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1. Bevezetés

1.1. Uroinfekciék

A higytti fertbzések a fejlett orszdgok leggyakoribb fertdz6 betegségei kdzé
tartoznak. Elete sorin minden masodik né legaldbb egyszer dtesik higyiti fertdzésen. Az
USA-ban évente kb. 7 milli6 beteg fordul orvosihoz higyuti fertdzéssel, amelyek kezelési
kéltsége meghaladja az 1 millidrd dollrt. Haz4nkban - a lakosség ardnyfban - hasonl$ a
betegség el6forduldsa és kezelésének anyagi vonzata.

Mig az egyszeri (Gn. nem komplikilt) fertdzés konnyen gyOgyithaté, addig a
komplikélt fertdzések gyakran a hosszabb és koltségesebb terdpidval szemben is ellendlléak,
ill. magas a rekurrens fertdzések arinya. Komplikalt fert6zésrbl beszéliink, ha az a fels6
higyttakat érinti (pyelonephritis), velesziiletett vagy szerzett hajlamosité tényezd 4ll fenn,
immunszuppresszié és immundeficiencia esetén, valamint ha terhesekben vagy férfiakban
alakul ki a betegség. Ide sorolhatjuk tovébb4 a megszokott kezelési stratégiéra rezisztens és a
visszatérd (relapszus vagy reinfekcid) fertézéseket. A terdpidra rezisztens és/vagy rekurrens
fertzések  septicaemidhoz, krénikus pyelonephritishez, végs§ esetben pedig
veseelégtelenséghez vezethetnek. A haemodialfzis ill. vesetranszplanticié egyik gyakori
indik4cidja a krénikus pyelonephritis kovetkeztében kialakult veseelégtelenség. Ezért az
utébbi iddben felmerilt a killsndsen veszélyeztetett betegcsoportok vakcindcidjénak
szilkségessége.

1.2. Uropathogén Escherichia coli virulencia faktoral és ezek reguléciéja

A hogytti monmnmmow leggyakoribb kérokozdja az Escherichia coli. Ez az egyetlen
species felelds az ambulins esetek 70-95%-ért, valamint a nosocomidlis fertdzések kdzel
feléért. A higyti fertBzések tilnyomé tobbsége (>95%) Gn. aszcendslé fertBzés, vagyis a
beteg a sajit bélflordjabdl szdrmazd baktériummal fertdz8dik. A hugytti pathogén E. coli
térzsek olyan virulencia faktorokkal rendelkeznek, amelyek lehetdvé teszik a baktérium
tilélését, kolonizdcibjat &s invaziéjat a higyitakon beliil, vagyis feleldsek a tdrzs
urovirulenci4jdért. A virulencia faktorokat kédolé géneket a kérokoz$ tdrzsek horizontflis
géntranszfer sorén bakteriofdgok, plazmidok vagy pathogenitasi szigetek révén akviréljik.

Szamos uroinfekcidval kapcsolatos virulencia faktort leirtak, amelyek kozé kiilonbozé
adhezinek, toxinok, sziderofér és egyéb vasfelvételt eldsegitd rendszerek, bizonyos
szomatikus (O-) és tok (K-) antigének tartoznak. Ezeken kivitl fontos a szérum baktericid
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hatdsdval szembeni ellendllé-képesség, az (n. szérum rezisztencia _.n_m=,wmmn. amely
multifaktoridlis, nem vezethet vissza egyetlen virulencia faktor jelenlétére.

Mivel a virulencia faktorok egyrészt specifikusak a pathogén tdrzsekre (vagyis a
kommenzalis béiflora térzsek tobbségében nincsenek jelen), mésrészt a fertbzés létrejotiéhez
ép hiugyati rendszer esetén elengedhetetlenck, ezért a jovobeli antimikrobidlis terfipia
célpontjdul szolgdlhatnak. Emellett a virulencia faktorok elleni immunvéalasz ersitése
kivédheti a fertbzés kialakuldsdt. Kimutattik, hogy kevésbé fogékonyak hugyiti fertézéssel
szemben azok az egyének, akiknek szérumédban a virulencia faktor-ellenes antitestek
magasabb titetben vannak jelen. Tobb munkacsoport beszémolt sikeres vakcindlssi
eredményekrsl FimH (k6zonséges fimbria adhesin alegysége) antigén alkalmazésa esetén.
Ezek az eredmények alitimasztjdk a virulencia faktorok alaposabb megismerésének
fontossigét mind a vakcinélds, mind az antimikrobilis terdpia szempontj4bél.

A virulencia faktorok kifejezddése dltaldban szigor(i szabdlyozas alatt all. Az 4lland6
(konstitutiv) expresszié ritka, mivel egyrészt energetikai szempontb6l megterheld lenne a
baktérium sziméra, mésrészt bizonyos faktorok idd eldtti kifejez6dése kimondottan
hitriltathatja a mnn.msmm wnormilis” menetét. A virulencia faktorok expresszidja jellemzfen
csak a gazdaszervezetben detektalt kiilénbdzb szignalok hatéséra indul be. Ilyen paraméterek
& hdmérséklet, pH, ouBo_pnau. vagszegény komyezet, stb. Ezek a hatisok kiilonbdzd
specifikus vagy globdlis reguldtor gének dtirfisft indukéljdk, amelyek a virulencia gének
expresszi6jht szabéilyozzdk. '

