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A ,,Globalis regulator mutacioknak mint az attenualas lehetésegének vizsgalata
Escherichia coli-ban”

cimi tdmogatott kutatds f6 célja az volt, hogy olyan regulaciés mechanizmusoknak a
virulenciara kifejtett hatasat merjik fel, amelyek egyszerre harom, vagy akar tébb virulencia
faktor expressziojat szabalyozzdk. Mivel ezek a mutéciok bizonyos tulajdonsédgok
kifejezodését pozitivan, masokét negativan befolyasolhatjak, in vitro rendszerekben Kkilon-
kalon felmértik az egyes virulencia faktorokra kifejtett hatést, valamint egérkisérletekben
vizsgaltuk a mutacioknak a virulencia ereddjére gyakorolt befolyasat. Célunk volt tovabba az
is, hogy az attenualt szarmazékoknak, mint lehetséges vakcinajeldlt térzseknek az immunizalo
hatasat felmerjik.

A globalis regulator szekvenciak kozul a leuX, rfaH, recA gének mutacios hatdsat vizsgaltuk
részletesen. A palyazati periédus utolsé szakaszaban nyilt lehetéségunk az IrhA gen
funkcidjanak tanulmanyozasara. Ezzel kapcsolatban a periddus befejeztéig csak a kbzdnséges
fimbria és a csilloképzés expresszidjara gyakorolt hatast tudtuk vizsgalni, valamint
dsszehasonlito virulencia vizsgélatokat végeztiink.

A vizsgalatok és eredmények bemutatasa:

Az Escherichia coli torzsek esetében a curli-fimbria egy olyan fellileti jarulékos faktor, amely
az €l és élettelen kornyezetben a fellletekhez tapadést, ezaltal a kolonizaciot segiti eld.
Természetes hugyuti E. coli izoldtumokon, kulénbdz6 reguldciés mutansokon (leuX, recA,
rfaH), és transzkomplementalt szarmazekaikon a tenyésztési paramétereket (inkubéacids ido,
homérséklet, O, tenzid, a taptalaj 0sszetétele) valtoztatva vizsgaltuk azok befolyasat is a curli
fenotipusos kifejezédeésre. A curli expresszidjat elektronmikroszkopos készitmenyeken,
fajlagos immunsavoval (ELISA) és a biofilm képzés képessége alapjan kvantitative is
felmértuk. Elektronmikroszkopos vizsgélattal a térzsek 58 %-a, fajlagos immunsavoval
végzett ELISA vizsgalattal 52 %-a esetén allapitottuk meg, hogy a szokvanyos fimbria
tipusoktol eltérs, dus hajfonatra emlekeztet6 ,,curli” fimbriat termelnek. A strukturalis géenre
fajlagos primerekkel az 6sszes torzs esetében pozitiv reakcidt kaptunk. Az eredményakbdl azt
a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy bar a struktaralis gén mindegyik térzsben jelen van, az
expresszid csak az izolatumok egy részében kovetkezik be. A vizsgalatokat az expresszid
szempontjabol optimalisnak talalt, 1 % tryptont tartalmazé somentes taptalajon tenyesztett
baktériumokkal végeztiik. Mivel a direkt elektronmikroszkopos vizsgélattal talaltunk olyan
torzseket, amelyek az ELISA rendszerben negativak voltak, a ,prototipus” antigenitasu
curlitdl eltéré antigenitasu curli eléfordulasaval is szamolnunk kell. Ez azt jelenti, hogy a
kimutatds megbizhatd eszkéze az elektronmikroszkopos vizsgalat. Globalis regulator
génekben tortént mutaciok esetében a leuX gén Kkiiktatdsa a curli szintézist negativan
befolyasolta, a génfunkcio helyreallitasa a curli-képzést az eredeti szintre allitotta vissza. A
recA és rfaH globalis regulator gének Kiiktatasa a curli-képzést nem befolyasolta. Az
expresszid termoregulalt, testhdmérsékleten kevéshé kifejezett, mint 30 °C-on. Ez elényt
jelenthet a maghémérsékletnél alacsonyabb hémérsékletii tertiletek kolonizacidjaban, mint pl.
felszini sebek, vagy huagyuti fertézést megel6zéen a kilsé nemiszervek. Emellett a kifejezédés
jelentésen fligg a taptalaj Osszetételétél. A bakteriol6giai diagnosztikaban altalaban
hasznalatos taptalajokon a curli nem fejezddik ki, ez magyarazhatja a tobbi fimbrianal joval
késoébbi felfedezését. A fent emlitett optimélis dsszetételi taptalajon a pozitiv kultlrak erésen
kotik a kongovoros festéket, ami a megjelenés markereként hasznosithatd. Az expresszid
dinamikajara jellemzd, hogy a stacioner szaporodasi fazisban a legkifejezettebb. Rho szigma
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faktor negativ mutanssal végzett vizsgélaltaink ennek a stacioner fazisban jelent6s stressz-
valasz regulatornak az expressziot fokozoé szerepére utalnak. A miuanyag fellleten
bekdvetkez6 biofilm képzés az RfaH termék hianyaban erésebb volt, mint a vad térzsek
esetében. Ez feltehetéen az LPS- és toksszintézis zavara kovetkeztében megndvekedett
felszini hidrofob tulajdonsagra vezethet6 vissza. A mutansok szérumrezisztenciaja is
csokken, ami szintén a ket felszini struktura képzésében bekdvetkezett hianyossagnak
kdszonheto.

