontd tobbségét az oxidalt bazisok jelentik, de
vezethet abazikus helyek, DNS lanctorések, DNS-fehérje keresztkotések keletkezéséhez is
(Cadet et al., 1999).

Alacsony redox-potencialja miatt a nitrogén bazisok koziil a guanin a legérzékenyebb
a hidroxilgyok oxidativ hatasaval szemben, aminek eredményeként 8-0xo0-guanin képzodik
(Neeley és Essigmann, 2006). Ez utdbbi gyakran parosodik hibasan adeninnel, ami az
oxidativ DNS karosodast fémjelz6 G:C — T:A, illetve A:T — C:G transzverziok szamanak
megemelkedéséhez vezet (Cadet et al., 1999). Ezen mutaciok keletkezésének megel6zése a
MutM, MutY és MutT enzimek egylittmtikodése révén valosul meg (Tajiri et al., 1995). A
DNS lancban jelen 1évé 8-0x0-guanin kijavitasa a bazis excizids javitd rendszeren keresztiil
valosul meg, tobbek kozott a MutM és a MutY enzimek segitségével. A DNS glikozilaz
aktivitasut MutM eltavolitja a 8-oxo-guanint a DNS-bdl, aminek eredményeként egy bazis
nélkiili (abazikus) hely keletkezik. Ez utobbi az AP endonukleazok kozbenjarasan keresztiil
kijavitodik és végeredményként a 8-0x0-guanin guaninra lesz kicserélve. Ha a 8-0x0-guanin
nem tavolitodik el, replikacié soran a DNS polimeraz magas gyakorisaggal adenint épit be
hibasan vele szemben. A 8-0x0-guaninnal szemben hibasan beépiilt adenin eltavolitasaért a
MutY adenin glikozilaz felelds. A nukleotid raktarakban 1évé dGTP oxidacidjabodl keletkezd
8-0x0-dGTP-t a MutD enzim dGMP-vé hidrolizalja, megakadalyozva ezaltal az oxidalt
nukleotidok DNS-be val6 beépiilését. Mindharom enzimnek a hianya kiilon-kiilon is mutator
fenotipust eredményez (Miller, 1996). A guanin oxidacidjan kiviil az adenin oxidaci6jabol
szarmazd 2-0Xx0-adenin mutagén hatasa is igen jelent6s. Guaninnal valdé hibas parosodasa

eredményeként ugyancsak G:C — T:A transzverziok jonnek 1étre (Nunoshiba et al., 2002).
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2.4.4, Az oxidativ stressz kétélii fegyver jellege: letalitas vs mutagenezis

Az intracellularis oxidativ stressz fokozodasa baktericid antibiotikumokkal valé kezelés vagy
mas tényezOk hatdsara két f6, a baktérium sorsa szempontjabdl ellentétes hatasu

kovetkezménnyel jarhat.

Az egyik kézenfekvo hatas az oxidativ karosodasokbol adodo sejt6ld hatas (Hassett és
Imlay, 2007; Imlay, 2003). A masik hatas a mutacié generalé hatas, amely kozvetlen vagy
kozvetett modon valosulhat meg. A mutaciok szarmazhatnak a reaktiv oxigéngyokok
kozvetlen interakcidjabol a DNS-el vagy a nukleotid raktarakban 1év6 nukleotidokkal (Foti és
mtsai., 2012; Kohanski és mtsai., 2010b), vagy pedig kozvetett Gton, elsésorban az SOS
valasz  hibazasra hajlamos DNS polimerazainak muticio-generald aktivitdsanak

eredményeként (Cirz és mtsai., 2005).

A reaktiv oxigéngyokok mutagenezisben betdltott kulcsfontossagl szerepét igazolja a
DNS oxidativ kdrosodasainak megeldzéséért, illetve kijavitasaért felelés MutT, MutM illetve
MutY enzimek hidnyanak mutéacios ratandveld hatasa (Miller, 1996; Tajiri és mtsai., 1995).
Ugyancsak a reaktiv oxigéngyokok mutagenezisért felelés szerepét tdmasztja ala a
hatéstalanitasukban szerepet jatszo enzimek (G katalaz és Mn SOD szuperoxid diszmutaz)
megemelkedett aktivitasa egy hosszu tavu evolucids kisérletbdl szarmazo, csokkent mutacios

rataval rendelkez6 MutS deficiens E. coli vonalak esetén (Turrientes és mtsai., 2013).

2.4.4.1 A vas altal kozvetitett oxidativ mutagenezis

Mivel a Fenton reakcion keresztiil a magas intracellularis vaskoncentracié oxidativ stresszt
eredményez, annak egyik kovetkezményeként szerepet jatszik a mutaciok megjelenésében is
(Touati, 2000). A vas-egyensuly felbomlasanak spontan mutacios rata noveld hatasa
figyelhetd meg a Fur deficiens E. coli torzs esetén. A vas-homeosztazist szabalyozd Fur
fehérje hianyaban az intracellularis vas koncentracidja megnd, abbol adodoéan, hogy a
vasfelvételben szerepet jatszo gének folyamatosan aktivalt allapotban vannak (Escolar és
mtsai., 1999; Touati és mtsai., 1995). Ugyanakkor, mivel az FtnA vasraktarozo fehérje nem
indukalédik, kevesebb vas raktarozodik, mint a vad tipusban (Abdul-Tehrani és mtsai., 1999).

Kimutattak, hogy a Fur mutans torzset megemelkedett spontan mutacios rata jellemzi (Touati,
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2000; Touati és mtsai., 1995). A szuperoxid hatastalanitasaban is deficiens AfurAsodAB
harmas mutansban 2.4-szer magasabb intracellularis szabad vaskoncentraciot, megemelkedett
hidroxilgyok-szintet €s 2 nagysagrendnyi mutéacios rataemelkedést detektaltak a vad tipushoz
viszonyitva. A mutaciok dont6 tobbségét az oxidativ kdrosodast fémjelzé G:C — T:A és AT

— C:G transzverziok tették ki (Nunoshiba és mtsai., 1992).

24.4.2. A vas-kozvetitett oxidativ mutagenezis és az antibiotikum rezisztencia

kapcsolata

Annak ismeretében, hogy a baktericid antibiotikumok &ltali oxidativ stressz-indukcionak
fontos tényezdje a sejt vas-homeosztazisanak felbomlasa (Dwyer és mtsai., 2014), valamint a
vas-homeosztazis felbomlasa a spontan mutacios rata emelkedését valtja ki (Nunoshiba és
mtsai., 1999; Touati és mtsai., 1995), felvetddik a potencialis kapcsolat a vas-kozvetitett
oxidativ mutagenezis €s az antibiotikum rezisztencia kialakulasa kozott. Feltevodik a kérdés,
hogy a baktericid antibiotikumok altal kivaltott oxidativ stressz 616 vagy mutagén hatdsa a

dominansabb a kezelés soran.

A Dbaktericid antibiotikumok 4ltal indukalt oxidativ stressz baktériumdlé hatdsat
szamos publikacio kérdéjelezte meg a kozelmultban (Keren és mtsai., 2013; Liu és Imlay,
2013; Molina-Santiago és Ramos, 2014; Paulander és mtsai., 2014), és jelenleg is vita targyat
képezi (Dwyer és mtsai., 2014). Kimutattak ugyanakkor, hogy a szubletalis koncentracioju
baktericid antibiotikumok 4ltal indukalt reaktiv oxigéngyok-termelés mutaciok
megjelenéséhez, és annak kdvetkezményeként multirezisztens fenotipus megjelenéséhez vezet
(Kohanski és mtsai.,, 2010b). Az oxidativ mutagenezis antibiotikum rezisztencia
kialakulasaban betoltott szerepére vilagit ra az a vizsgalati eredmény is, mely szerint
antibiotikum rezisztens E. coli és Mycobacterium tuberculosis vonalak esetén az oxidativ
karosodast jelz6 GC — TA transzverzid és a GC —AT tranzici6 ardnyanak értéke jelentdsen
megnétt az alapallapothoz képest (Wang és mtsai.,, 2012). Cisztas fibrozisban szenvedd
betegekbdl izolalt, hipermutator antibiotikum rezisztens Pseudomonas aeruginosa vonalak
kozott azonositottak olyanokat, amelyek funkciovesztéses mutaciokat hordoztak az oxidativ
DNS karosodasok javitasaért, illetve megeldzéséért felelos MutY, illetve MutT enzimek
génjeiben. A megemelkedett reaktiv oxigéngyokszintnek vald kitettség a cisztas fibrozisos

betegek tiidejében a javité enzimek deficiens miikddésével egylitt az oxidativ mutagenezis
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fokozasan keresztil el6segiti az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakulasat
(Mandsberg et al., 2009).
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3. Célkituzések

Munkank tagabb értelemben vett célja olyan bakterialis mechanizmusoknak az azonositasa
volt, amelyekbe beavatkozva lelassithatd a baktériumok antibiotikumokhoz val6d adaptacios
képessége, ¢és ez altal jelentdsen csokkenthetd a rezisztencia kialakuldsdnak esélye.
Vizsgalataink soran a klinikumban széles korben alkalmazott ciprofloxacinnal szembeni
rezisztencia kialakuldsanak hatterében allo6 mechanizmusok feltarasara Osszpontositottunk
toxikus antibiotikum-dozis alkalmazasa mellett. A géninaktivacié hatasanak vizsgalataval,
célunk azoknak a nem esszencialis géneknek az azonositasa volt, amelyek hianya elésegiti a
ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakulasat. Annak ismeretéban, hogy a baktericid
antibiotikumok oxidativ stresszt indukalnak, és utobbinak fontos szerepe van a mutagenezis
folyamataban, megvizsgaltuk, hogy a megemelkedett oxidativ stressz-szint milyen hatassal
modszertant az E. coli modellorganizmussal végzett rovid tava laboratériumi evolucios

kisérletek jelentették.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Vannak-e olyan nem esszencialis Escherichia coli gének, amelyek hianya elGsegiti az

antibiotikum rezisztencia kialakulasat toxikus antibiotikum-dozis alkalmazasa esetén?
2. Milyen szerepet jatszik a vashaztartas az antibiotikum rezisztencia kialakulasaban?

3. Hogyan befolyasolja az antibiotikumok altal kivaltott megemelkedett oxidativ stressz-

szint az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia evolucidjat?

4. Hogyan befolyasoljak az oxigénmentes (anaerob) koriilmények az E. coli

antibiotikumokhoz val6 adaptacids képességét?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt baktériumtorzsek, plazmidok és oligonukleotid primerek

A Kkisérletekhez vad tipusként az Esherichia coli BW25113 torzset (Baba és mtsai., 2006)
hasznaltuk, amely az Eredmények fejezet abrain wt (wild type) jel6léssel szerepel. A
kisérleteket, ha masként nincs jelezve, 37 °C-on, Luria Bertani (LB) (0.5% NaCl, 0.5%
¢lesztOkivonat, 1% tripton) gazdag taptalajban végeztiik. A felhasznalt baktériumtorzsek és
plazmidok egy része a jelen munka soran késziilt el, masik része pedig harom kollekciobol
szarmazik: 1) KEIO egyszeres géndelécios kollekcio (Baba és mtsai., 2006), 2) ASKA fehérje
tultermel kollekcio (Kitagawa és mtsai., 2006) és 3) fluoreszcens promoter kollekcid
(Zaslaver és mtsai., 2006). A genom szint{i kereséshez a teljes KEIO kollekciot (3985 torzs, 2
replikatumban) felhasznaltuk, melynek torzsei a kiiitott gén helyén egy kanamicin

rezisztencia kazettat hordoznak szelekcidos markerként.

Tobbszords géndeléciokat tartalmazo torzseket P1 fag-transzdukceios eljarassal (Green
és Sambrook, 2012) hoztunk létre a KEIO kollekcio torzseit felhasznalva. Az altalunk
eldallitott torzsekbdl a kanamicin rezisztencia kazetta eltdvolitasat az FLP rekombinézt
hordoz6 pFT-A héérzékeny segédplazmidot alkalmaz6é modszerrel végeztiik Posfai €s mtsai.,
1997 leirasa szerint, melynek eredményeként marker- és ,,hegmentes” deléciokat kaptunk. A
AmutS térzset ujonnan is eldallitottuk RecA-fiiggd, ,,0ngyilkos” plazmidon alapulo
modszerrel (Fehér és mtsai., 2008; Posfai és mtsai., 1999). A géndelécidkat és a kanamicin
rezisztencia kazetta kiejtését PCR-el, a megfelel6 oligonukleotid primereket haszndlva

minden esetben ellendriztik.

A Bfr, FtnA és MutS fehérjék taltermeltetéséhez a megfelel6 kodolo régiokat a pZE31
magas kopiaszamu plazmidba klonoztuk. Ehhez az ASKA kollekcié megfeleld plazmidjairdl
a nyilt leolvasasi kereteket (ORF, Open Reading Frame) PCR-el felsokszorositottuk és
atklonoztuk Oket a kloramfenikol rezisztencia markert hordozé pZE31 plazmidba (Lutz és
Bujard, 1997). A klonozast megel6zéen az ORF-ek N-terminalis végéhez csatolt hisztidin
jelolést eltavolitottuk és a nativ ATG start kodont rekonstrualtuk. A klénozashoz hasznalt
oligonukleotid primereket ugy terveztiilk meg, hogy az 5° végiikon a HindlIII restrikcids enzim

felismer6helyét hordozzak, ami lehet6vé tette a klonozast. A fehérje tiltermelé plazmidokat
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elektroporacioval vittiik be a Afur torzsbe. Mivel egyik torzsben sem termelddik a TetR
represszor fehérje, a klonozott gének expresszidja konstitutivan, a plazmid kopiaszdmanak

megfelelé mértékben torténik. Ez ~ 40-szeres expressziot eredményez (Lutz és Bujard, 1997).

A GyrA fehérje 83. pozicigjaban 1évé szerin leucinra vald cserélddését biztositd
pontmutacio bevitele a gyrA génbe a vad tipusi torzs esetén egyszalu oligonukleotid-

kozvetitett rekombinacios modszerrel tortént (Ellis és mtsai., 2001).

A plazmidok és PCR termékek izolalasa kereskedelmi forgalomban kaphato
reagensekkel (Sigma-Aldrich, Analytic Jena) tortént, a gyartd leirasait kovetve. A munka
soran a kovetkezd antibiotikumokat hasznaltuk: ciprofloxacin (CPR), kanamicin (Kn),
kloramfenikol (Cm), Sztreptomicin (Str). A vaskelatorok hatdsanak vizsgalatdhoz fenantrolint
(1,10-fenantrolin monohidrat) hasznaltunk. A felhasznalt antibiotikumok és vegyszerek a
Sigma-Aldrich vagy BD (Becton, Dickinson and Company) gyartoktol szarmaztak. A munka
soran felhasznalt és a KEIO kollekcid részét nem képezd baktériumtorzsek és kiillonbozod
plazmidok az 2. tablazatban vannak Osszefoglalva. A felhasznalt oligonukleotid primerek

listajat az 3. tablazat tartalmazza.

Torzs Genotipus vagy jellemz6 tulajdonsagok Forras

BW25113 rrnB3 Alacz4787 hsdR514 A(araBAD)567 (Baba és mtsai., 2006)
A(rhaBAD)568 rph-1

CC101-106 F lacl Z proB® episzdmét hordozé P90OC [araA(lac  (Cupples és Miller, 1989)

proB)y,] varidansok

wt-S83L BW25113, gyrA génben S83L pontmutacio jelen munka

Afur BW25113, Afur (eltavolitott kanamicin kazetta) (Baba és mtsai.,, 2006),
jelen munka

AtonB BW25113, AtonB, Kan" (Baba és mtsai., 2006)

AfurAtonB Afur AtonB jelen munka

AfurAdinB Afur, AdinB jelen munka

AfurDdinBAumuDC AfurDdinB, AumuD, AumuC jelen munka

AsodAB BW25113, AsodA, AsodB (Baba és mtsai., 2006);
jelen munka

AsodABAtonB AsodAB, AtonB jelen munka

AmutS BW25113, AmutS jelen munka
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Plazmid

pZE31

pZE31_bfr
PZE31_ftnA
pZE31_mutS
pUA66
pUA66_ ahpC
pUA66_ katG
pUAG66_oxyR
pUA66_soxS
pCA24N
pCA24N_fur
pCA24N_miaA
pCA24N_mutH
pCA24N_mutlL
pCA24N_mutS
pCA24N_ybgJ

COlE1, Pperoq, CM"

bfr ORF-jét hordozé pZE31

ftnA ORF-jét hordozé pZE31
mutS ORF-jét hordozo pZE31
sc101 Ori, Kan®

ahpC promoterét hordozé pUA6G6
katG promoéterét hordozé pUA66
oxyR promoéterét hordozé pUA66
soxS promoéterét hordozé pUA66
Prsiac, CM"

fur ORF-jét hordoz6 pCA24N
miaA ORF-jét hordoz6 pCA24N
mutH ORF-jét hordoz6 pCA24N
mutL ORF-jét hordozé pCA24N
mutS ORF-jét hordozo pCA24N
ybgJ ORF-jét hordozd pCA24N

jelen munka
jelen munka
jelen munka
jelen munka
(Zaslaver és mtsai., 2006)
(zaslaver és mtsai., 2006)
(zaslaver és mtsai., 2006)
(zaslaver és mtsai., 2006)
(Zaslaver és mtsai., 2006)
(Kitagawa és mtsai., 2006
(Kitagawa és mtsai., 2006

(Kitagawa és mtsai., 2006

(Kitagawa és mtsai., 2006

)
)
)
(Kitagawa és mtsai., 2006)
)
(Kitagawa és mtsai., 2006)

)

(Kitagawa és mtsai., 2006

(Lutz és Bujard, 1997);

2. tablazat. A munka soran felhasznalt torzsek és plazmidok listaja.

Primer neve

Szekvencia

Felhasznalasa

Ellen6rz6 primerek

mutS_F
mutS_R
mutL_F
mutL_R
mutH_F
mutH_R
miaA_F
miaA_R
fur_Fw
fur_R

ybgl F

5' GCCTCCACCTCATTAAGA 3'

5' TCCGGTCCACGATCAATA 3'

5' GCCTGCGCAATTACTTCCTT 3
5' GAGTAACTCTTCAGCGTTCG 3'
5' GTCGCACGTCAAGGCTGTAA 3'
5' TCTCCAGCAGCGTCAGCGTA 3!
5' GCGGACGTGGAACGGTTATG 3'
5' TGCGTTCAGGAACGGATCTT 3'
5' TATCAGCAGTGTCTGCGTG 3'
5' GGTGTTCAAGTGGCCTTGC 3'

5' AGGTCACCATGCCACTGAA 3'

KEIO torzsek ellendrzése
KEIO torzsek ellendrzése
KEIO torzsek ellendrzése
KEIO torzsek ellendrzése
KEIO torzsek ellendrzése
KEIO torzsek ellendrzése
KEIO torzsek ellendrzése
KEIO torzsek ellendrzése
KEIO torzsek ellendrzése
KEIO torzsek ellendrzése

KEIO torzsek ellendrzése
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ybg) R
gyrA_QRDR_F
gyrA_QRDR_R
parC_QRDR_F
parC_QRDR_R
marR_F

marR_R
sodA_F
sodA_R
sodB_F
sodB_R
tonB_F
tonB_R
dinB_F
dinB_R
umuDC_F
umuDC_R
KEIO_Km_P1
KEIO_Km_P2

Szekvenalo primerek

5' TGACCGAGCGTGATCTCCA 3'
5' CGGTCAACATTGAGGAAGAG 3'
5' TGGCGTCAACTTCCACTTCT 3'

5' ATGTACGTGATCATGGACCG 3'
5' CTGAGCCACTTCACGCAGG 3'

5' TGAAAAGTACCAGCGATCTGT 3'

5' TTACGGCAGGACTTTCTTAAG 3'
5' TTAACAATCGGCCGCCCGAC 3'
5' ACAGTGCGCCAAGGAATAGC 3'
5' TAAGGCTATTGTACGTATGC 3'
5' CAGGTCTGTCTTCATCAGTC 3'
5' TCACTGATCCTGATCGTC 3'

5' GTATGTCGCGGTTGATCC 3'

5' GTGTTCGACTCGCTCGAT 3'

5' GAGTCGTCGTAGAGTGCAT 3'
5' AATGCTCCATCTGCGGTT 3'

5' GCTCTATCCTTCGCCGTT 3!

