Prof. Dr. Konya Jézsef biralatara adott valaszok

Szeretném kifejezni koszonetemet dr. Kénya Jozsef Professzor Urnak az értékes munkajaért
és az atfogé észrevételekért, amelyeket nagydoktori disszerticiom biralata soran tett. Epito
kérdéseivel uj otleteket adott tovabbi kutatasainkhoz.

1. Az epithel es stroma sejteket tartjak az IL-17 hatds f6 célpontjianak. A megfigyelt
mechanizmusokat, (kemokinek, fvs migracio, stb) hogyan lehetne utvonalba netan
halozatba rendezni?

Az IL-17 utvonal egy olyan immunoldégiai jelatviteli utvonal, amely az IL-17 csalad citokinek (IL-
17A-t0] IL-17F-ig) altal kozvetitett hatasokat tovabbitja a sejtekbe. Ezek a citokinek elsdsorban
Th17 sejtekbdl szarmaznak, de mas sejttipusok, mint példaul yoT-sejtek, iNKT sejtek és neutrophil
granulocytdk is termelhetnek IL-17-et. Az IL-17 utvonal kulcsfontossagii a test védelmében
bizonyos bakteridlis, gombés és néhany virusos fertdzéssel szemben, kiilondsen a bdrén és a
nyalkahartydkon. Az IL-17 Gtvonal 1épéseit a kdvetkezOként lehet 6sszefoglalni:

1. Citokin termelés: Az IL-17 citokinek termelddnek valaszul egy adott immunstimulusra,
példaul a C. pneumoniae fertézésre.

2. Receptor kotodés: Az IL-17 citokinek kotédnek az IL-17 receptorokhoz (IL-17R), amelyek
kiilonb6z6  sejttipusok felszinén, tobbek kozott epithel sejteken, fibroblastokon és
macrophagokon talalhatok. Az IL-17 receptor csalad tobb altipusbol 4ll, amelyek koziil az
IL-17RA és IL-17RC a legjelentésebbek az IL-17A és IL-17F altal kozvetitett jelzésekben.

3. Jelatvitel: Az IL-17 és az IL-17 receptorok kozotti kotddés aktivalja a sejten beliili
jelatviteli Gtvonalakat, tobbek kozott az NF-kB, a MAPK ¢és a C/EBP utvonalakat. Ez a
jelatvitel serkenti a célsejteket a gyulladasos valaszra, beleértve a pro-inflammatorikus
citokinek, kemokinek, antimikrobialis peptidek és egyéb gyulladasos mediatorok
termelését.

4. Gyulladasos valasz: Az IL-17 jelatvitel eredményeként kialakulé gyulladdsos vélasz
eldsegiti a neutrophil granulocytdk bevandorlasat a fertdzés helyére, fokozva ezzel a
patogének eliminalasat.

5. Tulzott aktivalodas kovetkezményei: Bar az IL-17 Gtvonal 1étfontossagu a fertézeésekkel
szembeni védekezésben, a tulzott vagy kronikus aktivalddasa hozzajarulhat autoimmun €s
gyulladasos betegségek, mint példaul a psoriasis, rheumatoid arthritis és asztma
patogeneziséhez'. Az IL-17 utvonal (pl. monoklonalis ellenanyaggal, ixekizumab) terapias
stratégia célpontjaul szolgalhat bizonyos gyulladasos és autoimmun betegségek kezelésére,
ahol az IL-17 tualzott termel6dése és jelatviteli aktivitasa jatssza a kOzponti szerepet.
Viszont a kezelés megkezdése elétt fontos bizonyos fert6zések igy a Mycobacterium
tuberculosis kizarasa, mivel az IL-17 szerepe elengedhetetlen ezen korokozoé lekiizdésében.

2. A kemokin indukcioért szekrécioért melyik sejttipust lehet felelds a szerven beliil?

A tiidében a kemokinek indukcidja és szekrécidja tobb sejttipus egyiittes munkajanak eredménye,
amelyek a gyulladésos stimulusokra, fertézésekre vagy egyéb sériilésekre valaszolva termelddnek.
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A tiidon beliil az alabbi sejttipusok jatszanak kulcsszerepet a kemokinek termelésében. A légutak
epithel sejtjei az elsé védelmi vonalat alkotjak a korokozokkal szemben, és képesek kemokineket
termelni, mint példaul az IL-8 (CXCLS8), amely vonzza a neutrophil granulocytakat, vagy a CCL2,
amely mononuklearis sejteket vonz. Ezek a sejtek kemokin termelésével valaszolnak a fertdzésekre
és egyéb sériilésekre eldsegitve a gyulladasos sejtek bevandorlasat a fertdzés helyére. A tiid6
alveolaris és intersticidlis macrophéagjai is fontos szerepet jatszanak a kemokinek termelésében,
kiilonosen a gyulladdsos és fertdzéses allapotokban. A macrophdgok olyan kemokineket
szekretalhatnak, mint a CCL2, amely vonzza a monocytakat és mas immunsejteket a gyulladas
helyére. Ezeken kiviil a tiidé dendritikus sejtek is részt vesznek a kemokinek eldallitasaban,
elosegitve az immunvalasz koordinacidjat a T-limfocitdk aktivaldsaval. Bar a neutrophil
granulocyték elsdsorban a kemokinek altal bevonzott sejtek, bizonyos koriilmények kozott maguk
is képesek kemokineket termelni, ezzel fokozva a gyulladdsos vélaszt. A tiidé érrendszerének
endothel sejtjei szintén képesek kemokineket termelni vélaszul a gyulladdsos stimulusokra,
a Thl és Th2 sejtek, valamint a B-sejtek is termelhetnek kemokineket, szabdlyozva ezzel az
immunvalaszt és az immunsejtek mozgasat a tiidoben. Ezek a sejttipusok egyiittmiikodve a
gyulladasos és immunvalaszban kulcsfontossagi kemokinek termelése révén biztositjak, hogy a
tiidd képes legyen hatékonyan reagalni a kiilonbozé kihivasokra 2.

3. Az IL17 indukdlhat-e koézvetleniil a sejtben intracelluldris — anticlamydialis
mechanizmusokat.

Kisérleteink soran az IL-17A neutralizaldsat kovetden csokkent az egerek tiidejében az IL-17
indukeciotol fiiggd neutrophil granulocyta bearamlas, valamint mRNS szinten az altaluk termelt
kiilonbozd gyulladdsos kemokinek mennyisége. Ennek kovetkeztében ezen egerekben nagyobb
mennyiségii C. pneumoniaet tudtunk visszatenyészteni. Természetesen nem zarhatjuk, ki, hogy a
fertézés soran termelddott IL-17 aktivalja anti-chlamydialis folyamatokat. Kisérleteink soran
kutatocsoportunk sajnos nem vizsgalta, hogy pl. a rekombinans IL-17 befolyasolja-e a kiilonb6z6
anti-chlamydialis enzimek kifejezddését.

