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Abstract

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that causes infection in nearly all
species among the vertebrates. It poses a serious threat to humans as well: pregnant women
and immunocompromised individuals are especially endangered. The most virulent strains
have evolved a set of genes coding special protein kinases that enable parasite to evade host
immune response in many different ways. On the other hand, previous researches have
confirmed that the host species, mostly mice, are capable of eliminating the parasite from the
cells by stripping them apart from their protective niche. The IFN-y inducible proteins coded
by the IRG gene family members constitute one of the most powerful resistance mechanisms
of the innate immune system against several important intracellular pathogens. In GTP-bound
state, these proteins are capable of disrupting parasite containing vacuole and fuel parasite
egression.

The aim of my current research was to thoroughly examine the parasite clearing ability
of the so called Irgm3 protein, which is said to be one of the most important elements in the
mechanism stated above. | tried to identify the molecules that interact with Irgm3 using Mass
spectrum analysis. To do so, | produced different retrovirus vectors to express various N- or
C-terminal tagged Irgm3 and tested whether the tagged proteins restore the deficiency of
Irgm3-KO cells. My results affirmed, that not only non-tagged Irgm3, but also both N- and C-
terminal tagged Irgm3 expression profoundly reduced the number of live parasites in response
to IFN-y stimulation, suggesting a successful restoration of tagged Irgm3 in Irmg3-deficient
cells. Therefore these constructions are suitable to detect the proteins which are in direct
interaction with Irgm3 and which are definitely an integral part of the immune reaction on

eliminating intracellular parasites.



Absztrakt

Az Apicomplexa torzsbe tartoz6 Toxoplasma gondii egy olyan intracellularisan
¢l6skddo obligat parazita, amely képes barmely melegvérii €161ény megfertézésére. Ez alol
nem kivétel az ember sem: kivaltképp érintettek a terhes ndk illetve az immunhidnyos
egyének. A parazita legvirulensebb valfajai képesek sajat specialis protein kinazaiknak
koszonhetden kitérni a gazdaszervezet immunvalasza aldl megnehezitve ezaltal a védekezést
veliilk szemben. Ugyanakkor korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a gazdaszervezetek-
kiilonosen az egér, rendelkeznek a velesziiletett immunrendszer egy olyan kiemelten fontos
elemével, mint az un. IRG géncsalad, amely képes az intracellularis korokozokkal szemben
hatékony valaszreakcid kialakitdsara. A gének altal kodolt fehérjék a parazitat védd vakudlum
membranjanak szétesését okozva eliminaljak azt a szervezetbdl. Jelen vizsgalatom célja az
ebben a folyamatban résztvevd Irgm3 fehérje anti-parazita hatdsanak vizsgalata a fehérjével
kolcsonhatdsban miikodd egyéb proteinek azonositdsan keresztil. Ennek érdekében
kiilonboz6 flag-taggel ellatott Irgm3-at expresszald retrovirus vektorokat készitettem és
vizsgaltam, hogy a jelolt fehérjék kompenzaljadk-e az lrgm3-KO sejtek fenotipusat. A
vizsgalataim igazoltak, hogy a tag-gel ellatott Irgm3 alkalmazhat6 a fehérjével interakcidban
1év0 proteinek kimutatisara, amelyek minden bizonnyal sziikségesek a parazitdval szembeni
immunreakcio kialakulasahoz, ugyanis a flag-Irgm3 expresszidja az Irgm3-KO sejtekben

képes a fehérje eredeti anti-parazita hatasanak visszaallitasara.



Bevezetés

A Toxoplasma gondii egy intracellularisan él6skddé obligat parazita, amelyet elsdként a
20. szazad elején irtak le Eszak-és Dél-Amerikaban. Ez az eukariota parazita a csticsszerves
sporasok torzsének (Phylum Apicomplexa) tagja, igy 6 maga is rendelkezik a torzs jellegzetes
szekretoros organelluméval, amely az éllat apikalis oldalan taldlhaté és a gazdaszervezet
megfert6zését okozo agensek tritéséért felelds (2-5). A torzs evolucids hatékonysagat mi sem
mutatja jobban, minthogy a Toxoplasma gondii- t rokoni szalak flizik tobbek kozott olyan
hirhedt parazitakhoz is, mint a malariat okozé Plasmodium fajok, amelyek vilagszerte tobb
millié aldozatot szednek nap mint nap. A Toxoplasma maga is egy igen virulens faj, amely
képes szinte barmely melegvéri gerinces megfertézésére, habar a legtobb esetben az
egészséges ¢€lolényeknél csupan latens fert6zést okoz. Sajnos az ember is igen gyakran
aldozatul eshet a parazita fertézésének. Tarsadalmunk olyan igen veszélyeztetett csoportjali,
mint a terhes nék, vagy immunszupresszalt allapotban 1év6 személyek esetében (legyen az
akar egy HIV fert6zott vagy kemoterapias kezelésre jard beteg), egy Toxoplasma gondii
fertdzés konnyen vezethet velesziiletett rendellenességek kialakuldsdhoz a magzatban, so6t
akar halalos toxoplazmoézishoz is (6). Alapvetden az ember €és sok mas gerinces allat csupan
koztesgazdai a parazitdnak, amely egyet jelent azzal, hogy a parazita szaporoddsanak
szexualis fazisa csak és kizarolag az elsédleges gazdaknak szamité macskafélék csaladjaban
(Felidae) zajlik le. Az oocitak a macskak bélrendszerében jonnek Iétre, majd innen jutnak az
uriilékkel a talajba, ahol lezajlik a meidzis folyamata, amely soran a parazita elnyeri az egész
életciklusa sordn legfertézdbb formajat- 1étrejonnek a sporocitdk. Ezek képesek a koztes
gazdadk megfertdzésére, vagy akar a taplalékhalozatok utjan visszajuthatnak a macskafélék
emésztOcsatornajaba beinditva ezzel egy ujabb reprodukcios ciklust (1) (1. abra). S6t mi t6bb,
a sporaképzésen atesett oocitdk képesek hosszu honapokig, vagy akar évekig is atvészelni a
kiillonboz6 kornyezeti hatdsok ingadozasat, mikozben mit sem veszitenek a

fert6zOképességiikbol (7).