A virulencia faktorok egymdsra utaltak, hatdsukat koopericidban fejtik ki. Ebb6l
kivetkezik, hogy egyetlen virulencia gén akvirilisa nem tesz pathogénné egy kilénben
apathogén tdrzset. Fordftva; egy pathogén tdrzs egyetlen virulencia faktorinak inaktivdldsa
ritkdn vezet a virulencia teljes mértékii elvesztéséhez. Ezzel szemben bizonyos regulator
gének mutdciGja eredményezheti tSbb virulencia faktor expresszi6jinak pdrhuzamos
csOkkenését. A tobb virulencia faktor kifejezodését befolyasol6 fehérjéket globélis virulencia
reguldtoroknak nevezzitk. Ezek inaktivildsa é4ltaldban bizonyos virulencia faktorok
expresszidjdnak cs6kkenéséhez, de nem teljes eltlinéséhez vezet. Azok a globdlis virulencia
reguldtor muténsok, amelyek avirulenssé vilnak, de az ellenanyag-termelés kivéltdzsdhoz
elegend§ virulencia faktort expresszélnak, potencidlis vakcina jeloltek lehetnek.

1.3. Az Escherichia coli *536’ torzs
Kisérleteink sordn modell torzsként egy mér viszonylag jél karakterizéit térzset, az
akut pyelonephritis esetb8l izolalt E. coli 536’-ot hasznéljuk. Az E. coli *536’ (06:K15:H31)
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legalabb 4 pathogenitdsi szigetet hordoz a kromoszémijsn, amelyeken szémos virulencia
faktor génje helyezkedik el. A tdrzs két -haemolysin determinéns mellett, P related-, S-, type
1- és curli fimbria szintéziséért felelds operonokkal rendelkezik. Legalibb két killonbbzé
sziderof6r rendszert szintetizdl, valamint a kizelmaltban lefrt haemin receptor (ChuA)
molekuldval is rendelkezik. A térzs virulencisja sz4mos egér modeliben bizonyftdst nyert.
Egy kozmid génbank specifikus 4tfedd klonjainak segitségével a négy ismert pathogenitdsi
sziget szekvendldsa megtortént és kozlés alatt 4ll. Kilonboz8 mutinsok vizsgalata sordn
azonban felmeriilt, hogy a tbrzs az eddig lefrtakon kivill egyéb virulencia faktorral is
rendelkezhet.

2. Elézmények és célkitiizések

2.1, Az o-haemolysin expressziéjinak vizsgdlata
Az o-haemolysin szintéziséért, aktivicidjéért és szekréciojdért felelds operon négy

génb8l 4all (hlyCABD), amelyeknek nukleotid szekvencidja j6l konzervlt kiilsnbézd
plazmidon és kromoszéman kédolt determindnsok kozdtt. Ezzel szemben az 5’ hatirold
régidk (in. leader szekvencidk) nem mutatnak szekvencia-homolégiét, ennek kivetkeztében
az operonok expresszidja is nagymértékben eltéré lehet. Ezen felil a gének transzkripcibjat
szdmos regulitor fehérje befolydsolja, amelyek nagy része szintén a leader szekvencién
elhelyezked specifikus DNS szakaszokon keresztiil fejti ki a hatdsit. Az eddig karakterizalt
regulitorok vizsgdlata sordn felmerllt, hogy ezeken felil egyéb reguldciés hatisok is
befolydsoljik a toxin kifejezOdését.

Hogy nagyobb betekintést nyerjiink az c-haemolysint kédol6 operon expressziGjdnak
szabdlyozésiba, a kdvetkez§ stratégiat kdvettiik:
¢ Az E. coli "536" mindkét hlyCABD operonja (hiyl és hiyll) pathogenitési szigeten

helyezkedik el, amelyek spontin delécidja hlyl ill. hlyll mutins tdrzsek létrejttét

eredményezi. Ezen térzsek haemolytikus aktivitdsibél kovetkeztetni lehet az egyes

determindnsok expresszi6jdnak mértékére.
¢ A két hly determindns nukleotid szekvencidjanak meghatdrozésshoz terveztitk:

+ Egy kozmid génbank létrehozas4t

* A hlylill. hlyll operonokat tartalmazé klénok szelekeidist

* A hly determinénsok szekvendl4sét és a szekvencidk dsszehasonlité elemzését




+ A nukleotid szekvencia ismeretében terveztik mindkét determinins kiénozdsit. Ezen
kiviil terveztik rekombindns hly operonok létrehozédsit, amelyekben a két operon
upstream régi6jit egymdssal kicseréljtk.

¢ A kl6nozott hly operonok 4ltal meghatérozott in vitro & in vive mért haemolytikus
aktivitas, valamint az intracelluléris &s szekretdlt toxin menhyiségének meghatdrozdsa
lehet&vé tenné a két determinéns altal kodolt eltérd aktivitds hatterének tisztdzdsat.

2.2. RfaH fehérje mint virulencia regultor vizsgélata

Az o-haemolysin toxin expresszi6janak egyik legjobban karakterizilt reguldtora az
RfaH fehérje. Az RfaH fehérje transzkripcidra gyakorolt (Gn. antiterminéciés) hatdsa egy cis
médon haté specifikus régié (JUMPStart szekvencia) egyidejii jelenlétével valosul meg, és
hosszi, polycisztronos operonok polarizicidjdnak cstkkenésében nyilvanul meg.