A C. pneumoniae mennyiségét intracellularisan anti-chlamydialis hatasti enzimek csokkenthetik.
Ezen enzimek termelddése IFN-y fiiggdk és kozéjiik tartozik az IDO, az iNOS valamint a
kiilonboz6é GTPazok. Ezen utdbbi csoportban szdmos enzimet még nem irtak le, ilyen példaul az
altalunk nem régen felfedezett, de még nem kozolt Igga protein, amely nagy mennyiségben
kifejezédik in vivo a C. muridarum fert6zott egerek tiidejében és jelents, chlamydia ellenes
hatassal bir in vitro rendszerben vizsgalva. Az IL-17 csalad tobb tagot (IL-17A-F) foglal magaban
az irodalmi adatok alapjan ezek koziil az IL-17C-r6l irtak le, hogy képes IFN-y termelést indukalni,
ami hozzéjarulhatna az anti-chlamydiélis hatasu enzimek termeléséhez. Az egér kisérletiink soran
nem tudtunk kimutatni IL-17C expressziot sem a fertdzott, sem pedig a fertézetlen egerek
tiildejében. Az IL-17A mas jellegli kutatasok szerint képes az iNOS termelé€s kivaltasara. Seng-an
Su és mtsai arrdl szamoltak be, hogy az IL-17A altal indukalt cardiomyocita apoptozis az iNOS
aktivacioja révén valosul meg. Az exogén IL-17A-aktivalt STAT3 gatolta az IL-17A altal indukalt
INOS kifejez0dést a cardiomyocitakban. A STAT3 gatlasa novelte az iNOS kifejezddést és
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sulyosbitotta a szivizom-apoptozist in vivo koriilmények kozott®. Egy masik kutatocsoport az IL-
17A szerepét vizsgalta retinopathiak pathogenezisében. Eredményeik alapjan az IL-17 indukalta a
mikroglia aktivalodasat magas iNOS kifejez6dés mellett, és eldsegitette a retinalis érrendszeri
betegségek kialakulasat. Az IL-17-fiiggé STAT3-iNOS utvonal aktivalasa alapvetden sziikséges
volt a mikroglia aktivalédasahoz, amely eldsegitette az endothel sejtek ndvekedését és fokozta az
érrendszeri ateresztSképességet a leukosztazist in vitro és in vivo*. Ezek alapjan az IL-17A képes
az iINOS termelés kivaltasara, mely enzim potencialisan anti-Chlamydialis hatassal bir. Igietseme
és mtsai azt talaltak, hogy a védé hatasu IFN-y-t termelé T-sejt klonok gatoljak a chlamydia
szaporodast a nitrogén-oxid termelés indukalasaval C. muridarum fert6zott murin epithel
sejtekben. Ez a gatlas visszafordithato volt az iNOS aktivitas gatlojaként ismert L-arginin analog,
az NG-monomethyl-L-arginin (L-NMMA) jelenlétében®. A chlamydia kutatok egy része szerint
tehat az iINOS egy fontos anti-chlamydialis hatassal biré enzim, mely csokkenteni tudja a
chlamydia mennyiségét. Masok viszont, hogy tisztazzak ennek az utvonalnak a jelentéségét,
osszehasonlitottak a C. trachomatis szaporodasat normal (iNOS*'*) egereknél és genetikailag
modositott egereknél, amelyekbdl hianyzott az indukalhatd nitrogén-oxid-szintdz (iNOS) gén
(INOS™ egerek). Eredményeik alapjan nem volt szignifikans kiilonbség az iNOS** és iNOS™
egerekben zajlo genitalis chlamydia fertdzések lefolydsdban, amit a genitalis epithel sejtekbol
iiritett chlamydia visszatenyésztheté mennyisége alapjan detektaltak®. Ezek alapjan az iNOS anti-
chlamydialis hatasa még nem teljesen tisztazott. Ha a fentebb emlitett els6 harom koézlemény
allitasat figyelembe vessziikk miszerint az IL-17A INOS-t indukal és annak viszont chlamydia
ellenes hatasa van, akkor gy tlinik, hogy potencialisan az IL-17 intracellularis anti-chlamydialis
folyamatokat indukalhat.

4. Az ismételt fertozésekben tett IL-17E jelenség kapcsolatba hozhato-e human klinikai
manifesztdacioval?

A chlamydia reinfekcidt kovetd magas IL-17E expresszid csoportunkat is nagyon meglepte,
viszont kisérleteink sordn ez az eredmény csak egy véletlen mellékeredmény volt. Mar akkor
felmertilt benniink a C. pneumoniae reinfekcio indukalta IL-17E és az asztma esetleges kapcsolata,
de a laboratoriumunkban nem dolgoztunk asztma modellel, igy nem is tudtuk és nem is
szandékoztuk a jelenséget tovabb vizsgalni. Az IL-17E vagy mas néven I1L-25, az IL-17 citokin
csalad egyedi tagja, amely lokalisan vagy szisztémasan is elésegitheti és fokozhatja a T helper 2
tipust (Th2) vélaszokat’. Egyre tobb kisérleti és klinikai tanulmanybél szarmazo bizonyiték mutat
ra, hogy az IL-25 és annak megfeleld receptora, az IL-17RB/RA kifejezddése jelentOsen
upregulalodik az asztmas allapotokban. Megallapitottak tovabba, hogy az IL-25 nemcsak a tipikus
eosinophil gyulladast és a léguti hiperreaktivitast (AHR) indukalja, hanem a légutak atalakulasat
angiogenezisben nyilvanul meg. Az IL-25 receptorhoz valo kotddés utan aktivaloédnak a sejten
beliili jelatviteli utak, amelyek az extracelluldris stimulusokat a potencidlis transzkripcios
polarizaciojat, valamint fokozzak a Th2 citokinek termelését tobb transzkripcios faktor, tobbek
kozott a GATA-3, a c-MAF és a junB gének kifejezédésének upregulalasaval. Egy masik
tanulmany bemutatta, hogy az IL-25 fokozta az IL-4 és az IL-5 termelését vad tipust Th sejtekben,
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de nem a STAT6-hianyos sejtekben, ami aldtimasztja, hogy az IL-25 altal kozvetitett Th2
sejtdifferenciacié nagymértékben STAT6 fiiggé lehet’. Cheng és munkatarsai arrol szamoltak be,
hogy 43 tiineteket mutatd, nemrég asztmaval diagnosztizalt beteg esetén, akiket korabban sosem
kezeltek kortikoszteroidokkal, az 1L-25 hozzajarulhat a felndttek 'Th2-magas' allergias asztma
patogeneziséhez. Eszrevették, hogy az asztmas alanyok egy csoportjdban, akik fokozott 1éguti
hiperreaktivitast mutattak, tobb eosinophil sejttel rendelkeztek a keringésben és a légutakban,
magasabb szérum IgE koncentracidt, jelentds szubepithelialis megvastagodast és magasabb Th2
citokin kifejez0dést mutattak, az IL-25 plazmakoncentracioja és mRNA kifejezddése is emelkedett
volt, amelyet igy 'IL-25-magas' asztmas alcsoportként azonositottak. A szerzék megfigyelték
tovabba, hogy e betegek alcsoportja jol reagalt az inhalalt kortikoszteroid (ICS) kezelésre®. 66
felndtt asztmas beteg kopetsejtjeinek mRNA kifejezddésének elemzésekor Seys és mitsai
felfedezték, hogy azok a betegek, akik az 'IL-5, IL-17A, IL-25-magas' profiluak voltak, rosszabb
asztma kontrollt mutattak. Ez arra utal, hogy az IL-25-nek és az IL-17A-nak szinergikus vagy
redundans hatasai lehetnek az asztma endotipusainak moduldlasdban, amelyek rezisztensek a
kortikoszteroid kezelésre®. Ezt aldtimasztja, hogy az IL-25 légiti neutrofiliat is indukalt
egérmodellben IL-17A-fiiggé modon?®. Ezek alapjan valosziniinek tiinik, hogy az IL-25 szerepet
jatszik az asztma egyes alcsoportjaiban, amelyek 1égati eosinophil vagy vegyes granulocytas
(neutrophil és eosinophil) infiltraciét mutatnak.