A Toxoplasma gondii fobb klondlis altipusai:

Eurdpaban és Eszak- Amerikaban alapvetden harom kiilonboz6 tipusat tudjuk
megkiilonboztetni a parazitdnak, amelyek dominansan embereket vagy mas emlds fajokat
fertéznek (8). Annak ellenére, hogy genotipusukat tekintve szinte teljesen megegyeznek,

virulenciajukban jelentds eltérést mutatnak (9). Kiemelkedik koziilikk az LD (100) értékkel
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1. dbra A Toxoplasma gondii életciklusa (1) A parazita elsédleges gazdai a
macskafélék, amelyek bélrendszerében zajlik a Toxoplasma gondii szexualis
szaporodasi ciklusa. Innen a diploid oocitdk az tirtiléekkel jutnak a kiilvilagba, ahol
egy meidzis eredményeként 1étrejonnek a kiilondsen fertézd sporocitdk. Az oocitak
hosszi idon at képesek a kornyezetben fennmaradni, valamint a viz és élelem
megfertézésén keresztiil biztositjak tjukat a kdztesgazdakhoz is. A reprodukcios
ciklus aszexudlis szakasza ezekben a koztes gazddkban jatszodik le (pl:
ragecsalokban). A gyorsan replikalodo tachizoitok az egész szervezetben akut, mig a
lassan novekvd bradizoitok a szoveteken beliil kronikus fertézést okoznak. Az
omnivor kapcsolatokon keresztiil a parazita ujra visszajuthat a macskakba, beinditva
ezzel egy Ujabb szexudlis szaporodasi ciklust. Maga az ember is lehet kdztesgazda, a
fert6zott étel/viz elfogyasztasa 1évén. Habar a legtobb fert6zés nem sulyos, de a
legyengiilt immunrendszeri embereknél €s a magzatoknal a toxoplazmoézis sulyos

agy, szem ¢€s egyeb szdveti karosodasokat okozhat.



jellemezhet6 és ezaltal a legvirulensebb I-es tipus (10), amelynek egy egyede is elegendd
ahhoz, hogy a fertdzott egerek elpusztuljanak. Eppen ezért, a parazita altal leggyakrabban
okozott akut vagy kronikus betegség- a toxoplazmozis, leginkdbb a ll-es tipusnak
tulajdonithato. A legkevésbé fertézéképes a Ill-as tipusu parazita, amely csak nagyon ritka
esetekben hozhatd Osszefiiggésbe barmilyen megbetegedéssel. Ezen valtozatok fenotipikus
tulajdonsagaikban igen jelentds kiillonbségeket mutatnak (1. tdblazat), amelyek kozott a
legkiemelkedobb a ROP18 nevii Ser/Thr kindz szekretald képességiik. Ez a fehérje
bizonyitottan a Toxoplasma f6 virulencia faktora (3, 10). Az emlitett kinazt a parazita a
gazdasejtbe jutast kovetden valasztja ki a szekretoros organelluman- a csucsszerven keresztiil,
biztositva ezaltal a gazdaszervezet immunreakcidjaval szembeni nagyon hatékony védekezést.
Nevezetesen, a ROP18 képes inaktivalni a gazda velesziiletett immunrendszerének szamos
fontos elemét azaltal, hogy a kifejezetten a parazitdkkal szemben védelmet biztosité un. IRG
fehérjék GTP-kotd6 doménjében, az I-es kapcsold régioban talalhato threonin maradvanyokat
foszforilalja (11, 12), blokkolva ezzel azok parazita ellenes hatasat. Tovabba a ROP18 kinaz
kett6és hatdsanak koszonhetden az adaptiv immunrendszer miikodését is befolyasolja, még
inkabb fogékonnya téve a sejteket a parazitafertdzésre: képes az ATF6p transzkripcids faktor
destabilizalasara (13), kijelolve azt a proteaszOmaban torténd lebontasra, ezaltal szabva gatat a
CD8" T-sejtek altal medidlt immunreakcid kialakulasinak. A ROP18 miikodését egy
testvérmolekulaja, a ROP5 pseudokinaz szabalyozza (14). A ROPS5 ugy akadalyozza meg a
parazita sejtb6l valo eliminacidjat, hogy harom szabad metionin aminosavan keresztiil képes a
az GDP-kotott allapotban van. A ROPS5 a megkotéssel ebben az inaktiv (GDP-kotott)
allapotban tartja a fehérjét, amely igy egy tokéletes szubsztrat lesz a ROP18 kinaz szdmara

(14, 15).

A fertozés modja:

Korabbi vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a Toxoplasma gondii a sajat aktin
filamentumainak motorfehérjékkel torténd mozgatdsan keresztiil képes a gazdaszervezet
megfertdzésére (16) ugy, hogy a gazdasejt felszinén egyfajta moving junction-t képez (17). Ez
a fajta fert6zés jelentdsen eltér a fagocitdzis mechanizmusétol: az invazié néhany masodperc
alatt végbemegy, és nem okoz jelentdsebb citoszkeleton atrendezddést vagy tirozin
foszforilaciot sem a gazdasejtben. A fert6zéssel egy idoben elkezd kialakulni a parazitat védo
vakudlum is, amely leginkabb a gazdasejt plazmamembranjanak komponenseit tartalmazza.

Am egy gyors maturacié sordn a vakuolum membranjabdl kivalnak ezek a fehérjék, ami
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feltehetéen hozzajarul ahhoz, hogy az ilyen modon 1étrejott vakudlum rezisztens lesz a

gazdasejt endocitotikus vezikulaival valo fazioval szemben (18).

Azonban ugy tlnik, hogy a gazdasejt megfertézésének modjaban is jelentds kiillonbség
mutatkozik a parazita kiilonb6zd tipusai kozott. Az eldbbiekben emlitett aktiv mechanizmus
leginkdbb a nagyon magas virulenciaju I-es tipusra jellemzd, mig az avirulens, &m huméan
megbetegedést okozo II-es tipus egyfajta unortodox tutvonalon képes a makrofagok
megfertézésére (19). Ez az ugynevezett PTVI utvonal, amelyben a parazita, mint egy trojai
falo elészor fagocitdzis utjan jut be a makrofagokba, és mindaddig a fagoszémaban marad,
amig el nem kezdi a sajat védd vakudlumanak a kialakitasat. Ezt a vaku6lumot a virulens
torzshoz hasonldan egy aktiv mechanizmus 1évén hozza létre, &m annak membranja ebben az

esetben nem a sejtmembran, hanem a fagoszoma egyes komponenseit fogja tartalmazni.

Mindez hozzdjarulhat ahhoz, hogy az avirulens tipus képes kronikus megbetegedést
indukélni az emlds fajok kozott, amely alapvetd feltétele annak, hogy a parazita hosszu idén
at taléljen a gazdaszervezetben. Ehhez sziikség van arra, hogy az akut fertézés altal kivaltott
olyan immunreakciok beinduljanak, mint példaul az intracellularisan talalhat6 TLR-ek
aktivacioja amely inflamatorikus citokinek (IL-12, IL-1B) expressziojahoz vezet. Ezek a
mechanizmusok korlatozzak a parazita hiperproliferacidjat és hozzajarulnak a Toxoplasma
mélyebb szoveti rétegekbe torténd elterjedéséhez (20, 21). A ll-es tipus ezen tulajdonsaga
eredményezhette széles korli elterjedését a természetben. Mig ugyan ennek a tulajdonsagnak a

hidnya a virulencia faktorok megjelenése mellett az I-es tipus hipervirulensé valasahoz

vezethetett.

