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1. Bevezetés

A Shigella a gammaproteobaktériumok osztalyaba, azon belék i€nterobacteriaceae
csaladba tartoz0 nemzettség (genus), mely hagyameanynégy fajra oszthat&.
dysenteriae, S flexneri, S boydii €sS sonnei. A Shigella baktériumok human patogének,
melyek a vastagbél invaziv férését, az ugynevezett shigelldzist, vagy bakteriali
dizentériat okozzak. Minddssze 10-100 baktériungeréd a tiinetek kialakuldsahoz,
melyek az enyhe, vizes hasmedésigészen a tényleges dizentérias megbetegedésig
terjednek lazzal, tenezmussal és véres-nyakos messel. Az akut, életet veszélyeétet
szowdmeények (ugymint kiszaradas, hipoglikémia, vasthgeéoracio, toxikus
megacolon, peritonitis és Gram-negativ szepszigrggkekben gyakran vezetnek
halalhoz, elésorban a fefldé orszagokban. A dizentériatdl kalénallé tineteggsitaz
ugynevezett hemolitikus urémias szindroma (HUS),lyete (nem szamitva az
enterohemorragids E. coli okozta megbetegedéseadztie kizardlag a Shiga-toxin
termeb S dysenteriae 1 torzsek okoznak.

1999-ben a WHO becslése szerint ~113 miflnigella fertézést detektaltak vilagszerte,
kozulik nagyjabol 1 millio vezetett haldlhosként az 6t év alatti gyermekek korében.
Ugyan aShigella fert6zések 90% fefldé orszagokban fordul &l a bakteridlis dizentéria
gyakori az endémias terilletre utazok és az odaz&rkatonai személyzet kdrében is,
valamint iparosodott orszagokban rossz higiénidsulk@Enyek kozotti & zart
k6zosségekben. Ez a nagyszamu eset, az antibiotikaisztens, azon belil is a multi
drog rezisztenshigella torzsek terjedése és a baktérium esetleges baoltagyverkent
valé alkalmazasa, mind alatamasztja e8ygella elleni védoltas szikségességét.
Azonban az évtizedek ota tartd kiterjedt kutatasidnére sincs térzskényvezétiigella
vakcina, melynek egyik oka a nagyszamu kulowb&hnigella szerotipus és az ezen
szerotipusok kozti keresztvédelem hianya.

A lipopoliszaharida (LPS) a Gram-negativ baktérikniails membranjaba agyazott
molekula. Harom szerkezeti részre oszthatd; adkiiilembranba agyazott lipid A-ra, az
oligoszaharida core-ra és az isrtiéll alegységekdl feléptlb O-antigénre. Az O-antigén
szerkezete alapjan a négyigella faj kdzel 50 (szub)szerotipusra oszthatéSlfbexneri,

18 S boydii, 13 S. dysenteriae és egyS sonnei szerotipust kulonbdztethetiink meg.
Jelenlegi adatok szerint& flexneri 2a, 3a, 6 illetve & sonnei szerotipusok felékek a
fejl6dé orszagokban éforduld kozepes-sulyos hasmenéses shigellozisok&&% Ezen
belil is az endémias terlleteken Sa flexneri torzsek okozzadk a megbetegedések
legnagyobb részét, szemben az iparosodott orszafj@itiol aS. sonnel torzsek feledsek

az esetek 65%-aért. A terlletenként éltés idbben folyamatosan valtozé szerotipus
megoszlas miatt olyan vakcinara lenne szikség, mibly — idedlis esetben az dsszes —
szerotipus ellen védelmet biztositana.