Az asztma reaktivalodasaban fontos szerepet tulajdonitanak a léguti pathogén baktériumoknak
(Mycoplasma pneumoniae C. pneumoniae stb.), virusoknak, ilyen pl. az RSV (respiratory syncytial
virus). Az RSV fert6zés egyik legsulyosabb patologiai valasza a citokinek tultermelésével és a
gyulladassal kapcsolatos, ami nyak taltermeléshez vezet. Petersen és mtsai egy tanulmanyban az
IL-25 szerepét vizsgaltadk az RSV-vel Osszefiiggd immunpatologia kialakulasaban. Az IL-25 és
annak receptora, az IL-17RB novekedett az RSV fert6zés utan, és az IL-25 blokkolasa neutralizalo
ellenanyagokkal csokkentette az RSV-vel 0sszefiiggd patologiat, az AHR-t (léguti
hiperreaktivitast) és a Th2 citokinek termelését. Az IL-17RB™ egerek megvaltozott gyulladasos
valaszt mutattak az RSV fert6zés soran, amit csokkent Th2 és novekedett Th17 citokinek termelése
jellemzett. Tovabba, az IL-17RB”" egerek jelentésen csokkent mértékii gyulladast és citokin
termelést mutattak egy RSV-asztma modellben. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az IL-25
szabalyozza a gyulladdsos valaszt az RSV fertdzésben, és hogy annak gatlasa lehetévé teheti az
RSV-vel 6sszefliggd tiidogyulladas stlyossaganak csokkentését, beleértve a virus altal kivaltott
asztma sulyosbodasat is'!. Ha parhuzamot vonunk az RSV és a C. pneumoniae fertézés kozott,
potencialisan a C. pneumoniae altal indukalt magas IL-17E szerepet jatszhat az asztma klinikai
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5. A fvs migrdcio a fertozés mely szakaszaira lehet hatassal?

A fehérvérsejtek magukba foglaljak a granulocytakat, a monocyta/macrophdg sejteket, valamint az
adaptiv immunités részét képezd B- és T-sejteket. A kisérleteink alapjan az egerek intranasalis
fert6zését kovetden a C. pneumoniae a legnagyobb mennyiségben a 7. napon tenyészthetd vissza
az egerek tiidejébdl. A baktérium iirités altalaban 3 hét utan megsziinik, ennek idépontja valtozhat
az alkalmazott chlamydia torzs, illetve fert6z6 dozis nagysagatol fiiggéen. Direkt és indirekt



eredményeink alapjan a fert6zés kezdeti szakaszdban nagy jelentdséggel birnak a neutrophil
granulocytdk, melyek nagy mennyiségben termelnek gyulladdsos kemokineket, és fokozzak a
gyulladasos sejtek fert6zés helyszinére vandorlasat. Patel és csoportja kimutattak tovabba egy
masik er6s kemoattraktans, a hepoxilin A3 szerepét a C. pneumoniae fertézés kezdeti
szakaszaban'?. A sajat és ez utobbi eredmények &sszevagnak annak a korai C. pneumoniae
fert6zéses egérmodell kisérletnek az eredményeivel, melyben Yang és mtsai még 1993-ben arrol
szamoltak be, hogy a fert6zés kezdeti szakaszaban polymorphonuclearis sejtek vannak jelen, a
késébbi szakaszban viszont mononuclearis sejtek!®. A neutrophil granulocytdk jelentségérol
szamoltak be az elmult évben Chlamydia psittaci fert6zés kapcsan is. A PMN
(polymorphonuclearis neutrophil granulocytak) szama jelentésen megndvekedett a C. psittaci
fertdzés sordn, ami az iNOS kifejezddésének és a NO (nitrogén-oxid) termelésének novekedésével
jart egyiitt az egerek tiidejében. A C. psittaci fertézés soran PMN sejtek voltak a NO f6 forrasai a
tiidoben, és iINOS/NO-fiiggé modon gatoltak a C. psittaci replikaciojat. A PMN sejtek eltavolitasa
stulyosbitotta a C. psittaci altal okozott pathologias képet és novelte a C. psittaci mennyiségét. C.
psittaci fertézés soran az iNOS kifejez6désének és a NO termelésének indukalasahoz a PMN
sejtekben az NF-«B és a STATI jelatviteli utak jatszottak szerepet, viszont a MAPK jelatviteli utak
nem. Igy eredményeik kiemelik a NO-termeld PMN védd szerepét a C. psittaci fertdzésben®. A C.
pneumoniae fertézésre a C. trachomatis fertdzés altal indukalt képpel Gsszevetve egyediilalloan
jellemzd a perivascularis és peribronchialis lymphocyta besziirédés, amely a 11. naptdl kifejezett
és még a fertézést kdvetd 60. napon tul is jelen lehet™. Sajat eredményeink alapjan azt mondhatjuk,
hogy a fert6zott egerek tiidejében mar az els6 hét utan detektalni tudtuk a C. pneumoniae-specifikus
IgM-et, mely a 2. héten tet6zott, tehat a specifikus B sejteknek jelen kellett lenni. Hasonldan a
humordalis immunitashoz az adaptiv immunitas cellularis aktivitasat jelzi, hogy a fert6zott egerek
1épsejtjei az in vitro C. peumoniae stimulaciora IFN-y termeléssel valaszoltak mar a masodik héttol,
az IFN-y termeld sejtek szama a fertdzést kovetden a kezdeti emelkedés utan csokkent, de még a
18. héten is kimutathatok voltak. A C. pneumoniae altal indukalt Th1 cytokinek, kiilondsen az [FN-
v, melyet kutatocsoportunk is Kimutatott mRNS ¢és protein szinten a fert6zott egerek tiidejébol,
tovabb erdsiti a T sejtek szerepét a pathogén felszamoldsdban. Rothfuchs és mtsai kiillonb6z6
génkiiitott egérmodellben tanulmanyoztak a C. pneumoniae fertézést. A RAG-1") egerek,
amelyek nem rendelkeznek T és B sejtekkel, valamint az IFN-y hianyos egerek, azt mutattak, hogy
az IFN-y, amelyet nem lymphoid sejtek, példaul macrophégok termelnek, védelmet nytjthat a C.
pneumoniae fert6zéssel szemben. Emellett a kutatas kimutatta, hogy az IFN-y hianyos egerekben
sulyosabb a fertdz¢s, ami alatdmasztja az IFN-y védo szerepét. Meglepd modon az NK sejtek,
amelyeket gyakran fontos IFN-y termel6ként tartanak szamon, nem bizonyultak sziikségesnek az
IFN-y fliggd velesziiletett immunvédelemhez. Ez azt sugallja, hogy mas sejttipusok, mint a
macrophdgok, jatszhatnak dontd szerepet az IFN-y termelésében. Ami hangstlyozza a lokélisan-
jelenlevé és érkez6 monocytak/macrophagok szerepét a védelemben. A kutatas azt is kimutatta,
hogy a CD4" és CD8" T-sejtek adoptiv transzfere noveli a C. pneumoniae fertézéssel szembeni
ellenallast, amely tovabb erdsiti az IFN-y és a T-sejtek kozponti szerepét a fert6zés elleni
védekezésben. Az IFN-y termelés képességének hidnya a T-sejtekben gyengitette ezt a védelmet,
ami azt sugallja, hogy a T-sejtek 4ltal termelt IFN-y is fontos a C. pneumoniae elleni védelemben®®.
Osszességében a fehérvérsejtek szerepérdl azt allapithatjuk meg, hogy a chlamydiak



