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1. Bevezetés

1.1. Uroinfekciék

A higyGti fertézések a fejlett orszdgok leggyakoribb fert6z8 betegségei kdzé
tartoznak. Elete soran minden masodik né legaldbb egyszer 4tesik higyati fertézésen. Az
USA-ban évente kb. 7 milli6 beteg fordul orvosdhoz hugyuti fertdzéssel, amelyek kezelési
koltsége meghaladja az 1 millidrd dollért. Hazénkban - a lakossig arinyiban - hasonl6 a
betegség eléforduldsa és kezelésének anyagi vonzata.

Mig az egyszerli (Gn. nem komplikélt) fert6zés konnyen gydgyithaté, addig a
komplikalt fert6zések gyakran a hosszabb és koltségesebb terdpidval szemben is ellendlléak,
ill. magas a rekurrens fertdzések ardnya. Komplikalt fertdzésrfl beszéliink, ha az a fels6
higyttakat érinti (pyelonephritis), velesziiletett vagy szerzett hajlamosité tényez8 4l fenn,
immunszuppresszié és immundeficiencia esetén, valamint ha terhesekben vagy férfiakban
alakul ki a betegség. Ide sorolhatjuk tovébbé a megszokott kezelési stratégifira rezisztens és a
visszatérd (relapszus vagy reinfekcid) fertdzéseket. A terdpidra rezisztens és/vagy rekurrens
fertézések  septicaemidhoz, krénikus  pyelonephritishez, végs® esetben pedig
veseelégtelenséghez vezethetnek. A haemodialfzis ill. vesetranszplanticié egyik gyakori
indik4cidja a krénikus pyelonephritis kdvetkeztében kialakult veseelégtelenség. Ezért az
utébbi id8ben felmerilt a killsndsen veszélyeztetett betegesoportok vakcindci6jinak
sztikségessége.

1.2. Uropathogén Escherichia coli virulencia faktorai és ezek reguldciéja

A hagytti fertdzések leggyakoribb kérokozéja az Escherichia coli. Ez az egyetlen
species felel8s az ambulﬁns esetek 70-95%-dért, valamint a nosocomidlis fertdzések kdzel
feléért. A higyuti fertdzések tilnyomé tobbsége (>95%) Gin. aszcendild fertBzés, vagyis a
beteg a sajét bélf6rdjabdl szdrmazd baktériummal fertdz8dik. A hagytti pathogén E. coli
torzsek olyan virulencia t:aktorokkal rendelkeznek, amelyek lehetdvé teszik a baktérium
talélését, kolonizdciéjét és invaziGjat a higyitakon beliil, vagyis feleldsek a tdrzs
urovirulencidjaért. A virulencia faktorokat kédolé géneket a kérokozé tdrzsek horizontilis
géntranszfer sordn bakteriofdgok, plazmidok vagy pathogenitasi szigetek révén akviraljsk.

Szédmos uroinfekcioval kapcsolatos virulencia faktort leirtak, amelyek kozé kiilonbdz6
adhezinek, toxinok, sziderofér és egyéb vasfelvételt elGsegitd rendszerek, bizonyos
szomatikus (O-) és tok (K-) antigének tartoznak. Ezeken kivill fontos a szérum baktericid



hatdsdval szembeni ellendllé-képesség, az in. szérum rezisztencia jelensége, amely
multifaktoridlis, nem vezethet vissza egyetlen virulencia faktor jelenlétére.

Mivel a virulencia faktorok egyrészt specifikusak a pathogén tdrzsekre (vagyis a
kommenzalis béiflora torzsek tobbségében nincsenek jelen), mésrészt a fert6zés létrejottéhez
ép hugyati rendszer esetén elengedhetetlenek, ezért a jovdbeli antimikrobilis terépia
célpontjaul szolgélhatnak. Emellett a virulencia faktorok elleni immunvélasz erdsitése
kivédheti a fert6zés kialakulasit. Kimutattik, hogy kevésbé fogékonyak hugyiti fertdzéssel
szemben azok az egyének, akiknek szérumdban a virulencia faktor-ellenes antitestek
magasabb titerben vannak jelen. T8bb munkacsoport beszdmolt sikeres vakcinal4si
eredményekrél FimH (kozonséges fimbria adhesin alegysége) antigén alkalmazisa esetén.
Ezek az eredmények aldtimasztjdk a virulencia faktorok alaposabb megismerésének
fontossdgédt mind a vakcin4léds, mind az antimikrobiélis teripia szempontjabél.