A lipopoliszaharida O-antigénje amellett, hogy nagyiabilitast mutat szerkezetilegger
immunogén. Egy természet&Bigella fertézés soran a képdo specifikus ellenanyagok
legnagyobb része az O-antigént ismeri fel. Ezek aatitestek, bar bizonyitottan
protektivek, a védettség kizarélag a deét torzs szerotipusaval megeg§ethomoldg)



torzsekre korlatozédik. Az LPS mellett azonbanlé&dz tovabbi fontos virulencia
faktorok a Shigella térzsekben. Virulens torzsek hordoznak egy ugyrettenagy
virulencia plazmidot, ami szamos virulencia faktdtddol, koztik a baktérium
invazivitasaért feléls 3-as tipusu szekréciés rendszert (type 3 searsyistem, T3SS). Ez
egy liszefi fehérje komplex, mely atnyulik a baktérium lelés kil$ membranjan
egészen a felszinig. Ha a 3-as tipusu szekrécitdszer “hegye” érintkezik a célsejt
(colon epithel) bazalis membranjaval, ugynevezetézios plazmid antigen B és C (IpaB
és IpaC) fehérjék jutnak at éskefi csatornan és beépilnek a célsejt sejtmembranjaba.
Ott porust képeznek, melyen at ~25 bakteridlis kifie fehérje jut a gazdasejt
citoplazmajdba. Ezen effektorok az aktin atreddéze révén a baktérium
bekebelezéséhez vezetnek. Ismétatigella fertzés esetén (disorban endémias
terlleteken éknél) kimutathaté az Ipa antigének elleni antitesteegjelenése. Mivel
ezen antigének konzervaltak, az ellenik termeknealyagok elméletileg védettséget
biztositananak mas (heteroldg) szerotipusu toredeldzemben is. Csakhogy, a
természetes keresztvédelem hianya arra utal, haggna-Ipa antitestek nem tudnak a
baktérium felszinéhez kédni, valészifileg azért, mert az Ipa fehérjék csak akkor
jelennek meg a baktériumsejt felszinén, amikor ar arceélsejtbe jut.

A jelenlegi klinikai fazisban le¥ vakcina jeldltek valamennyien O-antigént exprelgsza
(smooth) invaziv torzseken alapulnak. Emiatt a waldés révén kivaltott immunitas
altalaban az adott szerotipusra korlatozédik. Anedkésehez, hogy a vakcina tobb
szerotipussal szemben is védelmet biztositson,, tkbldnbd®d vakcina torzset kell
kombinalni a védoltasban.

Alternativ megoldast biztositanak azok az alegysgina jeloltek, melyek konzervalt
Shigella antigéneket tartalmaznak. Egy konzervalt (mindeerctipus altal egyforman
expresszalt) antigéneballd6 vakcina — amennyiben ezen antigének hozhéfér a
baktérium felszinén - minderchigella tdrzzsel szemben védelmet biztositana.
Genetikailag |étrehozott kiismembran partikulumok esetén leirtak, hogy védgéisé
biztositottak virulenshigella térzsek ellen az egér téianodellben. Bar altalanossagban
az alegyseég vakcinak jelentik a legbiztonsagosaboltasi stratégiat, a magaséllitasi
koltséguk meggatolhatja a széleskalkalmazast a fejdé orszagokban.

A Shigella elleni vakcinalasi kisérletek torténetében a legrgisebb klinikai vizsgalatot az
1970-es években végezték Romaniaban. A spontanleverS flexneri 2a Istrati &2
torzzsel (Vadizen) immunizaltak tobb mint 30,00@meket és 4,700 felttet per os. A
vakcinalas 78-88%-0s vedelmet biztositott mind hidapdS. flexneri 2a) mind heteroldg
(S sonnei) fertézésekkel szemben is, anélkil, hogy sulyos melléguddrol szamoltak
volna be. Az immunitas eléréséhez legaldbb Otseékicinalasra volt sziikség, és a
védettség 6 hdnapig tartott. A vakcina torzs gé&aetiizsgalata k&b kimutatta, hogy a
torzs eqgy deletalt virulencia plazmidot hordozdgly nem expresszalt Ipa fehérjéket és
nem volt invaziv. Bar ezen korai klinikai vizsgalam a manapsag elvart Kettvak
placebo kontrollalt vizsgalatok szerint tortént, e&s leirt heterolog védelem
(keresztvedelem) ellentmondott minden korabbi &8tig vakcina kisérletben megfigyelt
eredménynek, a leirt hatékonysag egyedulafidigella elleni védoltas jeldltek kdrében.