elimindlasdhoz mind a természetes mind pedig az adaptiv immunitidsban résztvevd sejteknek
elengedhetetlen szerepe van.

6. Az atherosclerosisra, az IFN-gammdra és az antigénprezentdlo sejtekre vonatkozo
szertedgazo eredmények egy omnipotens korokozo képét sugalljak. Ugyanakkor ezek
jelenségek megfigyelések jol elhelyezhetok az inflammatio dltalanos mechanizmusai
mentén. A human atherosclerosis lézio kialakulasaban és progressziojaban a lokalis
gyulladas meghatdrozo tényezd, életmodfiiggd és endogén faktorok (lipoproteinek, szabad
hem stb) tartos lokalis inflammatorikus/nekrotizalo hatasa évtizedek alatt eredményez
markans  érkarosodast.  Ismert-e  olyan  chlamydiakra  specifikus  atherogén
pathomechanizmus, amelyik nem valamelyik inflammatorikus utvonalba torkollik be?

A kardiovaszkularis betegség fontos klinikai megnyilvanuldsai kozé tartoznak az akut coronaria
szindroma, a stroke, a veseelégtelenség és az okkluziv periférias érbetegség. Ezeknek a
kardiovaszkularis eseményeknek a f6 patologiai alapja az atherosclerosis, amely egy kronikus, az
artériakat érint6 gyulladasos betegség. Az atherosclerosis soran az oxLDL [oxidalt LDL (alacsony
subendothelialis rétegbe, ahol ezek a sejtek bekebelezik az oxLDL-t vagy glikozilalt LDL-t a
scavenger receptorokon keresztiil, és aktivalt habos macrophagokka (foam cells) valnak, amelyek
a subendothelidlis ,,zsiros csikokat” (fatty streak) formalnaknak!®. A macrophigok és a
lymphocytak altal kozvetitette gyulladas és a simaizomsejtek illetve fibroblastok altal medialt
repair mechanizmusok kozott egy dinamikus interakcié miikodik, melynek eredményeképpen
kialakulnak a mar jol ismert atherosclerotikus plakkok, melyek gyakran a gyulladas kdvetkeztében
instabil plakkokka valhatnak, ¢és fatalis kovetkezményeket okozhatnak. Epidemiologiai
tanulmanyok alapjan a kardiovaszkularis betegségek kialakuldsdban a kornyezeti kockazati
tényezOk az esetek kb. 90%-aért tehetdk feleléssél’. Azonban mas tényezok, a fertdzé agensek is
fontosak lehetnek az atherosclerosis pathomechanizmusaban, mint példaul a Helicobacter pylori,
CMV és HSV, azonban a legatfogdbban tanulmanyozott mikroorganizmus a C. pneumoniae.
Az atherosclerosis a definicid szerint egy kronikus gyulladas, tehat egy id6 utan, ha nem is a
gyulladaskeltés volt az elsédleges a C. pneumoniae indukalta pathomechanizmus soran, az indirekt
utak is be fognak tagozodni a gyulladasos folyamatba. A kovetkezékben szeretném felsorolni
ezeket a nem direkt gyulladaskelt6 tényezéket, amelyeket a C. pneumoniae befolyasolhat.
fokozva a trombotikus események kockazatat. Kimutattak, hogy a C. pneumoniae altali
vérlemezke aktivacid mechanizmusa kiilonbozik a kollagén és a trombin mechanizmusatal,
ugyanis a fertézés a 12-lipoxigendz aktivaldsdban vesz részt, és nem pedig a COX
gatlasdban?®,

2. A vérben mérheté akut fazis fehérjék, mint példaul a fibrinogén szintje fokozott
kardiovaszkularis kockazatot jelent ¢és eldsegiti a thrombosis kialakulasat. Egyes
tanulmanyok kimutattdak az Osszefiiggést a C. pneumoniae szeropozitivitds és a
megemelkedett fibrinogén-szint kozott!®, bar nem figyeltek meg Osszefiiggést a C.
pneumoniae DNS és a fibrinogén szintek kozott a PBMC-k (periférias vér mononuclearis
sejtek) esetében?.



