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Szakmai zardjelentés

A kutatasi terv 1. pontjdnak megfeleléen microarray technikaval meghatéroztuk a
Salmonella RfaH regulont. Egy-egy prototipus S. enterica sv. Typhimurium (SL1344) illetve
sv. Enteritidis (NCTC13349) torzs transzkriptomjat hasonlitottuk 0Ossze izogén rfaH
muténsaik transzkriptomjaval. A microarray vizsgalatokat a teljes Salmonella genomot
tartalmaz6 un. SALSA’ chipeken végeztik kooperacioban az Institute of Food Research
(Norwich, UK) munkatarsaival. Az eredmeény (1. abra) az LPS szintézisét kodolo genek es a
4-es szamu Salmonella pathogenitasi szigeten (SPI-4) elhelyezkedé siiABCDEF operon RfaH
altal torténé kozvetlen regulécidjat mutattdk ki. Ezenkivil szamos egyéb virulencia faktor
(hadrmas tipusu szekrécios rendszer /T3SS-1/, csillé/kemotaxis rendszer és sejtfal szintézis)
hianyaban kialakuldo 'mély R’ LPS fenotipus indirekt kdvetkezményének tekinthetok, amit
egy strukturalis LPS mutans (waaG) transzkriptomjanak egyideji meghatarozésaval
igazoltunk (Nagy et al., 2006).
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1. abra. RfaH direkt és indirekt hatasai a Salmonella transzkriptémra

Mivel az RfaH LPS-szintézisre kifejtett - mar ismert - hatasan kivul a sii 16kusz volt az
egyetlen operon, melynek atirédasat az RfaH kdzvetlen modon befolyasolta, a késébbiekben
ezen operon funkciojat vizsgaltuk. A silABCDEF szakasz altal kddolt géntermékek szerepe
nem volt ismert, de a pathogenitasi szigeten vald lokalizaciojabol feltehet6 volt, hogy szerepet
jatszhat a Salmonella virulencidjaban. S. enterica sv. Typhimurium és Enteritidis prototipus
torzseibol létrehoztunk olyan delécidés mutansokat, amelyekben a teljes operon (mind a hat
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gén) hianyzik. Tovabba S. Typhimurium esetében hat olyan mutanst is krealtunk, amelyekben
a SPI-4 egy-egy génjét inaktivaltunk. Mivel a mutaciék nem okoztak polaris hatast az
operonon belll, lehetéséglink nyilt arra, hogy az egyes gének szerepét elkiilonitve vizsgaljuk.

Az egeér tifusz modellben vizsgaltuk a SPI-4 szerepét a virulenciara. Bizonyitottuk,
hogy mindkét vizsgalt szerotipus esetén a pathogenitdsi sziget elvesztése kisfokd (de
statisztikailag szignifikdns) emelkedést eredményezett az 50%-0s letalis ddzis (LDso)
értékeben, vagyis a SPI-4 szerepet jatszik a virulencigjukban (Kiss et al., 2007). Ezt
megerdésitik  ko-infekcios  kisérleteink, melyekben a kisérleti allatokat olyan vegyes
inokulummal fert6ztik, amely a sziil6 vad tipusd torzset és ennek izogén SPI-4 delécios
mutansat egyenlé csiraszamban tartalmazta. Ebben a modellben nem a letalis hatast
vizsgaltuk, hanem a meghatarozott idében ledlt allatok szerveiben (maj, 1ép és Peyer plakkok)
hataroztuk meg a vad tipus és a mutans baktériumok aranyat. A fert6zéstl szamitott id6
fliggvényében a vad tipust baktérium tulnétte a SPI-4 mutansokat, ezzel igazolva azok
csokkent virulenciajat. Ebben a modellben igazoltuk tovabba, hogy mind a hat SP1-4-et alkotd

sii gen szerepet jatszik a virulenciaban (Kiss et al., 2007).