A Vadizen vakcina éaltal biztositott kereszt-védelalapjan azt a hipotézist allitottuk fel,

miszerint a “major” felszini antigén komplexek (gp hidnya és/vagy a nem-invaziv
fenotipus novelheti az immunvalaszt Shigella konzervalt antigénjei ellen. Annak

érdekében, hogy az alegység vakcinaknal olcsobbleskdfi védettséget biztositd

vakcindlasi stratégiat hozzunk létreg,éattenualt (virulencidjaban gyengitett) vakcina
jelolt torzseket allitottunk élés karakterizaltunk.

2. Célkitizések

1) Attenudlt Shigella mutansok létrehozasa célzott mutagenezissel ésrugencia
plazmidot nem tartalmazo toérzsek szelekciojaval.

2) A mutans torzsek virulencigjanak vizsgalataitro ésin vivo médszerekkel.

3) A vakcina jelolt torzsek hatékonysaganak vizsgahatierolog fekizéssel szemben az
egér tid modellben.

4) Keresztvedelmet biztositd immunszérum altal felidnk®nzervalt felsziniShigella
antigének azonositasa.

3. Anyagok és moédszerek

3.1. IzogénShigella mutansok létrehozasa

A szekvendlt prototipus. flexneri 2a 2457T tbrzs izogén mutansait allitottunk &ed
rekombinaz technikaval, melynek soran az inaktivéda gént aA Red rekombinadz egy
antibiotikum kazettara cserélte ki. A rekombinaalapja, hogy az antibiotikum kazetta keét
vegere egy 30-50 bazis hosszlusagu szakaszt itigsdeami homoldg volt a megcélzott gén
két végével. Mind a rekombinaz enzimet kédold plalot) mind az antibiotikum kazettat
elektroporédlas utjan juttattuk a baktérium sejtekdenutansokat ezt kowe@tn Congo voros
festéket tartalmazé taptalajon novesztettik, ameieé tette invaziv (Congo voros festéket
koté sotét narancs vagy piros) és nem-invaziv (a festéem kod, igy fehér vagy halvany
rozsaszifl) klébnok szelekcidjat.

Hasonl6an Congo vorost tartalmazo taptalajon stdtekk fazis | (invaziv, O-antigént
expresszald) és fazis Il (nem invaziv és O-antigéain expresszalo/rough. sonnei
varidnsokat.

Hogy megetfsitsiik, hogy a nem invaziv klonokban a teljes nagyencia plazmid hianyzik,
PCR-ral elletriztik két plazmidon kédolt virulencia gén illetve plazmid replikacios
orig6janak jelenlétét.



3.2. AShigella mutansokin vitro karakterizalasa

A létrehozott mutans torzsek adhézidés és invazi@jdonsagat HeLa és Int407 sejteken
vizsgaltuk. A baktériumokat konfluens sejttenyéseet adtuk Ggy, hogy a MOI érték
(multiplicity of infection) 10 legyen. A sejtekhemem kdb6doé baktériumokat mosassal
tavolitottuk el, majd a sejtek lizisét kogeh baktérium sejtszam meghatarozast végeztink.
Az eredmény a sejthez asszocialt baktériumok szaathh meg. Az intracellularis
baktériumok szamat hasonléan hataroztuk meg, cssjti@nyészethez gentamicint adtunk,
ami minden extracellularisan talalhaté baktériunedpusztitott, igy a sejtlizist kovet
baktérium szam meghatarozasa az invaziv baktéizamat eredményezte.

A Shigella torzsek szérum érzékenységét egészséges egyénstdrmazd szérumban
vizsgaltuk. A baktérium torzsek tulélését 50%-osrsmban valé 30-60-120 perces és 24 Oras
inkubaciot koveien hataroztuk meg. Kontrolként meghataroztuk astkztulélését dvel
kezelt (komplement inaktivalt) szérumban is.