A gazdaszervezet vilasza a parazitafertozésre:

A Toxoplasma minden hasonld torekvése az immunvalasz kijatszasara
elengedhetetlenné tette azt, hogy a gazdaszervezetek is létrehozzdk sajat védekezd
rendszeriiket a parazitaval szemben, amely vagy képes megakadalyozni a fert6zés kialakulasat,
vagy alkalmas a mar sejtekben 1€v6 parazitak eltdvolitdsara. A gazda fajok hasonlod felépitésii,
de mégis eltérd hatékonysagli immunvélaszt fejlesztettek ki a parazitaval szemben az
egyiittélés soran. Ezek koziil kétség kiviil a legbonyolultabb védekezd rendszer az IFN-y
fliggd p47 és p65 GTPazokat, masnéven IRG fehérjéket kodold génklaszter az egerek
genomjaban (22, 23). A klaszterbe 23 gén tartozik (2/A abra), és az altaluk kodolt fehérjék
néhany apro jellegzetesség alapjan alapvetden harom csaladba oszthatoak (23). Ugyanakkor a

fehérjék legfontosabb kozos jellemzdje, hogy az expressziojuk kivétel nélkiil IFN-y stimulus
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crer

koszonhetden (24). Az IRG csalad fehérjéi GTP kotott allapotban képesek a parazita koriil a
sejtben kialakuld vakudlum membranjanak a felhasitdsdra, ezzel beinditva a patogén
eltavolito folyamatot (25). Ez a fajta citokin—fliggd GTPaz rendszer alakitja ki minden
kétséget kizardlag az egyik legerdsebb rezisztencia mechanizmust a legtobb intracellularis

patogénnel szemben.

Az alabbi tanulmédnyomban ezen fehérjecsalad egy kiemelkedden fontos tagjanak, az
Irgm3 (més néven IGTP) fehérjének a parazitaellenes hatdsat kivantam vizsgalni. Mar egy
ideje koztudott, hogy az Irgm3 az egyik f6 immunfehérje nagyon sokféle parazitaval, igy a

Toxoplasma gondii-val szemben is (28). A fehérje az Irgml és Irgm2-es fehérjékkel egy

Toxoplasma gondii I Tipus II Tipus III Tipus
» Virulencia +++ ++ +
» ROP 18 expresszid +++ ++ +
» Migracios képesség +++ ++ +
» Novekedési-rata ++ +4++ ++
» Thl sejtek citokin termelésének indukalasa ++ +++ ++
» Novekedés neutrophil granulocitdkban +++ ++ +
> Ujrafertdz6 képesség +++ ++ ++
» NF-«kB transzlokéciojanak indukalasa + ++ -
> IL -12 termelés beinditasa + +++ +
> Betegség okozo képesség ++ +++ +
» Gazdasajt fertézése MJ altal +++ - -
» Fert6zés a PTVI uton - +++ -
» Makrofagok megfertdzése - Ly -

1. tablazat Fenotipusos kiilonbségek a parazita vonalak kozow (10, 19, 26, 27)

alcsaladba tartozik, és kozos jellemzojiik, a fenotipusukat jelentésen meghataroz6 GMS
aminosav motivum a GTP-k6t6 doménjiikon (29). A sejt normal, fertézésmentes allapotaban a

fehérje tobb mint 90%-a aktiv és ebben a GTP-k&tott allapotban az endoplazmas retikulum



membranjahoz asszocialtan talalhatdo (30). Mindez azt igazolja, hogy bar a fehérje atirasa
IFN-y-fiiggé folyamat, a citokin 6nmagaban nem elegendd a fehérjék aktivalasahoz (24),
ahhoz maés hatdsokra is sziikség van. Ilyen példaul az akut fert6zés, amely sordn jelentdsen
megno a fehérje expresszidja Stat-1 fliggd Gton mind a vérképzd, mind pedig a nem vérképzo
szovetekben (31). Ez vezet rovid idén belil a fehérje felhalmozodasahoz a parazitat
tartalmazd vakuolum koriil, beinditva ezzel a parazita-eliminalo folyamatokat. Azonban a
fehérje pontos effektor miikodését mind a mai napig homadly fedi. Taylor és munkatarsainak

feltételezései alapjan az Irgm3 négy kiilonb6z6 mdédon befolyasolhatja a parazita eltavolitasat:

crer

2) meggatolja a membran megujuldsat azaltal, hogy blokkolja a lipid komponensek beépiilését
3) el6idézi a membran vezikuldk leflizddését, amely a membran széteséséhez vezet

4) illetve kozvetleniil eliminalja a patogént a sejtb6l IFN-y iranyitotta autofag mechanizmuson

keresztiil (24).

Béarmely folyamat is jatszodjon le, a fertdzés utdn kozvetleniil az IFN-y és az olyan
mautofagia-fehérjék” hatasara, mint példaul a Atg7 és az Atgl6oL1 (32), az Irgm3 fehérjék a
parazita vezikulumok koré lokalizdlodnak, amely a membran széteséséhez €s a parazita
kiszabadulasahoz vezet. Ezek a parazitak ugyan életben maradnak, de nem lesznek képesek a

szomszédos sejtek megfertdzésére, amely rovidtavon az éhhalalukat okozza (25).

A p47 GTPazok az emberi genomban:

Annak ellenére, hogy az egerekben az IRG gének biztositjak a legkifinomultabb
védekezési mechanizmust az intracellularis korokozokkal szemben, ugyan ez a génklaszter
kiveszni latszik a human genombol. Vizsgalatok bizonyitottdk, hogy az IRG gének a csontos
halakkal egy id6ben jelenhettek meg valamikor az immunrendszer kialakuldsanak kezdetén,
am a féemldsok evolucidja soran jelenlétiik a genomban jelentés mértékben redukalodott (33).
Ma az emberi genomban minddssze harom, az egerekben fellelhetd IRG génekkel homolog
szekvencia talalhatdo meg (2/B. abra). Ezek rendre az IRGC, IRGQ és IRGM gének, amelyek

expresszioja az egér IRG génekkel ellentétben nem indukalhato IFN-y hat4sara.

Az TRGC nagyon szovetspecifikusan a herékben termelddik leginkabb, és szerkezetét
tekintve igen konzervalt az emberben, kutydkban és az egérben. Az IRGQ gének pedig olyan

,modositott” fehérjéket kddolnak, amelyek feltehetéen nem rendelkeznek GTPaz aktivitassal,
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de a normal mikodésti IRG fehérjékkel heterodimereket képezve segitik azok munkajat az

autofagia folyamatok szabalyozasaban (33).