Mivel 2z o-haemolysin toxin a gazdasejtek destrualdsa révén a baktériumokat kiilénbéz0
tipanyaggal (pl. vastartalmi haemmel) litja el, ezért funkcionélis kapcsolatban 4ll a
kozelmultban leirt kitlsé membrin fehérjével, a haemin receptor ChuA molekuldval.
Feltételeztilk, hogy ez a kapcsolat valami médon a molekulék kifejez6désének szabilyozdsa
szintjén is fennsll, ezért célul tlztik ki az RfaH reguldtornak a haemin receptor ChuA
expresszidjéra gyakorolt hatdsdnak vizsgilatat a kdvetkezd méodon:

¢ A haemin receptor ?__mc.a.Eo_owc_»_n szintjének Osszehasonlitdsa E. coli *536' vad
torzsben és izogén rfaH muténséban Western blot technikdval.

¢ A ChuA szintekben fennéll6 esetleges kilonbségek eredetének tisztdzdsdra (vagyis, hogy
a kiilonbozd fehérje szintek a gén eltérd mértékd transzkripcibjara vezethetOk-e vissza)
specifikus mRNS szintek meghatéroz4sét terveztlik Northern blot alkalmaz4saval,

¢ A chuAsss gén szekvencidjinak meghatirozésdval az Gn. JUMPStart szekvencia
kimutatésat kiséreltiik meg.

Irodalmi adatok bizonyitjék, hogy az RfaH szdmos egyéb potencidlis virulencia faktor
expresszidjat befolyasolja kiilonboz8 eredetli Escherichia coli és Salmonella enterica
torzsekben. Célul tliztilk ki annak igazoldsdt, hogy az RfaH fehérje globdlis virulencia
reguldtor, tehét tébb virulencia faktor expresszidjanak médositdsdn keresztlll hatdssal van az
vropathogén Escherichia coli virulencidjéra. Ennek bizonyft4sdra terveztik:
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+ Kiilonb6z$ virulencia faktorok (tok, LPS, szideroférok, fimbridk, csillé és o-haemolysin)
mennyiségi, szerkezeti ill. funkciondlis &sszehasonlitdsdt vad torzs és izogén rfaH
mutansa esetén.

+ Az rfaH mutins csGkkent virulencidjénak kimutatdsat kiilonbdz6 allatkisérletben.

3. Médszerek

3.1. Baktériumtorzsek

Vizsgélataink f5 tirgya a pyelonephritis esetbdl izoldlt E. coli '536' t8rzs volt. A
rekombindns plazmidok vizsgélatéhoz E. coli K-12 laboratériumi tdrzseket haszndltunk. A
ChuA molekula varifnsainak megoszldsat extraintesztinilis €s enterélis E. coli izolstumokon

vizsgéltuk.

3.2. Téptalajok és tenyésztés

Az Oxoid, Difco mm Biolab cégek portdptalajait haszniltuk 1,5% agar hozzdad4sdval
vagy anélkil. A <mnommmm,~. téptalaj 5% defibrindlt marhavért tartalmazott, A téptalajokhoz
sziikség esetén adott antibiotikumok végkoncentrficiéja megfelelt a szakirodalomban
altaldnosan hasznélt koncentréciénak. A tenyésztést 37 °C-on végeztik.

3.3. Kozmid kinyvtar készitése és a kibnok szelekeiéja

E. coli 536 kromoszémélis DNS Sau3Al restrikciés endonukledzzal t5rténd emésztése
utdn a fragmentumokat a SuperCos-1 kozmid vektor kompatibilis hasftsi helyére (BamHT)
klénoztuk. A fag partikulumokba t5rténd in vitro csomagolés utfin a rekombindns kozmidokat
az E. coli X1-1 Blue laborat6riumi tdrzsbe transzdukcié 4ltal juttattuk be. A hly &s chu pozitfv
klénokat kolénia blot és ezt megerdsitd Southern blot médszerrel azonositottuk.

3.4. DNS szekvendlis

A hlyCABD és chuA gének nukleotid szekvencigjét tisztitott kozmid templitok
felhaszndldsdval az Gn. 'primer walk’ médszerrel ABI Prism 310 automata szekvenil6val
hatroztuk meg.




3.5. Génklénozds

A hiy operonokat kiilonbozé hossziisdga leader szekvencidval egyiitt PCR-rel
amplifikdltuk. A primereken elhelyezett restrikcis helyek hasftisa utin a tisztftott
fragmentumokat pUCI18 plazmid azonos hasftdsi helyére kiénoztuk be. A rckombinéns hly
operonokat a megfeleld 5’ és 3’ fragmentumok ligalasdval (klyC génben levd egyetlen BamHI
helyen) hoztuk létre és ugyanigy pUCIS8 plazmidba kl6noztuk. Az 8sszes rekombindns
plazmidot E. coli DH50. t8rzsbe transzforméltuk a CaCl; médszerrel.

3.6. Haemolysin teszt

Mosott 1%-0s humin vordsvértest szuszpenzidhoz kiilonbozd torzsek logaritmikus
fazisban 1évé kultirajabél szirmazéd feliiliiszé sorozathigitdsait kevertink. A megfeleld
inkubdcié utin a felszabadult haemoglobin mennyiségét a szuszpenzié felilisz6j4bol
fotometri4s dton hatiroztuk meg.

3.7. Western blot

Teljes baktériélis lizdtumot szepardltunk SDS-PAGE médszerrel Laemmli szerint. A
fehérjéket nitrocelluléz filterre blottoltuk, majd a kérdéses fehérjét specifikus szérummal és
jeldit szekunder antitesttel laminografia segftségével detektiltuk.