3.3. Mutansok vizsgalata az egér ti@modellben.

6-8 hetes, #stény, specifikus patogétmentes (SPF) BALB/c egereket hasznéltunkiraz
vivo Kkisérletekhez. Az egereket intraperitonedlis aéeg#t koveben intranazalisan
immunizaltuk vagy feriztik.

A mutansokin vivo tulélésének vizsgalatahoz az egereket subletdidsd baktérium
szuszpenzioval fasrtik. A kdvetke# négy napon naponta 2-2 egéren végeztink eutanaziat
majd a tudejuket homogenizaltuk és abbdl meghai#kaz csiraszamot.

A létrehozott vakcina jeldlt torzsek attenualtsd@aialtal biztonsagossagat) az 50%-os letélis
dozis (LDso) meghatarozaséval vizsgéltuk. Egerek o6tos csaportprioztik kilonbosd
csiraszamu baktérium szuszpenzioval, majd 14 napgfigyeltik taléléstuket. Az L{
ertéket a tulélt egerek szamabdl statisztikai méadkkel szamitottuk ki (Reed és Muench
szerint)

Hogy megallapitsuk a vakcina jel6lt torzsek hatélsd@igat, egereket immunizaltunk subletalis
csiraszamu baktérium eleggyel egymast kiemet kétszer, majd két héttel a masodik
immunizalast (boostert) kouvietn megfeiztik oket letalis do6zisi homolog (azonos
szerotipusba tartozo) torzzsel. Az immunizalas Kuatgsagat az egerek tulélése alapjan
hatéroztuk meg.

Hasonldképpen a keresztvédelem vizsgalatara azlegekétszeri immunizalast kéven
kulonbo® heteroldg (mas szerotipusba tartozo) térzsekkeiik. A tulélést és az egerek
sulyveszteségét megfigyelve allapitottuk meg a tigéiget.

A tulélési gorbék statisztikai elemzéséhez a LogRMantel-Cox) tesztet hasznaltuk.

Immunszérumot gjjtottink az immunizalt egerekb egy héttel a booster immunizalast
kéveten. Bronchusmoso folyadék (BAL) vétele 2 héttel @asadik immunizalast kévégn
tortént az eutanizalt egerek tracheajanak kani@ais



3.4. ELISA

Az immunizalas hatadsara a vérben és a bronchusrhubgidékban megjelén antitestek

szintjét ELISA vizsgalattal hataroztuk meg. A lemlkezZrzékenyitéséhezéébaktériumokat

hasznaltunk és a specifikus szérum IgG, IgG1 édg@lamint a BAL IgA antitesteket
HRPO konjugalt masodlagos antitestek segitség@tektiltuk.

3.5. Lehetséges keresztvédelmet biztositdé antigéretonositasa

An immunszérum altal felismert antigének azono&fiég a szérumokat baktériumok
lizatumaval reagaltattuk, majd a létrejott immunkdexeket protein G gyongyokkel kotottik
meg. A megkotott antitesteket és antigéneket leeé&bdtuk a gyongyoki és poliakrilamid
gélelektroforézissel szepardltuk el egymastol. AZehérjeket, melyeket kizarélag az
immunszérummal detektaltunk (6sszehasonlitva naivtrkll egerek szérumaval) a gélb
kivdgva tomegspektroszkdpiaval azonositottunk. Amedgspektroszkdpos azonositas
kollaboraci6é Gtjan, Hunyadi-Gulyas Eva, a Magyaddmanyos Akadémia Fehérje Kutatd
Csoportja tagjanak segitségével tortént.