A virulencia faktorok kifejezddése 4ltalaban szigori szabalyozas alatt 4ll. Az 4llandd
(konstitutfv) expresszié ritka, mivel egyrészt energetikai szempontb6l megterhelé lenne a
baktérium szdméra, mésrészt bizonyos faktorok idd el6tti kifejez6dése kimondottan
hétriltathatja a fert6zés ,,normalis” menetét. A virulencia faktorok expresszidja jellemzden
csak a gazdaszervezetben detektalt kiilonbzb szigndlok hatisira indul be. Ilyen paraméterek
& hOmérséklet, pH, osmolaﬁtés, vasszegény komyezet, stb. Ezek a hatdsok kiilonbozd
specifikus vagy globdlis reguldtor gének 4tirdsit induk4ljdk, amelyek a virulencia gének
expresazi6jét szablyozzék. : ’

A virulencia faktorok egymdsra utaltak, hatisukat koopericidban fejtik ki. Ebbol
kdvetkezik, hogy egyetlen virulencia gén akvirdldsa nem tesz pathogénné egy killénben
apathogén tdrzset. Fordftva; egy pathogén tdrzs egyetlen virulencia faktorinak inaktivdldsa
ritkin vezet a virulencia teljes mértékli elvesztéséhez. Ezzel szemben bizonyos regulator
gének mutdciGja eredményezheti t8bb virulencia faktor expressziéjdnak pérhuzamos
csokkenését. A tobb virulencia faktor kifejez6dését befolyasolé fehérjéket globélis virulencia
reguldtoroknak nevezzilk. Ezek inaktivdlisa 4ltaldban bizonyos virulencia faktorok
expresszidjdnak csokkenéséhez, de nem teljes eltlinéséhez vezet. Azok a globdlis virulencia
reguldtor muténsok, amelyek avirulenssé vilnak, de az ellenanyag-termelés kivéltdsshoz
elegendé virulencia faktort expresszalnak, potencidlis vakcina jeléltek lehetnek.

1.3. Az Escherichia coli *536’ torzs
Kisérleteink sordn modell torzsként egy mér viszonylag j6l karakterizélt torzset, az
akut pyelonephritis esetbdl izolalt E. coli *536°-ot hasznéljuk. Az E. coli '536’ (06:K15:H31)
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legaldbb 4 pathogenitési szigetet hordoz a kromoszéméj4n, amelyeken szdmos virulencia
faktor génje helyezkedik el. A tdrzs két a-haemolysin determindns mellett, P related-, S-, type
1- és curli fimbria szintéziséért felelds operonokkal rendelkezik. Legalabb két kiilénbozé
sziderofér rendszert szintetizdl, valamint a kbzelmultban lefrt haemin receptor (ChuA)
molekuléval is rendelkezik. A torzs virulencifja szdmos egér modellben bizonyitist nyert.
Egy kozmid génbank specifikus atfedd klonjainak segitségével a négy ismert pathogenitasi
sziget szekvendldsa megtdrtént és kozlés alatt all. Kiilonb6z8 mutdnsok vizsgilata sordn
azonban felmeriilt, hogy a torzs az eddig lefrtakon kivill egyéb virulencia faktorral is
rendelkezhet.

2. Elé6zmények és célkitiizések

2.1. Az a-haemolysin expresszidjdnak vizsgdlata
Az a-haemolysin szintéziséért, aktivaciojdért és szekrécidjaért felelds operon négy

génbdl 4ll (hlyCABD), amelyeknek nukleotid szekvencidja j6l konzervalt kiilénbézd
plazmidon &s kromoszémén kédolt determindnsok kézdtt. Ezzel szemben az 5’ hatdrols
régi6k (lin. leader szekvencisk) nem mutatnak szekvencia-homol6gidt, ennek kdvetkeztében
az operonok expresszidja is nagymértékben eltérd lehet, Ezen feliil a gének transzkripci6jat
szémos reguldtor fehérje befolydsolja, amelyek nagy része szintén a leader szekvencidn
elhelyezked specifikus DNS szakaszokon keresztiil fejti ki a hatasat. Az eddig karakteriz4lt
reguldtorok vizsgélata sordn felmertlt, hogy ezeken felill egyéb reguldci6s hatdsok is
befolysoljak a toxin kifejezbdését.