Kooperéciot kezdeményeztink Dr. Eirwen Morgan-nel (Institute for Animal Health,
Compton, UK), aki leirta (Morgan et al., 2007), hogy a SPI-4 egy ~ 600 kDa nagysagu
szekretalt fehérje (SIiE) szintéziséert felelés. Az egyes génekben deléciot szenvedett
mutansainkbol és ezek tenyészeteinek fellilisz6jabol fehérjéket preparaltunk, majd Western
blottot végeztiink SiiE-specifikus antitestek felhasznalasaval. Ily médon, a SiiE fehérje
szintek meghatarozasaval igazolni tudtuk, hogy csak az operon négy disztalis génje
(siiCDEF) jatszik szerepet a fehérje expresszidjaban, a siiA és siiB mutansokban a feherje
szekrécidja a vad torzséhez hasonld (Kiss et al., 2007). Mivel in vivo vizsgalataink alapjan
ezek a mutdnsok szintén attenualtak (l. fent), tovabbi Kkisérleteket terveziink annak
vizsgalatara, hogy a proximélis gének altal kodolt fehérjek milyen modon befolyésoljak a

Salmonella térzsek virulenciajat.

Az rfaH mutéansok virulenciaja lényegesen nagyobb mértékben csdkkent (Nagy et al.,
2004), mint az izogén SPI-4 mutansoké. Fentiek figyelembeveételével tehat azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy a Salmonella rfaH vakcina jeloltek attenuécidjdért elsésorban
az LPS-szintézisre gyakorolt regulécids hatas kiesése a felel6s. lgazoltuk, hogy kommenzalis

és pathogén Escherichia coli torzsek esetében az RfaH kiesése az intesztinalis kolonizaciot
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nagymeértékben érinti (Nagy et al., 2005). Hasonlé mechanizmust feltételezhetiink Salmonella
korokozok esetében is. Emellett szovettenyészetek felhasznalasaval igazoltuk, hogy az rfaH
muténsok csokkent virulencidjanak hétterében a baktériumok intracelluléaris replikaciojanak
csokkenese all. lgazoltuk, hogy ez a karosodds az eukaryota sejtekben is eléforduld
antimikrobialis hatasu kationos peptidek iranti fokozott érzékenységen alapul. Szamos
kilénb6z6 izogén LPS mutanssal végzett 6sszehasonlitas soran bizonyitottuk, hogy a peptidek
iranti fokozott érzékenység elsésorban az LPS-core szintézisének karosodasan alapul (Nagy et
al., 2006).

A kutatasi terv 2. pontjanak megfeleléen igazoltuk, hogy az rfaH mutanssal val6
immunizalas soran heteroldg Salmonella szerovariansokkal és egyéb bélbaktériumokkal
kereszt-reagald ellenanyagok termelédnek. Western blot  technika alkalmazéasaval
bizonyitottuk, hogy a kereszt-reaktivitas hattereben szamos konzervalt kiilsé membran feherje
all (2. abra).
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2. abra. Konzervalt kereszt-reagal6 kiilsé membran fehérjék kimutatdsa rfaH immun-szérum
felhasznalasaval Western blot technikaval
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Az ellenanyagok altal felismert konzervalt killsé membran fehérjék meghatarozasara
kooperécidt kezdeményeztiink a Greifswald-i Egyetem Mikrobioldgiai Intézetével, amely a
proteomikai kutatdsok élenjard intézete. A kollaboracidé soran immunoldgiai modszerekkel
preparaltuk ki az immunsavoval reagalo kiilonbézé belbaktériumbol szarmazo kilsé membran
fehérjéket. Tomegspektroszkdpias modszerekkel ki tudtuk mutatni, hogy egyes major és
minor porinok, valamint lipoproteinek orthologjai felelések az in vitro kereszt-reaktivitasért

