ChlamyTrans szakmai beszamolé

Az ERA-NET Pathogenomics palyazat magyar csoportjanak f6 kutatasi célja az volt,

hogy a Chlamydia pneumoniae és/vagy Chlamydia trachomatis fert6zés soran folyd
Chlamydialis génexpresszidot mérje in vivo mintakon. Az in vivo mintakon végzett
génexpresszid azért rendkivil fontos mert az in vivo kdrnyezet, a fert6zés helyén generalt
cytokin kaszkad, glikdz limitacid, oxigéntenzid csokkenés egylittese olyan hatassal lehet a
Chlamydiat tartalmazd gazdasejtre, és ezen keresztil a baktériumokra amelyek egy specidlis,
in vitro kérnyezetben nem modellezhet6 génexpresszids aktivitassal jarnak. Ezen in vivo
kdrnyezetben expresszalt gének |ényeges virulenciafaktorok, fontos vakcina és
gyogyszercélpontok lehetnek.
Az ilyen génexpressziés mérésekhez hasznalt, a klinikai mintabdl vagy allatmodellbdl
szarmazo RNS limitalt mennyisége miatt egy, a Chlamydialis mRNS-eket - azok 6sszességét -
felsokszorozo, amplifikald eljaras kidolgozasa is feladat volt. Végll, olyan gazdasejti gének
azonositasa is feladatunk volt, amelyek részt vehetnek a Chlamydidlis betegségek altal
indukalt széveti szintd gyulladasban és remodellingben.

A munkatervben szerepl6 f6 célkitiizések:

Egy olyan RNS amplifikaciés maodszer kidolgozdsa, amellyel in vivo mintakbdl
szarmazo total RNS-t felhasznalva nagy szenzitivitassal és specificitassal tudunk Chlamydidlis
RNS-t kimutatni.

Chlamydialis génexpressziot kimutatasa allatmodellbél, illetve human klinikai
mintdkbdl szarmazdé RNS-ekben.

A fentebb emlitett transzkriptom szint(i génexpresszids vizsgalat alapjan azon gének
kivalasztdsa, amelyek preferncidlisan expresszaldodnak in vivo korilmények kozott. Ezen
gének expresszidjanak QPCR-es igazolasa. Ezen redukalt géncsoport szolgalhat alapul egy
specifikusabb in vivo diagnosztikus kit alapjaul.

Olyan gazdasejti gének azonositasa, amelyeknek szerepe lehet a Chlamydialis

e sz

A munkatervben vallalt feladatoktal valo eltérés okai:

A megfelel6 RNS amlpifikacios modszer megvalasztdsa a vartnal joval bonyolultabb
lett, és a munkatervben is csuszast okozott. Eredetileg gyari kiteket hasznaltunk a total RNS
mintak megtisztitasara (gazdasejti rRNS és mRNS eltavolitdsa, Chlamydialis rRNS eltavolitdsa,
Chlamydialis mRNS amplifikacid). A probléma az volt, hogy a gyari specifikaciékkal nem, de
az eddigi leirt RNS tisztitasi irodalommal egyez6en [1] a hibridizacids alapu rRNS és mRNS
eltdvolitds alacsony hatasfokunak bizonyult. A bakterialis mRNS amplifikacidra hasznalt gyari
kit viszont relative nagy mennyiségl total RNS-t igényelt és e mellett az amplifikacio
hatasfoka alacsony volt. A gyari eljarasokat elvetve egy sajat RNS amplifikaciés modszert
dolgoztunk ki, ami azon a komparativ el6nyon alapszik, hogy az osztrak ChlamyTrans partner
a Chlamydialis gének klonozasahoz beszerezte az 6sszes C.pneumoniae és C. trachomatis
specificitasu chlamydidlis RNS amplifikaciot.