Hogy nagyobb betekintést nyerjink az o-haemolysint k6dolé operon expresszidjinak
szabdlyozasiba, a kdvetkezd stratégiat kovettitk:
¢ Az E coli 536" mindkét hlyCABD operonja (hiyl és hlyll) pathogenitasi szigeten

helyezkedik el, amelyek spontdn delécidja hlyl ill. hlylT muténs t8rzsek léirejbttét

eredményezi. Ezen t8rzsek haemolytikus aktivitdsdbél k&vetkeztetni lehet az egyes

determin4nsok expresszi6j4nak mértékére.
¢ A két hly determinéns nukleotid szekvencidjanak meghatdroz4sshoz terveztiik:

¢ Egy kozmid génbank létrehozés4t

e A hlylill. hlyll operonokat tartalmazé klénok szelekcigjt

* A hly determinénsok szekvenél4sét és a szekvencidk 8sszehasonlit6 elemzését



¢ A nukleotid szekvencia ismeretében terveztlik mindkét determindns klénozésat. Ezen
kivil terveztilk rekombindns hly operonok létrehozdsit, amelyekben a két operon
upstream régidjat egyméssal kicseréljiik.

¢ A Kklénozott hly operonok 4ltal meghatérozott in vitro €s in vivo mért haemolytikus
aktivités, valamint az intracelluléris €s szekretdlt toxin mennyiségének meghatérozésa
lehet&vé tenné a két determinéns éltal kédolt eltérd aktivitas hatterének tisztdzdsat.

2.2, RfaH fehérje mint virulencia regulétor vizsgéilata

Az o-haemolysin toxin expresszidjanak egyik legjobban karakteriz4lt regulitora az
RfaH fehérje. Az RfaH fehérje transzkripciéra gyakorolt (Gn. antiterminéciés) hatdsa egy cis
moédon haté specifikus régié (JUMPStart szekvencia) egyidejii jelenlétével valésul meg, €s
hosszd, polycisztronos operonok polarizécidjénak cstkkenésében nyilvanul meg.

Mivel az o-haemolysin toxin a gazdasejtek destruildsa révén a baktériumokat kiilénb6z0
tdpanyaggal (pl. vastartalmi haemmel) latja el, ezért funkciondlis kapcsolatban 4ll a
kozelmultban leirt kitls6 membrin fehérjével, a haemin receptor ChuA molekuléval.
Feltételeztiik, hogy ez a kapcsolat valami médon a molekulék kifejez6désének szabdlyozisa
szintjén is fenndll, ezért célul tlztik ki az RfaH reguldtornak a haemin receptor ChuA
expresszidjira gyakorolt hatisdnak vizsgélatat a kovetkezd médon:

¢ A haemin receptor fehérjevmolekulék szintjének Osszehasonlitisa E. coli '536’ v;ld
tdrzsben és izogén rfaH muténsdban Western blot technikéval.

¢ A ChuA szintekben fenn4ll6 esetleges killdnbségek eredetének tisztdzdsdra (vagyis, hogy
a kiilonbozd fehérje szintek a gén eltérd mértékl transzkripcibjara vezethetSk-e vissza)
specifikus mRNS szintek meghatérozését terveztlik Northern blot alkalmazédsaval,

¢ A chuAszs gén szekvencidjinak meghatfrozdsdval az Gn. JUMPStart szekvencia
kimutatésat kiséreltiik meg.

Irodalmi adatok bizonyftjék, hogy az RfaH szimos egyéb potencislis virulencia faktor
expresszidjat befolydsolja kiilonb6zd eredetli Escherichia coli és Salmonella enterica
torzsekben, Célul tiiztikk ki annak igazoldsit, hogy az RfaH fehérje globdlis virulencia
regulétor, tehét tobb virulencia faktor expresszi6jénak médositisdn keresztill hatdssal van az
uropathogén Escherichia coli virulencidjéra. Ennek bizony(t4séra terveztik:



¢ Kiilénbdz virulencia faktorok (tok, LPS, szideroférok, fimbridk, csillé és o-haemolysin)
mennyiségi, szerkezeti ill. funkciondlis dsszehasonlitisat vad torzs és izogén rfaH
muténsa esetén.

¢ Az rfaH muténs csokkent virulencidjinak kimutatds4t kiilonbozd allatkisérletben.

3. Médszerek

3.1. Baktériumtorzsek

Vizsgélataink f8 tirgya a pyelonephritis esetbdl izolalt E. coli '536' t8rzs volt. A
rekombinéns plazmidok vizsgilatéhoz E. coli K-12 laborat6riumi tdrzseket hasznéltunk. A
ChuA molekula variénsainak megoszlését extraintesztindlis és enterélis E. coli izol4tumokon

vizsgiltuk.

3.2. Téptalajok és tenyésztés

Az Oxoid, Difco és Biolab cégek portdptalajait hasznéltuk 1,5% agar hozzdaddsdval
vagy anélkil. A véresagﬁr tdptalaj 5% defibrindlt marhavért tartalmazott. A tdptalajokhoz
sziikség esetén adott antibiotikumok végkoncentréciéja megfelelt a szakirodalomban
4ltalénosan hasznalt koncentréci6nak. A tenyésztést 37 °C-on végeztiik.