3. Azendotelin-1 (ET-1) egy vazoaktiv peptid, amely a G-proteinhez kapcsolt transzmembran
receptorok, az Endotelin-A receptor (ETAR) és az Endotelin-B receptor (ETBR) révén
modositja az érrendszeri funkciot. Az ET-1 tengelyének szabalyozasi zavara szerepet
jatszik az atherosclerosis kialakuldsaban, mivel sejtproliferaciot és vazokonstrikciot idéz
elé. A C. pneumoniae fertézés soran a vaszkularis simaizom sejtek, amelyek fiziologias
koriilmények kozott nem termelnek jelentés mennyiségii ET-1-et, valtozason esnek at és a
p38-MAP-kinaz-fiiggd utvonalon keresztiil emelik az ET-1 mRNS expresszidjat, valamint
a képzodott és ET-1 mennyiségét. Kern és munkatarsai a C. pneumoniaeval fert6zott
coronaria simaizom sejtekkel végzett kisérlet soran a mitogén ETAR mRNS és fehérje
fokozott termelddését tapasztaltdk, mig az ellenstlyoz6é ETBR, amely az ET-1 eltavolitasat
szabalyozza, érintetlen maradt. Az ET-1 tengelyének ez a zavara megerdsitést nyert egy ex
Vivo egér aortagyliri modellen, a C. pneumoniae fertézés az endothelsejtek
ETAR-antagonista BQ-123 alkalmazasaval. A kronikus chlamydia fert6zés az érrendszer
falaban alland6 karos ingerként lehet jelen, amely kapcsolodik az atherosclerosis korai
szakaszara jellemz6 endothelsejt proliferaciohoz?!.

4. C. pneumoniae hatasara a simaizom sejtek extracellularis matrix molekulakat termelnek,
példaul fibrint, proteoglikdnokat ¢és kollagént, amelyek hozzdjarulnak a plakk
kialakuldsahoz??.

5. Kutatok kimutattak tovabba, hogy a C. pneumoniae fertézés jelentésen novelte az érfalban
a simaizom sejtek (VSMC-k) szamat, és a mitogén hatas osszefiiggésben volt az endogén
HSP60 kifejezodésének szintjével. Ellentétben a VSMC-kkel, a C. pneumoniae fertézés
nem befolyasolta a HSP60 kifejezddési szintjét és nem serkentette a sejtproliferaciot a
HUVEC sejtekben. Az exogén rekombinans chlamydia HSP60 hozzaadasa nem volt
mitogén hatassal a VSMC és a HUVEC sejtekre. Azonban az HSP60 taltermelése a VSMC
sejtekben human HSP60-t kodold adenovirussal torténd fertézéssel, jelentés novekedést
eredmeényezett a sejtszamban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az endogén HSP60
tultermelése lehet az a kozponti intracellularis esemény, amely felelés a C. pneumoniae
fertézés altal indukalt mitogén hatdsokért?,

6. Tovabba oOsszefiiggés mutatkozott a C. pneumoniae fertézés és a szérum triglicerid szint
novekedése, valamint a HDL (magas slriiségli lipoproteinek) csokkenése kozott. A
triglicerid-szintek magasabbak, ¢és a HDL-szintek alacsonyabbak voltak akut C.
pneumoniae okozta pneumonia esetén, mint mas baktériumok és virusok okozta a
pneumonia esetén. Egy 415 finn férfi résztvevon végzett szeroepidemiologiai tanulmany
azt mutatta, hogy a szérum triglicerid magasabb volt, és az HDL-koleszterin alacsonyabb
volt a kronikus C. pneumoniae fertdézésben szenvedd alanyoknal, mint a szeronegativ
egyéneknél?*,

7. A C. pneumoniae fert6zés képes el6idézni az érfal sejtjeinek, az endothel sejtek és a
simaizom sejtek apoptdzisat. Az endothel sejtek apoptdzisa csokkentheti az érfal
integritasat és eldsegitheti az atherosclerotikus plakk képzddését azaltal, hogy noveli az
érfal ateresztoképességét az atherogén lipoproteinek szamara. A simaizom sejtek
apoptodzisa csokkentheti a plakk stabilitasat, novelve a plakkruptira kockézatat, ami
szivrohamhoz vagy stroke-hoz vezethet. A C. pneumoniae képes apoptozist és nekrozist
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indukalni az human coronaria endothel sejtekben. Schoier és mtsai azt tapasztaltdk, hogy
az apoptozis a fertdzés utan 2 oraval indukalddott és a mértéke ndvekedett az fert6zo dozis
emelésével. Az altalanos kaszpaz inhibitor z-VAD-fmk nem befolyasolta az apoptotikus
sejtek mennyiségét. A kutatok kimutattdk a proapoptotikus Bax fehérje, valamint az
utalnak, hogy a C. pneumoniae altal indukalt apoptozis az emberi coronaria endothel
sejtekben kaszpaz-fiiggetlen és a Bax valamint az apoptézist indukalod faktor altal
szabalyozott?®, Egy masik tanulmany kimutatta, hogy a C. pneumoniae dozis- és idéfiiggd
moddon noveli a LOX-1 expressziojat a HUVECS sejtekben. Ez a folyamat az ERK1/2 altal
kozvetitett, mig mas jelatviteli utvonalak, mint a p38 MAPK (mitogén-aktivalt
fehérjeszintaz kinaz) és a JNK (c-Jun N-termindlis kindz) nem jatszottak benne szerepet. A
C. pneumoniae nemcsak, hogy novelte a LOX-1 expresszidjat, hanem apoptozist is indukal
¢s csokkentette a PPARy expressziojat a HUVEC sejtekben. Ezek a valtozasok
hozzédjarulhatnak az endothel sejtek kéarosoddsdhoz ¢és az  atherosclerosis
elérehaladdsahoz?.

Az HSP60 egy konzervalt molekula, amely szamos ¢él6lényben, beleértve az embert is,
megtalalhat6. A chlamydia HSP60 keresztreagalhat az emberi HSP60-nal, ami autoimmun
valaszok kivaltasahoz vezethet. Az ilyen keresztreagalo antitestek és T-sejtek célba vehetik
az érfalakat, elsegitve az atherosclerotikus 1éziok kialakulasat és progressziojat?’.
Tovabba a chlamydia LPS és cHSP60 indukélja az LDL oxidaci6jat az intimaban igy
tovabb hozzajarulva a habos macrophagok kialakulasahoz?.