5' ATTCCGGGGATCCGTCGACC 3'
5' TGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3'

KEIO torzsek ellendrzése
mutdcidk azonositasa
mutdcidk azonositasa

mutdcidk azonositasa

mutdcidk azonositasa
mutdcidk azonositasa

mutdcidk azonositasa
delécio ellenérzése
delécio ellenérzése
delécio ellenbrzése

delécid ellen6rzése
delécio ellenbrzése

delécid ellenGrzése
delécid ellendrzése
delécid ellenGrzése
delécid ellenGrzése
delécid ellendrzése
delécid ellenGrzése

delécio ellenbrzése

ASKAs_1
ASKAs_2
TetRSeql
TetRSeq2
gyrA_QRDR_F
parC_QRDR_F

marR_F

Klonozé primerek

5' CTTCCCAACAGTTGCCTAAG 3'
5' ATTAAGCTTGGCTGCAGGTC 3'
5' CGCCAGATATCGACGTCTAA 3'
5' AGCTCGCTTGGACTCCTGTT 3'
5' CGGTCAACATTGAGGAAGAG 3'
5' ATGTACGTGATCATGGACCG 3'
5' TGAAAAGTACCAGCGATCTGT 3'

szekvenalas
szekvendlas, klonozas
szekvenadlds
szekvenalas
szekvenadlds
szekvenadlds

szekvenalas

bfr_ATG_Hindlll
ftnA_ATG_Hindlll
mutS_ATG_Hindlll

3. tablazat. A munka soran felhasznalt oligonukleotid primerek listaja.

5' GGAAGCTTATG-AAAGGTGATACTAAAGTTAT 3'
5' GGAAGCTTATG-CTGAAACCAGAAATGATTGA 3'
5' GGAAGCTTATG-AGTGCAATAGAAAATTTCGAC 3'

pZE31 plazmidba valé klénozas
pZE31 plazmidba vald klénozas

pZE31 plazmidba vald klénozas
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4.2. Elektrokompetens sejtek készitése és transzformacio

Az egy koloniabol inditott, €¢jszakan at ndvesztett starter kulturabol 1 ml-t oltottunk 4t 100 ml
LB tapoldatba, amely antibiotikum rezisztencia markert hordozd torzsek esetén ki volt
majd jégre helyezve lehiitottiik. Ezt kdvetden a sejteket centrifugalassal iilepitettiik (10 perc,
4°C, 4250 rpm), majd felszuszpendaltuk éket 50 ml jéghideg, ultratiszta Milli-Q vizben.
Ujabb centrifugalast kovetden a sejteket 25 ml jéghideg, ultratiszta Milli-Q vizben vettiik fel.
A harmadik centrifugalast kovetden a sejteket 5 ml jéghideg 20%-o0s glicerinben vettiik fel,
majd centrifugédlassal {ilepitettilk Oket. A glicerin dvatos eltavolitdsa utan a sejteket
felszuszpendaltuk 200 pl jéghideg 20%-o0s glicerinben és 40 pl-enként szétosztottuk Oket
Eppendorf csovekbe. Az igy elkészitett elektrokompetens sejteket azonnal vagy pedig -80 °C-

on valo tarolast kovetden hasznaltuk fel elektroporalasra.

A kiilonboz6é plazmidok kompetens sejtekbe vald transzformalasa elektropolalassal
tortént, BTX Electro Cell Manipulator 630 késziilékkel. 40 ul elektrokompetens sejthez 1-1.5
ul kittel izolalt plazmid preparatumot pipettdztunk, majd 1 mm-es kiivettdkban
elektrosokkoltuk ket 1800 V maximalis fesziiltség ¢s 200 Q2 maximalis ellenéallas mellett. Ezt
kovetéen 1 ml LB-ben szuszpendaltuk fel a sejteket €és razatis mellett, 1 o6ran keresztiil
inkubaltuk Oket a megfeleld hémérsékleten. Az inkubalast kovetden megfelelé higitasban
vagy higitas nélkiil 50-100 pl-t szélesztettiink ki beldliik antibiotikummal kiegészitett LB agar

lemezekre.

4.3. Antibiotikumok minimalis gatlé koncentraciojanak meghatarozasa

crer

Concentration) értékének) meghatarozasa a vad tipusu torzs és kiilonboz6 mutans torzsek
esetében kétféle modszerrel tortént: hagyomanyos mikrohigitasos modszerrel (Wiegand és
mtsai., 2008b), 96-lyukt lemezekben, 1.4-szeres higitasi 1épésekkel és/vagy agar-diffuzios
modszerrel, Epszilométer teszt (E-teszt) (Biomérieux) segitségével (Marley és mtsai., 1995).

Az antibiotikum MIC értékének leolvasasa mindkét esetben 24 oOra inkubalast kovetGen
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tortént. Adott torzs MIC értékének azt a legkisebb antibiotikum-koncentraciot hataroztuk

meg, amely mellett, 24 6ra inkubalast kdvetden a torzs novekedése teljesen gatolt volt.

4.4. Antibiotikumokkal szemben de novo médon kialakul6 rezisztencia mérése

A ciprofloxacinnal vagy mas antibiotikummal szemben uUjonnan (de novo) kialakulo
rezisztencia mérésére kidolgoztunk egy rovid tavu (5 napos) laboratoriumi evolucids kisérleti
eljarast. A kisérlet soran a baktérium populacidkat joval az MIC érték folotti, gatlo
koncentraci6 alkalmazasa magas szelekcios nyomast jelent a populaciok szamara, aminek két
féle kovetkezménye lehet: adaptacid vagy kihalas. A vizsgalt torzseket 24 6ran at eléneveltiik,
majd a felndtt kultarakbol ~108 sejtet vittlink 4t a megfeleld antibiotikumot tartalmazo, 350 pl
veégtérfogati friss LB tapoldatba. Genotipusonként jellemzden 96 fiiggetlen, parhuzamos
populaciot evolvaltattunk 96-os mély-lyuku lemezekben, melyeket a megfeleld szell6zést
biztosito tetokkel (Enzyscreen) fedtiink le. A lemezeket 5 napig inkubaltuk raz6 inkubatorban
(280-320 rpm). Az 5 napos inkubalast kovetden a 350 pl kultarabol 2 pl-nyit oltottunk Ki
Duetz atoltot (replikatort) hasznalva kétféle LB agar lemezre: antibiotikum nélkiili (nem
lemezre. Az antibiotikumot tartalmazo lemezeken felnétt baktérium telepek megszamolasaval
meghatdroztuk az 5 napos iddintervallum sordn megjelent rezisztens populaciok szamat, mig
a nem szelektiv lemezeken felndtt baktérium telepek megszamolédsaval a tulélé populaciok

szamat.

Az anaerob koriilmények kozott végzett evolucios kisérleteket palladium katalizatorral
ellatott Bactron X anaerob fiilkében végeztiik (95% N,/5% H,). Ebben az esetben a kultarak
rdzatdsara nem volt lehetdéség. Az anareob koriilményekbdl adddo lassubb novekedési rata
miatt a starter populaciok inkubalasi idejét 3 napra, mig az 5 napos inkubalasi
idSintervallumot 11 napra noveltiik. A rezisztens, illetve tuléld populaciok detektdlasa az
aerob kisérletekhez hasonloan tortént. Az 5 napos kisérletek soran jellemzden 96-192

parhuzamos kultirat alkalmaztunk genotipusonként.
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4.5. Genom szintii keresés a gén-inaktivacio szerepének vizsgalatara a ciprofloxacinnal

szembeni rezisztencia kialakulasaban

A KEIO kollekcié kozel 4000 egyszeres gén-delécids torzsének felhasznalasaval egy genom
szintli keresést végeztiink, melynek célja olyan nem esszencialis gének azonositasa volt,
genom léptékll keresés alapvetd moddszertanat az 6t napos laboratdriumi evolucids kisérlet
jelentette. A kisérlet soran alkalmazott ciprofloxacin koncentracié 200 ng/ml volt, ami a vad
tipusu torzs MIC értékének 12.5-sz0rosét jelenti. A genom szintll keresés két szlirési 1épésben
valosult meg. Az elsé sziirési 1épés a kollekcid Osszes torzsével tortént, két fliggetlen
kultaraval torzsenként. A masodik szlrési 1épés az elsd sziirési 1épés pozitiv taldlataival

(legalabb egy rezisztens populacid/torzs) tortént, 96 replikatummal torzsenként.

A végso pozitiv taldlatoknak szamito torzsek esetében PCR segitségével ellendriztiik,
hogy valoban a megfeleld géndeléciot hordozzak-e. Azt, hogy valéban az adott géndelécio
okozza a rezisztens populacidk gyakorisdgdnak megemelkedését komplementicioval
ellendriztiik, az ASKA kollekci6 torzseit felhasznalva. A megfeleld gének nyitott leolvasési
kereteit (ORF, open reading frame) hordozé plazmidokat izolaltuk a kollekcié torzseibol és
elektroporacioval vittiik be a komplementalni kivant egyszeres delécios torzsekbe. A

plazmidon bevitt gének expresszidjanak indukélasa 0.1 mM IPTG hozzaadasaval tortént.

4.6. Tulélés-vizsgalatok antibiotikum jelenlétében

A tulélés-vizsgalatok keretében meghataroztuk az 5 napos evollcids kisérletek soran
alkalmazott antibiotikum dozisokra jellemzo talélési gorbéket kiilonb6z6 genotipust torzsek
esetében. A kisérlet soran nyomon kovettiik a vizsgalt torzsek antibiotikum jelenlétében
torténd populacioméret-csokkenését. Az 5 napos evolucios kisérlethez hasonléan, 96-os mély-
lyukt lemezekben, 350 ul végtérfogatban, ~10° sejtbél kiindulva végeztik a kisérletet.
Kiilonb6z6 iddpontokban - t0 (kdzvetleniil az antibiotikum hozzaadasa utan), t1, t3 és t6 (1, 3
illetve 6 oraval az antibiotikum kezelést kdvetéen) - 6-12 parhuzamos populaciobol
torzsenként mintat vettiink és ebbdl 4 féle higitast vittiink fel 24-lyuka LB-agar lemezekre. A

kiilonb6z6 iddpontokra jellemzd populacioméretet a 24 6ra utan megjelend telepek szama és
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az alkalmazott higitas segitségével becsiiltiik meg és cfu/ml-re (cfu = colony forming unit)
szamoltuk ki. A kisérlet sordn ellendriztiik, hogy megjelentek-e rezisztens kolonidk, azaltal,
hogy mindegyik vizsgalt id6pontban kioltottunk a megfeleld dozisa antibiotikummal
kiegészitett LB agar lemezekre. A populdcioméret csokkenését a kiindulasi (t0) idopontra

normalizalva abrazoltuk.

4.7. Mutacios rata vizsgalatok

4.7.1. Rifampicines mutacios rata mérés

A kiilonbozd torzsekre jellemzd mutédcios rata meghatarozasa a rifampicin rezisztens sejtek
megjelenési gyakorisaga alapjan, Luria—Delbriick féle fluktuacios teszt segitségével tortént. A
rifampicinnel szembeni rezisztenciat leggyakrabban az RNS polimeraz béta alegységét
kodolo rpoB génben bekovetkezé pontmutaciok okozzak (Jin és Gross, 1988). A mérések
soran, az éjszakan 4t ndvesztett kulturakbol ~10* sejtet oltottunk 4t 1 ml friss LB tapoldatba.
Atlagosan torzsenként 8-10 parhuzamos populaciot inditottunk és 24 Oran keresztiil
inkubaltuk 6ket a megfeleld homérsékleten. Az Osszsejtszamot a sejtkultirak megfeleld
higitdsainak nem szelektiv, LB agar lemezekre vald szélesztésével hataroztuk meg. A
rifampicin rezisztens telepszamok meghatarozasa 50-100 pl sejtkultira 100 pg/ml rifampicin
tartalmu LB agar lemezre valo szélesztésével tortént. A feln6tt rifampicin rezisztens telepeket
24 illetve 48 ora inkubalast kovetden szamoltuk meg. A rifampicin rezisztens telepszamok és
az Osszsejtszam ismeretében a kiilonbozé torzsekre jellemz6é mutacios ratat a Ma-Sandri-
Sarkar Maximum Likelihood Estimator (MSS-MLE) moédszerrel, a FALCOR (Eluctuation
AnaLysis CalculatOR) internetes program segitségével hataroztuk meg (Hall és mtsai., 2009).

4.7.2. Lac reverzios mutacios rata meérés

A kiilonbozé torzsekre jellemzd mutacids rata meghatarozasa a Lac® sejtek megjelenési
gyakorisaga alapjan, Luria—Delbriick féle fluktuacids teszt segitségével tortént. A mutacids

rataméréshez hat olyan E. coli Lac™ torzset (CC101-106) hasznaltunk, amelyek a béta-
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galaktozidazt kodold lacZ génben kiilonb6z6 pontmutaciot hordoznak, és ezaltal nem képesek
a laktéz szénforrasként vald hasznositdsara. A pontmutdciok a béta-galaktozidaz aktiv
centrumaban 1év6 glutaminsavat kédolo kodonban talalhatdéak (Cupples és Miller, 1989). A
Lac™ sejtek akkor revertalnak ha a glutaminsav kodonja valamelyik bazis-szubsztiticio
hatasara helyreallitddik. A hatféle indikator torzs a hatféle bazis-szubsztitacid egyikével
képes revertalni (Lac’-4 valni). Ezaltal, a megjelend Lac” sejtek detektalasaval lehetdvé valik
egy adott torzsre specifikus tranziciok és transzverziok el6fordulasi gyakorisagdnak
meghatarozasa. A mutacios ratamérést 96-os mély-lyukti lemezekben, térzsenként 16
parhuzamos tenyészettel végeztik ¢és 24 o6ran keresztiil inkubaltuk a lemezeket. Az
Osszsejtszamot a sejtkulturak megfeleld higitasainak nem szelektiv, LB agar lemezekre vald
szélesztésével, mig a Lac” telepek szamat 300 pl sejtkultira MacConkey agar lemezre valo
sz¢lesztésével hataroztuk meg. A MacConkey agar laktézt és pH indikatorként neutralvords
festéket tartalmaz. A laktoz fermentalasara képes Lac” koloniak esetében a fermentacié soran
egy savas végtermék képzddik, aminek hatdsara a neutralvords rozsaszintire szinezodik. A
Lac” koloniak tehat rézsasziniiek lesznek, mig a Lac™ kolénidk szine nem valtozik meg, ami
lehetdve teszi elkiilonitésiikat. A felndtt telepeket 24 illetve 48 6ra utan szamoltuk meg. A
Lac” telepszamok és az Osszsejtszam ismeretében a kiilonbdzd torzsekre jellemzd mutacios
ratat a Ma-Sandri-Sarkar Maximum Likelihood Estimator (MSS-MLE) mddszerrel, a
FALCOR (Fluctuation AnaLysis CalculatOR) internetes program segitségével hataroztuk

meg.

4.8. Fluoreszcencia alapu génexpresszios vizsgalatok

Az oxidativ stresszvalaszban szerepet jatszo gének (soxS, oxyR, ahpC, katG) ciprofloxacin
kezelés hatdsdra tOrténd expresszids valtozadsainak vizsgalatara fluoreszcencia alapt
génexpresszidos méréseket végeztiink aramlasi citometria segitségével. Ehhez egy GFP alapu
transzkripcios konyvtar (Zaslaver és mtsai., 2006) megfelel6 torzseit hasznaltuk fel, amelyek
egy alacsony kopiaszamu plazmidon (pUAG66 vagy pUA139) az E. coli MG1655 egy-egy
promoterét hordozzak egy erds riboszoma kothellyel rendelkez6 gfp valtozathoz (gfpmut2)
fuzionaltatva. Ezaltal a beklonozott promoter fogja szabalyozni a gfpmut2 transzkripcidjat.

crer

<5 percen beliil mar fluoreszkal, ami lehetdvé teszi a promoter aktivitds dinamikajanak preciz
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idobeli kovetését. A fent emlitetteken kiviill mindegyik plazmid tartalmaz egy kanamicin-
rezisztencia kazettat is. A megfeleld plazmidokat izolalast kdvetden elektroporacioval vittiik
be a kiilonbozd genetikai hatterti torzsekbe. Az aramlési citometria segitségével detektalhatd
fluoreszcencia-intenzitas jelzi a vizsgalt gén promoterének az aktivitasat. Az aramlasi
citometrias mérést megel6ézOen a jelzOtorzseket 96-lyuku lemezekben, 100 ul térfogata, 50
pg/ml kanamicinnel kiegészitett sziirt LB-ben 24 oOran keresztiil eloneveltiik. A felndtt
kulturékat kétszeresre higitottuk 100 ng/ml ciprofloxacint tartalmazé, 100 pl végtérfogata
friss LB-ben és 24 oran keresztiil inkubaltuk 6ket az aramlasi citometrias mérést megel6zden.
Genotipusonként négy parhuzamos tenyészetet hasznaltunk. Az aramlasi citometrias mérést
Millipore Guava 8HT késziilékkel végeztiik. A GFP intenzitasok atlagat szamoltuk ki lemez-
lyukanként 15000 eseménybdl és ezt normalizaltuk a nem kezelt, vad tipust kontrol GFP
intenzitasara. A mérések sordn a promotert nem hordozo, ,,lires” plazmidot hasznaltuk negativ

kontrollként.