4. Eredmények

4.1. E attenudlt vakcina jelolt torzsek létrehozasa és kakterizalasa

A prototipusS. flexneri 2a 2457T torzs izogén attenualt mutansait hoztrk lazaroC illetve

az rfbF gének delécidjaval. AaroC gén inaktivalasa auxotrof mutanst eredmeényezedty m
tbrzs bizonyos aromas aminosavak szintézisére lke@ptigyin vivo nem szaporodik. AefbF

gén delécidjaval O-antigént nem expresszald, rounghtanst hoztunk létre. Emellett
szelektaltuk ezen mutdnsoknak Congo voros festédmt kot (Congo voros negativ, CRN)
nem invaziv variansait, melyek nem tartalmaztakiggnevezett nagy virulencia plazmidot,
igy az invaziés plazmid antigéneket (Ipa) seBn.sonnel 598 torzs fazis Il formajat is
izolaltuk, mely az invazios plazmid elvesztéséwahrcsupan nem invaziv, de O-antigént sem
expresszal. A virulencia plazmid elvesztését megjarttik PCR-ral is. A térzsek fenotipusos
jellemzit az 1. tablazatban gjtéttik ossze.

1. tAblazat Shigella mutans térzsek fenotipusos jellemi

Torzs O-antigén Virulencia
plazmid (Ipa)

S flexneri 2a 2457T + +
2457TAaroC CRP + +
2457TAaroC CRN + -
2457TArfbF CRP - +
2457TArfbF CRN - -

S sonnei 598 fazis | + +

S sonnei 598 fazis Il - -




4.2. Vakcina jel6lt mutansokin vitro tulajdonsagainak vizsgalata

HelLa és Int407 sejteken bizonyitottuk, hogy min@emgo voros festéket kibl{CRP) mutans
torzsink képes ezen sejtek invazidjara. Ezzel seanabCongo voroset nem kdformakat
nem lehetett intracellularisan kimutatni, ami mégéette nem invaziv tulajdonsagukat. Bar
az O-antigént nem expresszal6 mutans toérzsekyellet nem invaziv térzsek esetén is
megfigyeltiink fokozott sejtadhéziét, a kulonbségerezdrzsek és a vad torzs kozott
statisztikailag nem volt szignifikans.

A prototipus S flexneri 2a 2457T torzs, valamint izogén mutansai egyarsgérum
érzékenynek bizonyultak. Aktiv komplement jelenté&té a torzsek 60 perc utan elpusztultak,
mikdzben lével inaktivalt komplement mellett a torzsek tulkltessit szaporodtak a
szérumban. Ezzel szembenSa sonnel fazis | torzset szérum rezisztensnek talaltuk 5
kulonbo® donor szérumaval szemben is. A fazis | formavahettben a fazis Il mutans mar
30 perc inkubaciét kovéen elpusztult ezen donorok szérumaban. Ez alapggefsitettik,
hogy S. sonnei térzsben az O-antigén és/vagy az invazids plaztudsztése csokkenti a
szérum rezisztenciat.

4.3. AShigella vakcina jeldltek in vivo talélése, virulencigja és hatékonysaga

Hogy meghatarozzuk az altalunk létrehozott mutansakenualtsaganak (virulencia
csokkentésének) mértékét, meghataroztuk a torz8ek IBtalis dozisat. Ez az a csiraszam,
ami mellett a kisérleti allatok fele pusztul el.k#sérletek soran kimutattuk, hogy mig az
invaziv AaroC ésArfbF mutansok csak minimalis attenuaciét mutattak ati@gsu térzshoz
képest, addig a nem invaziv torzsek esetén nem halhlozds az egereknél még a
legmagasabb (£0illetve 10 csira) dézisnal sem. Ez alapjan a nem invaziv msotd
egérben teljesen avirulensek.

A vakcina térzsek hatékonysdganak megallapitasahazokkal immunizalt egereket letalis
dozist homoldg (a vakcina torzzsel megedyezerotipusu) vagy heterolog (a vakcina
torzséél kilonboz szerotipusu) torzsekkel fértik.

Amint az az irodalmi adatok alapjan varhat6 vatt,Grantigént expresszalé torzseda(oC)
mind invaziv, mind nem invaziv forméaban szignifikam0%-o0s védelmet biztositottak a
homolog torzzsel szemben. Meglepnédon az O-antigént nem expresszaldé mutansok
(ArfbF), még ennél is magasabb, 80%-0s védettséget tattak, ami szintén flggetlen volt
az immunizalo torzs invazivitasatol.