A C. pneumoniae fokozza a matrix metalloproteinazok (MMP-K) enzimcsalad termelését,
koziilik a 92 kDa gelatinaz MMP-9-t gyakran termelik az atherosclerotikus plakkokban
talalhatd macrophagok és simaizom sejtek, és az extracellularis matrix lebontasaval
lehetoveé teszi a sejtek mozgasat és az érfalak szerkezetének atalakulasat az
atherosclerotikus folyamatok soran. A C. pneumoniae fert6zés soran a HUVEC sejtek
fokozott TLR2 ¢és TLR4 kifejezddést mutattak, ami arra utal, hogy a sejtek aktivalodnak és
immunvalaszt inditanak a fertdzéssel szemben. A VEGF egy kulcsfontossagu faktor, amely
eldsegiti az endothel sejtek novekedését és tulélését, valamint az 0j érhalozat kialakulasat.
Paolillo és mtsai egy tanulmanyban kimutatta, hogy a C. pneumoniae fert6zés noveli a
VEGEF és az MMP-9 termelddését a HUVEC sejtekben. Amikor a sejteket VEGF antitesttel
elokezelték, az MMP-9 termelddés nem volt észlelhetd, ami arra utal, hogy a VEGF
szerepet jatszik az MMP-9 aktivalasaban. A TLR2 és TLR4 neutralizal6 ellenanyagokkal
tortént eldkezelés csokkentette a C. pneumoniae altal indukalt VEGF ¢és MMP-9
termelddést, ami arra utal, hogy a TLR jelatvitel kulcsfontossagl szerepet jatszik ezen
faktorok termelédésének szabalyozasaban. A  matrix proteinek  szerepe az
atherosclerosisban tobb ponton is megmutatkozik. a.) Plakk stabilitasanak csokkenése, az
MMP-k, mint példaul az MMP-2 és az MMP-9, lebontjdk az érfal kollagénjét és mas ECM
(extracellularis matrix) komponenseit, ami a plakkok strukturdlis integritdsanak
gyengiiléséhez vezet. Ez noveli a plakkok ruptirdjanak (szakadésanak) kockdzatat, ami
szivrohamhoz vagy stroke-hoz vezethet. b.) Sejt migracio és proliferacié: Az MMP-k
aktivitasa eldsegitheti a vaszkuldris simaizom sejtek (VSMCs) migraciojat és
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hozzajarul az érfalak sziikiiléséhez és az atherosclerosis progressziojahoz. c.) Endothel
diszfunkcio: A matrix proteinek altal kivaltott ECM lebontas hozzéajarulhat az endothel
diszfunkciohoz, ami az érfalak belsé rétegének karosodasaval jar. Az endothel diszfunkcio
elosegitheti az atherogén anyagok felhalmozddasat és az atherosclerotikus plakkok
kialakulasat. d.) Autoimmun reakciok: Az ECM komponenseinek lebontasa az MMP-k
altal felszabaditott peptidek autoimmun valaszokat valthat ki. Ez tovabb sulyosbithatja az
atherosclerosis kialakulasét és progressziojat?.

11. A C. pneumoniae fertdzott endothel sejtek és simaizom sejtek altal termelt szoveti faktor
¢s a PAI-1 (plazminogén aktivator inhibitor-1) tovabb ndveli a thrombosis és a plakk
ruptura kockazatat®.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a fentebb emlitett C. pneumoniae altal indukalt mechanizmusok
alapjaban nem gyulladdsos mechanizmusok, de iddvel beletorkollnak egy kronikus gyulladdsos
megbetegedésbe, az atherosclerosisba.

7. A kiilonboz6 obligat és fakultativ intracellularis korokozoknak elég hasonlo sémaval zajlik
a kapcsolata az antigénprezentalo sejtekkel, azonosithato-e olyan mechanizmus, amelyik a
chlamydiak sajatossaga és egyéb intracellularis korokozora altalaban nem jellemzo?

Az obligat és fakultativ intracellularis korokozok kore rendkiviil széles, bele tartoznak a virusok,
az obligat intracellularis baktériumok pl. a chlamydiak, rickettsiak, a Coxiella burnetii, a fakultativ
intracellularis baktériumok pl. legionellak, shigellak, Listeria monocytogenes, Mycobacterium
tuberculosis, de olyan eukariota protozoonok is kozéjiik tartoznak, mint pl. a leishmaniak. Az
intracellularis korokozok a sejten beliil élnek, szaporodnak, fehérjéik lebontasa a proteoszoméaban
torténik, majd a 8-10 aminosav hosszusagi peptidek a TAP segitségével az endoplazmas
retikulumba keriilnek, majd ott az MHC | fehérjéhez kotddnek és veliik jutnak ki a fertdzott sejtek
felszinére, ahol a CDS8" sejtek szamara mutatjdk be az antigént. Természetesen a korokozok
igyekeznek elkeriilni azt, hogy a gazdaszervezet felismerje és eliminalja 6ket. A chlamydia fajok
egyediilallo obligat intracellularis baktériumok, melyek kiilonleges bifazisos életciklussal
rendelkeznek a fert6zott sejtben, talan ez a leglényegesebb kiilonbség, amely megkiilonbozteti a
tobbi intracelluldris korokozotol. A fert6zé formdja az elemi test, metabolikusan inaktiv és
szaporodasra képtelen. Az elemi test a gazdasejtben retikularis testté fejlodik, és tobbszordsen
osztodik a koriilotte kialakult inklazion beliil, rejtve maradva az immunrendszer elemei eldl.
Speciestdl fliggden 72-96 6ra mulva a retikuléris test atalakul elemi testté mely kiszabadulva mas
sejteket, vagy mas gazdat tud fertézni. Morfologiailag talan a Coxiella burnetii hasonlit
chlamydiakra kis mértékben. A C. burnetii egy sporaszerii kissejtes varians formaban (Small Cell
Variant, SCV) fordul elé a természetben, mely rendkiviil ellenall6 hore, kiszaradasra, vegyi
anyagokra. Ez az alak biztositja a hosszl tav talélést és a pathogén terjedését. A fert6zést kovetden
a nagysejtes forma (Large Cell Variant, LCV) képes replikalodni kiilonés modon a gazdasejt
fagolizoszomajaban. A C. burnetii olyan biokémiai mechanizmusokkal rendelkezik, amelyek
lehet6vé teszi szamara, hogy alkalmazkodjon és virulens maradjon a fagolizoszoma alacsony pH-
jan. Mar korai tanulmanyok leirtak, hogy a parazita vakuolum savas (pH~4,5-5,0) és aktiv
lizoszomalis proteazokat tartalmaz, mint példaul a katepszin D3l Azonban a pontos
mechanizmusok, amelyek révén a C. burnetii ellenall a lizoszomalis protedzok és a reaktiv