Kovetkez6 vizsgalatsorozatunk alanya az Ujszilottkori agyhartyagyulladdst okozd, K1
tokantigénnel rendelkez6 de nem hemolizal6 E. coli torzs volt. Ezen térzs K1 deficiens
muténsa és a recA mutansa (amely egyben K1 deficiensnek is bizonyult) egerekben jelentésen
csokkent virulenciat mutatott. Megvizsgaltuk, hogy a recA szarmazék hogyan viselkedik
egyéb virulencia tulajdonsagok kifejezése tekintetében. A mutacié nem befolyasolta a torzs
biokémiai tulajdonsagait, tdpanyagigényet és antibiotikumokkal szembeni erzékenységet.
Rajzasvizsgalattal a mutans mozgaskészségének megszinését, elektronmikroszkopos
készitményeken pedig a csilloképzés hianyat mutattuk ki. Vaskelatort tartalmazo taptalajon a
mutans a vad torzshoz hasonlé mddon ndvekedett, ami a sziderofor képzés képességének
megtartasat bizonyitja. Gombaagglutinacios és haemagglutinacios reakcidkkal a kdzénseges
fimbria képzésének elmaradasat igazoltuk. A recA mutdns a huméan szérum baktériumolé
képességével szembeni ellenalld képessegét is elvesztette. Az ismertetett adatok a RecA
fehérje globalis regulator szerepét bizonyitjdk az Gjszilottkori meningitist okoz6é E. coli
esetében, ami az in vitro rendszerekben kimutathatdé valtozasok mellett a kilonb6z6
egérkisérletekben (letalis dozisok, tudétoxicitds, organotorpia) mért virulencia csokkenéseben
is megnyilvanul.

Az E. coli 536 izolatum esetében a hugyuti fertézések szempontjabol egyik legjelentésebb
virulencia faktor, az alfa-hemolizin termelés szerepét vizsgaltuk. Ez a torzs két teljes alfa-
hemolizin operont hordoz, amelyek ki is fejezédnek. Korabbi vizsgalatainkban kimutattuk,
hogy a két operon altal kédolt hemolizin mennyiségileg nem egyforman fejezédik ki, és a két
hemolizin fajlagos aktivitasa sem egyforma. Jelen OTKA periddusban az operonok ,,upstream
régiojat klonoztuk és szekvenaltuk. A vizsgélatok a két upstream szekvencidban béazis
kilénbségeket igazoltak. A régiok kicserélése a hemolizin operonok kifejez6dését agy
befolyasolta, hogy a jobban kifejez6dé operon ,,upstream” régidja a gyengébben kifejezé6dd
operon expresszidjat fokozta, és forditva. A regiok kicserélése a termelt hemolizinek
specifikus aktivitasat nem befolyasolta. A specifikus aktivitasban talalt kilonbségek okanak
felderitéesere a hemolizinek porusformald képességét hasonlitottuk 06ssze. A nagyobb
specifikus aktivitassal biré hemolizin molekula stabilabb, hosszabb ideig nyitott porusokat
hozott létre liposzoma membranokon. Annak bizonyitasara, hogy a nagyobb specifikus
aktivitas a stabilabb porusokkal fligg 6ssze, tovabbi vizsgalatok szlikségesek. lgazoltuk a leuX
és rfaH mutaciok virulenciat csokkento szerepét ezen hugyuti korokozé E. coli esetében is.
Az rfaH mutans tokot sem termelt, tovabba szomatikus antigén szempontjabol R mutansnak
bizonyult. Azt is kimutattuk, hogy a kolonizacios faktorokat (k6zénseges, S- és Prf-fimbria) a
mutansok is képezik. gy az aszcendalé koinfekcios kisérletekben észlelt azon
megfigyelésiink, hogy a vad torzs a 100-szor nagyobb dozisban adott rfaH mutanst talnéve
okoz fertézést, nem a kolonizacios faktorok hatdsara, hanem a tok és lipopoliszaharid
képzésben eés hemolizin termelésben megnyilvanulo kildnbségekre vezetheté vissza. A recA
mutacio ugyanakkor a tdrzs virulenciajat nem befolyasolta. Terveztik a mutaciok 1L-6 és IL-
8 szintézis indukciéra gyakorot hatasanak vizsgalatat sejttenyészeteken. Mivel a citokin
indukciorol kdézben masok bebizonyitottak, hogy a bakterialis adhézid kovetkezménye, ez