Az 5. kromoszoman talalhato IRGM génnek négy kiilonbozé splice variansa van.
Mindegyik izoforma transzkripcidja egy, a gén 5’ vége el6tt talalhatd, retrovirus eredetli
ERV9 szekvenciatdl indul (34), amely tulajdonképpen a gén funkcionalisan aktiv promotere.
Ennek a szekvencidnak az integracioja feltehetden jelentdsen megvaltoztatta az IRGM
expresszios €s splicing mintazatat, valamint azt, hogy a fehérje mely szovetekben és milyen
mértékben expresszalodik. Ezek a strukturalis valtozasok szignifikans dsszefliggést mutatnak
a Crohn betegség kialakulasaval azaltal, hogy befolyasoljak az IRGM gének altal kialakitott
autofag mechanizmusok hatékonysagat (34, 35). Ugyanis a human IRGM, csakugy, mint az
Irgm1 az egér genomban, jelentds szerepet jatszik a fert6zott sejtek autofagia Gtjan torténd
elpusztuldsdban. A makrofagokban beinditja a mikrotubulus-asszocialt szolubilis fehérje-az

LC3-1 LC3-1I-v¢é alakulasat. Tovabba, amennyiben expresszidja igen magas, ugy az Osi

A.
Irgc Irgq
OmnO), Chr7
Irgm1 Irgb1-Irgh9 Irgd  Irgb10 Irgm3 Irgm2
D= R Chr 11
LRG-47 TGTP IRG-47 IGTP GTPI
(Irgb6é) Irga1-Irga8
00,00 020 0O IS
IIGP1
(Irgab)
B. IRGC IRGQ
OamO, Chr19
IRGM

2. abra Az egér és human IRG gének elrendezédése a genomban (36) (A) Az egér
Irg gének Irga, Irgb, Irgc, Irgd, Irgm és Irgq alcsoportba sorolhatoak. A pirossal jelzett
gének expresszidja IFN-y hatdsara indul meg. (B) A huméan genomban 3 IRG gén
talalhato.

génekhez hasonldan, hozz4jarul az olyan intracelluléris korokozokkal szembeni védekezéshez,

mint példaul a Mycobacterium tuberculosis, azaltal, hogy mas fehérjékkel kardltve eldidézi a
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mitokondrium membranjanak potencial csokkenését, ezzel beinditva a szervezetben a Bax/B

ak —fliggd sejthalal folyamatokat (36, 37).

Mindezek ellenére az intracellularis patogénekkel szemben az emberi immunrendszer
sokkal inkdbb olyan folyamatokra tdmaszkodik, mint a reaktiv oxigén gyokok termelése,
Rab5a indukalta megemelkedett aciditas kivaltasa, kation deplécid vagy éppen az autofagia
(38-41). Ezért mind a mai napig nem tisztazott, hogy milyen szempontbdl volt
,kOltséghatékony” 1épés a foemlésoktdl az IRG gének altal biztositott rezisztencia
mechanizmus részleges, vagy egyes gének esetében teljes elhagyasa. Ugyanakkor az egér

modellrendszereken végzett kisérletek segithetnek kozelebb jutni a megoldashoz.

A vizsgalatom célja volt tehat felallitani egy olyan egereken alkalmazott kisérleti
rendszert, amelyben igazolhatom, hogy az egér IRG géncsalad egyik legfontosabb elemének,
az Irgm3-nak, az IFN-y-medialt aktivitasa képes a gazdaszervezetben a parazitaszam
kordaban tartasara. Mindemellett pedig igyekeztem feltarni olyan fehérjék 1étezését, amelyek
az lrgm3-mal szorosan egylittmiikodve befolyasoljak annak mitkddését, hozzajarulva ezzel az
intracellularis korokozok eliminalasahoz. Ezzel igyekeztem megteremteni a lehetdséget arra,
hogy mélyebb betekintést kaphassunk a fehérje valodi mitkédésérél. Mindemellett pedig
hossztavon, akar a human genomban miikodé IRGM gén tovabbi funkcidinak tisztazasara is
lehetdség adodhat, ha figyelembe vessziik, hogy Irgm3 ¢és IRGM gén kozétt minden

bizonnyal igen szoros evolucios kapcsolat 4ll fent.
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Anyagok és modszerek

Sejtek és parazitak

A luciferaz expresszaldo ME49 (Il-es tipusu) Toxoplasma gondii parazita vonalat Vero
sejtekben tartjuk fent RPMI 1640 (Nacalai Tesque) médiumban, amelyet 2%-0S hovel
inaktivalt FCS-sel (JRH Bioscience), 100 mg/ml penicillinnel és 0,1 mg/ml streptomycinnel
(Nacalai Tesque) egészitliink ki. Konfluens kultura 1étrejotte utan hetente kétszer passzaljuk.
MEF (egér embrionalis fibroblaszt) sejteket DMEM médiumban (Nacalai Tesque) tartunk
fent, amelyet kiegészitink 10% hdével inaktivalt FCS-sel (JRH Bioscience), 100 mg/ml

penicillinnel és 0,1 mg/ml streptomycinnel (Nacalai Tesque).
Anyagok

A vizsgalatok soran az alabbi ellenanyagokat a Santa Cruz vallalattdl szereztiik be: a-lrgh6
(TGTP; sc- 11079), a-IIGP, a- Irgm3, a-M2 (anti-flag) és aktin (sc- 8432). A rekombinans
egér [FN-y a PeproTech gyartmanya.

Irgm-3 génkiiitétt MEF sejtek eloallitasa Cas9/CRISPR-medialt génmodositassal

Az Irgm3 gRNS inzert fragmentumat felszaporitjuk KODFXNEO (Toyobo) és
Irgm3 gRNS1 F valamint Irgm gRNS1 R primerek hasznalatdval. Az Irgm3 gRNS-e
expresszalo plazmidok eldallitasara a Nfat4 gRNS fragmentumat inzertaljuk a gRNS klonozo
vektorba (Plasmid 41824) a Gibson Assembly keveréket (New England Biolab) alkalmazva.
Hozzékapcsoljuk a T7 promotert az Irgm3 gRNS templathoz a KODFXNEO ¢és az
Irgm3 T7gRNS F, valamint a gRNS common_R primereket hasznalva. Gélen megtisztitjuk
a T7-Irgm3 gRNS PCR termékeket ¢és felhasznaljuk az Wjabb Irgm3 gRNS-ek
szintetizalasahoz. Az Irgm3 gRNS eléallitaisthoz a MEGAshortscript T7-t (Life
Technologies) hasznaljuk. A Cas9 mRNS in vitro transzkripcioval allitjuk elé az alabbiak
segitségével: MMESSAGE mMACHINE T7 ULTRA kit (Life technologies) és a PCR reakcid
soran felszaporitott templat, amely el6allitaissthoz a pEF6-hCas9-Puro-t valamint a
T7Cas9 IVT F és Cas9 R primereket hasznaltuk (42). A megszintetizalt Irgm3 gRNS-t és a
Cas9 mRNS-t a MEGAclear kit-tel (Life technologies) tisztitjuk, majd RNaz-mentes vizben
elualjuk (Nacalai tesque). Az Irgm-KO egerek eléallitdsdhoz C57BL/6 ndstény egereket (6
hetes) paroztatjuk CS57BL/6 himekkel. A megtermékenyitett egy sejtes embridkat
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Osszegyljtjiik a petevezetékbdl és ezeket oltjuk 100ng/ul Cas9 mMRNS-sel és 50ng/ul Irgm3
gRNS-sel (43). Az egér fibroblaszt sejteket (MEF) az el6z6ekben leirtak szerint tartjuk fenn.