3.8. Southern és Northern blot

A tisztftott kromoszémdlis DNS-t Bgil enzimmel hasftottuk €s a fragmentumokat
agarSz gélben szepardltuk. Az RNS-t RNeasy Mini Kit segftségével tisztitottuk és formamid-
.mmwan gélben szepardltuk. A nukleinsavakat mindkét esetben nylon filterre blottoltuk, majd
jeldlt specifikus PCR termékkel hibridizaltuk. A hibridizlt nukleinsavat rdntgen filmen
luminogréfidval tetttk lathat6va.

3.9.LPS analfzis .

A baktériumokat 30 perc f8zés utin 10 percig ultrahanggal kezeltik. Az LPS
molekuldkat a Hitchcock és mtsai édltal lefrt médszerrel tisztftottuk & SDS-PAGE-vel
szeparéltuk. Fix4lds utdn a molekuldkat ezstbzéssel tettik lathatéva.
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3.10. Tokantigén kimutatdsa ELISA médszerrel

A baktériumokat (10° CFU/ml) éjszakdn at kotottlk ki ELISA lemezhez. Az éltalunk
termelt tok-clleni (K15) savé és HRPO-jelslt anti-nydl immunglobulin felhasznildsdval
hatéroztuk meg a termelt tokantigén mennyiségét.

3.11. Sziderofdr teszt

A sziderofdérok altal megkotdtt vas mennyiségét a Chrome Azurol S (CAS) teszt
segfltségével vizsgiltuk. Minimél tdpoldatban felndvesztett baktérium szuszpenziét 3 6ran
keresztiil killdnbdz6 végkoncentrécidji (0,1-0,4 mM) 2,2 dipyridyllel (vas keldtor molekula)
inkubéltunk, hogy a sziderof6rok expresszidjat indukdljuk. Centrifugilss utin a felllldszst
egyenld mennyiségli CAS reagenssel kevertiik dssze, majd a szinvéltozds mértékét (amely
arinyban 4ll 2 megkdtdtt vas mennyiségével) fotométerrel detektéltuk.

3.12. Szérum rezisztencia vizsgilata

100 pl mosott bakteridlis szuszpenzi6t (10° CFU/mi) inkubaltunk egyenld mennyiségi
normél humén szérum hozzdadésa utén 37 °C-on. Mintdkat vettink 0,5; 1; 2; 3 és 4h
inkubidlds utin és meghatroztuk az é18 csiraszdmot.

3.13. Tiidé toxicltdsi teszt egérben

Ebben a modellben a kisérleti dllatok az o-haemolysin 4ltal kivéltott haemorrhagids
tidoodémdban pusztulnak el, igy az elhullis ardnydb6l az in vivo szekretdlt toxin
mennyiségére kbvetkeztethetink. A vizsgélatot a Hacker és mtsai dltal lefrt médon végeztik.

3.14. Aszcendalé hiigyuti fertdzés egérben

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

3.15. Koinfekciés modell

A fenti dllatkisérlet médositott viltozata. Az Gjszildtt egereket két torzs (a vad trzs és
annak izogén rfaf mutdnsa) kiilinbdzd arényd keverékébdl 4llé szuszpenziéval a fent leirt
modon fertdztiik. A mutdns térzs jarulékos antibiotikum szelekci6s markerrel rendelkezik a
vad térzshdz képest, ami lchetdséget adott mindkét t6rzs csiraszdménak kiilén-kiilon




meghatérozasdra. A vizelettel valé Uritésitket 20 napon kereszttll kévetttik a higitott vizelet-
minta megfelel§ antibiotikumokat tartalmazd agar lemezeken torténd tenyésztése
segitségével. Hérom hét elteltével a 1iléls egerekben mindkét torzs csiraszémat
meghatirozzuk a fent lefrt szervekbél. .

4. Eredmények

4.1. Az '536' torzs két hly determininsa mennylségileg kiilsnb6zé haemolytikus
aktivitdst valt ki

A haemolysin operonokat kédol6 pathogenitési szigetek elvesztése (PAI Issq, ill. PAI
Ils36) olyan deléciés mutdnsokat eredményezett, amelyek in vitro haemolytikus aktivitisa
jelentSsen eltért egymdstdl. A PAI Ils3s elvesztése csak mintegy 60%-ra (nem szignifikdns
méntékben) redukélta a haemolytikus aktivitast, ezzel szemben a PAI sy delecidja 5%-ra
cstkkentette a mutdns hacmolytikus képességét a vad tbrzshdz viszonyftva.

4.2. A két hiyCABD operon nukleotid szekvencidjdnak analizise

A négy génbdl 4ll6 operonok (~7,3 kb) és ezek 5' hatérol6 régidinak szekvensldsa (~2
kb) sordn azt taléltuk, hogy mfg a kddol6 régik nukleotid szekvencisja nagyfokd homoldgiat
mutat (98,43%), addig a leader szekvencidk teljesen eltérSek. Ugyanakkor, a hiyl upstream
régidja nagyfoki hasonléségot mutat egy misik j6I karakterizalt uropathogén Escherichia coli
torzs (J96) megfelelé régidjaval. Ezzel ellentétben a hlyll upstream régidjst illetden csak
nagyon rdvid szakaszra kiterjed§ és relative alacsony homolégist mutatd szekvencidk
tallhatok az elérhetd adatbdzisokban.