(Nagy et al., submitted).
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Feltételeztik, hogy e konzervalt fehérjék immunogenitdsa magasabb lehet egy LPS
muténsban, mint egy intakt LPS-sel rendelkez6 vakcina térzsben. Hipotézisink ezt az LPS O-
antigén mint a legfébb immunogén struktira elvesztésével magyarazta. Feltételezéseinket
izogén rfaH és aroA (attenudlt, de intakt LPS-sel rendelkezé vakcina torzs) Salmonella
mutansokkal  torténé  immunizaldés sordn  nyert  immunsavok  reaktivitasanak
Osszehasonlitdsdval igazoltuk. Az ELISA tesztek sordn kilénb6z6 LPS fenotipussal
rendelkez6 homoldg és heteroldg baktériummal reagéltattuk az immunsavokat. A 3. abran a
szérumok reaktivitdsanak aranyat tuntettik fel (rfaH:aroA). Az eredmények jol mutatjak,
hogy az rfaH immunsavé reaktivitdsa magasabb heteroldg torzsekkel szemben. Masrészt
homolog torzsekkel szemben a rfaH-savo reaktivitdsa megné abban az esetben, ha a LPS
amputacioja megtorténik a celtérzsben (deep-rough /mély-R/ mutdnsok). Vagyis ezen
kisérletekkel igazoltuk feltételezéstinket, miszerint méas vakcina torzsekkel 6sszehasonlitva a
konzervalt fehérje antigének immunogenitdsa megné az rfaH mutansban (Nagy et al.,
submitted). Az rfaH (és egyéb LPS) mutansok vakcinalas szempontjabdl igen elényos
tulajdonséagat két jelenleg kozlés alatt 4l16 dsszefoglald publikacioban részletesen targyaljuk
(Nagy and Pal, 2008; Nagy et al., 2008)
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3. dbra. rfaH és aroA immun-savok reaktivitadsanak 6sszehasonlitasa.
Azonos higitast szérum mintak ELISA-ban vizsgalt reaktivitasanak

aranya (rfaH:aroA) kiilénbdzé célsejten vizsgalva

Allatkisérletekkel igazoltuk, hogy az rfaH mutansokkal torténd vakcinacio védettséget
nyujt heterolég Salmonella szerocsoportokkal szemben. S. Typhimuriummal immunizalt
egerek védetté valtak S. Enteritidis egér-virulens torzseivel szemben, és forditva: S.
Enteritidis-szel torténé vakcinalas védettséget nydjtott S. Typhimuriummal szemben is (Nagy
et al., submitted). Folyamatban vannak olyan allatkisérletek, amelyek a Salmonella rfaH
mutansokkal valé vakcinalas kilénbdz6 bélbaktériumokkal szembeni kereszt-védettséget
biztosito hatésat vizsgaljak.
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A kutatési terv 3. pontjdban megfogalmazott heteroldg antigének Salmonella rfaH
muténsban torténé expresszidja nem volt sikeres, mivel az E. coli-bdl szarmazd alpha-
hemolysint kddolo génszakaszt nem tudtuk sikeresen expresszalni Salmonella torzsekben.
Ennek hattere nem tisztazott, de ez minden tovabbi klonozési kisérletet értelmetlenné tett

volna. Ezek ismeretében kutatasaink e vonalat nem folytattuk.

Az OTKA tamogatas segitségével bedllitott allatmodellek és molekularis bioldgiai
eljarasok segitségével szamos nemzetkdzi kooperacioban megvalosuléd kutatdsi projektbe
kapcsolodtunk be. Ezek keretében az LPS és - az RfaH mellett egyeb - globalis virulencia
regulatorok virulencidban betoltott szerepét vizsgaltuk (Blumer et al., 2005; Brzuszkiewicz et
al.,, 2006; Mansson et al.,, 2007; Muller et al., 2006). Mivel ezek eredménye jorészt
kozlemények forméajaban megjelent, masrészt szorosan nem kapcsolddik jelen kutatasi

projekthez, ezek részletes ismertetésétol itt eltekintek.
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