3.3. Kozmid kényvtér készitése és a klénok szelekcibja

E. coli 536 kromoszémélis DNS Sau3 Al restrikciés endonukleézzal torténd emésztése
utén a fragmentumokat a SuperCos-1 kozmid vektor kompatibilis hasftési helyére (BamHT)
klénoztuk. A fag partikulumokba trténd in vitro csomagolés utén a rekombindns kozmidokat
az E. coli X1-1 Blue laboratériumi tSrzsbe transzdukcié 4ltal juttattuk be. A hly és chu pozitfv
klénokat kol6nia blot és ezt megerdsitd Southern blot médszerrel azonositottuk.

3.4. DNS szekvenalds
A hlyCABD ¢és chuA gének nukleotid szekvenci4jét tisztitott kozmid templatok
felhaszndldsdval az dn. 'primer walk’ médszerrel ABI Prism 310 automata szekvenil6val

hatéroztuk meg.



3.5. Génklonozas

A hly operonokat kiilonbozé hosszlsdgi leader szekvencidval egyiitt PCR-rel
amplifikdltuk. A primereken elhelyezett restrikciés helyek hasftisa utin a tisztitott
fragmentumokat pUCI8 plazmid azonos hasftdsi helyére kiénoztuk be. A rekombinéns hly
operonokat a megfeleld 5’ és 3’ fragmentumok ligaldsdval (hlyC génben levd egyetlen BamHI
helyen) hoztuk létre és ugyantigy pUCIS8 plazmidba kiénoztuk. Az 8sszes rekombindns
plazmidot E. coli DH50. tdrzsbe transzforméltuk a CaCl; médszerrel.

3.6. Haemolysin teszt

Mosott 1%-os humin vordsvértest szuszpenzidhoz kiilonb6zd torzsek logaritmikus
fazisban 1évé kultdrajabodl szirmazéd feliiliszé sorozathigitisait kevertink. A megfeleld
inkubécié utin a felszabadult hacmoglobin mennyiségét a szuszpenzié felulisz6j4bol
fotometri4s Gton hatéroztuk meg.

3.7. Western blot

Teljes baktérislis lizdtumot szeparfltunk SDS-PAGE médszerrel Laemmli szerint. A
fehérjéket nitrocelluléz filterre blottoltuk, majd a kérdéses fehérjét specifikus szérummal és
jeloit szekunder antitesttel luminogréfia segitségével detektaltuk.

3.8. Southern és Northern blot

A tisztftott kromoszémdlis DNS-t Bgll enzimmel hasftottuk €s a fragmentumokat
agar6z gélben szepardltuk. Az RNS-t RNeasy Mini Kit segitségével tisztitottuk &s formamid-
'agaréz gélben szepardltuk. A nukleinsavakat mindkét esetben nylon filterre blottoltuk, majd
jeldlt specifikus PCR termékkel hibridizaltuk. ‘A hibridizdlt nukleinsavat rontgen filmen
luminogréfiaval tettik lathat6va.

3.9. LPS analfzis .

A baktériumokat 30 perc f8zés utin 10 percig ultrahanggal kezeltik. Az LPS
molekuldkat a Hitchcock és mtsai 4ltal lefrt médszerrel tisztftottuk és SDS-PAGE-vel
szeparéltuk. Fix4lds utdn a molekulékat ezlistzéssel tettlk lathatéva.



3.10. Tokantigén kimutatdsa ELISA médszerrel

A baktériumokat (109 CFU/ml) éjszakdn at kotdttik ki ELISA lemezhez. Az 4ltalunk
termelt tok-elleni (K15) savé és HRPO-jelslt anti-nydl immunglobulin felhaszn4l4séval
hatdroztuk meg a termelt tokantigén mennyiségét.

3.11. Sziderofor teszt

A szideroférok altal megkotdtt vas mennyiségét a Chrome Azurol S (CAS) teszt
segitségével vizsgdltuk. Minimal tdpoldatban felndvesztett baktérium szuszpenziét 3 6rén
keresztiil kiilénb6zé végkoncentrcidji (0,1-0,4 mM) 2,2’ dipyridyllel (vas kelétor molekula)
inkubéltunk, hogy a sziderof6rok expresszi6jat indukéljuk. Centrifugdlss utdn a feltilGszét
egyenld mennyiséglt CAS reagenssel kevertiikk Gssze, majd a szinvéltozds mértékét (amely
arfinyban 4ll a megkdtott vas mennyiségével) fotométerrel detektaltuk.