A kidolgozott amplifikaciés mddszert C. trachomatis PCR pozitiv klinikai mintakon
szandékoztunk alkalmazni. Azonban a finn partnertél kapott méhnyaktorlés mintakbol
szarmazo RNS annyira kevés volt, hogy még a kidolgozott nagy érzékenységl amplifikacios



madszerrel sem tudtuk felamplifikdlni. Ezért, a palyazatban is lefektetett elvek szerint
allatmodellben kutattunk tovabb, és C. pneumoniae-val fert6z6tt egértiidékben vizsgaltuk a
Chlamydialis génexpressziot. Eltérés még az elbzetes tervektdl az, hogy a génexpresszidt
nem DNS-chip vagy ujgeneracios szekvenaldsi mddszerrel vizsgaltuk, hanem a ma még
nemzetkozileg is rendkivil ritkdn hasznalt mdédszert vezettiink be, teljes genom QPCR-t
végeztlink. Azaz 6sszesen kozel 1000 kilonallé QPCR-t végeztiink mintanként C. pneumoniae
génspecifikus primerrekkel. Ezzel, az amplifikaci6 mellett sikerilt egy Ujabb
nagyérzékenységl modszert bevezetnilink a génexpresszios vizsgalatokba.

Azon specialis gazdasejti gének genomi vizsgalata, amelyek hajlamossa tehetnek egy
pl. C. trachomatis fert6zés altal indukalt szoveti patholdgia kialakuldsara az osztrak partner
laboratériumaban még folyik (az osztrak tarspdlydzat finanszirozdsa 8-9 hénapos késéssel
indult). Mindazonaltal, a magyar palydzat részeként kett§, a teljes gazdasejti
génexpresszidvaltozast vizsgdld kisérletet végeztliink, amelyek olyan gazdasejti géneket
azonositottak, amelyek részt vehetnek a Chlamydia fert6zés lekiizdésében illetve a gyulladas
indukcidjaban.

Kutatasi eredmények

Chlamydia specifikus mRNS amplifikacié kidolgozasa és genom szintli génexpresszio
vizsgalata in vivo

A palyazat fontos célja volt egy olyan RNS amplifikacios mddszer kidolgozasa,
amellyel in vivo mintakbdl szdarmazé totadl RNS-t felhaszndlva nagy szenzitivitassal és
specificitassal tudunk Chlamydialis RNS-t kimutatni. A ChlamyTrans palyazatnak
megfelelen, olyan mar kidolgozott gyari mddszerekkel probalkoztunk el&szér, amelyek
megfelelének tlintek a Chlamydialis mRNS specifikus amplifikacidjara. Elsé kisérleteink soran
hibridizacidés és enzimatikus modszereket, illetve ezek kombinacidjat prébaltuk ki a nem
kivant RNS populacidk eltavolitasara. A kezelt és a kontroll mintdkat SOLID ujgeneracids
szekvenaldsnak vetettik ald. Azt az eredményt kaptuk, hogy ezek a mddszerek, dnalléan
vagy kombinacidban a bakteridlis és human rRNS csak egy kis részét tavolitjak el. A SOLID
RNS szekvenadlas nagy részében tehat riboszomalis RNS-ek szekvenciadit kaptuk vissza. Ezzel
parhuzamosan a Chlamydidlis RNS-ek amplifikacidjat is beallitottuk mar leirt protokollok
alapjan. Azt az eredményt kaptuk, hogy a SMART amplifikdcié megfelel6 hatékonysaggal
m(ikodott egyes chlamydialis géneknél, de sajnos nem mindegyiknél. Az Eberwine
amplifikacios protokoll viszont alacsony 300-500 szoros amplifikaciét eredményezett, ami
nem tlint elegendének in vivo mintak analiziséhez. Ezért ezeket a modszereket mellGzve, egy
Uj amplifikacidos modszert fejlesztettink ki.