oxigénfajtak aktivitasanak, ismeretlenek. A C. trachomatis és mas Chlamydia fajok a C. burnetiit6l
eltéréen nem Kkedvelik a savas pH-ju fagolizoszomat, inkabb kiilonleges molekularis
mechanizmusokat és  specifikus molekulakat haszndlnak a  fagolizoszoma  fizi6
megakadalyozasara, ami lehetévé teszi szdmukra, hogy elkeriilj¢k a gazdasejt altal medialt
pusztitast és sikeresen szaporodjanak a sejten beliil. Az inkluziok megzavarjak a gazdasejt
vezikularis szallitohalozatait, hogy elkeriiljék az endolizoszomalis lebont6 utvonalat, de eldsegitik
az egymassal vald egyesiilést, a homotipusu fuziét, hogy magasabb baktérium szamot tartsanak
fenn. A chlamydia IncA fehérje kdzponti szerepet jatszik mindkét folyamatban, mivel részt vesz a
homotipusu fazioban és gatolja az endocitikus SNARE-kozvetitette membranfuizidt. Ronzone és
mtsai. azt talaltdk, hogy a SNARE-kozvetitette fuzid gatlasa csak akkor jon 1étre, ha az IncA
ugyanazon a membranon van, mint az endocitikus SNARE fehérjék. Az IncA két doménnal
rendelkezik, amelyek magas homoldgiat mutatnak a SNARE fehérjékkel. Az N-terminalis
SNARE-szerli domén SLDI1 ¢és a C-terminalis SNARE-szerli domén SLD2 6nalloan képes gatolni
a késoi endoszoma/lizoszoéma fiziot, hogy megvédje az inkliziot a lebontastol. Azonban mindkettd
sziikséges a homotipusi fizi6 eldsegitéséhez®?. A chlamydidkra jellemzé tovabba, hogy az inkliizid
stabilizalasara képesek szfingomielint szerezni a fertézott gazdasejtek Golgi-apparatusabol. A
chlamydia fajok kiilonb6z6, nem redundans utvonalakat haszndlnak a szfingolipidek
megszerzésére. Ezek kozé tartoznak a vezikularis és nem-vezikularis szallitasi Gtvonalak. A
kiilonboz6 chlamydia fajokban konzervalt, a ceramid szallitasban szereplé CERT, valamint az
baktérium egy 1j, szfingomielint termelé rekeszt hoz 1étre a fertézott gazdasejtekben. A C.
trachomatis fert6zések soran a szfingomielin kiilon vezikulakkal szallitodik. E célbol a C.
trachomatis a sejtes GTPazokat, beleértve a RAB és ARF fehérjéket, valamint a kinazokat
hasznalja, hogy eldsegitse a szfingomielin megszerzését a fragmentalt Golgi mini-stakkekbdl és az
MVB-krdl (multivesicular body)®.

Szinte az Osszes intracellularis korokozo szamos molekulat, mechanizmust dolgozott ki annak
érdekében, hogy valami modon elkeriilje a gazda immunrendszerét beleértve a természetes
immunvalaszt illetve az adaptiv immunvalaszt pl. az MHC I és MHC II molekulak altali
prezentaciot. Az intracellularis korokozok mas-mas molekuldkat hasznéalva, de hasonld célokat
érnek el. A kovetkezOkben szeretném Osszegezni a Chlamydidk altal hasznalt stratégiakat,
fontosabb molekulakat, melyek részt vesznek az immunvélasz elkeriilésében.

A chlamydiak egyik jellemzdje a perzisztencia, vagyis a korokozo folyamatos tilélése stresszes
koriilmények kozott, mint példaul a sziikséges tdpanyagok hidnya és/vagy antimikrobidlis/szerek
jelenléte. A perzisztencia idészak alatt a korokozo életképes marad, de nem szaporodik. Ebben a
szakaszban a korokozé nem fertéz6, az immunrendszer nem érzékeli. Ez az id6szak addig tart,
amig Gjra be nem all a kedvezdébb kornyezeti viszony, amikor is a ,,bijocskat” kovetden a korokozo
ujra megjelenik. A chlamydia ebben a perzisztens idészakban egy aberrans formaban €I tul, ez az
alak segiti, hogy tulélje a kedvezdtlen koriilményeket hosszll tdvon a gazddban. Amint a sziikséges
tapanyag, pl. aminosav, vagy az immunologiai gazdavalasz mediator molekulai visszatérnek a
normal pre-stressz szintekre, vagy abbamarad az antibiotikum kezelés, a perzisztens fazisra mar
nincs sziikség 3. Példaul az immunsejtekbdl szarmazo IFN-y elésegiti a C. trachomatis perzisztens
allapotba valo belépését. Az IFN-y indukalja az indoleamin-2,3-dioxigenaz (IDO) enzim
expresszidjat, ami lebontja, és igy kimeriti a triptofan készletet, amely sziikséges a C. trachomatis

10



novekedéséhez. Ezért a gazda IDO jelenléte aminosav hianyt, azaz stresszt okoz, ami a kérokozo
halalahoz ¢s eltavolitdsdhoz vezethet. Ennek a specifikus stresszhelyzetnek az elkeriilése
érdekében a C. trachomatis perzisztens alakba 1ép, ami megakadalyozza a triptofan
felhasznalasanak sziikségességét, igy az immunsejtek szamara észrevétlen marad. Ezzel
novekedése eldsegiti a C. trachomatis normal RB-EB életciklusaba vald visszatérését, és
betegeknél relapsushoz vezethet. A C. trachomatis ezen kiviil a triptofan szintaz (TrpBA) fehérje
felszabaditasaval elkeriili a triptofdn kimeriilését. A triptopfan szintdz o-alegysége az indol
glicerin-3-foszfatot (IGP) indolla; mig a P-alegység az indolt triptofanna alakitja. A nemi
szervekben ez a fehérje triptofan raktarozast indukal, igy folyamatos triptofan ellatast biztosit a
baktérium metabolizmusahoz®. igy a C. trachomatis még perzisztens alakban is kéarosithatja a
gazdaszervezetet.