3.12. Szérum rezisztencia vizsgélata

100 pl mosott bakteridlis szuszpenzi6t (10° CFU/mt) inkubaltunk egyenlé mennyiségti
normél humén szémm hozzdadésa utdn 37 °C-on. Mintdkat vettink 0,5; 1; 2; 3 és 4h
inkub4lds utin és meghatiroztuk az €16 csiraszdmot.

3.13. Tiid4 toxicltdsi teszt egérben

Ebben a modellben a kisérleti 4llatok az o-haemolysin 4ltal kivéltott haemorrhagids
tidéddémaban pusztulnak el, igy az elhullis ariny4db6l az in vivo szekretdlt toxin
mennyiségére kdvetkeztethetlnk. A vizsgélatot a Hacker és mtsai 4ltal lefrt médon végeztik.

3.14. Aszcendal6 higyuti fertdzés egérben

3-4 napos egereket kozvetieniil a hasfalon keresztiil intravezikélisan fertéztiink. A
tiléloket a fertdzést kovetd 21. napon feldldoztuk és meghatdroztuk a kérokozé csiraszamit a
vérben, vizeletben, a hdlyagban és mindkét vesében.

3.15. Koinfekciés modell

A fenti dllatkisérlet médositott véltozata. Az Gjsziilstt egereket két tdrzs (a vad torzs és
annak izogén rfaH mutdnsa) killinb5zd arényd keverékébdl allé szuszpenziéval a fent leirt
modon fertdztiik. A mutdns térzs jarulékos antibiotikum szelekci6s markerrel rendelkezik a
vad torzshdz képest, ami lehetdséget adott mindkét torzs csiraszdmanak kiilon-kiilon



meghatérozisdra. A vizelettel valé tiritésilket 20 napon kereszttll kbvettilk a higitott vizelet-
minta megfelel§ antibiotikumokat tartalmazé agar lemezeken torténd tenyésztése
segitségével. Hirom hét elteltével a t0léld egerekben mindkét torzs csiraszadmat
meghatirozzuk a fent leirt szervekbél.

4. Eredmények

4.1. Az '536' torzs két hly determinfnsa mennyiségileg kiilonbdz8 haemolytikus
aktlvitdst valt ki

A haemolysin operonokat kédol6 pathogenitési szigetek elvesztése (PAI Issq), ill. PAI
Ils36) olyan deléciés mutéinsokat eredményezett, amelyek in vitro haemolytikus aktivitisa
jelentésen eltért egymastol. A PAI Ilsss elvesztése csak mintegy 60%-ra (nem szignifikéns
mértékben) redukélta a haemolytikus aktivitdst, ezzel szemben a PAI Is3s deleci6ja 5%-ra
csbkkentette a muténs haemolytikus képességét a vad t6rzshtz viszonyitva.

4.2. A két hlyCABD operon nukleotid szekvencidjdnak analizise

A négy génbdl 4116 operonok (~7,3 kb) és ezek 5' hatdrold régidinak szekvenslasa (~2
kb) sorén azt taléltuk, hogy mfg a kédolé régi6k nukleotid szekvencija nagyfoki homol6giat
mutat (98,43%), addig a leader szekvencidk teljesen eltérSek. Ugyanakkor, a hlyl upstream
régidja nagyfokd hasonlésagot mutat egy mésik j6I karakterizlt uropathogén Escherichia coli
torzs (J96) megfeleld régidjdval. Ezzel ellentétben a Alyll upstream régidjat illetéen csak
nagyon rdvid szakaszra kiterjedS és relative alacsony homolégist mutaté szekvencidk
taldthatok az elérhet adatbazisokban.

4.3. Kl6nozott kly operonok expresszi6ja és az dltaluk kivéltott haemolﬁikus aktivitds
Az '536' tbrzs mindkét hly operonjét azonos hossziisdgd leader szekvencidval pUC18
vektorba klénoztuk. Emellett olyan rekombindns klénokat hoztunk létre, ahol az egyik
operonbd] szérmazé upstream régiét fuziondltuk a misik operon struktirgénjeivel és vice
versa. Bzen klénok 4ltal termelt o-haemolysin toxin mennyiségét meghatdrozva azt
tapasztaltuk, hogy a klénozott hiyl determinéns expresszidja lényegesen meghaladja a hiyll-
ét, mivel a Western blottal detektilt HlyA mennyisége mind intracetluldrisan, mind a
feltldsz6ban lényegesen nagyobb volt a hlyl determinénst hordozé kién esetében. A hiyl



leader szekvencidjénak fdzi6ja a hlyll struktirgénekkel az expresszié mértékének nagyfoki
nivekedésével jért, mig fordftott esetben a toxin expressziéja csskkent.