A modszer kifejlesztésére és optimalizaldsara C. pneumoniae-val fert6zott Hela
sejteket hasznaltunk. Az RNS amplifikacio els6é lépésében a fert6zott mintabol totdl RNS-t
vontunk ki, majd reverz transzkripciot (RT) végeztiink. Az RT soran az osztrak partnertdl
kapott génspecifikus primerek reverz tagjabdl egy mixet képeztink, és ezzel a mixxel
végeztik az RNS atirdsat. Fontos megemliteni, hogy mivel ezek a primerek kldnozé primerek
voltak eredetileg, mindegyik primeren egy univerzalis TAG volt. A RT-t olyan enzimmekkel
végeztiik (SuperScript-1ll, MaxiScript), amelyek magas h&éfokon (55°C) képesek az mRNS
atirdsara. A keletkezett cDNS-t egy olyan PCR reakciéban amplifikdltuk, amelyben a
génspecifikus primerek forward tagjabdl képzett mixet és egy TAG specifikus primert
haszndltunk. Az amplifikacid linearitdsa miatt a PCR ciklusszamat alacsonyra, 20 ciklusra
vettliik. Terjedelmi korlatok miatt a részletes optimalizacidkat és azok eredményét nem irjuk
le részleteiben, de mivel jelent8s id6t és anyagi raforditast jelentettek, felsoroldsszerlen



jelezzik. Optimalizalast végeztiink az RT-hoz hasznalt primer mix koncentracidjan, a PCR-hez
hasznalt primermix és TAG-specifikus primer koncentraciéjan, a PCR reakcié 3-féle
hémérsékletének — kiilondsen az annealing [épésnek a h6mérsékletén és hosszan illetve a
PCR reakciéd MgCl, koncentracidjan és a PCR reakcid ciklusszdman. Az egyes komponensek
valtoztatasat illetve ezek kombinacidinak hatasat QPCR modszerrel vizsgaltuk.

A végleges optimalizalas utan, az amplifikdlasi reakcid specificitasat teszteltiik
elészor. Kisérleteink kimutattdk, hogy mar az RT Iépésben a chlamydia génspecifikus
primermix felilmulta egy random hexamerrel végzett reakcid specificitasat. A primer mixxel
végzett RT sordn 1.5-8 szor kevesebb human mRNS-t (actin-b), human rRNS-t (18S, 28S) és
chlamydidlis rRNS-t (16S) irtunk a4t cDNS-sé a chlamydidlis mRNS-hez (momp) hasonlitva. Az
amplifikacid masodik lépésében -a PCR amplifikacié soran- a specificitas nagysagrendekkel
tovabb nétt. A momp gén amplifikalasi hatékonysagahoz képest a chlamydialis 16S rRNS
atirasa két nagysagrenddel, a human rRNS és human mRNS atirdsa 3-4 nagysagrenddel volt
rosszabb! Ez azt jelenti, hogy az altalunk kifejlesztett amplifikalasi modszer a génspecifikus
primermixeknek és a PCR reakcio specificitasanak készonhetéen nagyfoku specificitassal bir,
azok a gének, amelyeknek nincsenek benne a primerei a mixekben, gyakorlatilag marginalis
mértékben amplifikalédnak. A kovetkezd lépésben az amplifikalasi reakcid robosztussagat-
reprodukalhatdsagat és az amplifikacié hatékonysagat teszteltiik egy 90 chlamydialis gént
vizsgalé QPCR reakcidokban. A kisérleti eredmények azt mutattak, hogy az amplifikal3si
reakcié technikai reprodukalhatésaga igen magas volt, a két technikai replikatum kozotti
korrelacié a QPCR Ct értékekben 0.95, 0.97 és 0.99 volt ha 10ng, 20 ng illetve 40 ng totalRNS-
bdl indultunk ki. A reprodukalhatésag magasabb volt mint magaé a reverz transzkripciéé,
kiilonosen a 10 ng-os kiindulasi mennyiségnél! Az amplifikacids efficiencia 6427-11.143 fold
kozott mozgott, ami eléri vagy meghaladja a gyari kitek amplifikacios ratajat. Azonban a
gének kozott nagyfoku amplifikacios kiilonbségeket kaptunk, ami viszont konzekvens volt a
kiindulasi RNS mennyiségétél fliggetlenil, és feltehetSleg az adott mRNS madasodlagos
szerkezetével dllhat Osszefliggésben. A mdodszer tehat alkalmas arra, hogy két minta kozotti
kétszeres koncentracidkiilonbséget is kimutasson. Amikor dsszehasonlitottuk a 40ng 20ng és
10ng mintdkbdl szarmazd gének expresszidjat, akkor a 90 tesztelt gén median hanyadosa a
40ng/20 ng mintak kozott 2.24 volt, a 20ng/10 ng mintak kézott 1.47 volt. A mddszer tehat
alkalmas arra, hogy két minta kozotti kétszeres koncentracidkildonbséget is kimutasson.