4.3, Kl6nozott hly operonok expresszitja és az dltaluk kivsltott _.EmEo_.ﬁ:Em aktivitds
Az '536' torzs mindkét hly operonjét azonos hosszlissgt leader szekvencidval pUC18
vektorba klénoztuk. Emellett olyan rekombindns klénokat hoztunk létre, ahol az egyik
operonbél szérmazé upstream régiét fuziondltuk a mésik operon struktirgénjeivel & vice
versa. Ezen Kiénok 4ltal termelt orhaemolysin toxin mennyiségét meghatdrozva azt
tapasztaltuk, hogy a kiénozott hiyl determinéns expresszidja lényegesen meghaladja a hiyll-
ét, mivel a Western blottal detektdlt HlyA mennyisége mind intracellulérisan, mind a
feltliszéban lényegesen nagyobb volt a hly! determindnst hordozé klén esetében. A hiyi

leader szekvencidjénak fdzi6ja a Alyll struktirgénekkel az expresszi6 mértékének nagyfokd
nivekedésével jart, mig fordftott esetben a toxin expressziGja csskkent.

A plazmidok haemolytikus aktivitdsdnak vizsgdlata sordn azt taldltuk, hogy a hlyll operon
4ltal kédolt HlyA toxin lényegesen magasabb biol6giai aktivitdst mutatott, mint a mdsik
operonrdl kifejezett HlyA. A determinénsok expresszi6jdnak médosftisa (az upstream régick
felcserélése) csak kis mértékben volt hatissal az egyébként szignifikdnsan kiilonbdz6
haemolytikus aktivitasra,

Az in vivo haemolytikus aktivitis meghatdrozéséra alkalmas egér modellben (tid6 toxicitasi
teszt) kapott eredmények megerdsitették az in vitro adatokat. A kiénozott hlyIl operont
tartalmaz6 rekombindns laboratériumi tdrzs szignifikinsan magasabb elhulldst eredményezett
ebben a modellben, mint a klénozott Ayl determinénst hordoz$ ugyanezen torzs. A fiziés hly
molekuldkat hordoz6 torzsek dltal kivéltott elhulls 1ényegesen nem tért el a homol6g leader
szekvenciat tartalmazd torzsekétdl.

4.4. A hlyI upstream régiéban taldlhaté cis-aktiv regulitor hely idemtiftichiden

A iyl operont killnbéz5 hossziisigh leader szekvencidval egylst pUCIS vektorba
klénoztuk. Az 500 és 1000 bp leader szekvencifit tartalmazd kiénokbél szérmazé HlyA
mennyisége alacsonyabb volt mint a hosszabb §' régiét tartalmesd kidmok los. E
szemben az in vitro (haemolysin teszt) és in vive E% ,
biolégiai hatds szignifikdnsan magasabb volt a rvidebd leader: ”
esetén. A kérdéses régiéban talilhaté potencidlis ORF-at &
kompatibilis plazmidot a révid leader szekvencift tastalmané relcombindns iy plesmidokial
kotranszforméltuk. A klénozott ORF azonban nem Egig
haemolytikus aktivitdst, {fgy egy trans-médon heté
kiz4rtuk.

4.5. Az a-haemolysin toxin és a haem receptor ChuA molekula nnw-.i&- %ﬂ
reguldlt az RfaH transzkripciés regulétor fehérje dltal

Irodalmi adatokkal dsszhangban azt taldituk, hogy az rfaHd gén null-mutéciGja a
haemolytikus aktivitis szinte teljes megszlinését eredményezi az E. colf '536' thrzs esetén.
Kimutattuk, hogy a haemin receptor ChuA molekula (amely a gazdasejtek lizise sordn
felszabadulé haem molekuldk révén a baktériumok vassal valé ell4tdsét segiti elb, {gy az o~
haemolysinnel funkciondlis kapcsolatban 4ll) expressziGja szintén nagymértékben fligg az
RfaH fehége jelenlététl. Az 536rfaF 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-komplementécitja helyredllitotta a muténs tdrzsben az expresszié mértékét. A chudsy
gén szekvendldsa sordn azonosftottuk az dn. JUMPStart szekvenciét, amely az RfaH dltal
regulélt génekben taldlhat6 30-40 bp-nyi konzervélt DNS motfvum.,

4.6. A ChuA molekula két variinsdnak jellemzése és ezek megoszldsa kiilonbozé
pathocsoporthoz tartozé E, coli térzsben

A chuAss gén nukleotid szekvencidja nagyfokd hasonléségot mutat a kordbban
szekvendlt enterohaemorrhagifs E. coli (EHEC) eredetli chuAgposs génnel. A gének leader
szekvencidjdban azonban két pentanukleotid direkt repeat kozbiti régi6 eltérd szekvencit
tartalmaz, amely rekombinacidra utal. Tovibb4, Southern hibridizacié sordn a két gén eltérd
méret(i fragmentumon talélhatd, ezért feltehetden a géneket hatérolé régiok is kiilonbozBek. A
két eltérd varidns elSforduldsanak vizsgilatira Southern hibridizdciét végeztink 44,
kiilonbdz8 pathocsoporthoz tartozé E. coli tdrzzsel. A kapott eredmények azt bizonyitjak,
hogy az '536-0s varifinst hordozza az Ssszes Altalunk vizsgalt uropathogén (UPEC) és
Gjszuldttek meningitisét okozé (NBM) torzs, mfg az EDL933-as véltozat az Ol57-es
szerocsoportd enterohaemorrhagids valamint egyes enteropathogén (EPEC) és enteroinvéziv
(EIEC) E. coli genomjdban taldlhaté meg. Az enteroaggregativ (EAggEC), az enterotoxikus
(ETEC), és az 0157-t81 eltérd szerocsoportt EHEC izol4tumok nem hordozzék a chuA gént.