4.9. Antibiotikum hatasara torténé reaktiv oxigéngyok-termelés mérése dihidrorodamin

segitségével

A Afur, AsodAB és vad tipusu torzsek esetében a ciprofloxacin kezelés (100 ng/ml) hatasara
torténd reaktiv oxigéngyok-termelést dihidrorodamin123 (DHR) (Sigma) redox-érzékeny
fluoreszcens festék segitségével mértiikk. A nem fluoreszcens dihidrorodaminl23 oxidaciot
kovetden alakul at fluoreszcens rodaminl123-4, ami szdmara a sejtmembran mar atjarhatatlan
(Gomes ¢és mtsai., 2005). A DHR kiillonféle reaktiv oxigéngydk (pl. hidroxil gydk,
szuperoxid, hidrogén peroxid, nitrogén dioxid) kimutatdsdra alkalmas, de egyikre sem
specifikus (Cossarizza és mtsai., 2009). A vizsgalt torzseket egyetlen koloniabol kiindulva
Erlenmeyer lombikban 24 6ran keresztiil eloneveltiik, majd a kultardk sejtstirtiségét OD600
=1.5-re allitottuk és szétosztottuk Oket 96-lyuku mikrotiter lemezekben. A dihidrorodamin
hozzéadasat mind a ciprofloxacinnal kezelt, mind a kontroll populdciok esetében egy 3 oOrés
elénevelés elozte meg. A dihidrorodamin (10 uM) hozzdadéasat kovetden a lemezeket 24 6ran
keresztiil razas mellett (300 rpm) inkubaltuk, majd a fluoreszcens jelet BioTek Synergy2
fluoreszcens lemezolvasod késziilékkel (excitacio: 485 nm, emisszio: 528 nm) olvastuk le.
Kezelésenként/torzsenként 9  replikatumot alkalmaztunk. A végsé fluoreszcencia

intenzitasokat a sejtstirliségre (OD 600) normalizaltuk.
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4.10. Membran-permeabilitas mérés Hoechst festék felhalmozodasi teszttel

7 mutS delécids- és 3 vad tipusi genotipusbdl szarmazod ciprofloxacin rezisztens kolonia
esetén megvizsgaltuk a sejtmemembran atjarhatosagat (Coldham és mitsai., 2010) altal 96-
lyukt lemezre adaptalt Hoechst fluoreszcens festék felhalmozddasi teszt alkalmazasaval. A
modszer a Hoechst fluoreszcens festék (H33342 Biszbenzimid) felhalmozoddsanak mérésén
alapul. A ciprofloxacin rezisztens koloniakat 5 napos, 200 ng/ml ciprofloxacin jelenlétében
végzett evolucios kisérlet eredményébdl izolaltuk. Az éjszakan at, LB-ben torténd novesztést
kovetéen a 10 kiilonbdz6 koloniabol inditott kultGra sejtstiriiségét friss LB-ben torténd
higitassal OD600 = 0.3-ra allitottuk, majd ezekbol 180 pl-eket mértiink at 96-lyuka mikrotiter
lemezbe. A kulturakhoz egy autoinjekcios adagold késziilék (BioTek) segitségével Hoechst
(SIGMA) festéket adagoltunk 25uM végkoncentracioban 200 pl végtérfogatban.
Vonalanként 8 technikai replikdtumot hasznaltunk. Az optikai denzitds (OD) ¢és
fluoreszcencia értékeket egy Synergy2 (BioTek) fluoreszcens lemezolvasd késziilékkel
(excitacio: 355 nm, emisszi6: 460 nm) olvastuk le 1 6ran keresztiil, 37°C-on torténd inkubalas
mellett. Elészor a kultirdkat tartalmazo lemezlyukak OD értékeit normalizaltuk a csak
tapfolyadékot tartalmazod lyukak &tlagos OD értékével, majd a mért fluoreszcencia
intenzitasokat normalizaltuk az igy kiszamolt OD értékekkel. Ezt kovetéen minden vonalra
meghataroztuk a fluoreszcencia/OD gorbét és kiszamoltuk a gorbe alatti tertiletnek megfeleld
értéket. A kiilonboz6 vonalakra a Hoechst festék felhalmozodasat a vad tipusu kontroll

torzshoz viszonyitva hataroztuk meg.

4.11. Microarray alapu génexpresszios vizsgalatok

A Afur torzs ciprofloxacin jelenlétében mutatott génexpresszids mintazatanak (profiljanak)
meghatdrozasa végett microarray alapi génexpresszids vizsgalatokat végeztiink. A microarray
kisérletet Affymetrix E. coli Genome 2.0 Array platformmal végezték. A génexpresszios
analizishez torzsenként (Afur és vad tipusu torzs) és idopontonként két biologiai replikatumot
hasznaltunk. Az egy koloniabol inditott kultirdkat éjszakan at novesztettik 25 ml LB-t
tartalmaz6 Erlenmeyer lombikokban. A teljes RNS tisztitdsdhoz a mintavételezést 2
idépontban végeztiik: a ciprofloxacin kezelést megelézden (t0) és a ciprofloxacin kezelést
kovetden 1 oraval (t1). A kezelés soran ~10° /ml sejkoncentracioji kultarat kezeltiink 100
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ng/ml ciprofloxacinnal 20 ml friss LB-ben, Erlenmeyer lombikban, razatas és 37°C-on torténd
inkubalas mellett. IdSpontonként ~ 10 sejtet vettiink mintaként a teljes RNS izolaldsahoz. Az
RNS stabilizalasa céljabol a mintakhoz RNA Bacteria Protect Reagent (Qiagen) reagenst
adtunk a gyartd leirasanak megfeleléen, majd éjszakén at -80°C-on taroltuk oket. A teljes
RNS tisztitdsat RNeasy Mini Kit (Qiagen) nevi kittel végeztiik a gyarto leirasait kdvetve. A

s

segitségével becsiiltiikk meg.

A microarray kisérletbdl szdrmazd nyers génexpresszios adatokat bioinformatikai
analizisnek vetettiikk ald. Az adatokat az R 3.0.2 program affy package 1.38.1 csomagja
(Gautier és mtsai., 2004; R Core Team, 2013) segitségével dolgoztuk fel és elemeztiik ki. A
mintaszettek annotalasa az ecoli2.db 2.9.0 programcsomag (Gentleman és mtsai., 2004)
segitségével tortént. A microarray chip-ek kozti variancia csokkentése céljabol elészor RMA
(Robust Multi-array  Average) normalizalast végeztiink, vagyis a mintaszettek
intenzitasértékeit meghatarozott E. coli 10kuszok azonositoival normalizaltuk és ezt kovetéen
szamoltuk ki a génexpresszios valtozasok mértékét. Kiiszobértéknek a kétszeres
génexpresszios eltérést valasztottuk az indukalodott és represszalodott gének esetén egyarant.
A kivalasztott kiiszobértéket mas publikalt adatokkal (McHugh és mitsai., 2003) Gsszevetve
validaltuk (hipergeometrikus teszt, P = 3.5%10% és P = 5*10 * az indukalodott és
represszalodott gének esetén). A ciprofloxacin kezelés és az adott genotipus kdlcsonhatasanak
vizsgalatara kétutas ANOVA tesztet alkalmaztunk 10%-o0s hibas talalati rata (false discovery
rate (FDR)) korrekcioval.
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5. Eredmények

5.1. Genom szintil sziirés letalis koncentracioju ciprofloxacinhoz valé alkalmazkodast

elosegité géninaktivaciok azonositasara.

E. coli esetén tobb genom skalaji munka (Hansen és mtsai., 2008; Liu és mtsai., 2010;

Nichols és mtsai., 2011) soran vizsgaltak azt, hogy a nem esszencialis gének kiiitése hogyan

SN

crer

szisztematikus moédon megvizsgaltuk a gén-inaktivacid szerepét a klinikumban széles korben
alkalmazott fluorokinolon antibiotikummal (ciprofloxacinnal) szembeni rezisztencia
kialakuldsdban. Ehhez egy genom szintli keresést végeztink a 3985 nem esszencialis,
egyszeres gén-delécios torzset tartalmazéo KEIO E. coli kollekciot (Baba és mtsai., 2006)
felhasznalva. Célunk olyan gének azonositdsa volt, amelyek hidnya el6segiti a magas
ciprofloxacinra, mert széleskorben alkalmazzak a gyogyéaszatban és hatdsmechanizmusa jol
feltart (Dc és mtsai., 1987; Drlica, 1999). Az altalunk alkalmazott 200 ng/ml ciprofloxacin
koncentraci6 a vad tipusu torzs MIC értékének 12.5-szordsét jelenti. Ez a dozis az un.
mutansok megjelenését megel6z6 koncentracio (angolul MPC (Mutant Prevention
Concentration)) f6l6tt van (Drlica, 2003; Marcusson és mtsai.,, 2005; Olofsson és mtsai.,
2006), ami azt jelenti, hogy 10 sejtméreti vad tipust populacioban nem jelennek meg

rezisztensek egyszeri antibiotikum kezelést kovetden .

5.1.1. Ot nem esszencidlis gén azonositisa, amelyek deléciéja megemelkedett

evolvabilitast kolcsonoz letalis koncentracioja ciprofloxacin jelenlétében.

A genom szintli keresés soran alkalmazott ciprofloxacin dozis baktériumdld hatdsa magas,
ami vad tipus esetén a populacioméret gyors csokkenéséhez vezet (Mason és mtsai., 1995).
Kisérleteink sordan az 5 napos iddintervallum végére csak azok a vad genotipusti populdciok

maradtak ¢életben, amelyek rezisztenssé valtak ciprofloxacinnal szemben. A parhuzamosan
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evolvalddott vad genotipusti populdcioknak mindossze a 4%-a valt rezisztenssé atlagosan. A
genom szintll keresés masodik sziirési 1€pésének eredményeként hat olyan delécids torzset
azonositottunk (AmutS, AmutH, AmutL, AmiaA, Afur, AybgJ), amelyek esetén a vad tipusu
torzshoz viszonyitva jelentésen megemelkedett a ciprofloxacin rezisztens populaciok
gyakorisdga. Ezen genotipusok esetén az 5 napos kisérlet végére a parhuzamosan
evolvalddott, fiiggetlen populaciok 60-100 %-a rezisztenssé valt ciprofloxacinnal szemben (4.
tablazat). A torzsek identitasat (az adott gén kanamicin rezisztencia kazettaval valo
helyettesitését) PCR segitségével ellendriztik a megfeleld génre specifikus primerek
hasznalataval. Annak ellenérzésére, hogy valdban a géndelécid felelés-e a megfigyelt
hatasért, a hatféle genotipust komplementaltuk az ASKA tultermelé (Overexpresszios)
kollekcio (Kitagawa és mtsai., 2006) megfeleld gént hordozé plazmidjaval és megismételtiik
az 5 napos kisérletet az eredeti és a komplementalt térzsekkel. A AybgJ genotipus kivételével
sikeriilt bizonyitani, hogy az adott gén kiiitése volt felelds a ciprofloxacin rezisztens
populaciok megemelkedett gyakorisagaért, mivel a komplementalt torzsek esetén a rezisztens
populacidk megjelenési gyakorisaga nem tért el szignifikdnsan a vad tipusétél. A genom
szintli keresés végsd taldlatainak szamité 5 genotipus rovid jellemzését az 4. tablazat

tartalmazza.

Megvizsgaltuk, hogy az azonositott delécios torzsek rezisztencia kialakuldsat eldsegitd
képessége ciprofloxacin specifikus, vagy pedig érvényes mas antibiotikumokkal valo kezelés
esetén is. Ennek érdekében megvizsgaltuk az azonositott 5 torzs evolvabilitasi képességét két,
a ciprofloxacinétol eltérd hatdsmechanizmust antibiotikum jelenlétében is. 5 napos evolucios
kisérleteket végeztiink a vizsgalt torzsekkel egy-egy fehérjeszintézis-gatld antibiotikum — a
bakteriosztatikus hatastt kloramfenikol, illetve az aminoglikozidok csaladjaba tartozo
baktericid antibiotikum, a sztreptomicin - jelenlétében. Jelen munka soran az evolvabilitas
kifejezés egy torzs alkalmazkodasi képességét jelzi az alkalmazott antibiotikumhoz. Mindkét
antibiotikum esetén a vad tipust torzs MIC értékének tobbszorosét - a kloramfenikol esetén
5.6-szorosat, mig a sztreptomicin esetén 12-szeresét - alkalmaztuk. A Afur torzs kivételével
kloramfenikol esetében, mindegyik torzs a vad tipushoz viszonyitva megemelkedett
gyakorisaggal hozott 1étre rezisztens populdciokat kloramfenikol, illetve sztreptomicin
jelenlétében egyarant (4. tablazat). Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a vizsgalt torzsek
megemelkedett alkalmazkodoképessége nem ciprofloxacin specifikus, hanem altalanosabb

hatas.
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Rezisztens populaciék gyakorisaga

KEIO ciprofloxacin

térzs  MIC (ng/ml) Gén-funkcio Ciprofloxacin Kloramfenikol Sztreptomicin

(200 ng/ml) (12.5 ug/ml) (30 pg/ml)

wt 18.4 - 0.04 0.02 0.2

Afur 13.9 vas-homeosztazis 0.6 0.00 0.73
szabalyozasa

AmiaA 26.7 transzlacios hiiség 0.99 0.92 1

AmutH 19.4 metiliranyitott DNS 1 0.92 1
hibajavitas

AmutlL 194 metiliranyitott DNS 0.95 1 0.99
hibajavitas

AmutS 20.5 metiliranyitott DNS 1 0.96 1
hibajavitds

4. tablazat. A genom szintli keresés eredményeképpen azonositott, megemelkedett evolvabilitasi

képességgel rendelkez6 egyszeres delécids torzsek listaja és jellemzése.

5.1.2. A genom szintii keresés soran azonositott gének inaktivalasa nem valtoztatja meg

az érzékenységet vagy a tulélési képességet ciprofloxacin jelenlétében.

Annak érdekében, hogy feltarjuk az azonositott egyszeres delécios torzsek megemelkedett
evolvabilitasi képességének hatterében 4all6 mechanizmusokat, megvizsgaltuk, hogy

megvaltozott-e az érzékenységiik vagy a talélésiik ciprofloxacin jelenlétében.

Els6 1épésként hagyomanyos mikrohigitasi modszerrel meghataroztuk a ciprofloxacin
minimalis gatlé koncentracidjat (MIC értékét) ezekre a torzsekre. Eredményeink alapjan
egyik torzs MIC értéke sem tér el jelentésen a vad tipusétol (4. tablazat), ami azt mutatja,

hogy érzékenységiik nem valtozott meg ciprofloxacinnal szemben.

Ezt kdvetden meghataroztuk a torzsekre jellemzd kihalasi gorbéket ciprofloxacin jelenlétében.
Az alkalmazott ciprofloxacin koncentraci6 megegyezett a genom szintli szlirés soran

alkalmazott dozissal. Az antibiotikum hozzaadasat kovetéen 5 oOran Kkeresztiil, orankénti
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mintavételezéssel kovettiik nyomon a populacioméret csokkenését. Ez alatt az idéintervallum
alatt egyik vizsgalt torzs esetén sem detektdltunk ciprofloxacin rezisztens sejteket (1-nél
kevesebb rezisztens sejt 1.4 x 107 sejtbél), amelyek megjelenése befolyasolhatta volna a
talélést. A vad tipust torzset az 610 hatasu antibiotikumokra tipikusan jellemzd kétfazisu
kihalasi gorbe (Levin és Rozen, 2006) jellemezte, vagyis a gyors populacioméret-csokkenés
utan az €16 sejtek szama csak kismértékben valtozik. Ennek oka egy perzisztens vagy tolerans
szubpopulacid, amelynek tagjai a genetikai allomanyukban torténd moédosulas nélkiil, az
atmenetileg nem oszt6do allapotuknak koszonhetden valnak ellenallova az antibiotikum 616
hatasaval szemben. Késébb ennek a szubpopulacidinak a tagjai kozil keriil ki a rezisztens
egyedek nagy része, mivel a tolerans allapot ,,idot biztosit” a rezisztencia mutacio(k)
megjelenése szamara (Balaban et al., 2013; Cirz and Romesberg, 2007) Az 6t egyszeres
delécios torzs koziil egyik sem mutatott szignifikdnsan eltérd talélést a vad tipushoz

viszonyitva (P > 0.05, Wilcoxon teszt) (6. abra).
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6. abra. A genom léptékii sziirés sorian azonositott egyszeres deléciés torzsek és a vad tipus tilélése 200
ng/ml ciprofloxacin jelenlétében. Az 6t féle egyszeres delécidos torzs kozill egyik torzs tlélése sem tér el
szignifikansan a vad tipusétol (P > 0.05, Wilcoxon teszt). A hibasavok 95%-0s konfidencia intervallumot

jelolnek.
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A vizsgalt delécios torzsek csokkent érzékenysége vagy megemelkedett tulélése
ciprofloxacin jelenlétében részben magyarazhatta volna a rezisztens populaciok
megemelkedett gyakorisagat, de eredményeink nem tadmasztottdk ald ezt a feltételezést.
Eredményeink egybevagnak egy kordbbi szisztematikus kemo-genomikai vizsgalatnak
(Girgis és mtsai., 2009) az eredményeivel. Ennek soran egy E. coli transzpozon-inszercios
konyvtar torzseinek érzékenységét vizsgaltak 17 kiilonbozd antibiotikum szubletalis (MIC
érték alatti) koncentracidival szemben. Az altalunk azonositott 6t gén koziil csak a miaA gén
delécidja okozott enyhén megemelkedett ndvekedési ratat a vad tipushoz képest, egy masik
kinolon antibiotikum, a nalidixinsav jelenlétében. Girgis és kollégai ugyanakkor szamos olyan
gént azonositottak (pl. az acrR-t), amelyek inaktivalasa megemelte a novekedési ratat a vad
lomefloxacin) jelenlétében. Meglepd modon ezen gének koziil egyik sem jelent meg pozitiv
talalatként a mi vizsgéalatainkban. Az éltalunk azonositott gének listdja annak a szisztematikus
genom szintli sziirésnek a pozitiv talalataival sem mutat atfedést, amely soran az ofloxacin
nevl kinolon antibiotikummal szembeni perzisztencia kialakuldsaban szerepet jatszo géneket

azonositottak (Hansen és mtsai., 2008).

crer

altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a rezisztencia kialakulasaért felelds
mechanizmusok csak kismértékli atfedést mutatnak a szubletdlis koncentracidhoz valo

alkalmazkodasért felelos mechanizmusokkal.

5.1.3. A genom szintii keresés soran azonositott gének Kiiitése noveli a mutacios ratat.

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy az azonositott delécids tdrzsek mutacids ratdja
eltér-e a vad tipusétol. Ehhez Lac reverzids mutacids rataméréseket végeztiink, melynek soran
hatféle nukleotid szubsztitucid (tranzicio és transzverzio) el6fordulasi gyakorisagat hataroztuk
meg a vizsgalt delécios genetikai hattereken. A géndeléciokat P1 fag-transzdukcios eljarassal
(Green és Sambrook, 2012) vittiik be a hat féle indikator torzsbe.