A plazmidok haemolytikus aktivitdsdnak vizsgélata sordn azt taldltuk, hogy a hlyll operon
dltal kédolt HlyA toxin lényegesen magasabb biol6giai aktivitdst mutatott, mint a mdsik
operonrél kifejezett HlyA. A determinénsok expresszidjdnak médosftisa (az upstream régidk
felcserélése) csak kis mértékben volt hatissal az egyébként szignifikdnsan kiilénbdzo
haemolytikus aktivitdsra.

Az in vivo haemolytikus aktivitds meghatirozisara alkalmas egér modellben (tiid toxicitasi
teszt) kapott eredmények megerdsitették az in virro adatokat. A kiénozott hlyll operont
tartalmaz6 rekombindns laborat6riumi térzs szignifikinsan magasabb elhullést eredményezett
ebben a modellben, mint a klonozott hlyl determindnst hordozé ugyanezen térzs. A fiiziés hly
molekuldkat hordozé torzsek 4ltal kivéltott elhullds lényegesen nem tért el a homol6g leader
szekvenciat tartalmazo torzsekétdl.

4.4, A hlyl upstream régiéban talélhaté cis-aktiv regulétor hely idemtiftichléon. - : ...
A hiyl operont kiilonboz8 hossziségi leader szekvencidval egylitt pUCIS vektorba

klénoztuk. Az 500 és 1000 bp leader szekvencift tartalmazé kiénokbél szérmazé HiyA

mennyisége alacsonyabb volt mint a hosszabb §' régiét tartalmesé kidmok esedn. Bazel

szemben az in vitro (haemolysin teszt) és in vive (“mw ) ‘ '

biol6giai hatds szignifik4nsan magasabb volt a mm“mm :
esetén. A kérdéses régicban talflhaté potericiflis ORF-#t- Mﬂ Ty~ Eafiot
kompatibilis plazmidot a révid leader szekvenciét tartalmasé rekombindns Ay plexmidokkal
kotranszforméltuk. A klénozott ORF azonban nem VMWW
haemolytikus aktivitist, {gy egy rrans-médon heté -
kizértuk.

IR A P AP SR md\u

4.5, Az a-haemolysin toxin és a haem receptor ChuA molekula uprudﬁn egyiittesen
regulélt az RfaH transzkripci6s reguldtor fehérje dital

Irodalmi adatokkal 8sszhangban azt taldituk, hogy az rfal{ gén null-mutdcidja a
haemolytikus aktivitds szinte teljes megsziinését eredményezi az E. coli '536' thrzs esetén.
Kimutattuk, hogy a haemin receptor ChuA molekula (amely a gazdasejtek lfzise sordn
felszabadul$ haem molekuldk révén a baktériumok vassal valé ellatdsdt segiti eld, {gy az o
haemolysinnel funkciondlis kapcsolatban 4ll) expressziGja szintén nagymértékben fugg az
RfaH fehérje jelenlététdl. Az 536rfaH mutinsban mind a ChuA fehérje, mind a specifikus
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mRNS szintje lényegesen alacsonyabb volt, mint a vad tdrzsben. Az rfaH gén plazmidon valé
trans-komplementici6ja helyredllitotta a muténs tdrzsben az expresszié mértékét. A chudsyg
gén szekvendldsa sordn azonosftottuk az un. JUMPStart szekvenciét, amely az RfaH 4ltal
reguldlt génekben taldlhaté 30-40 bp-nyi konzervélt DNS motfvum,

4.6. A ChuA molekula két varlinsinak jellemzése és ezek megoszldsa kiilonbdz o
pathocsoporthoz tartozé E. coli térzsben

A chuAsis gén nukleotid szekvencidja nagyfokd hasonlésdgot mutat a kordbban
szekvendlt enterohaemorrhagiés E. coli (EHEC) eredetli chuAgprgss génnel. A gének leader
szekvencidjaban azonban két pentanukleotid direkt repeat koz6tti régi6 eltéré szekvenciat
tartalmaz, amely rekombinéciora utal. Tovabbéd, Southern hibridiz4cié sordn a két gén eltérd
méretii fragmentumon talélhatd, ezért feltehetden a géneket hatarolé régiok is kiillonbézdek. A
két eltérd varidns elSforduldsinak vizsgdlatira Southern hibridizdciét végeztink 44,
kiillonbdz6 pathocsoporthoz tartozd E. coli térzzsel. A kapott eredmények azt bizonyitjsk,
hogy az '536%-0s varifnst hordozza az 8sszes Altalunk vizsgdlt uropathogén (UPEC) és
GjszUldttek meningitisét okozé (NBM) torzs, mfg az EDL933-as vﬁltozat az Ol157-es
szerocsoportti enterohaemorrhagids valamint egyes enteropathogén (EPEC) és enteroinvéziv
(EIEC) E. coli genomj4ban talalhaté meg. Az enteroaggregativ (EAggEC), az enterotoxikus
(ETEC), és az O157-t6 eltérd szerocsoports EHEC izolstumok nem hordozzék a chuA gént.