4.7. Az RfaH fehérje az uropathogén E. coli globslis virulencla regulétora

Vizsgéltuk az RfaH reguldtor fehérje szerepét az E. coli '$36' tdrzs virulencia
faktorainak expressziGjdban. A mdr emlftett o-hacmolysinre &s haem receptorra kifejtett
hatéson kiviil az RfaH hidnya az Il-es tipusti poliszaharid tok kifejezéidésének csokkenéséhez
vezetett. Az LPS szerkezetében az O-specifikus oldallancok hisnyit mutattuk ki az rfal
muténsban, vagyis az RfaH elvesztése in. 'R’ fenotipust eredményezett. A csillé, killonbdzé
fimbridk és szideroférok expresszidjdban nem talfltunk kulsnbséget a vad tdrzs és izogén
rfaH muténsa viszonylatdban. Osszefoglalva: az RfaH fehérje sztikséges az o-haemolysin, a
haem receptor ChuA, a tok és az LPS nommaélis kifejez6déséhez. Mivel ¢ komponensek az E.
coli tbrzsek bizonyftott virulencia faktorai, az RfaH az uropathogén E. coli globdlis virulencia
regulatoranak tekinthetd.
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4.8. Az RfaH fehérje hlinya a szérum rezisztencia megsziinéséhez vezet

Az uropathogén izoldtumokra jellemz4 virulencia paraméter, hogy rezisztensek a normal
szérum baktericid hatasdval szemben. Az E. coli '536' vad t8rzs 4 6rds inkubilis sordn
nemcsak tdlélt, hanem ndvekedésre is képes volt humén szérumban. Ezzel szemben az izogén
rfaH mutins 30 percen bell elpusztult 50%-o0s humén szérumban. A rrans-komplementalt
muténs a vad tdrzshdz hasonlban ellendlld volt a szérum baktériumolé hatdséval szemben.

4.9. Az RfaH regulétor elvesztése cstkkenti az in vivo virulenclit

Aszoenddlé higyiti egér modellt haszndltunk annak bizonyftdsdra, hogy a fent emlftett
virulencia faktorok cstkkent expresszifja az rfaH mutéins esetében az in vivo virulencia
tényleges attenudlisit eredményezi. A modellben a vad torzzsel valé fertSzés sordn 100%-o0s
lethalitést kivalté dézis az rfaH mutins esetében csak 18%-o0s elhulldst eredményezett.
A koinfekeids modellben bizonyitottuk, hogy a muténs tbrzs a hélyagba valé befecskendezés
utén kilirlllt a vizelettel, mig a vad torzs Urftett csfraszéma nem celSkisnit Iényegesen 20 napon
keresztll. A 21. napon tortént boncolés alkalméval a vad tOezmes: & E_ 8 mages
csiraszimban tudtuk visszatenyészteni, mig a mutdns tdrzs 100-szor nagyobb &Emﬂ_ thrténd
fertdzés utin sem volt kimutathat6. Az, hogy az 536rfalf torzset a vesékbSl egysltalin nem
tudtuk kitenyészteni azt bizonyitja, hogy az RfaH fehérje hiényiban az egyébként
nephrovirulens tdrzs nem képes aszcendalé hugyti fertdzést kivéaltani, - SR R

5. Osszefoglalfis és kiivetkeztetések

A virulencia faktorok egy species virulens tOrzseivel asszocidlt jrulékos sejt-
komponensek, amelyek elSsegitik a fertdzés l1étrejottét és a betegségre jellemz5 tlinetek
kialakulésdt. A fajlagosan ellenlik irinyul$ védekezés a fertdzések elleni beavatkozasok egyik
{géretes lehetGségét kindlja, hiszen ily médon szelektiven a pathogén mikroorganizmusok
megbetegitd-képességét lehetne blokkolni a norm4l fléra funkcidinak megzavardsa nélkiil. A
virulencia faktorok kifejezbdése szigoriian szabdlyozott, amelyet ltaliban regulitor fehérjék
komplex, egymassal Osszefiiggd "haldzata” irinyft. A fertbzés kialakuldssért felelds
komponensek expresszidjdnak gdtldsa a virulens torzsek attenudlésdhoz vezethet. Ebbdl a
szempontb6l kiilondsen fontosak lehetnek azok a regulétorok, amelyek t8hb virulencia faktor
egyiittes kifejezBdéséért feleldsek (in. globilis virulencia Hnmc_wn.o_.o_o.
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Az o-haemolysin toxin az uropathogén Escherichia coli egyik legfontosabb virulencia
faktora, amelyet irodalmi adatok szerint a vesét is érint6 fertézésekbdl izol4lt torzsek 40-50%-
a szekretil. A kisérleteink sorin hasznalt pyelonephritish8l szarmazd térzs két teljes,
kilénalld, a toxin expresszi6jiért, aktivilisiért és szekréciGjaért felelds operonnal
rendelkezik, A négy génbél 4116 haemolysin operonok kddolé régiéi nagyfoki szekvencia
homolégist mutatnak, ezzel szemben az 5' hatérolé réglék (tin. leader szekvenciik)
teljesen eltérdek a két operon esetében. Ennek ismeretében nem meglepd, hogy a két
operon expressziéjdnak mértéke jelentisen eltérs. A hiyl operon kifejezidésében
szerepet jitszhat az §' hatdrolé régiéban elhelyezked§ szekvencia, amely kisérletelnk
alapjan egy potencialis, cis médon haté reguléclés helyet tartalmaz. Erdekes mddon
azonban az alacsonyabb szinten (a hlyIl operonrdl) expresszalt toxin biolégiai aktivitdsa
szignifikénsan magasabb, amely a két toxin molekula kézotti kisfoki kiilénbség (az 1024
aminosavhél dllé fehérjék csak 13 amlnosavban kiilonbéznek) fontossdgdra hivja fel a
figyelmet. Tovébbi Kkfsérletek szitkségesek annak tisztdzdsdra, hogy mi az evoldcibs
jelent8sége egy alacsony expresszid mellett is aktiv toxin mellett egy kevésbé aktiv masodik
hly determindns hordozédsénak.