A mutaciés rata mérések eredményei azt mutattdk, hogy mindegyik vizsgalt
géndelécids torzs megndvekedett spontan mutacios rataval rendelkezik a vad tipushoz képest,
de mutacios spektrumukat illetéen eltérések figyelhetéek meg koztiik (5. tablazat) Ez arra

utal, hogy eltérd tipusi mutacidk generalasan keresztiil, eltéré mutacids folyamatokban
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jatszanak szerepet. A metiliranyitott DNS hibajavitas kulcsenzimeit (MutS, MutL, MutH)
kodold gének egyenkénti kilitése hasonld mutaciés spektrumot kolcsondz, amelyben
jellemzden a GC — AT és AT — GC tranziciok gyakorisaga nétt meg a vad tipushoz képest.
A miaA gén kiiitése a GC — TA és AT — TA transzverziok gyakorisagat noveli meg.
Mutacios spektrum eredményeink egybevagnak mas, mutator torzseket vizsgald munkak
(Cupples és Miller, 1989; Horst és mtsai., 1999) eredményeivel. Szembet{ind, hogy a fur gén
deléciodja a fent emlitett génekhez képest kisebb mutacids rata emelkedést okoz. Elsdsorban a
GC — TA transzverzio gyakorisagat noveli meg a vad tipushoz képest, amelynek 1étrejitte
nagymértékben az oxidalt guanin (2’-deoxy-7,8-dihidro-8-oxoguanozin, réviden 8-0x0G vagy

,GO”) adeninnel szembeni hibas bazisparosodasanak a kovetkezménye (Miller, 1996).

i . .. Indikator torzs (szubsztitticio tipusa
Géndelécié ( pusa)

tipusa CCc101 CC102 CC103 CC104 CC105 CC106
(A:T->CG) (G:C->A:T) (G:C>CG) (GC>TA) (AT->TA) (A:T - G:C)
wt - 1.6 -2 23 0.4 -2
Afur - 4 -2 7.3 -2 0.9
AmiaA - -2 4.5 95.3 68.2 -2
AmutH -2 88.3 1.5 6.7 19.5 82.1
AmutlL -2 203.5 2.3 2.9 12 80.6
AmutS -2 18.2 2.6 28.6 0.5 312.7

-°: Detekci6s szint alatti (0.4/generécio/10° sejt)

5. tablazat. Lac’ revertansok gyakorisaga 10° sejtre szamolva, ot féle géndelécios és vad tipusu hattéren. A
genom 1éptékli keresés soran azonositott Ot gén egyenkénti kilitése megemelkedett bazis szubsztiticids

gyakorisagot kolcsondz a vad tipushoz viszonyitva.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a genom szintli keres€s soran
azonositott mutdns torzsek emelkedett evolvabilitdsi (alkalmazkodasi) képességének
hatterében a torzsek megemelkedett mutacios ratdja all. Az azonositott gének harom nagyobb
funkcionalis csoportba sorolhatok: metiliranyitott DNS hibajavitas (metyl directed mismatch
repair (MMR)) (mutS, mutH, mutL), transzlaciés hiiség megdrzése (miaA) és vas-

homeosztazis szabalyozasa (fur).
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hiszen ezek a gének a metiliranyitott hibas-parosodds DNS-javitasban kulcsfontossagu
szerepet jatszo fehérjéket kddolnak. A fent emlitett hibajavitd rendszer a sejt mutacids ratajat
alacsony szinten tartja azaltal, hogy felismeri és kijavitja azokat a DNS hibakat, amelyek a
replikacié és a homolog rekombinécid soran, illetve kiilonb6zé DNS karositd anyagok
hatasara keletkeznek (Horst és mtsai., 1999; Junop és mtsai., 2003; Wyrzykowski és Volkert,
2003). Escherichia coli-ban a MutS, MutL és MutH fehérjéket kodold gének delécidja vagy
csokkent expresszidja a sejt Ossz-mutacids ratdjanak ¢és a nem homoldg rekombinacio
gyakorisaganak megemelkedéséhez vezet, hiper-mutator és hiper-rekombinans fenotipust

eredményezve (Schofield és Hsieh, 2003).

A miaA gén egy dimetilallil-transzferazt kodol, amely bizonyos tRNS-ek (pl. tRNS™",
tRNSPhe) moédositasat végzi azaltal, hogy a dimetilallil pirofoszfat dimetilallil csoportjat
athelyezi a tRNS-ek antikodonja mellett elhelyezkedd, 37-es pozicidju adenozinra (Connolly
és Winkler, 1991). A tRNS-ek bizonyos nukleozidjainak megfelel6 modositasa fontos
szerepet tOlt be a transzlacid pontossaganak és megfeleld hatékonysaganak biztositasaban.
Mobdositas hianyaban a peptidil-tRNS megcsuszasa nagyobb gyakorisaggal kovetkezik be,
ami a leolvasasi keret eltolodasat, és annak eredményeként aminosavcseréket és
misztranszlalodott fehérjéket eredményezhet (Urbonavicius és mtsai., 2001). Bar a pontos
mutagenezis utvonal nem ismert, azt feltételezik, hogy a miaA mutans esetében is a
megnovekedett transzlacidos hibarita az uUn. transzlacids stressz indukalta mutagenezis
utvonal(ak)on keresztiil vezet mutaciok megjelenéséhez, egy masik misztranszlaciés mutans
(mutA) esetében leirtakhoz hasonldéan (Ren et al., 1999; Zhao et al., 2001). Kimutattak, hogy
pozitiv Osszefliggés létezik a hibas szerkezetli fehérjék és ezek oxidacioja kozott, mivel a
misztranszlalodott fehérjék érzékenyebbek az oxidativ stresszel szemben (Dukan et al., 2000).
Elképzelhetd, hogy a légzési lanc fehérjéinek misztranszlacidja esetén, ezen fehérjék hibas
vagy csokkent miikddése mutaciokat generdld abnormaélis reaktiv oxigéngyok-képzddéshez
vezethet. A mutaciok ugyanakkor 1étrejohetnek kozvetett uton is, a DNS replikdcioban vagy a
replikacios hiiség biztositasaban részt vevo fehérjék misztranszlacidja kovetkeztében. A miaA
gén delécigja az Ossz-mutacios rata megemelkedéséhez elsésorban a GC —TA transzverzio
gyakorisaganak megnovelése révén jarul hozza (Connolly és Winkler, 1991; Zhao és mtsai.,
2001).

A fur (ferric uptake regulator) gén egy Fe®* kofaktorral miikddd, széles spektrumi

transzkripcids szabalyozo fehérjét kodol, amelynek elsddleges feladata az intracellularis vas-
50



egyensuly fenntartasa. Fur hianyaban a vasfelvétel konstitutivva valik, ami az intracellularis
szabad vastartalom (Fe?*) megemelkedéséhez, és ennek kdvetkezményeként a Fenton reakcio
felporgetéséhez vezet (Escolar és mtsai., 1999; Hantke, 1981, 1982). A megemelkedett
oxidativ stressz kovetkeztében a fur delécios torzset az oxidativ karosodasok és a mutagenezis
emelkedett szinje jellemzi (Nunoshiba és mtsai., 1999; Touati és mtsai., 1995). Mutacios
spektrumat tekintve az oxidativ karosodast jelz6 GC —TA transzverzid gyakorisdga nétt meg,
hasonl6an, mint az oxidalt guanozin DNS-bdl valo eltavolitasaért felelds MutM illetve MutY

DNS glikozilazokban deficiens torzseknél (Miller, 1996).

5.1.4. Ciprofloxacin rezisztens AMutS és vad tipusu populaciok jellemzése a rezisztenciat

okoz6 mutaciok tipusa alapjan.

Annak megallapitasa érdekében, hogy milyen tipusi mutaciok biztositanak rezisztenciat a
genom léptékli vizsgalat sordn alkalmazott ciprofloxacin dozis mellett, rezisztens
populacidkat izolaltunk 200 ng/ml ciprofloxacin jelenlétében a AmutS, illetve a vad tipust
torzsekbol. Szekvenalassal megvizsgaltunk harom olyan gént (gyrA, parC és marR), amelyek
gyakran tartalmaznak mutaciokat kinolon rezisztens vonalak esetén (Bagel és mtsai., 1999;
Kern és mtsai., 2000). Hét AmutS, illetve harom vad tipust rezisztens koléniabol kolonia PCR
segitségével felsokszorositottuk a gyrA és parC gének kinolon rezisztenciat meghatarozé
régiojat (QRDR), illetve a teljes marR gént. Szekvendlast kovetden a pontmutiaciok

azonositasa a CLC Sequence Viewer (http://www.clcbio.com/products/clc-sequence-viewer )

¢s a BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html) programok segitségével tortént a

vizsgalt szekvenciak EcoCyc (http://ecocyc.org/) adatbazisbol letdltheté génszekvenciakkal

valo Osszehasonlitasa révén. A megszekvenalt vonalak esetén Epszilométer teszt (E-teszt)
segitségével meghataroztuk a ciprofloxacin MIC értékét, valamint Hoechst fluoreszcens
festék segitségével megvizsgaltuk a sejtmembran atjarhatdésagat. A 10 rezisztens vonal koziil
mindegyik tartalmazta a Ser83Leu aminosavcserét okozd pontmutaciot a DNS girdz egyik
alegységét (GyrA) kodolo gyrA génben (6. tablazat). Ez a mutacié a ciprofloxacin rezisztens

crer

1996; Nakamura és mtsai., 1989).

Annak ellenére, hogy a rezisztens vonalak koziil a vizsgalt génekben csak egy esetben

azonositottunk két pontmutaciot, két tényezo is arra enged kovetkeztetni, hogy a vizsgalt
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vonalak a genom altalunk nem vizsgélt részein mas pontmutacid(ka)t is hordoznak. Egyrészt
a rezisztens vonalak ciprofloxacin MIC értéke a legtobb esetben joval meghaladja a gyrA-ban
1évé Ser83Leu aminosaveserét okozd pontmutacid altal biztositott MIC értéket. Masrészt a
vizsgalt torzsek jelentds részében a Hoechst festék intracelluléaris felhalmozddasa enyhén, de
szignifikansan alacsonyabb a vad tipushoz viszonyitva (6. tablazat), ami csdkkent porin-
vagy megemelkedett efflux pumpa aktivitasra utal (Coldham és mtsai., 2010; Kern és mtsai.,
2000).

Osszességében a genom 1éptékii keresés eredményeként azonositott 6t gén koziil a
legérdekesebb talalat a fur gén volt. A masik négy génnel ellentétben, delécidja a spontan
mutacios rata csak enyhe (egy nagysagrenden beliili) emelkedését valtja ki normal
koriilmények kozott (5. tablazat). Ez azt sugallta, hogy a ciprofloxacin jelenlétében tapasztalt

emelkedett evolvabilitasi képességéhez mas tényezok is hozzajarulnak.

Mutaciok tipusa

Rezisztens vonal Ciprofloxacin gyrA parC marR I}/I.e'mbré’n ,
MIC (pg/ml) atjarhatésag®

AmutS-1 1 S83L - - 1.08°
AmutS-2 2 S83L  A140T - 1.01

AmutS-3 0.75 S83L - - 0.90°
AmutS-4 1 S83L - - 0.94°
AmutS-5 2 S83L - - 0.74°
AmutS-6 2 S83L - - 1.30°
AmutS-7 2 S83L - - 0.91°
wt-1 1.5 S83L - - 0.91°
wt-2 1 S83L - - 0.91°
wt-3 0.25 S83L - - 0.98

wt-S83L 0.25 S83L - - 1.01

wt 0.008 - - - 1.00

%: Relativ Hoechst festék-felhalmozédas
®. P< 0.05 (Mann-Whitney U teszt)
-: pontmutdcié hianya

6. tablazat. A genom szintii keresés Kisérleti koriilményei kozott szelektalt tiz ciprofloxacin rezisztens
vonal jellemzése a felhalmozott pontmuticiok tipusa, a ciprofloxacin MIC értéke és a sejtmembran

atjarhatosaga szempontjabél.
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5.2. A vas-kozvetitett oxidativ mutagenezis és az antibiotikum rezisztencia kapcsolata

A vas-homeosztazis szabalyozasaban kozponti szerepet jatszo fur gén volt az elzetes
genom Iéptéki vizsgalat talan legérdekesebb eredménye, és az intracelluléaris vas-egyensuly
¢s az antibiotikum rezisztencia kapcsolatdra irdnyitotta a figyelmiinket. Kordbbi munkak
alapjan a baktericid antibiotikumok felporgetik a 1égzési lancot és valtozasokat idéznek el6 a
vashaztartasban is, ami reaktiv oxigéngyokok képzddéséhez vezet (Kohanski és mtsai., 2007,
2010a). Ezen eredményekre és az altalunk végzett szlirés eredményére alapozva, a vas
kozvetitette oxidativ stressz antibiotikum rezisztencia kialakuldsdban betoltott szerepének
tanulmanyozasaba kezdtiink a Afur torzs jellemzésén keresztiil. Vizsgalataink soran a genom
szinti keresés soran alkalmazott ciprofloxacin antibiotikummal szemben kialakuld

rezisztencia jelenségére 6sszpontositottunk.

5.2.1. A vas homeosztazis szabalyozé fehérjéjének (Fur) inaktivalasa elésegiti a

rezisztencia kialakulasat letalis dozisu ciprofloxacinnal szemben.

A genom szintll keresés eredményének megerdsitése céljabol 5 napos laboratdriumi evolucios
kisérleteket végeztiink 100 ng/ml ciprofloxacin jelenlétében a Afur torzzsel, és az
eredményeket 6sszehasonlitottuk a vad tipusu €és a AmutS torzsekkel. Az evolucios kisérletek
soran alkalmazott ciprofloxacin dozis 100 ng/ml volt, ami a vad tipusu torzs MIC értékének
6.25-sz0rosét jelenti. Ezen a letalis dozisu ciprofloxacin koncentracion az 5 napos kisérlet
végére a vad tipusu, nem rezisztens populacidk teljes kihaldsa volt jellemz6, vagyis az
antibiotikumot nem tartalmazo6 lemezeken csak rezisztenssé valt populaciokat detektaltunk 5
nap elteltével. Vad tipus esetén a rezisztens populaciok a parhuzamosan evolvalodott

populaciok 4 %-at tették ki atlagosan (7. abra).
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7. abra. A Afur torzs evolvabilitasi képessége 100 ng/ml ciprofloxacin jelenlétében, dsszehasonlitva a vad
tipusi (wt) és a AmutS torzsekkel. A hibasavok aranybol szamolt 95%-os konfidencia intervallumot jeldlnek.

***=P < 0.0001 (Khi-négyzet proba).

A Afur torzs esetén a ciprofloxacin rezisztens populaciok frekvencidja a
parhuzamosan evolvalodott populaciok 40%-at tette ki atlagosan, ami tizszeres emelkedést
jelent a vad tipushoz képest (P < 0.0001, Khi-négyzet proba) (7. abra). A AmutS torzs esetén
ezen a koncentracion a ciprofloxacin rezisztens populaciok gyakorisaga 100%-o0s volt (7.
abra). Evolvabilitasa alapjan a Afur torzs ,.k6zéputon” helyezkedik el a vad tipus és a AmutS
erds mutator torzs kozott. 24 orankénti mintavételezéssel kimutattuk, hogy a Afur torzs esetén
a rezisztens vonalak az 5 napos iddintervallum alatt (2-3 nap utdn) jelentek meg, tehat nem
voltak eleve jelen a kiindulasi populaciokban. A rezisztens telepek de novo megjelenését az
igazolta, hogy a ciprofloxacinnal kiegészitett LB tapoldatba valo jbdli kioltasukat kdvetden

gyors novekedést mutattak.

Ezt kovetden tulélési vizsgdlatot végeztiink, melynek sordn meghatdroztuk a vad
tipust és a Afur torzsekre jellemz6 kihalasi gorbéket 100 ng/ml ciprofloxacin jelenlétében. A
Afur torzs tulélése nem novekedett meg a vad tipusu torzshoz képest 100 ng/ml ciprofloxacin
jelenlétében sem (8. abra), megerdsitve el6z6 eredményiinket 200 ng/ml ciprofloxacin

jelenlétében. Eppen ellenkezéleg, enyhén csokkent talélést mutat a vad tipushoz képest,
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aminek hatterében a Afur genotipusra jellemzé megemelkedett intracellularis Fe?*-szintbdl

adodo oxidativ karosodasok allhatnak (Touati és mtsai., 1995).
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8. abra. A Afur torzs kihalasi gorbéje 100 ng/ml ciprofloxacin jelenlétében, 6sszehasonlitva a vad tipusu
(wt) torzzsel. A hibasavok harom fliggetlen kisérlet eredményébdl szamolt 95%-0s konfidencia intervallumot

jelolnek.

5.2.2. A Fur regulon plasztikus atrendezédést mutat ciprofloxacin kezelés hatasara.

A Afur torzs emelkedett evolvabilitasanak hatterében all6 mechanizmusok feltarasa céljabol
transzkriptomikai vizsgalatokat végeztiink, Osszehasonlitva a vad tipust és a Afur torzs
génexpresszios valaszat ciprofloxacin kezelés hatasara. Célunk olyan génexpresszios
valtozasok azonositasa volt, amelyek specifikusan a Afur torzs esetén ciprofloxacin kezelés
hatasara jelentkeznek. Ennek érdekében Osszehasonlitottuk a vad tipusi €s a Afur torzs
génexpresszids mintazatat ciprofloxacin hidnyéaban, illetve 1 6rds 100 ng/ml ciprofloxacin
kezelést kovetéen. A transzkriptomikai analizishez a mintavételezés kozvetleniil a
ciprofloxacin kezelés elott (t0), illetve 1 oOradval a kezelést kovetden tortént. A nyers
microarray adatok koziil a transzkriptomikai analizishez csak azokat a géneket hasznaltuk fel,

amelyek expresszioja legalabb kétszeres valtozast mutatott a kezeletlen konrollhoz képest.

El6észor ciprofloxacin hianyaban (t0) hasonlitottuk 6ssze a vad tipust és a Afur térzsek
génexpresszios mintazatat. Specifikusan a Afur térzsben 125 gén expresszioja valtozott meg,
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melyek koziil 56 indukalodott és 69 represszalodott. Validalas céljabol a génexpresszids
adatsorunkat 0sszevetettiik egy el6z6 vizsgalat (McHugh és mtsai., 2003) adatsoraval, és az
eltérd kisérleti koriilmények ellenére szignifikans atfedést taladltunk azon gének listdjaban
amelyek expresszidja a Afur torzsre specifikusan valtozott meg (Fiiggelék, 1. abra). Nem
meglepé modon, a gén-ontologiai elemzések (Boyle és mtsai., 2004; Camon és mtsai., 2004)
igazoltak, hogy a Afur torzsben els6sorban a vas homeosztazisban szerepet jatszo gének
expresszidja valtozott meg. Ezek koziil pedig a sziderofor-kozvetitett vasfelvételben és az
enterobaktin sziderofor bioszintézisében szerepet jatszo gének expresszidja emelkedett meg
jelentésen (Fiiggelék, 1. tablazat). Erdekes modon az anaerob respirdcioban szerepet jatszo
¢s az elektron-transzportlanc néhany tagjat kodold gének expresszidja is jelentOsen

megvaltozott (Fiiggelék, 1. tablazat).

Ciprofloxacin kezelés hatdsdra jelentés génexpresszios atrendezddés  volt
megfigyelhetdé mindkét torzs esetén. A vad tipusban Osszesen 748 génnek valtozott meg
szignifikansan az expresszidja. Ezek koziil a DNS hibajavitdsban és az SOS valaszban
szerepet jatsz6 gének expresszidja jelentésen megemelkedett (Fiiggelék, 2. tablazat),
egyezést mutatva egy masik DNS-girdz-gatldo antibiotikummal végzett transzkripcios
vizsgalat (Dwyer és mtsai., 2007) eredményeivel. A Afur toérzsben ciprofloxacin hianyaban
illetve jelenlétében Osszesen 221 gén expresszidja valtozott meg specifikusan a vad tipushoz
viszonyitva. Azon gének aranya, amelyek a Afur torzsben mindkét koriilmény kozott
(ciprofloxacin hianydban ¢€s jelenlétében is) megvaltozott expressziot mutattak, alacsony volt:
az indukalodott gének esetén 15.4%, mig a represszalodott gének esetén 6.3%. (9. abra). Ez
arra utal, hogy antibiotikum kezelés hatasara a Afur torzs transzkripciés mintazata jelentdsen
atrendezddik. Ciprofloxacin kezelés hatasara 96 gén expresszidja valtozott meg specifikusan,
ezek kozil 57 indukalddott, mig 39 represszalddott. Ezek koziil egy szigoru statisztikai eljaras
alkalmazaséaval (lasd anyagok és mddszerek részben) azonositottuk azokat a géneket, amelyek
genotipus-kornyezet (Afur — ciprofloxacin kezelés) kolcsonhatasra specifikus expresszios
valtozast mutattak (7. tablazat). Ilyen példaul a szideroférhoz kotott Fe**-felvételben
kozponti szerepet jatszO TonB-ExbB-ExbD fehérjekomplex egyik alegységét kodold exbB
gén, amelynek expresszioja a fur gén kiiitése vagy a ciprofloxacin kezelés hatasara kiilon-
kiilon nem mutatott szignifikans eltérést a kezeletlen vad tipushoz képest. Ezzel ellentétben,
ha a fur gén kiiitése és a ciprofloxacin kezelés egyiitt fordult eld, akkor 6-szoros indukciot

mutatott a kezeletlen vad tipushoz képest (7. tablazat).
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9. abra. A Afur torzsre specifikus, ciprofloxacin hianyaban, illetve jelenlétében szignifikansan
megvaltozott expressziot (indukciét (A) vagy repressziot (B)) mutaté gének kozti atfedést abrazolé Venn
diagrammok. Kevés gén mutatott megvaltozott expressziot mindkét korilmény kozott. A diagrammon
feltiintetett szamok az egyik, vagy mindkét koriilmény kozott megvaltozott expressziot mutatd gének szamat

jelzik.