Az amplifikdciés modszert C. pneumoniae-val fert6zott egértidébdl szarmazéd
totdIRNS-en alkalmaztuk. Az RNS-eket a fert6zés utdn 1 illetve 2 héttel izoldltuk. A tlid6kben
QPCR-el mért chlamydialis DNS koncentracié két nagysagrenddel kevesebb volt a késébbi
id6pontban azt jelezve, hogy a baktériumok nagy része eliminalddott, illetve a elpusztulas
el6tti an. perzisztens allapotba kerilt. A két id6pontot Osszehasonlitva tehat képet
kaphatunk egy aktiv és egy ,latens” — perzisztens novekedés kozotti in  vivo
génexpresszidkilonbségrél. A génexpressziot QPCR mddszerrel vizsgaltuk minden egyes
Chlamydialis génnél, tehat mintanként kdzel 1000 QPCR-t végeztliink. ld6pontonként 2
bioldgiai replikatummal dolgoztunk. A QPCR eredmények statisztikai analizise azt mutatta,
hogy a két id6pont kozott 216 gén expresszidja esetén volt statisztikailag szignifikans
kiilonbség. Az aktiv ndvekedés soran kilonosen erésen kifejez6d6 gének kozott altalanos
metabolikus gének (pgi, ispF, dapB), chaperonok (dnaJ, grpE, sycE), riboszomalis proteinek
génjei (rs7, rs8, rI32), ABC transzporterek (g/inQ,abcX) kiils6 membran proteinek (CPn0278)
és hipotetikus gének voltak. Ezen gének kifejez6dése jol korreldl az aktiv novekedéshez
kapcsolédo fokozott metabolizmussal. A perzisztens allapotban kifejez6d6 gének kozott sok
hipotetikus gént talaltunk illetve olyan géneket amelyek a transzkripcié szabdlyozasaért



felelGsek. Ilyen volt a mar in vitro részletesen vizsgalt euo gén, illetve az eddig nem vizsgalt
yfgA és tctD helix-turn-helix transzkripcids faktorok illetve a DNS rekombinaz yggF. Ezen
transzkripcidés gének fokozott expresszidja, illetve a transzlacidés gének alacsonyabb
expresszidja egy olyan mechanizmust feltételez, hogy perzisztens allapotban in vivo a
transzkripcid és a transzlacié szétcsatolddik egymastol. Ehhez hasonlé jelenséget in vitro
megfigyeltek interferon-gammadval elSidézett perzisztencidban [2]. Osszefoglalasul
elmondhatd, hogy els6ként a vildgon nekiink sikerilt teljes transzkriptom szinten megfigyelni
a Chlamydialis génexpressziét in vivo. A kisérleteink soran azonositott gének-géncsoportok
potencialis gyogyszer és vakcinatargetek lehetnek. Kisérleteinket a Molecular Microbiology
nevd folyodiratban szandékozunk publikalni.

A ChlamyTrans pdlyazat soran feladat volt az is, hogy olyan géneket valasszunk ki,
amelyek in vivo fert6zésben magas expressziot mutatnak és amelyekkel potencidlisan jol
lehetne diagnosztizalni egy in vivo Chlamydia fert6zést QPCR mddszerrel. Mivel az
allatmodelles kisérletek soran QPCR mddszerrel mértik az 6sszes gén expresszidjat igy egy
olyan expresszios adatbazishoz jutottunk, amelybdl egyszerlien kivalaszthatdéak az akar
human diagnosztikara legalkalmasabbnak tlind gének. A kés6bbiekben tervezziik, hogy 5-10
gén expresszidjat relevans klinikai mintakban QPCR-el teszteljiik, és 6sszehasonlitjuk egy DNS
alapu diagnosztika érzékenységével.