4,7. Az RfaH fehérje az uropathogén E. coli globdlis virulencla regulétora

Vizsgéltuk az RfaH reguldtor fehérje szerepét az E. coli '536' tdrzs virulencia
faktorainak expresszijéban. A mir emlitett o-haemolysinre és haem receptorra kifejtett
hatéson kiviil az RfaH hidnya az II-es tipusa poliszaharid tok kifejeztdésének csdkkenéséhez
vezetett. Az LPS szerkezetében az O-specifikus oldalléncok hisnyat mutattuk ki az rfaH
mutédnsban, vagyis az RfaH elvesztése (n. ‘R' fenotipust eredményezett. A csilld, kiilonb5z6
fimbridk és szideroférok expresszidjiban nem taldltunk killsnbséget a vad torzs és izogén
rfaH mutdnsa viszonylatdban. Osszefoglalva: az RfaH fehérje sziikséges az ct-haemolysin, a
haem receptor ChuA, a tok és az LPS normaélis kifejezédéséhez. Mivel e komponensek az E.
coli tdrzsek bizonyitott virulencia faktorai, az RfaH az uropathogén E. coli globdlis virulencia

regulétorinak tekinthetd.



4.8. Az RfaH fehérje hldnya a szérum rezisztencia megsziinéséhez vezet

Az uropathogén izoldtumokra jellemz§ virulencia paraméter, hogy rezisztensek a normal
szérum baktericid hatisdval szemben. Az E. coli '536' vad tdrzs 4 6rés inkubélds sorén
nemcsak tilélt, hanem ndvekedésre is képes volt humén szérumban. Ezzel szemben az izogén
rfaH mutdns 30 percen belll elpusztult 50%-os humén szérumban. A rrans-komplementalt

mutans a vad tdrzshéz hasonléan ellenalld volt a szérum baktériumolé hatdsdval szemben.

4.9. Az RfaH regulitor elvesztése csbkkenti az ir vivo virulenclét

Aszcendédlé hiigyiti egér modellt hasznéltunk annak bizonyftéséra, hogy a fent emlitett
virulencia faktorok cstkkent expresszidja az rfaH muténs esetében az in vivo virulencia
tényleges attenudlsat eredményezi. A modellben a vad térzzsel valé fert6zés sorin 100%-o0s
lethalitést kivalté dézis az rfaH muténs esetében csak 18%-os elhulldst eredményezett.
A koinfekci6s modellben bizonyitottuk, hogy a muténs tirzs a hélyagba valé befecskendezés
utén kitirlilt a vizelettel, mig a vad torzs Urftett csfraszéma nem cstikkent Iényegesen 20 napon
keresztiil. A 21. napon tortént boncols alkalméval a ved trzset:s vesékbbl it mages
csfraszdmban tudtuk visszatenyészteni, mig a mutdns tdrzs 100-szor nagyobb dézusal torténd
fertézés utin sem volt kimutathaté. Az, hogy az 536rfall torzset a vesékbdl egydltalin nem
tudtuk kitenyészteni azt bizonyitja, hogy az RfaH fehérje hidnySban az egyébként
nephrovirulens térzs nem képes aszcendAl6 hiigyati fertdzést kivéltani. . -