pedig a mutacio hatdsara nem véaltozott, a mutacionak a citokin indukciora gyakorolt hatésat
vizsgalni indokat vesztette.

Az Escherichia coli alpha-haemolysinje (HIyA) mellett egy Gjabb haemolysin tipus, a ,,silent
haemolysin(SheA) valt ismertté az utdbbi években. Ennek virulencia funkciojarél adatok még
nem allnak rendelkezésre. Mielétt virulencia vizsgalatokat terveznénk, felmértiik azt, hogy
eléfordulédsi gyakorisagat tekintve ez a haemolysin egyaltalan lényeges tényezoéként
szamitasba johet-e. 486 hagyuti E. coli izolatum vizsgalata soran azok 47,1 %-at talaltuk
SheApozitivnak. Ez a magas arany arra utal, hogy ezne utdbbi haemolysin szerepét is indokolt
vizsgalni a hayati E. coli fert6zésekben. Ugyanennek a vizsgalatsorozatnak egy figyelemre
méltd eredménye, hogy egyetlen olyan térzs sem fordult el, amely egyidejiileg sheA és hlyA
géneket is hordozott volna. Hogy egy esetleges antagonizmus all-e fenn a két gén horodozésa
kodzott, azt tovabbi vizsgéalatok donthetik el. Ugyancsak érdemesnek tartjuk a sheA pozitiv
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Egy tovabbi vizasgalatsorozatban enterohaemorrhagids E. coli t6rzs spontan antibiotikum
rezisztens mutansai esetében a mutaciok pleiotrop jellegét figyeltik meg. A mutéciok a
baktérium motilitasat és egeérkiseérletekben mért virulenciajat is csokkentették. Az érintett
fenotipusok kdzos regulacios befolyas alatt lehetnek, de ezt tovabbi kisérletekkel szlikséges
bizonyitani, vagy kizarni.

Az adheziv fimbridk funkcionalis peptidszekvenciainak azonositasara a fag display modszert
hasznaltuk. A modszer laboratériumunkban torténé beaéllitasahoz elészor a Y. pestis Pla
coli-ban tortént). A modszer beéllitasa utdn olyan fagokat kerestiink, amelyek az asialoGM1-
hez és a CTH-hoz ( az E. coli F1Cfimbria receptorai) és I1V-es tipusu kollagénhez (a P és S
fimbriak matrix receptorat hordoz6 molekuldja) mutattak nagy affinitast. Egy fag a
WSLLTPA heptapeptid szekvenciaval mind a harom célmolekuldhoz nagy affinitassal
kotodott jelezve, hogy ez egy oligoszacharid koété konszenzus szekvencia lehet. Mas
szekvenciékat kifejez6 fagok csak vagy az asialoGM1-hez (VVSVSPI és YPYIPTL), vagy a
IV-es tipust kollagénhez (YSGFPNA, NSELTTA, AQSWAMA és SHSAHIF) kotédtek.
Ezen peptid szekvencidk tovabbi vizsgédlata adhat vélaszt arra a kérdésre, hogy
alkalmazhatdk-e blokkold &gensként a fimbridk altal kozvetitett bakterialis kolonizécid
gatlasara.