A Chlamydia fert6zés pathogenezisében részt vevo gazdasejti gének azonositasa

Irodalmi adatokbdl tudhatd, hogy Chlamydia fert6zés utan lokalisan az NK sejtek,
illetve a késGbb bearamlé CD4+ T sejtek interferon-gamma termelése nagyban szerepet
jatszik a Chlamydia fert6zés eliminalasaban. Az eliminaciés mechanizmus a chlamydialis LPS
és az exogén interferon-gamma altal indukdlt gazdasejti INDO gén illetve p47 GTPazok
indukcidjan alapszik. Azonban az eliminacidoban szerepet jatszd gének indukcidja mellett az
egyéb gazdasejti gének expresszidja teljes transzkriptom szinten eddig nem volt
karakterizalva. Kisérleteink sordn DNS-chip modszerrel (Affymetrix Mouse 430A whole
genome DNA chip) vizsgaltuk primer epithelidlis sejtekben a C. trachomatis és az egérhez
adaptalédott C. muridarum altal indukalt génexpressziovaltozast interferon-gamma
hidanyaban és jelenlétében primer egér petevezet6bdsl szarmazd epithélsejtvonalon [3].
Eredményeink azt mutattak, hogy az interferon-gamma és a Chlamydia fert6zés egylttesen
joval tobb gazdasejti gén expressziojat valtoztatta meg. Az interferon-gamma kezelés illetve
a C.trachomatis infekcido 6nmagaban 82 illetve 185 gén expresszidjat ndvelte, mig a
kombinalt kezelés 503 gén expresszidjat fokozta. Hasonlé mintazat szerint, az interferon-
gamma kezelés illetve a C.trachomatis infekcio 6dnmagaban 5 illetve 28 gén expresszidjat
csokkentette, mig a kombinalt kezelés 513 gén expresszidjat csokkentette. Hasonld effektus
volt megfigyelhet az egértdrzs C. muridarum esetében is. Figyelemre mélté az is, hogy a
kombinalt kezelés olyan gének expresszidjat novelte, amelyek fontosak lehetnek a
Chlamydia fert6zés altal indukalt gyulladasos szoveti reakcidban. Ezen gének kdzé tartoznak
példaul a gyulladasos sejtek chemotaxisaban szerepet jatszé6 chemokinek MCP1, MCP3,
GRO2, CXCL5, MCSF, GMCSF, IL6 és LIF, komplement rendszer komponensek C1, C3, C4,
receptorok CD44, ICAM1, VCAM1, TLR2 és ZBP1l. Az interferon-gamma és infekcid
egyutthatasa kilondsen megndvelte az antigén processzadlasban szerepet jatszo
proteoszémalis gének - PSMB8, PSMB9, PSMB10, PSMD8, PSMD10, PSME1, PSME2- és
prezentacioban szerepet jatszd gének -TAP1, TAP2 és kilonb6z6 HLA allélek- expresszidjat. E
mellett a kombinalt kezelés erételjesen novelte egyes T-sejt chemokinek expresszidjat, mint
példaul a I-TAC, IP-10, MiG és RANTES. Irodalmi adatokbdl tudhatd, hogy egyes cytokinek



hasonld szerkezettel rendelkeznek, mint az antibakterialis hatasi chemokinek. Az IP-10, I-
TAC és MIG cytokinek antibakteridlis hatasat mas Gram- baktériumokon mar leirtak.
Kisérleteink soran a MIG cytokin antichlamydias hatasat is vizsgaltuk, mivel ez volt az egyik
leginkabb indukalt gén a kombindlt kezelés hatdsara. El6szor mi demonstraltuk az
irodalomban, hogy a MIG-nek egy gyors, koncentraciofiiggd antichlamydias hatdsa van. 30
perc koinkubdacidé utan tébb mint 90%-os redukciét tapasztaltunk a human C.trachomatis
torzs infecktivitdsaban. A C.muridarum esetében hasonld, de kevésbé dramatikus hatéast
tapasztaltunk, ami annak az eredménye is lehet, hogy az egér chlamydia tdrzs jobban
adaptalédott az egér MIG hatasahoz.