Toxoplasma gondii szamanak meghatarozasa luciferaz probaval

MEF sejteket (5 x 10°) kezeliink 10ng/ml IFN-y-val, és inkubéalunk 24 6raig. Kontrollként
kezeletlen MEF sejteket is hasonloképpen inkubalunk. Ezt kovetéen luciferaz expresszald
parazitaval fertézziikk meg a sejteket (MOI=1) és ujabb 24 6rdig inkubaljuk. A fertdzottség
vizsgalatahoz a sejteket Osszegyijtjiik. A letapadt, konfluens sejteket tripszinnel oldatba
visszlik, majd lizaljuk 100ul lizis puffer hozzaadasaval (Promega) €s szonikaldssal. A
lizatumot 4 °C-on, 14000 rpm-mel centrifugdljuk, majd a feliilisz6 Spl-nek luciferaz
aktivitasat megmérjiik a Dual-Luciferase Reporter Assay System és GLOMAX 20/20

luminométer (Promega) segitségével.
Western-blot

MEF sejteket (10 x 10°) kezeliink 10ng/ml IEN-y-val, és inkubalunk 24 6raig. Kontrollként
kezeletlen MEF sejteket is hasonloképpen inkubalunk. A sejteket 1% Nonidet P-40-t, 150
mM NaCl-t, 20 mM Tris-HCI-t (pH 7,5), 5 mM EDTA-t és proteaz inhibitort tartalmazo
pufferben (Roche) lizaljuk. A mintdkat 5 percig 95 °C-on inkubéljuk majd a sejtlizatumokat
SDS-PAGE gélelekroforézissel elvalasztjuk. A gélre felvisszikk az ismert molekulatomegii
fehérjékbol allo standard mintat is. Az elekroforézis 40 V-on végezziik. A fehérjéket
polivinyl- difluorid membranra blottoljuk. A blokkolas utan a megfeleld ellenanyaggal egyiitt

inkubaljuk a membrant egy éjszakéan at. Az el6hivas ECL oldattal torténik.
Shotgun Immunoprecipitdcio

N termindlis flag-taggel ellatott Irgm3-at expresszald fibroblaszt sejteket lizalunk lizis
pufferrel (0,5% Nonidet P-40, 150mM NaCl, 20mM Tris-HCI, pH 7.5) amely proteaz
inhibitort (Roche 9) is tartalmaz. A lizatumot el6tisztitjuk protein G-s sepharose miniprep
segitségével (GE Healthcare) 2 oran keresztiil 4 °C-on. Majd egy ¢jszakan at, allando forgatas
mellet, 4 °C-on inkubaljuk o-flag (M2) ellenanyaggal elGkezelt protein G- sepharose
miniprepen. A precipitdtumokat 4x mossuk lizis pufferrel és flag-proteint tartalmazo (100
pg/ml, SIGMA) lizis pufferrel elualjuk az oszloprol. A mintdkat 4-5 percig

gélelektroforézissel megfuttatjuk, majd a gélbdl az dsszes mintat izolaljuk.
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Eredmények

Az Irgm3 hatdsa a parazita sejtbol valo eltavolitasara

Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk az Irgm3 IFN-y medidlt parazitaellenes
hatasmechanizmusat, elsOként meg kellett gy6zddniink arrdl, hogy ez a p47 GTPaz valdban
nélkiilézhetetlen a Toxoplasma gondii sejtbél vald eltavolitasara. Ennek bizonyitasara
a ’reverse’ genetika modszereit hasznaltuk: a prokariota eredeti CRISPR/Cas9 adaptiv
immunrendszer miikodésén alapuld, leglijabb ¢és nagyon pontos génmoddositd technikat
alkalmazva készitettiink olyan egér embriondlis fibroblaszt sejteket (MEF), amelyekbdl
kititottiik az Irgm3 fehérje kodolasaért felels gént. A génmodositas sikerességét Western-blot
segitségével igazoltam, €s azt taldltam, hogy a génkiiitott sejtekben IFN-y kezelés hatisara
sem expresszalodott a fehérje (3/A. abra). Tehat a génkilités megfeleléen sikeriilt. Ezt
kovetden vizsgaltam, hogy kimutathatéo-e az Irgm3 fehérje kiemelt szerepe a gazdasejt
citokin-indukalt sejtes immunvalaszaban a parazita ellen. Ezért vad tipusu és Irgm3-KO egér
embrionalis fibroblaszt sejteket vetettem alda IFN-y kezelésnek 24 oran keresztiil, majd ezeket
a sejteket megfertéztem luciferaz enzimet expresszalo Il-es tipusi (ME 49) Toxoplasma
gondii parazitaval. Ezt a fert6zést elvégeztem olyan fibroblaszt sejteken is, amelyeket el6tte
nem kezeltem citokinnel. 24 oraval a fert6zést kovetden megmértem a parazitaszamot
luciferdz- proba segitségével. Ahogy az varhatdé volt a negativ kontroll esetében, IFN-y
indukci6 nélkiil sem a vad tipusu, sem pedig az [rgm3 génkiiitott sejtek nem voltak képesek a
parazita szdmanak csokkentésére. Ugyanakkor a vad tipust sejtekben jelentdsen lecsokkent a
parazita terheltség mértéke amennyiben a sejtek korabban atestek az IFN-y kezelésen. Ezzel
egy idében az lrgm3-KO sejtekben mivel elvesztették képességiiket arra, hogy a parazitat
eltavolitsak a fert6zott sejtekbol, a parazitaszam extrém magas maradt (3/B abra). Ez a
kisérlet tehat bizonyitotta, hogy a vad tipusu sejtekben, IFN-y stimulus hatisara az Irgm3
fehérje nélkiilozhetetlen ahhoz, hogy a gazdasejt képes legyen a parazitdk szamat mintegy
90%-kal csokkenteni a génkiiitott sejtekhez képest (3/C abra). Igy joggal feltételezhetjiik azt,
hogy az Irgm3 fehérje szerves részét képezi annak a rendszernek, amely képes felvenni a