Az adhézids-penetracids kisérletekbol szarmazo reagensek felhasznalasaval tovabb vizsgaltuk
a Yersinia pestis plazminogén aktivatoranak adhéziot-penetraciot el6segité szerepét.
Megallapitottuk, hogy a plazminogén aktivator a baktériumok penetracios készségét nagy
mértékben fokozza. A penetracios folyamatban igazoltuk a citoszkeleton atrendez6dés
jelent6s szerepét, ami kifejezett actin polimerizaciohoz vezet. Emellett adatokat szolgaltattunk
a folyamatok soran lejatsz6do jelatviteli mechanizmusokra. Tirozin kindzok, Rho GTP-4z és
5-lipoxigenadz szarmazékok szerepét bizonyitottuk a penetracios folyamatban.

Extraintestinalis fertézést okozd Escherichia coli torzsek esetében megvizsgaltuk a vad
izolatumok, regulaciéos mutansaik és transzkomplementalt szarmazékaik megtelepedési
képesseégét az egerek bélcsatornajaban oralis bevitel utan. A megtelepedési képességet
uropathogén és jszilot-kori fertézést okozo, valamint egy probiotikumkent forgalmazott
torzs esetében is tanulmanyoztuk. A globalis regulator leuX és rfhaH gének mutacidja a
kolonizacios képességet szignifikins meértékben csokkentette. Az rfaH génnel



transzkomplementalt negativ szarmazékok megtelepedési képességét a génfunkcid
helyreallitasa a vad torzsek szintjére allitotta vissza. Mivel az rfaH gén szamos tulajdonsag
kifejezodését szabalyozza, az altala szabalyozott strukturalis gének tekintetében kiilén-ko16n
egyedi mutansokat is megvizsgaltunk. Ezen kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a
tokantigén nem, de a felszini lipopliszacharid molekula jelenléte sziikséges a megtelepedési
készséghez. A szarmazékok enteralis kolonizalo képességének csokkenése a fenti gének
szerepére utal abban, hogy az E. coli a kommenzalis bélfléra részeként az extraintestinalis
fert6zeések rezervoarjaként szerepeljen.

Az rfaH mutacio a baktériumok adhézios fimbria kepzését és tenyesztett colon-eredetii
sejtekhez val6 adhézigjat nem befolyasolta. Ez arra utal, hogy az in vivo megtelepedési
képességben a lipopoliszacharida molekula hianyabdl kévetkezo artalom jatszik szerepet. A
vad torzsek, a mutidnsok és a transzkomplementalt szarmazékok epeérzékenységének
0sszehasonlitasa alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy a mutansok epeérzekenysége azok talélési
képességét a bélcsatornaban csokkenti. Ezaltal tartdés kolonizacidjuk mar a talélési képesség
hidnya miatt sem kdvetkezhet be a bélcsatornaban. Oralis koinfekcios kisérleteket is
végeztiink a vad torzsekkell és mutansaikkal. Mint az varhatd volt, a vad térzsek oralis bevitel
utan a mutansokat az egerek bélcsatornaban hamar tulnotték.

Mivel a mutansok epeérzékenység mellett szérumszenzitivekké is valtak, valamint sziderofor
receptor deficiensnek mutatkoztak, ez meghatarozta azt, hogy intravénas egérfert6zes utan a
vérbol és a bels6 szervekbdl hamar eliminalddtak olyan szubletalis dézis adasa esetén, amely
a vad torzs esetében ugyan a vérbol néhany napon beltl eliminalodott, de a belsé szervekbél
- leggyakrabban a vesékbdl - még két héttel a fert6zés utan is kimutathaté volt. A vesékben
gyakran multiplex tdlyogok megjelenését figyeltik meg, amelyekbél csak a vad torzs volt
kitenyészthet6 koinfekcios vizsgalat esetén is.  Hasonloképpen, szubletalis ddzisnak
megfelelé baktérummennyiség intravezikalis bevitele utdn a vad torzs a veséket elérd
aszcendal6 fert6zést okozott, mig a mutansok az egerek egy részében a hdlyaghdl (a bevitel
helyérél) voltak csak kimutathatdk a vad térzsnél joval alacsonyabb mennyiségben a kisérlet
lezarasakor. A hélyagban valé kimutathatésagot magyarazza, hogy itt a komplement 616
hatasaval nem kell szamolni, valamint a leuX, rfaH, recA és rpoS mutansok fimbria termelést
tekintve nem valtak negativva. Ennek kovetkeztében a bevitt baktériumok egy részének
megtapadéasa és tulélése a hdlyaghamon mar pozitiv tenyésztési lelethez vezethet. A fertézést
kdveté IL-6 szint alakulasara vonatkozdan idékdzben irodalmi adatok jelentek meg, ezért
annak vizsgalata okafogyotta valt.