Heteroldg, S flexneri 6 torzzsel valé febizéssel szemben, azaroC mutansok nem
biztositottak immunitast, ami jol tukrozi a termétas Shigella fertézést kovei kereszt-
védelem hianyat. Azonban az O-antigént nem expaésarfbF torzsekkel valé immunizalas
(mind invaziv, mind nem invaziv formaban) a kisgrl@llatok szinte teljes védelmét
eredményezte. A térzsek heteroldg szerotipusoki@inben mutatott hatékonysagat tovabb
vizsgaltuk egy masik fefzd torzs G sonnei) alkalmazasaval. Ismételten az O-antigéent
expresszald invaziv torzzsel valé immunizalas isttent hatastalannak bizonyult a heterolog
torzzsel szemben, és ezekben a kisérletekben aziin®-antigént expresszald térzs sem



biztositott védelmet. Azonban a nem invaziv roughzg (dupla mutans) szinte teljes
védettséget biztositott harom fliggetlen kisérletben

Annak érdekében, hogy eredményeinket, miszerint eggn invaziv, O-antigént nem
expresszalo torzs hatékony lehet heterologiések ellen megésitsik, fazis | és fazis B
sonnei torzsekkel immunizaltunk egereket. Mig a fazisOizé hatastalan volt heteroldg
torzsekkel szemben (két kulonkofertozé torzset vizsgaltunk), addig a fazis Il, tehat nem
invaziv rough dupla mutars sonnel térzs szignifikans védelmet biztositott.

Bizonyitani tudtuk tovabba, hogy a dupla mutansiibjhatékonysdga nem a mutans térzsek
hosszabhbin vivo taléléséBl adodik, vagyis nem egy tartdsabb immunstimuliesderénye.
Mig az O-antigént expresszald invaziv torzs mégrézést kovet 4. napon is jelen volt az
egerek tidejében, addig az O-antigént nem expiéss&im invaziv mutans mar 24 éraval a
fertézést kbveten sem volt kimutathat6 a t6iobl.

4.4. Shigella specifikus antitestek megjelenése a vakcina jelékkel vald immunizalast
kovetéen

Az immunizalt egerek szérumaban és bronchusmosgadékaban megjelénShigella
specifikus antitestek vizsgalataval az volt a ckluhogy tisztazzuk a dupla mutansok
keresztvédelmet biztositd hatasanak mechanizmbsatiményeink alatdmasztottak, hogy a
rough, nem invaziv térzzsel valéo immunizalas sdokiozott az immunvalasz a ,minor” (nem
O-antigén és nem Ipa) antigének ellen. Tovabba @admutanssal valé immunizalassal
megré az IgG2a izotipusba tartozé antitestek aranya,fakoizott Thl iranyd immunvalaszra
utal.

4.5. Lehetséges kereszt-védelmet biztositd konzeltvantigének azonositasa

Tomegspektroszkopia segitségével azonositottukpdaduutans ellen kéepdott antitestek
specificitasat. Harom fuggetlen immunizalasbdél smE#G szérummal kovetkezetesen
azonositottuk a kids membran fehérje C-t (outer membrane protein C, Ompa
bifunkcionalis acetaldehid-CoA/alkohol dehidrogemaa glicin  dehidrogenazt és a
dihidrolipoamide acetiltransferazt. Ezen fehérj@zid egyedil az OmpC fehérjgrismert,
hogy a kil membranban helyezkedik el, a masik harom enziraseéiileg a baktérium
citoplazmajaban talalhato.