harcot a fert6z6 agenssel szemben.
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3. abra Az Irgm3 nélkiilozhetetlen a Toxoplasma ellenes celluliris immunvalasz
soran. (A) Egyes vad tipust és Irgm3-KO egér embrionalis fibroblaszt sejteket
inkubaltam 10 ng/ml IFN-y-val 24 o6ran at, masokat kezeletleniil hagytam. Lizalast
kovetéen Western-blottal mutattam ki az Irgm3 fehérjét. (B, C) Egyes vad tipusu és
Irgm3-KO egér embrionalis fibroblaszt sejteket inkubaltam 10 ng/ml IFN-y-val 24
ordn at, masokat kezeletleniil hagytam. Mindegyik sejtkultirat ME49-es luciferaz
expresszalo Toxoplasma gondii-val fertéztem majd 24 o6ra utan Osszegyljtottem
Oket. A teljes parazitaszdmot a luciferaz aktivitds alapjan mértem. Az adatok két

parhuzamos mérés atlagai.
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Jelenleg ismeretlen, Irgm3-mal egyiittmiik6dé molekuldak vizsgalata, amelyek fontos szerepldi

az IFN-y medialt Toxoplasma gondii elleni immunvalaszban

Annak ellenére, hogy sikeriilt bebizonyitanom, hogy milyen kiemelkedden fontos
szerepe van az Irgm3-nak a sejt anti-parazita miikodésében, a tényleges molekularis
mechanizmus, amellyel a fehérje kifejti hatasat a parazitara még mind a mai napig nem ismert.
Ennek feltarasara tettem kisérletet a kovetkezékben ugy, hogy megprobaltam megvizsgalni az
Irgm3 fehérje kapcsolatat mds, ugyanebbe a csaladba tartozo fehérjékkel. Feltételezhetd
ugyanis, hogy a p47 és p65 GTPaz csalad fehérjéi nem Onalléan, hanem egymadssal
valamilyen kozvetlen, vagy akar kozvetett kapcsolaton keresztiil egyfajta rendszert alkotva

képesek a parazita eliminalasara.

Ahhoz, hogy megvizsgaljam, hogy kapcsolddik-e barmilyen molekula az Irgm3 fehérje
akar N-vagy C-termindlisdhoz, létrehoztam négy kiillonbozd retrovirus vektort. Az egyik
képes a teljes, vad tipusi Irgm3 kifejezésére, a masodik ¢és harmadik vektor szintén
tartalmazza a teljes Irgm3-at de az egyiket a C, a masikat pedig N-terminusan flag-taggel is
ellattam. Illetve késziilt egy negyedik vektor, amely egyaltalan nem tartalmazta az Irgm3
fehérjét kodolo gént. A retrovirus vektorokat azutdin GP2-293 (’Packaging system’)
,»csomagold” sejtvonalba transzfektaltam és alig 48 ora leforgasa alatt 1étrejottek igy nagy
szamban, igen jO fertdzoképességli virionok. Ezekkel fertdztem meg késObb a korabbi
génmodositas sordn eldallitott Irgm3 génkilitott sejtjeimet. Egy puromycin szelekcidt

kovetden pedig az életben maradt sejttelepeket tartottam fent a kidolgozott protokol alapjan.

A kovetkezékben elvégeztem a konstrukciok tesztelését anti-flag (4/A. abra) és anti-
Irgm3 ellenanyagok (4/B abra) hasznalataval. A kontrukciok készitésénél ligyeltem arra is,
hogy az Irgm3-at kodoldo gén elé egy olyan promoter keriiljon, amely doxyciklinnel
indukalhat6. Ennek szerepe egyrészt az, hogy idében szabalyozni tudjam a fehérje expresszi-
0jat, masrészt pedig a transzlalodott protein mennyiségét is befolydsolni tudtam. Erre azért
volt sziikség, mivel a fehérje jellegzetes tulajdonsaga, hogy aggregalodni képes, amely az

effektor funkcidjanak teljes elvesztésével jar.

Mindezek utan vizsgalni kezdtem, hogy az elkésziilt konstrukcidkat tartalmazé sejtek
képesek-e a vad tipusu egér fibroblaszt sejtekhez hasonléan kontroll alatt tartani a parazita
okozta fertdzést. Eloszor doxyciklin kezelés nélkiil, de IFN-y indukcié mellett mértem

luciferaz-probaval a sejtekben talalhato parazita mennyiségét és azt tapasztaltam, hogy a vad
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tipusu sejtek képesek voltak a parazitaszamot szignifikdnsan lecsokkenteni, mig az Uj
konstrukciok a doxyciklin hianydban ugyanerre mar nem voltak képesek. Ez az eredmény
nem meglepd, ugyanis még a vad tipusu sejtekben az Irgm3 parazita ellenes effektor
mechanizmusa nem sériilt és az ennek a beindulasaért felelés IFN-y stimulus is jelen van,
addig az 1j sejtekben a doxyciklin indukalta promoéter miatt nem indul be a fehérje
transzlacidja az antibiotikum hidnydban még akkor sem, ha az IFN-y kezelés ezt egyébként
lehetévé tenné (5/A. &bra). Ugyanakkor, ha az IFN-y citokines kezelés parosult az
antibiotikum kezeléssel, akkor mar nem kizarolag csak a vad tipusu sejtek, hanem a flag-tag

nélkiili, teljes Irgm3 fehérje expresszalasara képes 0j konstrukciot tartalmazo sejtek is

‘éo’ ‘%\,S oy .\g') i\”’ =~
A § § & s 2 & 3
§ § 2 s § 3
¢ ¥y To o $ &_2_ 5
S O S S o=z
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4. abra Négy uj retrovirus konstrukcié miikodésének vizsgalata (A, B) Ures, C
teminalis-tag, N terminalis-tag és tag nélkiili retrovirust tartalmazo6 egér embrionalis
fibroblaszt sejteket kezeltem 10ng/ml Doxyciklinnel 24 o6ran keresztiil, majd
lizatumot készitettem. Kontrollként kezeletlen sejtekbdl is készitettem lizdtumot. A

mintdkat Western-blottal detektaltam a megjelolt ellenanyagokkal.

képesek visszaallitani a génkiiitéssel megkarosodott fibroblaszt sejtek fenotipusat (5/A. abra).
S6t mi tobb, nem csak a jelolés nélkiili Irgm3, hanem az N-és C-terminalisan flag-taggel
ellatott Irgm3-t expresszald sejtek is képesek voltak latvanyosan lecsdkkenteni a parazita
mennyiségét, amennyiben IFN-y és doxyciklin indukcio ezt lehetové tette (5/B. abra). Az

eredményeim igazoljak tehat, hogy mind a jelolt mind pedig a jeldletlen konstrukcidim is
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képesek voltak visszaallitani az Irgm3-KO sejtekben az Irgm3 eredeti, parazita ellenes hatasat.
Ez azt jelenti, hogy a tovabbiakban alkalmazhatoak a konstrukciok arra, hogy segitségiikkel
meghatarozzam az Irgm3-mal szorosan kapcsold, jelenleg ismeretlen fehérjéket is. A flag-tag

jelolés pedig lehetové teszi, hogy a késObbiekben ezeket a molekulakat az Irgm3-mal egyiitt

akar izolalni is lehessen.