Egyébként azonos virulencia faktorokkal rendelkezé, de O:K:H antigenitds szempontjabol
eltéer6 vad E. coli tozsek virulencigjaban jelentés kilonbségeket talaltunk intravénas és
intravezikalis egérmodellekben. Ez a K1 és K5 virulencia faktor tokantigéneken kivil mas
feluleti antigének estében is jellemz6. A kildnbségek részben magyarazhatok azzal, hogy
egyes ,,0” antigének szérumrezisztenciat biztositanak, masok pedig nem. Ez bizonyos
tokantigének esetében is igy van. Az altalunk tanulmanyozott O6:K15:H31 antigenitasu E.
coli torzs esetében a K15 jelii tokantigén az aszcendalo hugyuti fertézésben jelentds szerepet
jatszik egérmodellben, ugyanakkor a szérumrezisztenciaban nincs szerepe.

Az RfaH virulencia szerepét Salmonella enterica-ban is vizsgaltuk. A S. enterica serovar
Typhimurium SL1344 toérzs rfaH mutansat allitottuk el6. Egerek intraperitonedlis és
intragastricus fert6zése sorén ez szignifikansan alacsonyabb virulenciaval rendelkezett, mint a
vad torzs. Az rfaH-val torténé transzkomplemetalas a virulenciat helyreéllitotta. A mutéanssal
vegzett oralis imunizalas védé hatasd volt a vad torzzsel végzett fertézéssel szemben. Thil-
kozvetitett immunvalaszt mutatunk ki foként az 1IgG1 és 1gG2a izotipusok részvetelével. Az in



vitro reaktivitds nemcsak a homoldg SL1244 toérzzsel szemben, hanem més S. enterica
serovariansokkal és S. bongori-val szemben is kimutathato volt.

A S. enterica virulencia faktorai kozil az RfaH-nak csak az LPS-re gyakorolt hatésa volt
ismert. Eredményeink azonban arra utalnak, hogy — az E. coli-hoz hasonléan — ez a molekula
maés tényezék regulécidjdban is szerepet jatszhat. Ezt a feltételzést tdmasztja ald az, hogy az
RfaH hianyaban az intracellularis szaporodasi képesseg jelentsen csokkent.

A pélyazat utolso évében részt vettlink egy kooperacidés munkaban, amely az IrhA gén negativ
regulator szerepét igazolta. E gén hianyaban fokozddik az E. coli kozénséges fimbriajanak
temelddése és csilloképzése. A fellleti organellumok tdltermelése a biofilm képzést is
pozitivan befolyésolja. Egérkisérletekben ezen negativ regulétor funkcidjanak kikapcsolasa a
virulenciat mérhet6 médon nem befolyasolta.

Az E. coli virulencigjanak evoluciojat modelleztik egy teljes pathogenitasi sziget atvitelével
hagyuti kérokozo torzshél K-12-es torzsbe. A K-12 torzshol sikeres retranszfert hajtottunk
végre az eredeti torzs pathogenitasi szigetett elvesztett szarmazekaba.

Mivel céljaink kozott szerepelt annak a vizsgalata, hogy a globélis regulator genben mutans
attenudlt torzsek alapjat képezhetik-e vakcina jel6lt térzseknek, immunizécids kisérleteket is
végeztink. Mivel a recA és IrhA mutaciok virulencia csokkenéshez nem vezettek, az ilyen
szdrmazékokat nem, csak a leuX és rfaH mutansokat tudtuk alkalmazni az immunizécids
kisérletekben Hugyuti korokozo és ujszilétt kori meningitist okozo E. coli attenuélt
szarmazékokkal immunizalt egereket a homolog vad torzzsel fertéztik. Megallapitottuk, hogy
homoldg rendszerben szignifikans protektiv hatasa van az immunizacionak. O:K antigenitas
szempontjabol heteroldg torzsekkel szemben az immunizalas védoé hatast nem valtott ki.

A tamogatott kutatasok eredményeit 0Osszesen 27,85 impakt faktort eredményezé
kozleményben foglaltuk dssze.