5. Megbeszélés

A jelenlegi védoltasi stratégiak (altalanossagbanShmyella ellen is) altalaban a patogének
fé6 antigénjein alapulnak. Azonban ezen antigénekagy revoluciés nyomas kovetkeztében
kifejezetten véltozatosak, tobb formajuk alakult Altalaban ezendf antigén valtozatok
képezik a patogének szerotipusba valé soroldsanafjd Masrésél a kilonbosd
szerotipusu térzsek szadmos, konzervalt antigéexpsesszalnak. A tény, hogy ezen antigének
konzervaltak maradhattak arra utalhat, hogy a jékéntitestek szamara nem eléfket
felszinen, vagy arra, hogy olyan lényeges funKéititak el, ami nem teszi lelie€ szerkezeti
modositasukat.



Shigella fertézést kdovaien kimutattak, hogy a terntelé antitestek legnagyobb része az O-
antigén és az invaziés plazmid antigének (Ipa-lonelranyul. Mivel az Ipa elleni antitestek
nem protektivek és az O-antigén nagyfoku szerkexéliozatossdgot mutat kozel 50
kulénbo® varianssal, a fefzés utan fennmaraddé immunitas csak az azonos gresot
torzsek ellen nyudjt védelmet. Munkank soran aztebméletet allitottuk fel, miszerint az
imunodominans antigének jelenléte mintegy elvorjanamunvalasz figyelmét az esetleges
konzervalt, keresztvédelmet biztosité antigéiekHogy feltételezésiinket alatamasszuk
olyan Shigella mutansokat hoztunk létre, melyek sem O-antigéain snvazids plazmid
antigéneket nem expresszalnak (dupla mutans). Bitaituk, hogy mind &S flexneri 2a
2457T, mind aS sonnei 598 torzsBl szarmaz6 dupla mutans avirulens az egép tiud
modellben, a fe#zétt egereknél nem tapasztaltuk megbetegedés ekt a legnagyobb
vizsgalt dozis esetén sem. Tovabbéa a virulencianplh elvesztésével a fazis B sonne
torzs elvesztette a fazis I. variansnal megfiggeirum rezisztenciat is. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a nem invaziv rough mutansokyma&gtekben attenudltak és igy
valdsziriileg biztonsagos vakcina torzsek lehetnek.

Tovabbi vizsgalatokkal demonstraltuk, hogy a duplaans 2457TArfoF CRN torzzsel vald
immunizadlas nem csak a homoldg (azonos szerotiptestjzéssel szemben biztositott
szignifikans védelmet, de a kisérleti allatok szitdljes védettséget mutattak két heterolog
(kGl6nb6® szerotipusu) torzzsel szemben is. Tovabba a Kerédelmet megésitettik a
dupla mutans fazis IS sonnei torzzsel is; teljes védelmet biztositott 90%-beatidlis ddzisu

S flexneri 6 fertbzéssel szemben, & flexneri 2a ferbzés soran az immunizélt egerek
szignifikAnsan alacsonyabb sulyvesztést mutattadgbmtegedés mértéke alacsonyabb volt),
mint a kontroll, illetve a fazis | varianssal imnizdit egerek.

Immunoldgiai vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy aupta mutédnsok altal biztositott
keresztvédelem valGstileg abbdl kovetkezik, hogy az ezen torzsekkel valnunizalas
fokozott immunvalaszt valt ki a nem O- és nem ind&zplazmid antigénekkel szemben
(minor antigének). A termelt antitestek elté&pecificitasa mellett kiilonbség volt az antitestek
izotipus megoszlasaban is, a dupla mutans ellemetermmunglobulinok nagyobb aranyban
voltak lgG2a tipustak, mig a smooth, invaziv taelten termelt 1gG-k elssorban az 1gG1
osztalyba tartoztak. Ezen eredmény alapjan fedt&télk, hogy a specifikus antitestek
izotipusa fontos tényéZehet a feizéssel szembeni védelem kialakitasaban.

Célunk volt a keresztvédelmet biztositd antigéne&nasitasa: a kilsmembran fehérje
OmpC mellett harom fliggetlen kisérletben is azdotishk harom, feltehéen
citoplazmaban elhelyezkédenzimet. Mivel a protektiv antitestek felszini igébhekhez
kotédnek, feltételezhét hogy a harom intracellularis enzim nem jatszikerepet a
keresztvédelem kialakitasdban. Bar léteznek irodadatok arra is, hogy metabolikus
enzimek megjelenhetnek a baktériumok felszinén pexifkus ellenanyagok célpontjava
valhatnak. Ezen fehérjék szerepének tisztazasahovisgalatokat igényel.