IFN-y hatasa Dox kezelés mellett IFN-y hatasa Dox kezelés mellett
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5. abra Négy kiilonb6z6 retrovirus konstrukcié hatasa a parazita eliminalasara (A)
Vad tipusu, iires és tag nélkiili retrovirus konstrukcidt tartalmazo egér embriondlis
fibroblaszt sejteket inkubaltam 10 ng/ml IFN-y-val 24 o6ran at, a kontroll sejteket
kezeletleniil hagytam. Mindegyik sejtkultirdt ME49-es luciferaz expresszalo
Toxoplasma gondii-val fertéztem majd 24 d6ra utan 6sszegytjtottem Oket. Ugyan ezt az
eljarast megismételtem doxicyklin kezelés mellett is. A teljes parazitaszamot a luciferaz
aktivitas alapjan mértem. Az adatok két parhuzamos mérés atlagai. (B) Az eldzdekben
leirt luciferaz-probat Gjra elvégeztem: itt a sejtek az IFN-y mellett 10 ng/ml doxyciklin

kezelést is kaptak. A kontrol sejteket ebben az esetben is kezeletleniil hagytam.

p47 GTPaz csalad uj tagjainak azonositasa tomegspektrometrias vizsgalattal

Miutan megbizonyosodtam arrdl, hogy a flag-taggel jelolt fehérjék hatdsa a parazitdk
elimindlasara megegyezik a vad tipusu fehérjéével, megkezdtem a mintdk eldkészitését a
tomegspektrometrias vizsgéalathoz. Az el6zd kisérletek eredménye alapjan (5. abra) ugy

dontottem, hogy az eddig ismeretlen, az Irgm3-mal asszocialt fehérjék felkutatdsira az N
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terminalis flag-teggel ellatott egér embrionalis fibroblaszt sejtkonstrukcidét hasznalom,
ugyanis ezekben a sejtekben az Irgm3 fehérje mennyisége valamennyivel jobban

helyreallithatonak bizonyult a C terminalisan megjeldlt sejtkonstrukcidohoz képest.

A sikeres immunoprecipitdcié eredményeként négy kiilonbozé mintat készitettem,
amelyek mindegyike az N terminalisan flag-teggel ellatott Irgm3 fehérjét expresszald
fibroblaszt sejtekbdl szarmazott. 1.) az els6 minta sem IFN-y, sem pedig doxyciklin kezelést
nem kapott, 2.) a masodik minta sejtjeit csak doxyciklinnel stimuldltam annak érdekében,
hogy meginduljon benniik az Irgm3 fehérje transzlacidja, 3.) a harmadik minta sejtjei csak
IFN-y kezelést kaptak, 4.) az utols6 mintaban 1évé sejtek pedig mind a citokin, mind pedig az
antibiotikum kezelés stimulald hatasaban részesiiltek. Ezen mintak mindegyikét megkiildtem
tomegspektrometria vizsgalatot végzo kozpontnak, annak érdekében, hogy sikeriiljon
kimutatnom az Irgm3 fehérjéhez ko6tddd, és annak parazita ellenes miikodésében aktivan

résztvevo, jelenleg ismeretlen fehérjéket.
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6. abra Immunprecipitacio a tomegspektrometrias méréshez Az N terminalis flag-taggel
ellatott egér embriondlis fibroblaszt sejtekbdl késziilt mintak 10 ng/ml IFN-y és 10 ng/ml
doxyciklin kezelést kaptak négy féle kombindcidban. Sz immunprecipitaciot a megjelolt

ellenanyaggal végeztem.
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A vizsgalathoz sziikséges mintakat ,,shotgun” immunoprecipitacioval allitottam el6 (6.
abra), amely lehetdvé teszi, hogy a mintaknak nem csak egy-egy részét, hanem a teljes mintat
vizsgalni lehessen. Ez bar biztosabb mddszer abban a tekintetben, hogy nem fligg attol, hogy
a készit6 mely fehérje savokat izolalja a gélb6l, mint a klasszikus immunoprecipitacid
esetében, ugyanakkor a teljes mintdk miatt nagyon nagy szamu talalat is megjelenhet a
tomegspektrometria vizsgalat eredményében, amelyekbdl sok teljesen irrelevans az adott
fehérje szempontjabol. Az én esetemben is hasonld eredményt kaptam. A négy vizsgalt minta

alapjan Osszesen 575 lehetséges célfehérjét talalt a spektrométer, ugyanakkor a vizsgalat elott

2. minta 3. minta

4. minta

7. abra Tomegspektrometrias vizsgilat eredménye Venn diagramon A
spektrométer altal talalt lehetséges gének nagy szdma a shotgun immunoprecipitacio
eredménye. A eredmény sziikitését a kordbban elvégzett citokines és antibiotikumos
kezelések teszik lehetdvé A 2. minta IFN-y kezelt sejtekbdl, a 3. doxyciklinnel kezelt
sejtekbdl, a 4. pedig az IFN-y-val és doxyciklinnel egyiitt kezelt sejtekbdl szarmazo

minta. A piros szamok a lehetséges Irgm3-hoz asszocialt molekuldk szamat jeloli.

négy kiilonbozé kombindcidban elvégzett kezelés jelentds mértékben sziikitette a taldlatok
szamat. Az alabbi Venn diagramon abrézoltam (7. &bra), hogy hany olyan molekula van,
amely kapcsolatban allhat az Irgm3 fehérjével: a 2. minta eredménye a csak IFN-y kezelést
kapott sejtekbdl szarmazik, a 3. csak doxyciklinnel kezelt minta, a 4. pedig az IFN-y-val és
doxyciklinnel kostimuldlt mintabdl izolalt molekuldkat takarja. Mindez azt jelenti, hogy 5 db

olyan gén van, amely az Irgm3 fehérjéhez IFN-y stimulustdl teljes mértékben fliggd modon
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kozvetleniil kapcsolodni képes molekulakat koédolja. Ugyanakkor jelen van 8 olyan gén altal
kodolt fehérje is, amely képes ugyan az Irgm3 fehérjéhez asszocidlni, de ez a kapcsolat IFN-y
hatasatol teljesen fiiggetlen. Ha figyelembe vessziik azt, hogy mi kizarolag csak az Irgm3
fehérjéhez kozvetleniil kapcsolddni képes molekulakat keressiik, akkor 5+ 8, azaz 13
lehetséges célfehérjét talalunk. Ebbe a korbe azért szamolhatjuk bele a citokintdl fliggetlentil
megjelend 8 molekulat kodold gént is, mert az Irgm3 fehérje expresszidja mar onmagaban

véve egy IFN-y hatasara beinduld folyamat.