Osszefoglalva, adataink arra utalnak, hogy a gazdaszervezet fokozott interferon-
gamma valasza mind a patholdgids inflammacio el&segitésében, mind egy er6sebb adaptiv
immunitas el8segitésében szerepet jatszhat. A kés6bbiekben a destruktiv C.trachomatis
fert&zés altal fokozottan érintett populdcié kiszlirésében indokolt lehet az interferon-gamma
illetve interferon-gamma receptor polimorfizmusok vizsgalata.

A potencialisan direkt antibakterialis T-sejt chemokin mRNS-ek expresszidjat in vivo
is detektaltuk C. pneumoniae-vel fert6z6tt egértiidében real-time PCR mddszer segitségével
[4]. A fert6zés utan novekedett MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10 és I-TAC/CXCL11 génexpressziot
mutattunk ki. El6zetes in vitro kisérleteink és irodalmi adatok alapjan feltételeztik, hogy
ezen chemokinek expresszidjat az interferon-gamma is indukalhatja. Feltételezésiinkat
alatamasztotta, hogy a fert6zott egerek tiidejében a MIG, IP-10 és az I-TAC génexpresszio az
interferon-gamma gén expresszidjaval korrelalt. Ahogyan el6zetesen demonstraltuk in vitro
[3], a MIG egy dozisdependens direkt antibakteridlis hatdssal rendelkezett, amely a
baktériummal vald inkubacié utan 15 perccel mar jelentkezett. Far western-blot és LC-MS
analizissel kimutattuk, hogy a MIG a Chlamydia egyik kilsé membran fehérjéjével az omcB-
vel illetve a Chlamydialis h&sokkfehérjével (hsp60) képes interakciéba lépni. In vivo
kisérleteink megeréGsitették az in vitro eredményeinket abban, hogy az epithélsejtek altal
szekretalt T-sejt chemokinek nem csak az adaptiv immunitas indukalasaban jatszanak
szerepet, hanem lokalisan direkt antibakteridlis hatasuk is lehet.

A C. trachomatis 3ltal okozott akut és krdnikus gyulladas és a hozzad kapcsolodd
fibrotikus folyamatok tehet6ek felelGssé a petevezetbk végleges elzarédasaban ami kétoldali
folyamat esetén irreverzibilis infertilitdshoz vezet. Allatmodellek alapjan feltételezik, hogy a
gyulladdsos folyamat kifejlédésében dont6 szereplik van a szovetet kordn infiltrald
neutrophil granulocytaknak. Annak ellenére, hogy ezen sejttipusnak ilyen jelent6sége van a
chlamydia fert6zések pathomechanizmusaban, a neutrophil granulocytak C.trachomatis altal
indukalt génexpressziés valtozasait nem vizsgdltdk teljes transzkriptom szinten. A
ChlamyTrans palydzat keretében, ezen génexpresszids valtozasokat is feltérképeztik. A
vizsgalatokhoz DMSO-val differenciadltatott human HL-60 granulocyta sejtvonalat
hasznaltunk. Az el6z6ekben leirt egérkisérletekhez hasonldan olyan kisérleteket is végeztiink
amelyben a fert6zés mellett interferon-gammat is adtunk a sejtekhez, ezzel is részlegesen
modellezve azt a cytokin kdrnyezetet ami lokalisan hat a granulocytdkra. A génexpresszids
valtozdsokat ABI-SOLID ujgeneracids transzkriptom szekvenaldssal vizsgaltuk 24 6éraval a
fert6zés utan. Kisérleteink azt mutattdk, hogy a C.trachomatis fert6zés a granulocytak
génexpresszidjat erGteljesen moduldlja. A fert6zés hatasara kozel 2000 gén expresszidja
nétt vagy csokkent szignifikdnsan, ami nagysagrendileg a human gének 10%-at jelenti. A
fert6zés hatasara indukalt gének kozott tobb olyan funkcids csoportu volt, amely szerepet
jatszhat a baktériumfert6zésre adott természetes immunvalaszban és gyulladasban. Ezen
indukalt génexpresszidju funkcios csoportok kozott volt a TLR és JAK-STAT kaszkad elemei