Eredményeink alapjan ugy véljik, hogydaifnmunodominans antigéneket nem expresszald
Shigella mutansok igéretes keresztvédelmet biztositd vakeidltek.



6. Ujeredmények

1) Sikeresen létrehoztunk szamos attengdlyella mutanst célzott mutagenezissel.

2) Munkank soran kimutattuk, hogy az O-antigént nerpresszalé és nem invaziv
Shigella dupla mutansok avirulensek in vitro és az egef tibdellben is, ezért
biztonsagos vakcina jeldlteknek tekinibiet

3) Tobb kilonbo# heteroldg térzzsel szemben is igazoltuk, hogy ehgra mutansok
szignifikans, olykor szinte teljes keresztvédelietositanak.

4) Eredményeink alapjan a keresztvédelem feltereannak a kdvetkezménye, hogy a
fé6 immunodominans antigéneket (major antigének) nerpresszald torzsekkel
immunizalva fokozédik az egyéb, minor antigénekkebembeni immunvélasz és
megvaltozik a specifikus antitestek izotipusanagoselasa.

5) A lehetséges keresztvédelmet biztositdé konzervaligének azonositasa soran
eredményeink az OmpC fehérje szerepét valdstik, illetve felmerilt a lehésége
annak, hogy metabolikus enzimek elleni antitestegzierepet jatszanak az immunitas
kialakitasaban.
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8. Koszobnetnyilvanitas

Szeretném megk6szénni mindazok tamogatasat, akikrikkam soran segitettek.

Elsdsorban kdszonom témavedeinek, Dr. Nagy Gabornak és a doktori iskola vé&geek
Professzor Eigdy Leventének a kimerithetetlen segitséget és tathsgés hogy kiemelkéd
példat mutatnak mind szakmai, mind emberi hozzstada

Halas vagyok kollégaimnak és barataimnak, Lajkoé sRdak, Dorn Agnesnek, Kovacs

Juditnak, Dr. Melegh Szilvianak, Dr. Kovacs Beata@s Dr. Péterfi Zoltannénak, akikkel

felejthetetlen masfél évet toltottiink egyutt a ddam. Nagy €lmény volt a k6zds munka és
mindig szamithattam a segitségukre, legyen sz6 zasgélhatatlan pipettds doboz

feltdltésébl, vagy az egerek sulyanak méréséasarnaponként.

Tovabba szeretném megkdszonni az Orvosi Mikrobialéges Immunitastani Intézet
valamennyi dolgozojanak a tamogatasat, kulénoskeéppe Schneider Gyorgynek, Dr.
Kerényi Ménikanak, Dr. Kocsis Bélanak és Kovacs akg hogy szamos tudomanyos és
gyakorlati kérdésben nyujtottak segitséget. Hadté@réolt sz6, sohasem hallottam seikit
sem, hogy ,nem”, vagy ,lehetetlen”.

Kdszonettel tartozom barataimnak, ésisrban Dr. Osztovitsné Dr. Engel Borbalanak, hogy
mindig bizhattam tamogatasaban baratsagunk 16l&@¢eReldas élete Utmutatas szamomra.

Legvégul szeretném megkdszénni a szamomra legfaiboszemélyeknek, a csalddomnak
szeretetilket és tamogatasukat. Edesanyamnak, HEdasalk, Adrinak, Andrisnak,
nagynénéimnek és nagybatyaimnak valamint unokatestanek, hogy olyan szeretetteljes
kornyezetet biztositottak szamomra, amiben a ldégjbhozhatom ki magambol. Végezetil
szeretném megkoszonni két hihetetlenidiseasszonynak, a nhagymamaimnak el nem mulé
szeretetiket.