Egy masik példa a Fe-S kockak dsszeszerelddésében szerepet jatszo SufA vazfehérjét kodolo
gén, amelynek expresszidja a Afur-ban ciprofloxacin kezelés hatasara 8-szoros emelkedést
mutat a kezeletlen vad tipushoz képest. Ugyancsak jelentds indukciét mutatnak az
enterobaktin sziderofor bioszintézisében szerepet jatszé EntA és EntC enzimeket kodold
gének is. A fent emlitett transzkriptomikai eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a Afur
emelkedett evolvabilitasi képessége ciprofloxacin jelenlétében a vasfelvétel szabalyozasaval

hozhat6 6sszefiiggésbe.
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Gén Kodolt fehérje funkcidja A kezeletlen vad tipushoz
viszonyitott hRNS szint
Afur CPR Afur + CPR
exbB  TonB-ExbB-ExbD energiaatalakito fehérjekomplex része 1.43 1.10 6.64
efeU  Hipotetikus fehérje, Fe2+ transzporter része 1.05 1.00 1.72
mntH Mn*"/Fe” : H' szimporter 1.05 0.81 1.56
yqjH Sziderofdrral kdlcsonhatd, NADPH-fliggd Fe*"reduktaz 1.62 0.58 2.76
entC Enterobaktin bioszintézisében szerepet jatsz izokorizmat-szintdz
3.39 0.69 9.59
entA Enterobaktin bioszintézisében szerepet jatszo 2,3-dihidro-2,3-
dihidroxibenzoat dehidrogenaz 1.81 0.96 5.89
sufA Fe-S kockak Osszeszerel6désében szerepet jatszé vazfehérje 1.70 1.17 8.25
ybbB  tRNS-ek mddositdsaért felelSs szelenouridin-szintaz 1.01 1.71 1.23
ptrB B oligopeptidaz (proteaz Il) 1.10 1.24 1.10
loIB Kils6 membranban elhelyezkedd, lipoproteinek lokalizaciéjaért felelds
lipoprotein 1.16 2.53 1.80
IpxL Lauroil aciltranszferaz 1.21 1.47 1.22
napF  Prediktalt 3Fe-4S tartalmu fehérje, fokozza a periplazmikus nitrat-reduktaz
(Nap) aktivitasat 0.91 3.85 1.73

7. tablazat. A Afur torzsben ciprofloxacin (CPR) kezelés hatasira szignifikans expressziés valtozast

mutat6 gének listaja ahhoz viszonyitva, amit a fur gén kiiitése, valamint a ciprofloxacin kezelés fiiggetlen

hatasa alapjan varnank. Csak azok a nyitott leolvasasi keretek (ORF-ek) vannak feltiintetve, amelyek a kétutas

ANOVA teszt soran szignifikans interakcios értéket kaptak, 10%-0s hibas talalati rata mellett. Jelolés: hRNS —
hirvivé RNS.
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5.2.3. Az intracellularis szabad vastartalom kulcsfontossagu szerepet tolt be a

ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakulasaban.

Mivel a Fur szabalyozo fehérje a vasfelvételt negativan, mig a vasraktirozast
pozitivan szabalyozza, hidnyaban a vasfelvételben szerepet jatszé gének folyamatosan
expresszalodnak, ami az intracellularis vasszint megemelkedéséhez vezet (Hantke, 1981;
Touati és mtsai., 1995). Elészor a vasfelvétel szerepét vizsgaltuk meg a ciprofloxacinnal
szembeni rezisztencia kialakulasaban a sziderofor-kozvetitett vasfelvétel egyik kulcsfehérjéjét
(TonB) kodold gén kiiitésén keresztiil. A TonB-ExbB-ExbD fehérjekomplex egyik alegységét
képez6 TonB fehérje kozponti szerepet tolt be a sejt vasfelvételében azaltal, hogy a
citoplazmatikus membran proton motoros erejét 4talakitja a Fe*'sziderofér komplexek
felvételéhez (kiils6 membranon keresztiili aktiv importjahoz) sziikséges energiava (Letain és
Postle, 1997). Hianyaban a Fe®" felvétele gatolt (Andrews és mtsai., 2003; Letain és Postle,
1997). 5 napos evolucios kisérleteket végeztiink dsszehasonlitva a Afur és AfurAtonB torzsek
evolvabilitasi képességét. Eredményeink azt mutattak, hogy a vasfelvétel gatlasa a tonB gén
kititésével jelentdsen lecsokkentette a ciprofloxacin rezisztens populaciok gyakorisagat fur

delécids hattéren a Afur térzshoz viszonyitva (10. abra).
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10. abra. A szideroféor-kozvetitett vasfelvétel gatlasanak hatisa (a tonB gén kiiitése altal) a ciprofloxacin
rezisztens populaciok megjelenési gyakorisagara a vad tipusu, Afur és ASOdAB torzsek esetén. A hibasavok

aranybol szamolt 95%-os konfidencia intervallumot jeldlnek. ***=P < 0.0001 (Khi-négyzet proba).
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A tonB delécios torzsekkel, 100 ng/ml ciprofloxacin jelenlétében végzett thlélési vizsgalatok
eredményei kimutattak, hogy a tonB gén delécidja nem okoz csokkent tulélést ciprofloxacin
jelenlétében (11. abra). Ennek megfeleléen a AfurAtonB torzs esetén a ciprofloxacin
rezisztens populaciok csokkent megjelenési gyakorisdga nem egy megemelkedett

ciprofloxacin érzékenységnek, hanem a részlegesen gatolt vasfelvételnek a kovetkezménye.
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11. abra. A sziderofor-kozvetitett vasfelvétel gatlasanak hatdsa (a tonB gén kiiitése altal) a talélésre 100
ng/ml ciprofloxacin jelenlétében a vad tipus és a Afur torzs esetén. A hibasavok két fiiggetlen kisérlet

eredményébdl szamolt 95%-0s konfidencia intervallumot jel6lnek.

Kovetkezd 1épésként az intracellularis vasraktirozas szerepét vizsgaltuk meg a
ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakulasaban, a két f6 vasraktarozo fehérje - ferritin
(FtnA) és bakterioferritin (Bfr) - magas koépiaszdmi plazmidrol torténd egyenkénti
taltermeltetése révén. Ehhez 5 napos evolucids kisérleteket végeztiink Gsszehasonlitva a
vasraktarozo fehérjét taltermeld fur delécids torzs és az iires plazmidot hordozé fur delécios
torzs evolvabilitasi képességét. A Bfr és FtnA fehérjék magas kopiaszdmu plazmidrol torténd
taltermeltetése jelentdsen lecsOkkentette a ciprofloxacin rezisztens populacidk frekvencidjat
az tres plazmidot hordoz6 kontrollhoz képest (12. abra). Eredményeink alapjan a Afur torzs
rezisztencia kialakulasat eldsegito ,,képessége” nagymértékben fligg az intracellularis szabad
vastartalomtol. A rezisztencia kialakuldsa csokkenthetd az extracellularis vasfelvétel részleges

gatlasaval vagy az intracellularis vasraktarozas serkentésével.
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12. abra. A vasraktarozasban szerepet jatszo fehérjék (Bfr, FtnA) és a MutS fehérje plazmidrol torténé
tultermeltetésének hatasa a ciprofloxacin rezisztens populaciok megjelenési gyakorisagara fur delécios
hattéren. Jelolések: ++ - adott fehérje thltermeltetése a pZE31 magas kopiaszdmu plazmidrol; kontrol — iires
pZE31 plazmidot hordoz6 Afur torzs. A hibasavok aranybol szamolt 95%-0s konfidencia intervallumot jellnek.
***=P <0.0001 (Khi-négyzet proba).

Mivel a vasfelvétel gatlasaval, illetve a vasraktarozds fokozasaval jelentdsen
csokkenthet volt a ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakulasa, megvizsgaltuk, hogy
a szabad vas kelator segitségével torténé megkotésének hasonld hatasa van-e a rezisztencia
alakulasara. Vaskelatorként o-fenantrolint alkalmaztunk, amely magas lipofilitasanak
koszonhetden képes athaladni a sejtmembranon és bejutni a sejtbe. A Afur és vad tipusa
torzsekkel végzett 5 napos evolucios kisérleteket soran a parhuzamosan evolvalodo
populaciok feléhez a ciprofloxacinon kiviil 50 pg/ml végkoncentracidban o-fenantrolint
adtunk. Az alkalmazott koncentracié az MIC méréssel meghatarozott gatlé koncentracio alatti

tartomanyban van.

A fenantrolin jelenléte drasztikusan lecsokkentette a ciprofloxacin rezisztens
populaciok megjelenését (13. abra, A panel). Ez az eredmény nem adodhat a fenantrolinnak
a sejtek talélésére gyakorolt esetleges gatld hatasabol, mivel érdekes modon a tuléld, de nem
rezisztens populdciok szamat a rezisztensekkel ellentétben jelentdsen ndvelte (13. abra, B

panel).
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13. abra. Az o-fenantrolin vas kelator hatdsa a ciprofloxacin rezisztens populaciok megjelenési
gyakorisagara (A) és a talélé populaciok gyakorisagara (B) a vad tipusu és a Afur torzsek esetén. Az o-
fenantrolin 50 pM végs6é koncentracidban volt alkalmazva. A hibasavok aranybdl szamolt 95%-0s konfidencia

intervallumot jeldlnek. ** =P < 0.01, ***=P < 0.0001 (Khi-négyzet proba). Jelolés: Fen — o-fenantrolin.

5.2.4. A szuperoxid szerepe a rezisztencia kialakulasaban

E. coli esetén a DNS-giraz gatlasa (antibiotikumok vagy peptid toxinok altal) a 1égzési lanc
felporgetésének kovetkezményeként a szuperoxid szintjének megemelkedéséhez vezet
(Dwyer és mtsai., 2007). A szuperoxid kozvetleniil nem karositja a DNS-t, de a Fe-S tartalmu,
oxidaciora érzékeny citoszolikus dehidratazokbol vasat képes felszabaditani és ez altal
megnoveli az intracellularis szabad vas koncentraciojat (Imlay, 2006; Keyer és Imlay, 1996).
A Afur torzs vasban gazdag koriilmények kozott fenotipikusan ugy viselkedik, mint egy
szuperoxid diszmutdzokban részlegesen deficiens torzs. Ez két okbol adodik. Egyrészt a Fe
SOD (SodB) nem aktivalodik, masrészt pedig a mangan kofaktorral miikodé Mn SOD (SodA)
csokkent aktivitasu. Ez utdbbi annak tulajdonithatd, hogy a mangan kisebb eséllyel kotddik az
enzim aktiv centrumdhoz, mivel verseng a kotddésért a magas koncentracioban jelen 1évo

vassal (Schrum és Hassan, 1994; Troxell és Hassan, 2013).

Ennek ismeretében eldallitottunk egy olyan kettds géndelécios torzset (ASOdAB),
amelyikbdl mindkét szuperoxid hatastalanitd enzim: SodA ¢és SodB is hianyzik, és

megvizsgaltuk ezen tOrzs evolvabilitasi képességét ciprofloxacin jelenlétében. A Afur
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torzshoz hasonldan a AsSOdAB torzs is gyakrabban képez ciprofloxacin rezisztens populaciokat
a vad tipushoz viszonyitva. A AsodAB tdrzs esetén a ciprofloxacin rezisztens populaciok a
parhuzamosan evolvalodott populaciok kozel 40%-at tették ki atlagosan, ami jelentds
emelkedést jelent a vad tipushoz képest (P < 0.0001, Khi-négyzet proba) (10. abra). E.coli
esetén mindkét szuperoxid diszmutdz hidnya aerob korilmények kozott 40x-es mutacids
rataemelkedést okoz a vad tipushoz viszonyitva, a magas szuperoxid szintb6l adodo
megemelkedett oxidativ stresszszintnek koszonhetéen (Farr és mtsai.,, 1986; Nunoshiba és

mtsai., 1999; Touati és mtsai., 1995).

A tonB gén kiiitésének hasonld hatasa volt a AsodAB torzs esetén, mint a Afur
torzsnél, vagyis jelentdsen lecsdkkentette a ciprofloxacin rezisztens populdciok frekvenciajat
(10. abra). Ez az eredmény arra utal, hogy a Afur térzshéz hasonldan a ASOdAB torzs esetén
IS a mutaciok megjelenése nagymértékben fligg az intracellularis szabad vas
koncentraciojatol. Azt feltételezziik, hogy mindkét torzs esetén a Fenton reakcid felporgetésén
keresztiil emelkedik meg a reaktiv oxigéngydkok mennyisége és a F e?t elérhetdsége jelentheti

a korlatozo tényezdjét a reakcionak.

5.2.5. A megemelkedett intracelluliris vasszint és a ciprofloxacin okozta oxidativ stressz

egymast erositve jarulnak hozza a rezisztencia kialakulasahoz.

A Afur és AsodAB torzsek tovabbi jellemzése céljabol a dihidrorodaminl23 (DHR) redox-
érzékeny fluoreszcens festek segitségével megmeértiik a ciprofloxacin kezelés hatasara (100
ng/ml) torténd reaktiv oxigéngyok-termelést. Ciprofloxacin kezelés hatdsadra mindegyik torzs
esetén szignifikansan magasabb (~5x) fluoreszcenciajelet kaptunk a nem kezelt kontrollhoz
képest (14. abra), ami a ciprofloxacin reaktiv oxigéngyok-termelést stimuldlo hatasat
igazolja, egyezésben mas munkakkal (Dwyer és mtsai., 2007; Kohanski és mtsai., 2007;
Wang és mtsai., 2010).
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14. abra. Reaktiv oxigéngyokok felhalmozédasa 100 ng/ml ciprofloxacin kezelés hatasara vad tipusia, Afur
és AsodAB torzsekben. Az oxidalodott dihidrorodaminl23 (DHR) fluoreszcencia-intenzitasanak mérése 24 oras
ciprofloxacin kezelést kdvetden tortént. A kezeletlen vad tipushoz viszonyitott végsé fluoreszcencia-intenzitas-
valtozasok vannak abrazolva a sejtek 600 nm-en mért optikai stirliségével (OD600) valé normalizalast kdvetden.
A hibasavok harom fiiggetlen kisérlet eredményébdl szamolt 95%-os konfidencia intervallumot jeldlnek.

*** =P <0.001 (Két-mintas T-teszt).

Mivel a DHR nem alkalmas a kiilonb6z6 tipusu reaktiv oxigéngyokok elkiilonitésére (Gomes
¢s mtsai., 2005), masodik 1épésben az oxidativ stresszvalaszban szerepet jatszo fontosabb
fehérjék génjeinek promoter aktivitas valtozasat vizsgaltuk meg 24 oras 100 ng/ml
ciprofloxacin kezelés hatasara, GFP-t expresszalo riporter plazmidok segitségével (Zaslaver
¢s mtsai., 2006). A kovetkezo fehérjéket kodolo gének promoter aktivitasat vizsgaltuk: a) a
hidrogén peroxid altal aktivalt OxyR transzkripszios szabalyozé fehérje, b) az OxyR éltal
aktivalt KatG és AhpC katalazok, c¢) valamint a szuperoxid altal aktivalt SoxS transzkripszids

szabalyozoé fehérje (Farr és Kogoma, 1991; Park és mtsai., 2005).

Mindharom torzs esetén ciprofloxacin kezelés hatasara 2-5-szOords emelkedést
tapasztaltunk az oxyR és soxS gének promoter-aktivitasaban a kezeletlen kontrollokhoz
viszonyitva (15.4bra, A, B panelek). A vad tipust tdrzsben ciprofloxacin kezelés hatdsara az
ahpC gén promoter-aktivitasa megemelkedett, mig a katG-¢ nem mutatott szignifikans
eltérést a kezeletlen kontrollhoz képest (16. abra). Mivel a KatG katalazt a magas hidrogén
peroxid-szint, mig az AhpC-t mar igen kis koncentracioju hidrogén peroxid is indukalja (Park
és mtsai., 2005), arra kovetkeztettiink, hogy a 100 ng/ml ciprofloxacin kezelés alacsony

mértékii peroxid-felhalmozodast okoz.
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15. abra. A ciprofloxacin altal indukalt oxidativ stressz mérése az 0yxR és SOXS gének promoteraktivitasa
alapjan. Az oxyR (A), illetve soxS (B) gének promoter-aktivitasanak valtozasa 100 ng/ml ciprofloxacin kezelés
hatdsara vad tipust, Afur és ASOdAB torzsekben. A promoter-aktivitast jelz6 GFP intenzitisok mérése a
ciprofloxacin kezelést megel6zden (0 id6pontban) €s 24 6ras, 100 ng/ml ciprofloxacin kezelést kdvetden tortént.
A kezeletlen vad tipusu torzshdz viszonyitott fluoreszcencia intenzitis-valtozasok vannak abrazolva. A
hibasavok harom fiiggetlen kisérlet eredményébdl szamolt 95%-o0s konfidencia intervallumot jeldlnek. * = P <
0.05, ** =P <0.01, *** =P <0.001 (Két-mintas T-teszt).
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16. abra. A ciprofloxacin altal indukalt oxidativ stressz mérése az OxyR altal szabalyozott ahpC és katG
gének promdteraktivitisa alapjan. Az ahpC és katG gének promoter-aktivitdsanak valtozasa 100 ng/ml
ciprofloxacin kezelés hatasara a vad tipusi torzsben. A promoter-aktivitast jelz6 GFP intenzitasok mérése a
ciprofloxacin kezelést megel6zden (0 id6pontban) és 24 6ras, 100 ng/ml ciprofloxacin kezelést kdvetden tortént.
A promotermentes plazmidot tartalmazo, kezeletlen vad tipusu térzshdz viszonyitott fluoreszcencia intenzitas-
valtozasok vannak abrazolva. A hibasadvok két fliggetlen kisérlet eredményébdl szamolt 95%-0s konfidencia
intervallumot jeldlnek. * =P < 0.05, ** =P <0.01, *** =P < 0.001 (Két-mintas T-teszt).
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Reaktiv oxigéngyok-mérési eredményeink Osszességében azt mutatjadk, hogy az altalunk
alkalmazott ciprofloxacin kezelés az intracellularis reaktiv oxigéngyok-szint enyhe, de
szignifikans emelkedését valtja ki.