TLR2, TLR8, MYD88, TICAM, NFKB2, NFKBIA, NFKBIB, IKBKE, IKBKG, JUN, JAK3, STAT1, STAT2,
STAT3 és SOCS1; neutrophil aktivaciot jelz6 gének ICAM1, hét kilonboz6 integrin, a
lizoszomalis degradacidban szerepet jatszd katepszinek CTSA-D, CTSH, CTSS és CTSZ és egyéb
katabolikus enzimek. Fontos kiemelni, hogy, a Chlamydia patholdgiaban szerepet jatszo
szOveti atépulésben részt vevd fibrozis indukdld cytokin PPBP illetve tébbféle matrix
metalloproteinaz expresszidja is fokozddott, példaul az MMP1, MMPS, MMP10 és MMP19. A
C. trachomatis fert6zés kiléndsen az interferon-gamma jelenlétében olyan intracellularis
védekezd géneket is bekapcsolt, amelyek szerepet jatszhatnak a baktérium intracellularis
elpusztitasaban. llyenek példaul a mas sejttipusokban mar leirt IDO, GBP1, GBP2, GBP4,
GBP5, CXCL9 és az IDO-val megegyezd funkciéju TDO2. Fontos eredménynek tartjuk, hogy a
TDO2 szerepét eddig a Chlamydia fert6zések eliminalasaban nem vizsgaltak, ezt kisérleteink
soran el6szér mi azonositottuk. A C. trachomatis fert6zés — kildnosen interferon gamma
jelenlétében olyan géneket is indukal, amelyek az adaptiv immunitas indukalasdban is
szerepet jatszhatnak, mint a T-sejt chemokin I-TAC, IP-10, MIG, RANTES illetve kiilén6sen az
antigén processzalasban és az MHC-I alapu prezentacidoban szerepet jatszé gének. A
munkankrdl készilt kézirat gyakorlatilag elkészilt, azt a kozeljov6ben a The Journal of
Infectious Diseases cim( folydiratba szandékozunk bekildeni.

Osszegzésiil elmondhatjuk, hogy ezen kisérletiink sordan tébb olyan gént-
géncsoportot azonositottunk, amelyek a segithetnek megmagyarazni azokat a
mechanizmusokat amelyekkel a neutrophil granulocytak részt vehetnek a Chlamydia fert6zés
interferon-gammahoz hasonléan- része lehet, egy a fokozottan veszélyeztetett
betegcsoportot vizsgald protokolinak.

Maddszerfejlesztések Chlamydialis virulenciafaktorok azonositasara

ChlamyTrans palyazat célkitlizéseihez kapcsoléddan olyan kutatasokban is részt
vettiink, amelyek Chlamydidlis kulcsgének, virulenciafaktorok azonositdsaban szerepet
jatszhatnak

A ChlamyTrans palyazat konzorcium egyik f6 célkit(izése egy olyan génkonyvtar
létrehozdsa volt, amely tartalmazza a két legfontosabb human pathogén Chlamydia, a C.
pneumoniae és a C.trachomatis 0sszes génjét egy olyan ,entry” vektorban, amelybdl
egyszerlen lehet tetszéleges specifikus plazmidba atvinni a génszekvenciat és bakterialis
vagy akar eukaryota rendszerekben expresszaltatni a célfehérjét. Ezen célkitlizést sikerlt
teljesiteni: mindkét speciesb8l gyakorlatilag az 6sszes gén PCR amplifikacid utan egy
Gateway entry vektorba lett bekldnozva. A klénok szekvencidit és in-frame pozicidjat
egyenként egy inzertspecifikus PCR termék szekvendlasaval ellenériztiik. A proteomikai
kisérletekhez a géneket az entry vektorbdl egy pDEST™15 vektorba vittiik at és Escherichia
coli-ban expresszaltattuk. A képz6dott fehérjék molekulatomegét egy kisebb mintaszamu
random populacidban gélelektroforézissel ellenériztiik. Protein-protein interakcids
kisérletekhez a géneket Y2H pBD-Gate2 vektorba klénoztunk és éleszté kettds hibrid
modszerrel vizsgaltuk a chlamydidlis interakcids partnereket. A mddszert ellenérizendd a
harmas tipusu szekrécios rendszer két tagjanak, az flhA-nak és a fliF-nek az interakcids
partnereit vizsgaltuk. A mddszert validalva a fliF fehérjének a a harmas tipusu szekrécids
apparatus egyik fehérjéjét a fliN fehérjét azonositottuk, mint interakcidés partnert, mig az
flhA fehérje interakcidés partnereként a harmas tipusu szekrécids rendszer egyik
chaperonfehérjéjét identifikaltuk. Fontos eredmény, hogy a klénozott fehérjék
felhasznaldsaval sikeriilt egy-egy olyan protein array-t is késziteni, amelyen kozel az 6sszes C.