Az o-haemolysin a gazdasejtek destrualdsa sorén nemcsak a mélyebb szbveti invézi6
lehetdségét teremti meg, hanem a sejtekbdl felszabadulé termékekkel a baktérinmok kiilénféle
anyagcsere folyamatait is segitheti. A nélkitldzhetetlen vas haem molekuldk formdjiban vald
felvételéért felelds kiilsé membrdn proteint a kézelmultban irték le. Igazoltuk, hogy a
haemin receptort kédolé chuA génnek két varlinsa létezik, amelyek a hatdrols
szekvencldkban kiilonbdznek. A két valtozat a Kkillénb6z8 megbetegedést okozd
torzsekben szabdlyos elrendezddést mutat, vagyls az azonos pathocsoporthoz tartozd
izoldtumok mindig azonos varidnst hordoznak, Ez a tény a pathogén E. coli torzsek
klonélis eredetének djabb bizonyitékdul szolgil.

Az o-haemolysin és a haem receptor ChuA k¥zitti funkcionslis kapcsolatot
tmasztjdk ald azok a kisérleteink, amelyekkel igazoltuk, hogy a két molekula expresszidja
az RfaH fehérje dltal koregulélt. A reguldclé mindkét esetben a transzKripcié szintjén
valésul meg. Az RfaH fehérje jelenléte sziikséges tovabba a tok kifejezddéséhez és az
LPS szintéziséhez az E. coli '536' torzsben. Mivel ezek a komponensek jelentés virulencia
faktorok, az RfaH fehérjét eredményeink alapjdn a tSrzs globélis virulencla
reguldtordnak tekinthetjiik.

———

ez

Allatkisérletes modellekben igazoltuk, hogy az izogén rfalH mutdns virulenciaja a
vad torzshiz képest szignifikdnsan cstkken. Bizonyitottuk tovébb4, hogy a mutins trzs
aszcend4lé hugyuti fertozés kivaltisira nem keépes, és 2 vizelettel kiiiriil a szervezetbdl.
Ezen feltil a muténs attenuélt voltat timasztja al4, hogy (a vad térzzsel ellentétben) nagyfoki
érzékenységet mutat a szérum baktericid hatdsdval szemben.

Tovabbi kisérletek sziikségesek az RfaH fehérje egyéb E. coli tbrzsek, illetve més
Gram-negativ baktériumok virulencifjaban jétszott szerepének pontosabb megismeréséhez.
Amennyiben a fehérje globélis virulencia regulitor szerepe egyéb baktériumok esetén is
beigazolédik, gy specifikus blokkoldsa fontos szerepet jétszhat a vakcina kutatisban és/vagy
egy Uj antimikrobidlis terdpids modszer kidolgozdsdban.

A tézisekhez kapcsolédd sajat kizlemények

. icity islands of
1. Hacker, J., Blum-Qehler, G., Janke, B., Nagy, G., and Goebel, W. Gow _.uﬁ__owmaﬂ
ox:mmaomm__:mm Escherichia n“uz. ,H: Pathogenicity Islands and Other Koc:o Virulence Elements (J.B.
Kaper and J. Hacker, eds.), American Society of Microbiology, Washington D.C., pp. 59-76.

- G., Oischlager, T.
2, Hacker, J., Dobrindt, U., Janke, B., Nagy, G., Piechaczek, K., E:u.— O»En_..‘ s ager,
1999, <5“_o=,no factors .Q. pathogenic Escherichia coli: structure, function and impact on microbial
evolution. Nova Acta Leopoldina. 312:183-195.

i . , Analysis of
1, Nagy, G., Dobrindt, U., Blum-Qehler, G., Emédy, L., Goebel, E...Enrn_._ J. 2000. An ]
the bomolyain determinants of the uropathogenic Escherichia coli strain $36. Adv. Exp. Med. Biol.
485:57-62, (IF: 0.513)

K., Hacker, J. 2000.
4. Blum-Oehler, G., Dobrindt, U., Janke, B., Nagy, .Q.. Eonmpwﬁa_r y y X
Pathogenicity mm_.wu%.% Eovwﬁ,omo:mn E. coli and evolution of virulence. Adv. Exp. Med. Biol.

485:25-32. ([F:0,513)

i i . rhorn, A.,
5. Dobrindt, U., Janke, B., Piechaczek, K., Negy, G., Ziebuhr, W., Eun_u.o_v Q " MnEn.