5.2.6. Az anaerob koriilmények gatoljak a rezisztencia kialakulasat.

Anaerob koriilmények kozott végzett evolucios kisérletek keretében azt vizsgaltuk meg, hogy
a Afur és AsodAB torzsekre jellemzé megemelkedett mutagenezis €s evolvabilitds mennyire
fligg az oxigén jelenlététdl. O, hianydban mindkét torzs esetén drasztikusan lecsokkent a
ciprofloxacin rezisztens populaciok megjelenési gyakorisaga az aerob koriilményekhez képest
(17. abra, A panel). A ciprofloxacin anaerob koriilmények kozott is kifejti 616 hatasat (Malik
¢s mtsai., 2007), mivel a 100 ng/ml koncentracioju ciprofloxacin a vad tipus esetén két
nagysagrendnyi populacidméret-csokkenést okozott 3 nap alatt anaerob koriilmények kozott
(17. abra, B panel). A Afur és ASodAB torzsek evolvabilitasi képességének drasztikus
csOkkenése anaerob koriilmények kozott arra utal, hogy a fokozott oxidativ mutagenezis
aerob koriilmények kozott nagymértékben hozzajarul a rezisztencia kialakulasahoz ezen

torzsek esetében.
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17. abra. Az anaerob koriilmény hatisa a ciprofloxacinnal szembeni rezistencia kialakulasara. (A) Az
anaerob koriilmény hatésa a ciprofloxacin-rezisztens populaciok megjelenési gyakorisagara a vad tipusu, Afur és
AsodAB torzsek esetén Osszehasonlitva az aerob koriilménnyel. A hibasavok aranybdl szamolt 95%-0S
konfidencia intervallumot jelolnek. ** = P < 0.01, *** = P < 0.001 (Khi-négyzet proba). (B) A vad tipust torzs
tulélése 100 ng/ml ciprofloxacin jelenlétében anaerob koriilmények kozott. A hibasavok 95%-0s konfidencia

intervallumot jeldlnek.
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5.2.7. A Afur evolvabilitasi képessége tulnyomorészt fiiggetlen a hibazasra hajlamos DNS

rrrrr

A Pol IV (dinB) és Pol V (umuDC) hibazasra hajlamos DNS polimerazok kézponti szerepet
téltenek be az SOS-fliggd stressz indukalt mutagenezis folyamataban (Friedberg és mtsai.,
2002), eldsegitve az antibiotikumokkal szemben rezisztenciat biztositd mutaciok megjelenését
(Cirz és mtsai., 2005). A Pol IV polimeraznak kiemelt szerepe van az oxidalt guanin (8-0xo-
dGTP) DNS-be valo beépitésében (Foti és mtsai., 2012). Mindezek fényében megvizsgaltuk,
hogy ezen polimerazok aktivitasa hozzajarul-e a Afur torzsben tapasztalt megemelkedett
mutagenezishez. Olyan Afur alapt torzseket hoztunk létre, amelyekb6l a PollV (AfurAdinB)
vagy a PollV ¢és PolV is hianyzik (AfurAdinBAumuDC). A ciprofloxacin rezisztens
populaciok megjelenési gyakorisaga csak mindkét polimeraz hianya esetén mutatott
csokkenést a Afur torzshoz viszonyitva (18. abra). Pol IV hidnyaban a Afur térzs megdrizte
emelkedett evolvabilitasi képességét ciprofloxacin jelenlétében (18. abra). Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a Afur torzs esetén tapasztalt vasfliggé mutagenezis folyamatahoz a Pol

IV és Pol V polimerazok aktivitasa csak csekély mértékben jarul hozza.
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18. abra. A hibazasra hajlamos DNS polimerazok (Pol IV és Pol V) inaktivalasanak hatasa a ciprofloxacin
rezisztens populiciék megjelenési gyakorisagara Afur hattéren. A hibasivok aranybol szamolt 95%-0s

konfidencia intervallumot jelolnek. *** =P < 0.0001 (Khi-négyzet proba).
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Egyes irodalmi adatok szerint (Wyrzykowski és Volkert, 2003; Zhao és Winkler, 2000) a
metilirdnyitott DNS hibajavitas kis mértékben részt vesz a DNS oxidativ karosodéasainak
kijavitasaban is, csokkentve az oxidativ mutagenezist. Ugyanakkor kimutattdk azt is, hogy
stacioner fazisban, illetve B-laktam antibiotikumok hatdsara a fent emlitett hibajavitas
hatékonysaga csokken a DNS hibdk felismeréséért felelos MutS fehérje szintjének csokkenése
kovetkeztében (Foster, 2007; Gutierrez és mtsai., 2013). Mindezek fényében megvizsgaltuk,
hogy a MutS fehérjének van-e szerepe a vas kozvetitette mutagenezis folyamataban a Afur
torzs esetén. Ehhez a MutS fehérjét egy magas kopiaszamu plazmidrol taltermeltettiik Afur
hattéren. A MutS-t taltermel0 térzs esetén a ciprofloxacin rezisztens populaciok frekvenciaja
nem tért el szignifikdnsan a Afur térzsétél (12. abra). Ez arra utal, hogy a metiliranyitott
DNS-hibajavitas atmenetileg csokkent hatékonysdga nem jatszik szerepet az oxidativ

mutagenezis folyamataban a Afur torzs esetén.

Eredményeink alapjan a Afur torzs emelkedett evolvabilitasi képessége ciprofloxacin
jelenlétében thlnyomorészt fliggetlen a hibazasra hajlamos Pol IV és Pol V polimerazok
aktivitasatol. Emellett nem fiigg a metiliranyitott DNS hibajavito rendszer atmenetileg
csokkent hatékonysagatol sem. Azt feltételezziik, hogy a Afur torzs esetén az oxidativ stressz
eleve magas szintje a nukleotid raktarakban 1év6é nukleotidok oxidaciojahoz (elsdsorban 8-
0X0-dGTP és 8-0x0-dATP keletkezéséhez) vezet (Nunoshiba és mtsai., 2002), és az oxidalt
nukleotidok nagy részét maga a Pol III replikativ DNS polimeraz épiti be a DNS szalba
(Yamada és mtsai., 2012). Mivel a metiliranyitott DNS hibajavitasi rendszer oxidativ
karosodasokat javitd hatékonysaga alacsony, a beépitett hibas nukleotidok nem tavolitddnak

el, ami mutaciok megjelenését eredményezi.
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6. Az eredmények megvitatasa

Az antibiotikum rezisztencia jelensége napjaink nagyon is aktualis és siirgeté orvostudomanyi
problémajat képviseli. A rezisztencia kialakuldsanak hatterében allé 6sszetett mechanizmusok
feltarasa és megértése elengedhetetlen a rezisztens baktériumtorzsek megjelenését csokkentd

stratégiak kidolgozasa érdekében.

Munkank sordn az alabbi két f6 kérdésre kerestiik a vélaszt:

1) Vannak-e olyan nem esszencialis gének E. coli esetén, amelyek hianya felgyorsitja a
rezisztencia kialakulasat letalis dozisu antibiotikum alkalmazasa esetén? Ha igen, ez milyen
mechanizmus(ok) révén valosul meg?

2) Milyen szerepe van a vas-kozvetitett oxidativ stressznek, pontosabban az intracellularis

vashaztartasnak az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakulasaban?

6.1. A baktériumsejt spontin mutaciés ratijat novelé6 mechanizmusok elésegitik az

antibiotikum rezisztencia kialakulasat.

E. coli esetén tobb genom 1éptékii vizsgalat (Hansen és mtsai., 2008; Liu és mtsai., 2010;
Nichols és mtsai., 2011) is sziiletett azoknak a nem esszencialis géneknek az azonositasa
érdekében, amelyek inaktivalasa megvaltoztatja a baktérium antibiotikumokkal szembeni
érzekenységét szubletdlis (MIC érték alatti) koncentracid alkalmazasa esetén. Ezen
vizsgalatok soran azonositott gének alapvetden két f6 kategoriaba sorolhatoak, aszerint, hogy
antibiotikum tipusra specifikusan vagy tobb antibiotikummal szemben (pl. az efflux pumpakat
(AcrAB, TolC) kodolo gének) valtoztattak meg a baktérium érzékenységét (Girgis és mtsai.,
2009; Liu és mtsai., 2010). Azt azonban nem vizsgaltak genom szinten, hogy mely gének
befolyasoljak a rezisztencia de novo kialakulasat. Ezért elvégeztiink egy genom szintii szlirést
azon nem esszencialis gének azonositasara, amelyek hidnya eldsegiti az alkalmazkodast

letalis dozist ciprofloxacinhoz.

A genom léptékli vizsgalat eredményeként 6t olyan gént azonositottunk, amelyek
delécioja jelentésen megnovelte a ciprofloxacin rezisztens populaciok megjelenési
gyakorisagat a vad tipushoz képest. A kodolt fehérje funkcidja szempontjabol az azonositott

gének harom kiilonb6z6 kategdriaba sorolhatdak: DNS hibajavitas (mutS, mutH, mutL),
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transzlaciés pontossag biztositdsa (miaA) és vas-homeosztazis szabalyozasa (fur). Ko6zos
jellemzdjiik viszont az, hogy hianyukban megemelkedik a sejt spontdn mutacids rataja, vagyis
mutator fenotipust kolcsondznek, ami jelentésen megndveli a rezisztencia kialakuldsanak
es¢lyét. Meglep6é modon a AmutS, AmutL és AmutH mutator térzsekhez hasonldé mas erds
mutator térzseket (pl. AmutT, AmutD, AuvrD) (Chopra és mtsai., 2003) nem azonositottunk a
vizsgélat soran. Spekuldcidink szerint ennek hatterében a kiilonb6zé mutator torzsek eltérd
mutacios spektruma, illetve megnovekedett ciprofloxacin érzékenysége (pl. AuvrD, Liu és
mtsai., 2010) allhat. Feltételezziik tovabba, hogy a ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia
kialakulasdhoz meghatarozott tipusi bazisszubsztituciok sziikségesek, amelyeket csak

meghatdrozott mutacios spektrummal rendelkezé mutator torzsek képesek generalni.

Ugyancsak meglepé modon nem azonositottunk olyan géneket (pl. acrR, ompF,
marR), amelyek hianya szubletalis antibiotikum-doézis alkalmazasa esetén megndvekedett
tulélést biztositana (Girgis és mtsai., 2009). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy eltérd, vagy
antibiotikumokhoz val6 evolucids alkalmazkodast. Letalis dozis alkalmazasa esetén azok a
genotipusok fognak talélni és elterjedni a populacidoban, amelyek leggyorsabban képesek
elény0s, rezisztenciat biztositd mutacidkat generdlni. Ennek pedig a legegyszeriibb modja az

Osszmutacios rata megemelése (Chopra és mtsai., 2003; Miller és mtsai., 2004b).

Az altalunk végzett genom szintll szlirés eredményei Osszességében ravilagitanak a
megemelkedett mutdcios rataval rendelkezd genotipusok jelentds szerepére a letalis doézisu
ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakuldsdban. Eredményeink kozvetleniil
egybevagnak azoknak a munkéknak az eredményeivel, amelyek mas baktériumfajok esetén is
kimutattak a metiliranyitott DNS hibajavitasban deficiens mutator genotipusok szerepét az
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakulasaban (Chopra és mtsai., 2003; Gould és
mtsai., 2007; Wiegand ¢és mtsai, 2008a). A megemelkedett mutacio generald
tulajdonsaguknak  kdszonhetden a  mutatorok  lehetdvé teszik a  kiilonbozo
stresszkoriilményekhez vald gyors alkalmazkodast a természetben illetve laboratoriumi és
klinikai koriilmények kozott egyarant (Denamur és mtsai., 2002; LeClerc €s mtsai., 1996;
Matic és mtsai., 1997; Oliver és mtsai., 2000). Ezaltal kiemelkedé szerepet toltenek be a

mikrobialis evolucioban (Sniegowski és mtsai., 1997; Taddei és mtsai., 1997).

70



6.2. A vas-kozvetitett oxidativ stressz szerepe az antibiotikum rezisztencia

kialakulasaban.

6.2.1. A vas-egyensuly felbomlisa el6segiti a rezisztencia Kkialakulasat letalis

koncentracioju ciprofloxacinnal szemben.

Az altalunk végzett genom szintli keresés soran azonositott gének kozott jelen volt a vas-
homeosztazis és az antibiotikum rezisztencia kozti kapcsolatra iranyitotta figyelmiinket.
Kimutattuk, hogy a vas-egyensuly felbomlasa a Fur szabalyozo fehérje hianyabol adédoan
laboratoriumi evolucids kisérletek soran a Afur torzs esetén a rezisztens populaciok
megjelenési gyakorisdga atlagosan tizszer magasabb volt, mint a vad tipus esetén. A talélési
vizsgalatok eredményei igazoltdk, hogy a Afur torzs nem rendelkezik megemelkedett
taléléssel ciprofloxacin jelenlétében, tehat emelkedett evolvabilitasi képessége nem a

megvaltozott tulélésbol adodik.

6.2.2. Ciprofloxacin kezelés hatasara atrendezddik a Fur regulon.

Stressz hianyaban a Afur torzs vad tipushoz viszonyitott mutacids ratabeli eltérése egy
nagysagrenden beliil van, ami nem magyarazhatja teljes mértékben a ciprofloxacin
jelenlétében mutatott magas evolvabilitasi képességét. A transzkriptomikai elemzés
eredményei alapjan a Afur torzsben ciprofloxacin hianyaban és jelenlétében egyiittesen
nagyszamu gén (221) expresszidja valtozott meg specifikusan a vad tipushoz viszonyitva.
Alacsony volt azonban azon gének aranya, amelyek expresszidja ciprofloxacin hidnyaban és
jelenlétében is megvaltozott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ciprofloxacin kezelés hatasara
a Afur térzsben egy jelents génexpresszios atrendez6dés torténik. A genotipus-kérnyezet
(Afur — ciprofloxacin kezelés) kolcsonhatasra specifikus expresszios valtozast mutatd gének
koziil az indukélodottak harom funkciondlis kategéridba sorolhatdak: 1) vasfelvétel, 2)
sziderofor bioszintézis és 3) Fe-S kockak dsszeszerelése. Ezek koziil a vasfelvételben szerepet

jatszok gének képviselték a dontd tobbséget. Ennek alapjan azt feltételeztiik, hogy a Afur
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torzs emelkedett evolvabilitasi képessége ciprofloxacin jelenlétében a vasfelvételt szabalyozo

szerepével hozhat6 0sszefliggésbe.

6.2.3. Az intracelluliaris szabad vastartalom kulcsfontossagii szerepet tolt be a

ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakulasaban.

A Afur mutanst a konstitutiv vasfelvételnek koszonhetéen megemelkedett intracellularis
szabad vastartalom jellemzi (Hantke, 1982; Touati és mtsai., 1995). Ez utobbi a hidroxil-gyok
generalo Fenton reakcio “taplalasan™ keresztil megemelkedett oxidativ stressz-szintet
eredményez, ami mutagén vagy/és letalis hatasu lehet a sejt szamara. Ennek tulajdonithato az,
hogy a Afur toérzset O, jelenlétében emelkedett spontan mutacids rata és mikodoképes
rekombinacios mechanizmusok hianyaban, életképtelenség jellemzi (Touati és mtsai., 1995).
Kimutattuk, hogy a szideroforhoz kotott Fe**-felvétel gatlasaval a tonB gén kiiitésén keresztiil
jelentésen csokkenthetd a ciprofloxacin rezisztens populaciok megjelenési gyakorisaga fur
delécioés hattéren. Az EXbB-ExbD-TonB fehérjekomplex részét képezé TonB fehérje,
energiaatalakito szerepének koszonhetben esszencialis a szideroforhoz kotott vas felvételéhez.
Ciprofloxacin jelenlétében végzett tulélési vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a AfurAtonB torzs
nem mutat csokkent tulélést ciprofloxacin jelenlétében a Afur torzshoz képest, ellentétben a
Pseudomonas aeruginosa-n végzett vizsgalatokkal, ahol a tonB gén kiiitése megndvekedett
érzékenységet okozott tobb antibiotikummal szemben (Zhao és mtsai.,, 1998). Az E. coli
AfurAtonB torzs esetén tehat a rezisztens populaciok megjelenési gyakorisaga azért volt
alacsonyabb, mert TonB hidnyaban gatolt volt a vasfelvétel és az intracellularis szabad

vastartalom nem emelkedett meg.

s

alacsonyabb a Afur mutansban, mint a vad tipusban (Abdul-Tehrani ¢és mtsai., 1999).
Kimutattuk, hogy nemcsak a vasfelvétel gatlasaval, hanem a vasraktarozas fokozasaval is

csOkkenthetd a rezisztencia kialakulasa Afur hattéren. Az E. coli két {6 wvasraktarozd

crer

rezisztens populaciok megjelenési gyakorisagat.

Az intracellularis szabad vas koncentracidja ,,mesterséges” tton is cSokkenthetd a

szabad vasat megkot6 vaskelatorok segitségével. Kimutattuk, hogy a membran-permeabilis o-
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fenantrolin vaskelator alkalmazasaval nagymértékben gatolhato a rezisztencia kialakulasa. A
vaskelator alkalmazasa a ciprofloxacin kezelés soran, drasztikusan lecsokkentette a rezisztens
populacidk megjelenési gyakorisdgat. Ez az eredmény potencidlisan utat nyithat kiegészitd
antimikrobialis terapiak kifejlesztése felé, amelyek az intracellularis szabad vastartalom

minimalizalasan keresztiil csokkentik a rezisztencia kialakulasanak esélyét.

Az intracellularis, Fenton reakcid szamara elérheté szabad vas mennyiségét
befolyasolhatja az a vas is, amely kiilonb6z0 stressztényezok (pl. oxidativ stressz) hatasara a
vastartalmu fehérjékbdl szabadul fel. Az aerob 1égzés melléktermékeként keletkezd
szuperoxid (Imlay és Fridovich, 2009) oxidalhatja az oxidaciora érzékeny Fe-S tartalmu
dehidratdzokat, ami az instabilld valt Fe-S kockakbol felszabadulé vasnak (Fez+)
koszonhetéen az intracelluldris szabad vaskoncentracio megemelkedését eredményezi (Flint
¢és mtsai., 1993; Keyer és Imlay, 1996). A szuperoxid hatastalanitasaban deficiens ASodAB
torzs a Fur deficiens torzshoz hasonléan O, jelenlétében megemelkedett spontdn mutacios
rataval rendelkezik (Farr és mtsai.,, 1986). Kimutattuk, hogy a Afur torzshoz hasonléan, a
AsSOdAB torzset is megemelkedett evolvabilitasi képesség jellemzi ciprofloxacin jelenlétében,
mivel a vad tipushoz képest jelentésen magasabb (atlagosan 40%-o0s) gyakorisaggal képez
rezisztens populaciokat. A vasfelvétel gatlasaval a tonB gén kilitésén keresztiil a ASOdAB torzs
esetében is jelent6sen csokkenthetd volt a rezisztens populaciok megjelenési gyakorisaga. Ez
arra utal, hogy a megemelkedett szuperoxid koncentracié mutagén és rezisztencia kialakulasat
felgyorsitd hatasa fiigg a vasfelvétel 4ltal meghatarozott intracellularis szabad vas

koncentraciojatol.

Eredményeink 0sszességében azt mutatjak, hogy a vas homeosztazis zavara megnoveli
a ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakuldsdnak a gyakorisagat. Az intracellularis
szabad vastartalom szabalyozasan keresztlil befolyasolhatd volt a rezisztencia alakuldsa.
Gatolva az extracellularis vasfelvételt, serkentve az intracellularis vasraktdrozast vagy
ciprofloxacin rezisztens populaciok megjelenése a Afur torzs esetében. Ez arra utal, hogy az
elérhetd vas mennyisége jelenti a legfontosabb limitalé tényez6t a Fenton reakcioban, és
ebbdl kifolyolag az oxidativ mutagenezis folyamataban is. Ugyanakkor, a megemelkedett
szuperoxid- és vaskoncentracio egymas hatasat erdsitve jarulnak hozza az oxidativ stressz
kozvetitette mutagenezishez (Nunoshiba ¢s mtsai,, 1999, 2002) és a rezisztencia

kialakuldsdhoz.
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6.2.4. A megemelkedett intracellularis vastartalom és a ciprofloxacin indukalta oxidativ

stressz egymast erositve jarulnak hozza a rezisztencia kialakulasahoz.