trachomatis illetve a C. pneumoniae fehérje megtalalhatd. Ezen protein arrayek protein-
protein interakcids vizsgalatokhoz illetve chlamydiaellenes immunvalasz ellenanyagainak
célefehérjéinek azonositasasra is hasznalhaték lesznek. Ezen munkaink eredményeirél a
kéziratot elkészitettlik, az benyujtas alatt van a BMC Molecular Biology cim( folydirathoz. A
ChlamyTrans projecten tulmutatdan, de a project keretében készitett chlamydia protein
arrayek felhaszndlasaval jelenleg vizsgaljuk, hogy a kilonb6z6 fokban neutralizalo C.
pneumoniae ellenes ellenanyagok célfehérjéiben van-e kiilonbség, van-e olyan chlamydialis
fehérje, amely elleni ellenanyagvalasz neutralizaciohoz vezet. Ezen kisérletek
eredményeképpen Uj vakcinatargeteket is akarunk azonositani.

A Chlamydia fajok virulenciafaktorainak, feltérképezését lényegesen megnehezitette,
hogy a nem volt olyan metdédus, amellyel egyes Chlamydia géneket ki lehetett Utni, vagy
funkcidjukat csokkenteni lehetett. Ennek az egyik oka az volt, hogy a hagyomanyos
transzfekcios technoldgiak nehezen mikodtek Chlamydia fert6zések esetén, mivel a
baktérium genomjat a gazdasejt plazmambranja, az inklizi6 membranja és a baktérium
sejtmembrdanja veszi koril. Ezen probléma megkeriilésére egy etil-metanszulfonat alapu
kémiai mutagenizdlé mddszert vezettiink be, amellyel random mddon pontmutacidkat
indukalhatunk a genomban [5]. A mutagén megfelel6 alkalmazdsaval leérhets, hogy
statisztikusan csak egy mutéacié indukdlddjon egy genomban. Ezen mutans klénokat elsé
korben CEL-I endonukledz segitségével identifikaltuk, majd a target gén részletes
szekvenaldsa utan, ha az altalunk kivant stopmutacio volt jelen, akkor a baktériumot plakk
purifikaltuk és fenotipusos analizisnek vetettiik ald. A modszer hasznalhatésagat a Chlamydia
trachomatis tryptofan-szintaz génjének (trpB) kittésével demonstraltuk. A trpB gén szerepet
jatszik az indol alapu tryptofanszintézisben, ami egy fontos elkerilé6 mechanizmus ha a
gazdasejti tryptofankoncentracié lecsokken. A mutans klon képtelen volt az interferon-
gamma altal indukalt gazdasejti tryptofan katabolizmusbdl adédo tryptofankoncentracio
csokkenést kivédeni. Mdadszeriink fontos el6relépés a Chlamydia pathogenezisben részt vevé
gének azonositasaban, az Uj gyogyszer és vakcinatargetek kijelolésében.

Készénetemet fejezem ki magam és kollégdim, valamint a kooperdcios partnereink
nevében, hogy az OTKA tadmogatdsdval megvaldsulhattak ezek kutatdsok.
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