A vizsgalat alapjan a 13 fehérjérdl az is kideriil, hogy a kiilonb6z6 molekuldk igen
széles mérettartoméanyba esnek. Osszességében tehat elmondhatd, hogy egyértelmiien vannak
olyan molekulak, amelyek az Irgm3 fehérjéhez kozvetleniil kapcsolddnak, tehat az nem
egyediil 1atja el a feladatat. Azt, hogy ezek a molekuldk az Irgm3 GTPazzal azonos csaladba

tartoznak, vagy esetleg attol teljesen kiillonbozdek csak késdbbi vizsgalatok tudjak kideriteni.
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Diszkusszio

Az alabbi tanulmanyomban az Irgm3 GTPaz fehérje Toxoplasma gondii ellenes
immunreakcidjat vizsgaltam olyan egér embrionalis fibroblaszt sejteken, amelyek genomjabol
géntechnoldgiai uton eltavolitottuk ezt az esszencidlis immunkomponenst kodold gént. A
vizsgalataim soran sikeriilt a korabbi eredményekkel (25, 28) erdsen korrelald
megallapitasokat tennem, miszerint a p47 GTPaz csalddba tartozo Irgm3 fehérje egyértelmiien
szignifikans szerepldje az egér immunrendszer altal biztositott védekezd reakcionak az
intracellularisan ¢16skodé Toxoplasma gondii-val szemben. Ez a reakcié minden kétséget
kizarolag egy IFN-y irdnyitotta folyamat, ugyanis a citokin indukcid hianya végzetes
kimeneteli minden Toxoplasmdval fertdézott sejtre nézve. A parazita sejtbol valo eliminacidja
tehat csak akkor lehetséges, ha IFN-y és Irgm3 fehérje is kell6 mennyiségben, aktiv formaban

jelen van a sejtben.

Noha a protein anti-parazita hatasa megkérddjelezhetetlen, a pontos mechanizmus,
amellyel képes a parazitat az azt véd6 burkatol megfosztani, és a sejtbdl eltavolitani a
tudomany mai alldsa szerint ismeretlen. Mindenesetre azt feltételeztilk, hogy a fehérje
parazita6lé hatasaban nagy szerepet jatszhatnak azok a jarulékos fehérjék, amelyek
kozvetleniil kapcsolodnak a fehérjéhez. A vizsgalataim igazoltak szamos ilyen molekula
létezését. Tovabba abban is biztosak lehetiink, hogy ezek a molekuldk képesek az Irgm3
fehérje effektor funkciojat visszadllitani még az Irgm3-KO sejtekben is, amennyiben a fo
fehérje N-vagy C-terminalisdhoz kapcsolodnak. Azt, hogy ez a kozvetlen kapcsolat a fehérjék
kozott a 2 specifikus G-domén dimerizaciojanak koszonhetd-e (44, 45), avagy mas domének
biztositjak a molekulak 6sszekottetését csak akkor valik vildgossa, ha mind az Irgm3, mind

pedig a tobbi molekula kristalyszerkezeti modellje elkésziil.

Ahhoz, hogy szélesebb korli képet kapjunk a megismert fehérjék milkodésérél még szdmos
egyéb vizsgalatot kell elvégezni a jovoben. A méretiik alapjan akar azt is feltételezhetnénk,
hogy az jonnan megtalalt fehérjék az Irgm3-mal megegyez6 modon a p47 és p65 GTPaz
csaladba tartoznak, ugyanakkor arrél mit sem tudunk, hogy ezek Onalldan is rendelkeznek
barmiféle Toxoplasma gondii ellenes aktivitassal, vagy csak és kizarolag mas fehérjékkel (pl:
Irgm3-mal) kar6ltve képesek a funkcidjuk ellatasara. S6t akar az is elképzelhetd, hogy nem a
GTPaz csalad részei, csupan kozremiikodoi a sejtes immunvalasz kialakuldsanak. Jelenlegi

ismereteim alapjan én ugy gondolom, hogy a legnagyobb valdsziniiséggel ezek egyfajta
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»segéd molekuldi” az Irgm3 fehérjének: tdmogathatjdk az Irgm3-at a parazitat tartalmazo
vakuélum megtaldldsaban, segithetik a vakuolum felszinén a fehérjék Osszerendezddését,
vagy akar a vakudlum felhasadasaért felelés vezikulacidoban is részt vehetnek. Azt is

elképzelhetonek tartom, hogy ez a fizikai interakcido az Irgm3 és az Uj molekuldk kozott

GKS aktivéciot gatoljak (46).

Barmely variacio fedje is a valdésagot annyi bizonyos, hogy ezek a molekulak és az
Irgm3 altal kozdsen beinditott ¢és iranyitott mechanizmusok vezetnek a parazita
elpusztulasahoz. A folyamatok feltarashoz pedig legjobb Ut a ’reverse’ genetikai
vizsgalatokon keresztiil vezet: a jovében a kutatocsoportunk célja az, hogy létrehozzunk olyan
embrionalis fibroblaszt sejteket, amelyekbol egyesével kiiitjiik a vizsgalataim soran kimutatott
13 molekulat kodolo gént, hogy ezeket a konstrukcidkat tesztelve jobb képet kaphassunk

mind a molekuldk, mind pedig az Irgm3 parazita ellenes immunvalaszban betoltott szerepérol.

Minden olyan genetikai faktor megértése, amely befolyasolja a Toxoplasma gondii
virulencijat és az altala okozott fertézést, hosszabb tavon vezethet olyan 1 terdpias
modszerek vagy vakcinak kidolgozdsdhoz, amelyek megallithatjdk a fertdzés kialakulasat,
vagy adott esetben gyogyitani tudjak azt. Ezek kifejlesztése a leghosszabb tava cél, és egyben
a legégetobb probléma is, kiilondsen, hogy a veszélyeztetett csoport mérete naprol-napra
novekszik. Vakcindk eldallitdsa lenne talan a legjobb megoldas, de mindenekel6tt fontos,
hogy sokkal jobban megértsiik egér modelleken keresztiil, hogy hogyan is miikodik az
immunrendszer az ilyen fajta parazitival szemben. Ugyanakkor az is nagy kérdés, hogy a
jelenlegi tudasunkat err6l a diverz immunmechanizmusrol at lehet-e {iltetni a human
hasznalatba, mivel az emberi genombol az IRG csalad fehérjéit kodold génklaszter vagy
javarészt hianyzik (34), vagy a még meglévé gének funkciodja is teljesen eltéré az egerekéhez

képest (33). Ennek tisztazashoz mindenképpen a jelenlegi ismereteink elmélyitése sziikséges.

Osszességében ugy vélem, a jovoben érdemes lenne vizsgalni, hogy a jelenleg ismert
IRG fehérjék €s a csalad feltételezett uj elemei hogyan képesek egyiitt, egymasra hatva és
egymas hatasat erésitve kialakitani az anti-Toxoplasma valaszt, annak érdekében, hogy fény
deriilhessen egy mindezidaig ismeretlen, de nagyon hatékony parazitaecliminalé mechanizmus

mukodésére.
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