Néhany éve bevezetett modell értelmében a baktericid antibiotikumok oxidativ stresszt
indukalnak, ami jelentésen hozzajarul az 616 hatasukhoz. (Dwyer és mtsai., 2007; Foti és
mtsai., 2012; Kohanski és mtsai., 2007, 2010a). Ennek alapjan ciprofloxacin jelenlétében a
Afur torzs esetében a magas intracellularis vaskoncentracido okozta oxidativ stressz mértékét
tovabb emelik a ciprofloxacin altal indukalt reaktiv oxigén gyokok. A kozelmultban
megjelent néhany publikacio (Keren és mtsai., 2013; Liu és Imlay, 2013; Paulander és mtsai.,
2014) azonban megkérddjelezte a reaktiv oxigéngyokok szerepét a baktericid antibiotikumok
016 hatasaban. Mindezek ismeretében felvetddik a kérdés, hogy az antibiotikumok altal
indukalt oxidativ stressz milyen erésségi, €s, hogy valdoban hozzéjarul-e az 616 hatdshoz vagy

inkdbb a mutagenezist segiti elo.

Reaktiv oxigéngyok-mérési eredményeink megerdsitették azt a modellt, mely szerint a
baktericid antibiotikumok oxidativ stresszt generalnak. Az altalunk alkalmazott
emelkedését valtotta Ki. A ciprofloxacin tehat valoban hozzajarul az oxidativ stressz

szintjének megemelésehez.

Ciprofloxacin kezelés hatasara a harom vizsgalt genotipus (Afur, ASodAB és vad tipus)
esetén megkdzelitdleg azonos reaktiv oxigéngyokszintet mértiink. A varttal ellentétben csak
enyhe emelkedés volt tapasztalhatd a Afur és ASodAB torzsekben a vad tipushoz viszonyitva.
Mivel egy adott idépontban mért reaktiv oxigéngyokok szintjét a képzodésik és a
biomolekulak altali redukalodasuk kozti egyensuly hatarozza meg, azt feltételezziik, hogy a
Afur és AsodAB torzsek esetén egyarant a megemelkedett szabad vasszint eltolja a Fenton
reakci6 kinetikdjat a vad tipushoz képest. Ugy gondoljuk, hogy ezekben a torzsekben a
rendelkezésre allo tobb szabad vas hosszabb ideig képes taplalni a Fenton reakciot, szinte
folyamatos reaktiv oxigéngyok-képzodést eredményezve. A képz6dd oxigéngyokok
ugyanakkor folyamatosan oxidaljak a hozzaférhetd6 biomolekulakat, koztiik a DNS-t, ami

miatt szintjiik adott idépontban nem tér el jelentdsen a vad tipusban mért szinttdl.
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6.2.5. A Afur torzs emelkedett evolvabilitasi képessége O,-fiiggo.

Mivel eredményeink azt mutattak, hogy a Afur és ASodAB torzsek emelkedett evolvabilitasi
képességének hatterében a megemelkedett vasfiiggd oxidativ mutagenezis all, megvizsgaltuk,
hogy az O, hianya megvaltoztatja-e ezen torzsek evolvabilitasi képességét ciprofloxacin
jelenlétében. Az aerob kornyezetben végzett evolucids kisérletek eredményeivel szoges
ellentétben, anaerob koriilmények koézott mind a Afur, mind a ASOdAB torzs evolvabilitasi
képessége drasztikusan lecsokkent. A Afur torzs esetén a rezisztensek szama a vad tipushoz
hasonl6 mddon nulldra csokkent. A rezisztensek szdmaban tapasztalt nagymértékli eltérés
aerob ¢s anaerob koriilmények k6zott nem adodhat a ciprofloxacin csokkent 616képességébol
anaerob korilmények kozott, mivel egyike azon fluorokinolon antibiotikumoknak, amelyek
anaerob koriilmények kozott is megérzik 616 hatasukat (Malik és mtsai., 2007; Wang és
mtsai., 2010).

Az anaerob kisérleti eredmények megerdsitették azt, hogy a Afur és ASodAB torzsek
esetében a vasfliggd oxidativ mutagenezis emelkedett szintje nagymértékben hozzéjarul a
rezisztencia kialakulasdhoz. Transzkriptomikai vizsgalatokkal lehetne részletesebb képet
kapni arrdl, hogy anaerob koriilmények kozott az oxigénfiiggd mutagenezis hianyan kiviil

milyen mas tényezok jarulnak hozza a rezisztencia kialakulasanak drasztikus csokkenéséhez.

6.2.6. A Afur evolvabilitasi képessége tilnyomorészt fiiggetlen a hibazasra hajlamos

rrrrr

DNS-polimerazok és a MutS fehérje aktivitasatol.

Az SOS stresszvalaszban kozponti szerepet jatszo Pol IV és Pol V magas hibaszazaléku
polimerdazoknak mutacidé generdld aktivitasuknak koszonhetéen kulcsfontossagii szerepet
tulajdonitottak az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakulasaban (Cirz és
Romesberg, 2006, 2007). Ugyanakkor a Pol IV polimeraz kiemelt szereppel bir a baktericid
antibiotikumok 4altal indukélt oxidativ stressz 610 hatasanak megnyilvanuldsaban, azaltal,
hogy hatékonyan képes beépiteni a DNS-be az oxidalt guanint (8-0x0-dGTP-t) (Foti és mtsai.,
2012). Mindezek ismeretében megvizsgaltuk, hogy ezen polimerazok aktivitasa hozzajarul-e
a Afur torzs emelkedett evolvabilitasi képességéhez. Meglepé modon, eredményeink azt

mutattak, hogy a Pol IV polimeraz hianya nem befolyasolja szignifikans modon a rezisztens
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populaciok megjelenési gyakorisagat Afur hattéren. Mindkét polimeraz hianya enyhe

csokkenést eredményezett a megjelend rezisztens populdciok szamaban.

Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a Afur mutansban a Pol IV és Pol V polimerazok
mutdcié generalod aktivitasa csak kis mértékben jarul hozzé a vasfiiggd oxidativ mutagenezis
folyamatdhoz, vagy szerepiiket atveheti mas polimeraz is. Utdbbi feltevést tdmasztja ala az,
hogy a Pol III replikativ polimeraz is magas gyakorisaggal képes 8-0x0-dGTP-t beépiteni
adeninnel szemben (Yamada és mtsai., 2012). Ezaltal a hibazasra hajlamos DNS-polimerazok
hianyaban is megvalosulhat az oxidalt nukleotidok hibas beépitése, és ennek
kovetkezményeként a pontmutaciok megjelenése. Eredményeink egybevagnak azzal, hogy a
8-0X0-dGTP-t hidrolizisében deficiens AmutT mutator térzs esetén csak a Pol I, Pol II, Pol IV
¢s Pol V polimerazok egyiittes kilitésének volt jelentés mutacids rata-csokkentd hatasa, a
paronkénti kiiitések nem befolyasoltak jelentés moédon a spontan mutacios ratat (Yamada és

mtsai., 2012).

A metilirdnyitott DNS hibajavité rendszer kis mértékben részt vesz a DNS oxidativ
karosodasainak kijavitasaban is (Wyrzykowski ¢s Volkert, 2003; Zhao és Winkler, 2000),
viszont a hibajavitas hatékonysaga stacioner fazisban valamint B-laktdm antibiotikumokkal
valo kezelés hatasara jelentdsen lecsokken a MutS fehérje szintjének csokkenése miatt
(Foster, 2007; Gutierrez és mtsai., 2013). Azt feltételeztiik, hogy ha a MutS fehérje szintjének
csOkkenése szerepet jatszik a vas kozvetitette mutagenezis folyamatdban, akkor a fehérje
tultermeltetése csokkenteni fogja a rezisztens populaciok kialakulasi gyakorisagat Afur
hattéren. A MutS fehérje szerepe a vasfliggd mutagenezis folyamataban nem igazolddott,
mivel magas kopiaszamt plazmidrdl vald tiltermeltetésének nem volt szignifikans hatasa a

rezisztens populdciok megjelenésére ciprofloxacinnal torténd kezelés esetén.

Eredményeink alapjan ugy véljik, hogy a Afur torzs esetén a nukleotid raktarakban
1év6 nukleotidok folyamatosan karosodnak, és a DNS replikacié soran a Pol III polimeraz
ezeket az oxidalt nukleotidokat is beépiti a DNS szdlba. Mivel a metiliranyitott DNS-
hibajavitasi rendszer alacsony hatékonysaggal képes javitani az oxidativ karosodasokat, a

hibasan beépitett nukleotidok nem tavolitddnak el, és mutdcidkat eredményeznek.

A vas kozvetitette oxidativ mutagenezis antibiotikum rezisztencia kialakuldsdban betoltott

szerepére vonatkozé eredményeinket 19. abran foglaltuk dssze.
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19. abra. A Afur torzsre jellemzd vas-kozvetitett oxidativ mutagenezis sematikus modellje letalis dézisu
ciprofloxacinnal valé kezelés esetén. Az elsddleges antibiotikum-célmolekula (ciprofloxacin-DNS girdz)
kolcsonhatas eredményeként valtozasok kovetkeznek be a baktériumsejt anyageseréjében és a 1égzési lancban
egyarant. Az elektrontranszportlanc felporgése serkenti a szuperoxid (O,) képzddését. A szuperoxid
diszmutazok (SodA és SodB) csokkent aktivitisa tovabb ndveli az intracellularis szuperoxid szintjét. A
szuperoxid kérositja a Fe-S tartalmu fehérjék Fe-S kockait, ami a Fenton-reaktiv Fe®* felszabadulasat
eredményezi. A sziderofor-kozvetitett konstitutiv Fe*'-felvétel és a csokkent vasraktirozo aktivitds, az
antibiotikum altal kozvetitett vasfelszabaditassal egyiitt az intracellularis vasszint megemelkedéséhez vezet. A
Fe?" oxid4cioja a Fenton reakci6 soran a rendkiviil reaktiv hidroxilgyok (OH") képz6dését eredményezi, ami
karosithatja a nukleotidokat és a DNS-t, mutaciok keletkezéséhez vezetve. Az abran feltlintetett szamok olyan
,beavatkozasi” pontokat jeldlnek, amelyeken keresztiil a ciprofloxacin rezisztencia kialakulasanak esélye
jelentésen csokkenthetd volt: 1) a sziderofor-kozvetitett vasfelvétel gatlasa a tonB kiiitése altal, 2) a
vasraktarozas fokozasa az FtnA és Bfr vasraktarozo fehérjék tiltermeltetése révén, 3) az intracellularis szabad

vas megkdtése a fenantrolin vaskelator altal, 4) anaerob kdriilmények.
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7. Gyakorlati kovetkeztetések

Eredményeink alapjan az intracelluldris vas-homeosztazis szabalyozasa jelentds mértékben
felbomléasabol adddo intracelluléris vastobblet €s a ciprofloxacin altal indukalt oxidativ stressz
egylittesen jarul hozza a rezisztencia kialakulasdhoz, az oxidativ mutagenezisen keresztiil.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy az intracelluldris szabad vas koncentracidjanak
minimalizalasaval jelentds mértékben csokkenthetd a rezisztencia kialakuldsdnak esélye. A

fenantrolin vaskelator alkalmazdsdnak gétlo hatdsa a rezisztencia kialakuldsira biztato

eredmény és kiegészitd antimikrobialis terapiak kifejlesztésének iranyaba nyithat utat.

Eredményeink arra utalnak, hogy az antibiotikumok 4&ltal indukalt oxidativ stressz
fokozasa, amit mas munkak javasolnak, nem megfeleld stratégia az antibiotikumok
hatékonysaganak ndvelésére, mivel a reaktiv oxigéngyokok mutagenezisben betoltott szerepe
hangstlyosabb az 616 hatdsnal. Mivel kisérleteinket csupan a minimadlis gatlé koncentracio
hatszorosdnak megfeleld ciprofloxacin dozis mellett végeztiik, fontos lenne megvizsgalni,

hogy a mutagén hatds magasabb koncentracio esetében is erdsebb-e a sejtold hatasnal.

Munkank folytatasat jelenthetné az, ha betegekbdl izolalt ciprofloxacin rezisztens E.
coli vonalakat szekvenalassal megvizsgalnank, hogy tartalmaznak-e mutaciokat a fur génben
vagy a vashaztartasban szerepet jatszo mas génekben. Erre vonatkozé irodalmi adatokat nem
talaltunk, de ez abbdl is adddhat, hogy a rezisztens vonalak genotipizdldsa soran jellemzd
moédon az antibiotikum célmolekulajaban megjelend mutaciokra Osszpontositanak. Cisztas
fibrézisban szenvedd betegek tiidejébdl azonban izolaltak olyan antibiotikum rezisztens
Pseudomonas aeruginosa vonalakat, amelyek funkciovesztéses mutaciokat hordoztak az
oxidativ karosodasokat javitdo rendszer MutT és MutY enzimeinek génjeiben (Mandsberg et
al., 2009). Ez utobbi eredmény ravilagit az oxidativ mutagenezis rezisztencia kialakulasat

elésegité hatasara klinikai szinten is.
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ElGszor is szeretném megkodszonni témavezetdémnek Dr. Pal Csabdnak a lehet6séget, hogy a
csoportjaban dolgozhattam ¢és, hogy stabil munkakornyezetet teremtett. Halasan kdszonom,
hogy témavezetoként iranyitotta utamat, tanitott és tdmogatott. Szamtalan hasznos tanaccsal
és otlettel latott el munkam soran, nagyon sokat tanulhattam téle. Koszonom a dolgozat

megirasahoz nyujtott segitségét is.

Kiilon koszonet illeti Dr. Bogos Baldzst, akitdl nagyon sokat tanulhattam az évek soran.
Halasan kOszonom, hogy barmikor fordulhattam hozza kérdésekkel és, hogy mindig
tirelmesen megvalaszolta azokat. Koszondm szdmos hasznos tanacsat és Otleteit,

hozzéjarulasat és segitségét a munkadmhoz, és a dolgozat megirasahoz.

Ko6szondm Dr. Csorgd Balintnak, Pal Ferencnek és Nyerges Akosnak a munkamhoz nytjtott

segitségét.

Ko6szonom a Kisérleti Evoluciobiologiai Csoport és a Szamitogépes Rendszerbiologiai
Csoport minden tagjanak a segitségét. Kiilon k6szondom Toth Andreinak a munkamhoz
nyujtott segitségét és azt, hogy kellemes és viddm munkakornyezetet teremtett a laborban.
Koszonom az MTA SzBK, Biokémiai Intézetének a doktori tanulmanyaimhoz nyujtott anyagi

tamogatast.

Ko6szonom Dr. Kiss Antalnak és Dr. Olasz Ferencnek, hogy elvallaltdk a dolgozatom biralatat

¢és hasznos kritikaikkal és megjegyzéseikkel hozzajarultak a dolgozat értékének noveléséhez.

Végtelentlil halads vagyok édesasanyamnak, hogy mindig mellettem 4llt, tdmogatott ¢&s
biztatott. K6szondm Vass Istvannak az abrak elkészitéséhez nyujtott segitségét, de legfoképp
azt, hogy mellettem allt és batoritott. Végiil, de nem utolsésorban kdszéndm barataimnak,
elsésorban Stier Ildikonak, Burcin Giingornek ¢és Begiim Pekselnek az egyiittérzést ¢&s

tamogatast.
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Osszefoglalas

Az antibiotikum rezisztencia jelensége napjaink nagyon is aktualis és siirgetd orvostudomanyi
problémajat képviseli. A rezisztens torzsek megjelenése nemcsak a fert6z0 betegségek
kezelhetdségét veszélyezteti, hanem szdmos olyan gydgyaszati kezelést és beavatkozast is,
melyekhez elengedhetetlen az antibiotikumok alkalmazéasa. Az antibiotikum rezisztencia
jelenségének vizsgalata orvosbioldgiai vonatkozasai mellett evolucidbioldgiai szempontbol is
jelentds, hiszen egyike azon kevés evoliucios folyamatoknak, amelyeket valds idoben lehet
vizsgalni.

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

Szamos antibiotikum esetén (pl. fluorokinolonok, rifampicinek) a rezisztencia
kialakulasa elsddlegesen a kezelés soran, Gjonnan (de novo) megjelené kromoszomalis
mutaciok hatdséara torténik. A mutacidk révén kialakul6 rezisztencia mechanizmusok harom
fo kategoridba sorolhatok: 1) az antibiotikum célmolekuldjanak modosulasa, 2) az
antibiotikum transzportjanak modosulasa (bejutasdnak csokkenése vagy kipumpalasanak
novelése), 3) az antibiotikumot lebontd vagy hatastalanitdé enzimek expresszidjanak
megemelkedése.

Munkank soran az endogén mutaciok révén, de novo médon kialakulo antibiotikum-
rezisztencia jelenségére 6sszpontositottunk, letalis dozisu ciprofloxacin alkalmazésa esetén. A
fluorokinolonok csaladjaba tartozo ciprofloxacin a klinikumban széles korben alkalmazott 616
hatastu (baktericid) antibiotikum. Vizsgélatainkhoz az alapvetd modszertant a rovid tava
laboratoriumi evolucids kisérletek jelentették, amelyeket az Escherichia coli Gram-negativ
baktériummal végeztiink. Két megkozelitésbol vizsgaltuk a rezisztencia kialakulasanak
hatterében all6 mechanizmusokat, az alabbi két kérdésre keresve a valaszt:

1) Vannak-e olyan nem esszencialis gének E. coli esetén, amelyek hianya felgyorsitja a
rezisztencia kialakulasat letalis dozisu antibiotikum alkalmazasa esetén? Ha igen, ez milyen

mechanizmus(ok) révén valosul meg?

2) Milyen szerepe van az intracellularis vashaztartasnak a ciprofloxacinnal szembeni

rezisztencia kialakulasaban?
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A géninaktivacid szerepének vizsgalatdhoz egy genom léptékii keresést végeztiink a
kozel 4000 egyszeres géndelécios torzset tartalmazo Escherichia coli kollekciot (KEIO)
felhasznalva. A vizsgélat eredményeként 6t olyan gént azonositottunk, amelyek delécidja
jelentdsen megnovelte a ciprofloxacin rezisztens populaciok megjelenési gyakorisagat a vad
tipushoz képest. A kodolt fehérje funkcidja szempontjabdl az azonositott gének héarom
kiilonbozé kategoriaba sorolhatoak: DNS hibajavitdas (mutS, mutH, mutL), transzlacios
pontossag biztositasa (miaA) és vas-homeosztazis szabalyozasa (fur). Kozos jellemzojiik
viszont az, hogy hianyukban megemelkedik a sejt spontdn mutacios rataja, vagyis mutator
fenotipust kolcsonoznek, ami jelentésen megndveli a rezisztencia kialakulasanak esélyét.
Eredményeink hangstlyozzdk a mutitor genotipusok rezisztencia kialakuldsat elomozdito
szerepét. SzE€lsdséges antibiotikum stressz esetén a magas mutacids rata elényt jelent a
mikroorganizmusok szédmara, mivel megnoveli a tulélést biztositd rezisztencia mutaciok
megjelenési esélyét.