5. Osszefoglalds és kiivetkeztetések

A virulencia faktorok egy species virulens Awmeivel asszocidlt jarulékos sejt-
komponensek, amelyek el8segitik a fertzés létrejottét és a betegségre jellemz5 tiinetek
kialakuldsdt. A fajlagosan elleniik irdnyuld védekezés a fertdzések elleni beavatkozasok egyik
igéretes lehetfségét kindlja, hiszen ily médon szelektiven a pathogén mikroorganizmusok
megbetegit-képességét lehetne blokkolni a normél fléra funkciéinak megzavarisa nélkiil. A
virulencia faktorok kifejezbdése szigorian szabdlyozott, amelyet 4ltaliban reguldtor fehérjék
komplex, egymdssal osszefliggh “hdlozata" irdnyit. A lfertézés kialakulasaért felelds
komponensek expresszibjdnak gatldsa a virulens torzsek attenudlasdhoz vezethet. Ebbdl a
szempontb6l klilondsen fontosak lehetnek azok a regulétorok, amelyek tbb virulencia faktor
egyiittes kifejez6déséért felelGsek (in. globalis virulencia reguléiorok).
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Az o-haemolysin toxin az uropathogén Escherichia coli egyik legfontosabb virulencia
faktora, ametlyet irodalmi adatok szerint a vesét is érintd fertdzésekbdl izolalt torzsek 40-50%-
a szekretdl. A kisérleteink sorin hasznélt pyelonephritisb8l szdrmazé térzs két teljes,
kiiléndlld, a toxin expressziojéért, aktivildséért és szekrécidjaért felelds operonnal
rendelkezik, A négy génbél 4116 haemolysin operonok kédolé régiéi nagyfoka szekvencia
homolégidt mutatnak, ezzel szemben az 5' hatdrolé réglék (in. leader szekvencidk)
teljesen eltérdek a két operon esetében. Ennek ismeretében nem meglepd, hogy a két
operon expressziéjdnak mértéke jelentésen eltéré. A hiyl operon kifejezidésében
szerepet jdtszhat az §' hatdrolé régiéban elhelyezkedd szekvencia, amely kisérletelnk
alapjén egy potencidlis, cis médon haté reguléclés helyet tartalmaz. Erdekes médon
azonban az alacsenyabb szinten (a klyIl operonrdl) expressz4lt toxin biolégiai aktivitdsa
szignifikénsan magasabb, amely a két toxin molekula kozotti kisfokd kiilonbség (az 1024
aminosavbél dll6 fehérjék csak 13 amlnosavban kiilonboznek) fontossdgdra hivja fel a
figyelmet. Tovébbi kisérletek szitkségesek annak tisztdzdsdra, hogy mi az evoldcids
jelentSsége egy alacsony expresszié mellett is aktiv toxin mellett egy kevésbé aktiv masodik
hly determindns hordoz4sanak.

Az o-haemolysin a gazdasejtek destruélldsa soréin nemcsak a mélyebb szdveti invézié
lehetdségét teremti meg, hanem a sejtekbdl felszabadulé termékekkel a baktériumok kiilonféle
anyagcsere folyamatait is segitheti. A nélkilldzhetetlen vas haem molekulgk formdjéban valé
felvételéért felelds kiilsé membrdn proteint a kdzelmultban irték le. Igazoltuk, hogy a
haemin receptort kédolé chuA génnek két varldnsa létezik, amelyek a hatdrolé
szekvencldkban kiilonbdznek. A két viltozat a Kkiilonbdzé megbetegedést okozé
torzsekben szabdlyos elrendezddést mutat, vagyls az azonos pathocsoporthoz tartozé
izoldtumok mindig azonos varidnst hordoznak. Ez a tény a pathogén E. coli tirzsek
klondlis eredetének vijabb bizonyitékdul szolgdl.

Az o-haemolysin és a haem receptor ChuA kozétti funkcionélis kapcesolatot
tdmasztjdk ald azok a kisérleteink, amelyekkel igazoltuk, hogy a két molekula expresszidja
az RfaH fehérje éltal koreguldlt. A reguldclé mindkét esetben a transzkripcié szintjén
valésul meg. Az RfaH fehérje jelenléte sziikséges tovibbd a tok kifejez 6déséhez és az
LPS szintéziséhez az E. coli '536' torzsben. Mivel ezek a komponensek jelentds virulencia
faktorok, az RfaH fehérjét eredményeink alapjén a térzs globélis virulencla
reguldtordnak tekinthetjiik.



Allatkisérletes modellekben igazoltuk, hogy az izogén rfaH mutdns virulencidja a
vad tdrzshdz képest szignifikénsan csokken. Bizonyitottuk tovabb4, hogy a mutdns térzs
aszcend4l6 hugyuti fertézés kivaltisira nem képes, és a vizelettel kiiiriil a szervezetbdl.
Ezen felttl a mutdns attenualt volt4t tAmasztja al4, hogy (a vad térzzsel ellentétben) nagyfoki
érzékenységet mutat a szérum baktericid hatiséval szemben.

Tovabbi kisérletek sziikségesek az RfaH fehérje egyéb E. coli tdrzsek, illetve més
Gram-negativ baktériumok virulencidjdban jétszott szerepének pontosabb megismeréséhez.
Amennyiben a fehérje globidlis virulencia reguldtor szerepe egyéb baktériumok esetén is
beigazolddik, dgy specifikus blokkol4sa fontos szerepet jdtszhat a vakcina kutatdsban és/vagy
egy Uj antimikrobi4lis terdpids médszer kidolgoz4saban.
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