Hecker, Zw w:._E.On_.,_n_... G., Hacker, J. 2000. Toxin genes on pathogenicity islands: impact for
microbial evolution. Int. J. Med. Microbiol. 290:307-311. (IF: 0,599)

i L 6 ion of haemin
6. Nagy, G., Dobrindt, U., Kupfer, M., Emédy, L., Karch, —..—s Enn_.s,_.. .- mxmamm_on o
Rnovmuu_... Eomooc_o Q::.r .G.Ea:o:a& by RfaH in uropathogenic Escherichia coli strain 536. Infect.
Immun. 69:1924-1928. (IF: 4,204)

i i . Loss of regulatory
7. Nagy, G., Dobrindt, U., Schneider, Gy., Khan, A.S., Earn_... J., H_.Hmn_? L
vBS..w.v .W?m m:g:ﬁm“ om:__ouno of uropathogenic Escherichia coli. Infect. Immun. Kozlésre

elfogadva. (IF: 4,204)
8. Dobrindt, U., Blum-Oebler, G., Nagy, G., Schneider, G., Hartsch, T., Johann, A., Henne, A.,

i i d occurence of pathogenicity
Jeffke, T., Gottschalk, G., Hacker, J. Studies on the .mm:o:n mn.cmﬁEm an :
island .r:._zu: of E.omﬂ:wmoan Escherichia coli strain 536. Kézirat kdzlésre benyijtva.

13




Eldaddsok, poszterek

Blum-Oe¢hler, G., Dobrindt, U, Janke, B., Nagy, G., Piechaczek, K., Hacker, J.
Pathogenititsinseln von extraintestinalen Escherichia coli-Bakterien: Strukturelle und evolutiondire
Aspekte, DECHEMA-Jahrestagung. Wiesbaden, 1999. 4prilis 27-29.

Hacker, J., Dobrindt, U., Janke, B., Piechaczek, K., Nagy, G., Zlebuhr, W., Fischer, G.,
Schierhoru, A., Blum-Oehler, G. Toxin genes on parthogenicity islands: impact for microbial
evolution, ETOX meeting. Ste. Maxime, 1999. jinius 27-jdlius 2.

Blum-Ochler, G., Dobrindt, U., Janke, B., Nagy, G., Hacker, J. Pahogenicity islands of
uropathogenic E, coli and evolution of virulence. FEMS Symposium ,,Genes and proteins underlying
microbial urinary tract infections”. Pécs, 1999, szeptember 16-19.

Nagy, G., Dobrindt, U., Blum-Ochler, G., Emédy, L., Goebel, W., Hacker, J. Analysis of the
hemolysin determinants of wropathogenic Escherichia colf strain 536, FEMS Symposium ,,Genes and
proteins underlying microbial urinary tract infections”. Pécs, 1999. szeptember 16-19.

Dobrindt, U., Blum-Oehler, G., Janke, B., Nagy, G., Piechaczek, K., Jacobi, C., Gottschalk, G.,
Schrierhorn, A., Flscher, G., Hecker, M., Hacker, J. Pathogenicity islands of the uropathogenic
Escherichia coli strain 536: structural and functional aspects. DECHEMA Workshop. Frankfurt am
Main, 1999. november 4-5.

Blum-Oehler, G., Dobrindt, U., Janke, B., Nagy, G., Piechaczek, K., Gottschalk, G., Hartsch, T.,
Johann, A,, Fischer, G,, Schrierhorn, A., Hecker, M., Hacker, J. The pathogenicity islands of the
uropathogenic E. coli strain 536: structure and function. Microbiology 2000 Meeting. Munchen, 2000.
mércius 12-16. :

Nagy, G., Dobrindt, U,, Kupfer, M., Hacker J. RfaH Regulates the Bxpression of Hemin Receptor
ChuA in the Uropathogenic E. coli Strain 536. 100™ General Meeting of the American Society for
Microbiology. Los Angeles, 2000, mdjus 19-23,

Blum-Ochler, G., Dobriundt, U,, Janke, B., Middendort, B,, Nagy, G., Gottschalk, G., Hartsch, T.,
Johann, A., Hacker, J. Structural and functional analysis of the genome of the uropathogenic E. coli
strain 536. The Millenium Symposium on Pyelonephritis and UTL Lund, 2000. méjus 24-26.

Nagy, G., Dobrindt, U., Kupfer, M,, Hacker, J., Emédy, L. RfaH influences expression of the
hemin receptor ChuA and in vive virulence of a uropathogenic E. coli strain. A Magyar
Mikrobiol6giai TirsasAg Nagygyiilése. Keszthely, 2000. augusztus 24-26.

Nagy, G., Dobrindt U., Schnelder G., Hacker J.,, Eméddy L. Loss of the RfaH Regulator Protein
Results in Reduced Serum Resistance and in vivo Virulence of an Uropathogenic E. coli Strain. 101"
General Meeting of the American Society for Microbiology. Orlando, 2001. méjus 20-24.

Nagy, G., Dobrindt, U,, Schneider, G., Hacker, J., Emédy, L. Loss of regulatory protein RfaH
attenuates virulence of an uropathogenic Escherichia coli strain. A Magyar Mikrobioldgiai T4rsasdg
Nagygyiilése. Balatonfired, 2001, oktéber 10-12.

Nagy, G., Dobrindt, U., Blum-Oehler, G., Emddy, L., Hacker, J. Identification of a cis-actin&

regulatory element upstream of klyl determinant in uropathogenic Escherichia coli strain 536. 102
General Meeting of the American Society for Microbiology. Salt Lake City, 2002. mdjus 19-23.

14