A genom Iéptékli vizsgalat taldn legérdekesebb eredménye a vas-homeosztazis
szabalyozasaban kozponti szerepet jatszo fur gén volt, és az intracellularis vas-egyensuly és
az antibiotikum rezisztencia kapcsolatira irdnyitotta a figyelmiinket. Kordbbi munkék
kimutattdk, hogy az 616 hatasu (baktericid) antibiotikumok felporgetik a 1égzési lancot és
valtozasokat idéznek el6 a vashaztartasban is, ami oxidativ stressz kialakulasahoz vezet. Ezen
eredményekre és az altalunk végzett szlirés eredményére alapozva, a vas kozvetitette oxidativ
stressz antibiotikum rezisztencia kialakuldsdban betdltott szerepének tanulméanyozéasaba
kezdtiink a Afur torzs jellemzésén keresztiil.

A genom léptékli szlirés eredményét megerdsitve igazoltuk, hogy a vas-egyensuly
felbomlasa, a fur gén inaktivalasa révén elGsegiti a rezisztencia kialakulasat letalis dozisu (a
szemben. A transzkriptomikai vizsgalat eredményei alapjan ciprofloxacin kezelés hatasara a
Afur torzsben génexpresszios atrendezodés torténik. A megvaltozott expressziot mutatd gének
jelentds részét tettek ki a vasfelvételben szerepet jatszok.
kulcsfontossagti szerepet tolt be a ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakuldsdban. A
magas intracellularis szabad vaskoncentracié ugyanis a hidroxilgyok generald Fenton reakcio
“taplalasan” keresztiil oxidativ stresszt eredményez. Ez utobbi pedig oxidativ mutagenezisen
keresztiil mutaciok megjelenéséhez, és azok kovetkezményeként rezisztencia kialakuldsdhoz

vezethet. Gatolva a szideroforokhoz kotott vasfelvételt, serkentve az intracellularis
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csokkenthet6 volt a ciprofloxacin rezisztens populaciok megjelenése a Afur torzs esetében.

A intracellularis szabad vas koncentracidja mellett a szuperoxid koncentracidja is
meghatarozo tényezO0 az antibiotikum rezisztencia kialakulasat illetéen. A szuperoxid
hatastalanitasaban deficiens, magas szuperoxid-szinttel rendelkez6 ASOdAB t6rzs a Fur
deficiens torzsh6z hasonléan megemelkedett gyakorisaggal képez rezisztens populacidkat. Ez
a hatas pedig vaskoncentracio fiiggd, mivel a sziderofér-kozvetitett vasfelvétel gatlasaval
ebben az esetben is csokkenthetd volt a rezisztencia kialakuldsa. A megemelkedett
szuperoxid- és vaskoncentracid tehat egymas hatasat erdsitve jarulnak hozza az oxidativ
mutagenezishez €és a rezisztencia kialakulasahoz. Ugyanakkor a Afur és ASodAB torzsek
esetén egyarant a rezisztencia kialakulasat eldsegitd ,.képességiik” oxigénfiiggdnek bizonyult,
ami alatdmasztja az oxidativ mutagenezis kulcsszerepét ebben a folyamatban.

Kimutattuk, hogy a ciprofloxacin kezelés az intracellularis reaktiv oxigéngyokszint
enyhe, de szignifikdns emelkedését valtja ki, hozzdjarulva az intracelluldris oxidativ stressz
szintjének megemelkedéséhez. Azt feltételezziik, hogy a megemelkedett intracelluléris
vasszint €s a ciprofloxacin okozta oxidativ stressz egymast erdsitve jarulnak hozzd a
rezisztencia kialakulédsdhoz.

Az SOS valaszban szerepet jatszo, hibazasra hajlamos Pol IV és Pol V polimerazok
mutacid generald aktivitasa csak csekély mértékben jarul hozzd a rezisztenciat okozo
mutaciok megjelenéséhez a Afur torzs esetében. Feltételezéseink szerint az oxidalt
nukleotidok jelentds részének beépitése a DNS szdlba a Pol III replikativ polimeraz &ltal
torténhet. A MutS fehérje taltermeltetésével kimutattuk, hogy a Afur torzs esetében a
rezisztenciat okoz6 mutaciok megjelenése nem fiigg a metilirdnyitott DNS hibajavitd rendszer
oxidativ karosodasokat javito aktivitasatol.

Eredményeink alapjan az intracellularis vas-homeosztazis szabalyozédsa jelentOs
mértékben befolyasolja a ciprofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakuldsat. A vas-
homeosztazis felbomlasabol ad6do intracelluléris vastobblet €s a ciprofloxacin altal indukalt
oxidativ stressz egyiittesen jarul hozza a rezisztencia kialakuldsdhoz, az oxidativ
jelentés mértekben csokkenthetd a rezisztencia kialakuldsanak esélye. A vaskelatorok
alkalmazasa a rezisztencia csokkentésére Uj antimikrobidlis stratégidk kifejlesztése iranyaba
nyithat utat.

Az altalunk alkalmazott koncentracid esetén ugy tlinik, hogy a ciprofloxacin altal

kivaltott oxidativ stressz egy magas intracellularis szabad vaskoncentracioval tarsulva az
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oxidativ mutagenezisen keresztiil a rezisztencia kialakulasat segiti el és nem az 616 hatast.
Ennek alapjan az antibiotikumok altal indukalt oxidativ stressz fokozésa nem megfeleld
stratégia az antibiotikumok hatékonysaganak novelésére, mivel a reaktiv oxigéngyokok

mutagenezisben betoltott szerepe hangsulyosabb az 616 hatasnal.
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Summary

Antibiotic resistance is an increasingly urgent, present-day medical issue. The emergence of
resistant strains threatens not only the treatability of contagious diseases, but other medical
treatments as well for which the use of antibiotics is indispensable. Besides its medical
implications studying the mechanisms governing antibiotic resistance evolution represents an
important evolutionary biology issue as well. It is one of the few evolutionary processes
which can be studied in real time.

In the case of microorganisms the two main mechanisms contributing to the evolution
of antibiotic resistance are the horizontal gene transfer and the accumulation of chromosomal
resistance mutations. Dominance of either mechanism is antibiotic- and bacterial species-
dependent, but in many cases both contribute to the development of a very high level of
resistance.

Resistance to a number of antibiotics (e.g. fluoroquinolones, rifampicines) develops
predominantly by acquisition of de novo mutations during antimicrobial therapy. De novo
mutation based resistance mechanisms can be classified into three main categories: 1)
modification of the antibiotic target, 2) alterations in antibiotic transport (decreased uptake or
increased efflux) or 3) increased expression of enzymes degrading or neutralizing the
antibiotic.

Our work focused on de novo evolution of antibiotic resistance during a lethal
ciprofloxacin exposure. The fluoroquinolone antibiotic ciprofloxacin is a widely used
bactericid antibiotic, and its molecular mechanism has been well studied. Laboratory
evolutionary experiments performed on the Escherichia coli Gram-negative bacterium
represented the main methodology of our investigations. We investigated the mechanisms
underlying the evolution of ciprofloxacin resistance from two aspects, while searching for the

answers for the following questions:

1) Are there non-essential genes in E. coli whose inactivation boosts the evolution of
resistance against a lethal dose of ciprofloxacin? If yes, which are the underlying
mechanisms?

2) What role does iron metabolism play in the evolution of ciprofloxacin resistance?

In order to investigate the impact of gene inactivation on de novo evolution of antibiotic

resistance, we performed a genome wide screen by using the E. coli KEIO collection,
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containing ~ 4000 single-gene knockout strains. We identified five genotypes with a massive
increase in the frequency of resistant populations in comparison with the wild type strain.
Based on the function of the encoded protein the identified genes could be classified into
three main categories: 1) methyl-directed mismatch repair (mutS, mutH, mutL), 2) translation
fidelity (miaA) and 3) iron homeostasis regulation (fur). As a common characteristic of these
genes, their inactivation elevates the spontaneous mutation rate of the cell providing a mutator
phenotype, which significantly increases the chance of resistance development. Our results
emphasize the significant role of mutator phenotypes in promoting the evolution of antibiotic
resistance. In case of extreme antibiotic stress, bacteria benefit from an enhanced mutation
rate, as this can provide mutations that protect the population from death.

The fur gene, playing a central role in iron-homeostasis regulation, was perhaps the
most interesting result of our screen. It drew our attention to the connection between
intracellular iron-homeostasis and antibiotic resistance. Prior studies have shown that
bactericidal antibiotics induce perturbations in cell metabolism, including iron homeostasis,
that stimulate intracellular accumulation of reactive oxygen species (ROS). Based on these
literature data and our screen result we started to investigate the role of iron-mediated
oxidative stress in the evolution of ciprofloxacin resistance through the characterization of
Afur mutant.

Reinforcing our screen results, we proved that inactivation of the iron homeostasis
regulator Fur promotes the evolution of resistance against a lethal dose (6.25 times the
minimal inhibitory concentration of wild-type E. coli) of ciprofloxacin. Transcriptomics data
have shown that ciprofloxacin caused a major reprogramming of gene expression across the
genome of Afur strain. Genes involved in iron uptake comprised a significant part of those
with changed expression.

We proved that regulation of intracellular free iron concentration plays a crucial role
in the evolution of resistance against ciprofloxacin. Increased level of intracellular free iron
leads to oxidative stress via the hydroxyl radical-generating Fenton reaction. Oxidative stress
may lead to the appearance of mutations and hence to the development of antibiotic
resistance. Minimizing the intracellular free iron concentration either by inhibition of
siderophore mediated iron uptake, enhancement of iron storage or chelation of intracellular
free iron using a cell permeable iron chelator caused a significant decrease in the frequency of
ciprofloxacin resistant populations in the case of Afur strain.

Next to the intracellular free iron concentration the level of superoxide also represents

a key factor in the evolution of resistance. In case of AsodAB strain, deficient in superoxide
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detoxification, the frequency of resistant populations, similarly to Afur strain, is elevated. The
mutagenic effect of enhanced superoxide formation was contingent upon iron uptake and
probably relies on Fenton chemistry, similar to what was observed in Afur. It seems that
increased iron and superoxide levels enhance each other’s effect, contributing to oxidative
mutagenesis and consequent resistance development. Moreover, anaerobic conditions
drastically diminished both strains’ (Afur and ASodAB) resistance promoting ‘“capacity”,
which supports the key role of oxidative mutagenesis in antibiotic resistance development.

We demonstrated that ciprofloxacin treatment induces a slight, but significant increase
in the level of ROS. We hypothesize that increased intracellular iron level and ciprofloxacin
induced oxidative stress contribute to the increased evolvability of Afur strain by
strengthening each other’s effect.

Based on our results the mutation generating activity of Pol IV and Pol V error-prone
DNA polymerases has only a minor contribution to the appearance of resistance mutations in
Afur. We hypothesize that a significant part of the oxidized nucleotides is incorporated into
the DNA strand by the Pol 111 replicative polymerase. By overexpressing the MutS protein,
we have shown that appearance of the resistance mutations in Afur is independent of the
activity of the methyl-directed mismatch repair system.

We demonstrated that regulation of intracellular iron homeostasis plays a pivotal role
in the evolution of resistance against ciprofloxacin. By minimalizing the intracellular free iron
level antibiotic resistance development could be significantly reduced. Employing iron
chelators to reduce resistance evolution may open ways towards the development of new
antimicrobial therapies.

In our experimental setup ciprofloxacin-induced oxidative stress together with an
intracellular iron overload promotes oxidative mutagenesis, thus resistance development,
rather than lethality. Based on this, the enhancement of antibiotics induced oxidative stress
does not seem to be a proper strategy to improve the efficiency of antibiotics, because the
presence of ROS promotes mutagenesis instead of eradication.
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1. abra. A transzkriptomikai adatok validalasa.

A microarray analizis validdlasa és a génexpresszios eltérés kiiszobértékének meghatarozasa

(McHugh és mtsai.,, 2003) adataival. A ROC (receiving operator characteristics) goérbe
analizisek (A és C panel) alapjan az altalunk végzett transzkriptomikai analizis 81%-ban,
illetve 63%-ban képes volt azonositani a McHugh és mtsi. altal azonositott indukalodott,
illetve represszalodott géneket. Az ROC gorbe alatti teriilet egy kiiszobértéktdl fiiggetlen

mértékét adja meg a klasszifikacios teljesitménynek, amely figyelembe veszi a valds és a
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hamisan pozitiv talalati rata kozti koltség-kompromisszumot (trade-off-ot). Egy random
klasszifikacid 50%-os teljesitményt adna ezen mérték alapjan. Emellett felhasznaltuk a
McHugh ¢és mtsai. altal altal azonositott indukciot, illetve repressziot mutatd génsorozatokat
egy olyan génexpresszios kiiszobérték-valtozas meghatarozasara a mi adatsorunk esetén, ami
maximalizalja az atfedést a két adatsor kozott (B, illetve D panel az indukalodott, illetve
represszalddott génekre). A két génsorozat kozti atfedést a Matthew korrelacio koefficienssel
mértiikk, ami -1 és +1 kozott vehet fel értéket. Ez a mérték figyelembe veszi a valos és
hamisan pozitiv, illetve negativ taldlatokat, és akkor is hasznéalhato, ha az Gsszehasonlitott
osztalyok eltér6 méretlick. Microarray adataink esetén a Matthew korreldcio koefficiens
alapjan egy kétszeres génexpresszios valtozas megfelelonek bizonyult kiiszobértékként mind

az indukalddott, mind a represszalodott gének esetén. Ennek megfelelden ezt a kiiszobértéket

hasznaltuk a tovabbi analizis soran.

GO term .FDR . Enriched among up or
iderilifier GO term name p-value adj\l/]:fs: p- Odds ratio downregulated genes
G0:0055072 iron ion homeostasis 8.77E-12 4 71E-09 51563 upregulated
GO:0044718 S'derophot'r‘zg‘gg‘embra”e 781E-09 210E-06  196.15 upregulated
G0:0009239  enterobactin biosynthetic process 2.03E-06 0.000363 7764 upregulated
G0:0009061 anaerobic respiration 5.62E-06 0.000755 16.71 upregulated
G0:0051454 intracellular pH elevation 2.31E-05 0.002478 114.08 upregulated
G0:0042128 nitrate assimilation 0.000124 0.011129 19.47 upregulated
G0:0006811 ion transport 0.000397 0.026637 7.18 upregulated
G0:0045333 cellular respiration 0.000359 0.026637 28.67 upregulated
G0:0022900 electron transport chain 0.000957 0.051836 5.99 upregulated
G0O:0019752  carboxylic acid metabolic process 0.001062 0.051836 7483 upregulated
G0:0033212 iron assimilation 0.001062 0.051836 7483 upregulated
G0:0017004 cytochrome complex assembly 0.001398 0.062551 16.39 upregulated
G0:0006096 glycolysis 0.002277 0.094052 135 upregulated
G0O:0019645  anaerobic electron transport chain 1.73E-11 9.29E-09 Inf downregulated
G0:0009061 anaerobic respiration 2 94E-09 7.88E-07 23.22 downregulated
G0:0006099 tricarboxylic acid cycle 1.00E-07 1.79E-05 2528 downregulated
G0O:0055114 oxidation-reduction process 2.01E-07 2.70E-05 493 downregulated
GO:0006113 fermentation 1.04E-06  0.000112 123.42 downregulated
G0:0022900 electron transport chain 9.74E-06 0.000872 7.76 downregulated
G0:0045333 cellular respiration 214E-05 0.001645 35.51 downregulated
1. tablazat. Szignifikans felddsuliast mutaté gén-ontologiai folyamatok az indukalédott, illetve

represszalédott gének kozott a Afur és vad tipus ésszehasonlitasban, ciprofloxacin hianyaban.
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Csak azok a gén-ontologiai (GO) folyamatok vannak bemutatva, amelyek szignifikéns

feldusulast mutattak 10%-os hibés talalati rata (false discovery rate (FDR)) mellett végzett

tobbszords tesztelési korrekciot kovetéen. A feldusulasokra szamolt P-értékek Fisher-féle

egzakt teszttel lettek meghatarozva. A valdszinitiségi arany (odds ratio) azt mutatja meg, hogy

egy adott gén-ontoldgiai csoportba annotalt gének mennyivel nagyobb eséllyel indukalédnak

vagy represszalodnak, 6sszehasonlitva az adott csoportba nem tartoz6 génekkel. Az E.coli-ra

vonatkozd GO annotaciokat a http://www.geneontology.org/GO.downloads.annotations.shtml

weboldalrol toltottik le.

GO term identifier GO term name p-value FBR ?gﬁzted p- Odds ratio Er?rr Igziirzrgagtgezp
genes
GO:0006412 translation 1.70E-19 9.11E-17 7.885766 upregulated
G0:0009408 response to heat 3.04E-11 8.16E-09 13.25067 upregulated
GO:0000432 S0S response 9 42E-08 169E-05 8774096 upregulated
G0:0006418 (RNA aminoacylation for protein 5 g3 gg 0.003805 1201241 upregulated
franslation
Go0oss002  'Mtracelllar p{gﬁ;’;g;"smembm“e 4.00E-04 0.04292 18 66871 upregulated
GO:0006633 fatty acid biosynthetic process 8.66E-04 0.053513 5.455242 upregulated
G0:0006281 DNA repair 6.06E-04 0.053513 3.304349 upregulated
GO:0000028 ribosomal small subunit assembly 8.97E-04 0.053513 29.79848 upregulated
G0O:0019305 dTDP-rhamnose biosynthetic process 8 97E-04 0.053513 29.79848 upregulated
G0:.0051205 protein insertion into membrane 2 44E-03 0.08726 14.90734 upregulated
GO:0006461 protein complex assembly 2 44E-03 0.08726 14.90734 upregulated
G0:0009243 O antigen biosynthetic process 1.95E-03 0.08726 9.332721 upregulated
GO:0000725 recombinational repair 2 44E-03 0.08726 1490734 upregulated
GO:0009231 riboflavin biosynthetic process 244E-03 0.08726 1490734 upregulated
GO:0043335 protein unfolding 1.67E-03 0.08726 Inf upregulated
GO.0006457 protein folding 293E-03 0.090185 3.413838 upregulated
G0O:0006260 DNA replication 293E-03 0.090185 3.413838 upregulated
GO.0015949  Nucleobase-containing smallmolecule 5 47 4 0.090185 4763987 upregulated
Interconversion
GO:0043165 ~ Cram-negaivebactenumiypecell 5 5ap g 0.090185 7.465645 upregulated
outer membrane assembly
GO:.0046677 response to antibiotic 3.24E-03 0.090185 2.306811 upregulated
GO:0007059 chromosome segregation 3.53E-03 0.090185 T7.465645 upregulated
G0:0006633 fatty acid biosynthetic process 8.66E-04 0.053513 5.455242 upregulated
GO:0015768 maltose transport 8.42E-07 0.000226 Inf downregulated
G0O:0042956 maltodextrin transport 8.42E-07 0.000226 Inf downregulated
GO:0019645 anaerobic electron transport chain 1.89E-04 0.033824 30.97632 downregulated
GO:0008643 carbohydrate transport 6.39E-04 0.078265 3.448584 downregulated
GO:0015753 D-xylose transport 8.T74E-04 0.078265 46.23496 downregulated
GO:0005978 glycogen biosynthetic process 8.74E-04 0.078265 46.23496 downregulated

2. tablazat. Szignifikans feldusulast mutaté gén-ontolégiai (GO) folyamatok az indukalodott, illetve

represszalodott gének kozott a vad tipus esetén, 1 6ras ciprofloxacin kezelést kovetden.
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