Sok intracellularis patogén, kiilondsen a virusok, képesek az MHC kifejezddését/felszini
bemutatasat gatolni, hogy elkeriiljék az adaptiv immunrendszer altali felismerést. Példaul a human
cytomegalovirus (HCMV) képes csokkenteni mind az MHC I, mind az MHC 1l molekulak
kifejezddését az US2 és US11 fehérjék révén, amelyek az Gjonnan szintetizalt MHC molekulakat
az endoplazmatikus retikulumbol diszlokaljak a citoszolba, ahol késébb az ubiquitinacidt kovetéen
a proteaszomaban lebontasra keriilnek®. Ezzel szemben az HIV negativ szabalyozo faktora a Nef
az MHC 1 szaéllitasat organellumokba irdnyitja a sejtfelszin helyett, ami felhalmozodast okoz a
sejtekben. A Nef tovabba felgyorsitja a felszini MHC Il molekulak endocitikus eltavolitasat®’ %,
Mint intracellularis patogén, a C. trachomatis elkeriili az immunrendszert azaltal, hogy elrejtézik
vagy megzavarja az MHC bemutatast. 1999-ben Zhong és mtsai szamoltak be arr6l, hogy a C.
trachomatis gatolja az MHC Il kifejezodését. Tobb sejttipusban (MRC-5, 2C4 és Hela) kimutattak,
hogy a C. trachomatis fert6zés blokkolja az IFN-y altal indukalhato MHC Il kifejez6dését. A
vizsgalatok kimutattak, hogy az MHC Il kifejezodését kozvetett iton gatolja az upstream
stimulatory factor-1 (USF-1) lebontasaval. Az USF-1 egy konstitutiv, mindeniitt jelen 1évo
transzkripcids faktor, amely szlikséges az IFN-y 4ltal indukalt class II transzaktivator (CIITA)
kifejez8déséhez, amely medialja az MHC I kifejez8dését®®. Az MHC Il kifejez8désének a C.
trachomatis kozvetitett gatlasanak leirasat kovetéen Zhong és mtsai beszamoltak arrdl, hogy a C.
trachomatis CPAF-ja gatolja az MHC 1 kifejezédést az USF-et megcélozva®®. Az MHC |
konstitutiv, és IFN-y altal indukalt kifejezodése gatolt a chlamydia-fertézott sejtekben. A fert6zés
soran a gazdasejt citoplazmajaban levé CPAF felelds az USF-1 és a regulatory factor X5 (RFX5)
fehérjek lebontasaért. Az RFX5 az RFX transzkripcios faktor komplex tagja, amely sziikséges az
MHC I nehézlanc, és a B2-mikroglobulin gének X1 szabdlyozé eleméhez valé kotddéshez*.
Fontos, hogy a CPAF homolog a fajok kozott, és a C. pneumoniaebol szarmaz6 rekombinans
CPAF-1r6l is kimutattak, hogy lebontja az RFX5-6t, meggatolva MHC | kifejezodését®?. A
differencidcios klaszter d fehérje (CD1d) egy MHC-szeri molekula, amely glikolipid antigéneket
kot meg és mutat be a NK sejteknek®®. Kawana és mtsai kimutatték, hogy a C. trachomatis fertézés
gatolja a CD1d expressziot a férfiak hugycsovének epithelialis sejtjeiben. Ez a folyamat a CPAF
altal kozvetitett ubikvitinaciot €s a CD1d nehézlanc lebontésat is magéban foglalja. A chlamydiaval
fert6zott sejtekben kimutattdk, hogy a CDId nehézlancok a citoplazmaba és a chlamydia
inkluzioba helyezédnek 4t, ahelyett, hogy a sejtfelszinre szallitodnanak*. A CPAF proteaz altal
kozvetitett MHC I gatlason tul, Caspar-Bauguil és mtsai. beszamoltak arrol, hogy a fert6zott sejtek
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altal termelt 1L-10 is szerepet jatszhat az MHC 1 gatlasaban®. A human monocyta eredetii U937
sejtek C. pneumoniae fert6zése gatolja az MHC I kifejez6dését, és ez a folyamat megfordithato
anti-1L-10 ellenanyag hozzaadasaval. Tovabba, a rekombinans IL-10 &nmagaban is képes
csokkenteni az MHC | kifejezddését ezekben a sejtekben, gatolva a bakterialis epitop bemutatast.
A chlamydidk megprobalnak elrejtézni a természetes immunitas eldl is. A C. trachomatis fert6zés
soran az oxidativ stressz a neutrophil vagy HelLa sejtekben a NADPH oxidaz gatlasa révén
csokken®. A C. trachomatis altal hasznalt mechanizmus a Racl, a NADPH oxid4z szabalyozo
alegységének az inkluzidba torténd athelyezése csokkenti a fagocitdzis hatékonysagat. A NADPH
athelyez6dik a chlamydia inkluzi6 membranjanak belsé oldalara, eldsegitve a baktérium
glikolitikus funkci6jat, negativan befolyasolva a gazdasejt energia eldallitisat*’. A macrophagok
C. pneumoniaevel torténd fertézésekor, reaktiv oxigén gyokok (ROS) keletkeznek a Ca?*
bearamlas és a membranhoz kapcsolodd NADPH oxidaz révén*®. Erdekes médon, a C. pneumoniae
altal kivaltott ROS szint az emberi monocytakban alacsonyabb, mint amita C. trachomatis fert6zés
esetében figyeltek meg. fgy a C. pneumoniae hosszabb ideig képes tilélni az emberi
monocytakban, mint a C. trachomatis. A C. trachomatis fertézéképessége a monocytakban
helyreallithato az NADPH oxidaz vagy a nitrogén-oxid szintaz inhibitor kezeléssel, ami arra utal,
hogy a fagocita sejtek ROS-t és/vagy nitrogén-oxidot (NO) hasznalnak a baktériumok
eliminalasara®®. A nemiszervek vagy a légutak chlamydia fertézését a neutrophil granulocytak
gyors bearamlasa kiséri. A neutrophil sejtek altali eliminacié magaban foglalja a neutrophil sejtek
{6 funkcioit, azaz a fagocitézist, a defenzinek felszabaditasat és a neutrophil extracellularis csapda
(NET) képzodését. Zhang és mtsai C. muridarummal tortént intravaginalis inokulaciot kovetéen
nagyszamu neutrophil sejt jelenlétét mutattdk ki a petevezetékben, ami kiilonboz6
allatmodellekben a hydrosalpinx gyorsabb megsziinésével tarsult®® Ebben a tanulmanyban a
nagyobb neutrophil szam a chlamydia gyorsabb eliminalasat eredményezte. Ez egybevag azzal.
hogy a neutrophil deplécid6 monoklonalis antitestek hasznalataval koriilbeliil 6-szor magasabb
baktérium mennyiséget eredményezett a 7. napon az intravaginalis baktérium inokulaciot kovetden
a kezeletlenhez képest®. A neutrophil sejtek egyik védekezési stratégiaja a NET-ek kibocsatasa,
amelyek haloként miikodnek, csapdaba ejtve és megsemmisitve a korokozokat. A NET-ek olyan
haloszerii strukturak, amelyek DNS-t, valamint proteolitikus enzimeket tartalmaznak, és a
neutrophil granulocytdk altal egy specialis, netdzisként ismert sejthalal soran bocsatanak ki. Ezek
a halok csapdaba ejtik €s lebontjak az extracellularis baktériumokat, segitve ezzel a fert6zések
elleni harcot. Rajeeva és munkatarsai szerint a C. trachomatis egy kiilonleges stratégiat alkalmaz,
hogy elkeriilje a neutrophil sejtek védekez6 mechanizmusait. A baktérium a protedz-szeri
aktivitasi faktort, a CPAF proteint hasznalja, amely gatolja a NET kibocsajtast, gyakorlatilag
"bénitva" a gazdasejt képességét arra, hogy hatékonyan reagaljon a fertdzésre. A mechanizmus
kulcsfontossagu eleme a neutrophil sejt felszini formil peptid receptor 2 (FPR2) hasitasa a CPAF
altal. Az FPR2 egy olyan receptor, amely fontos szerepet jatszik a neutrophil sejtek aktivalasaban,
beleértve az oxidativ ,burst” indukaldsat, megakadalyozva a neutrophil sejtek hatékony
aktivalodasat és védekezo valaszat®?.

A C. pneumoniae képes megfertdzni a gazdasejtet €s gatolni annak apoptozis elleni védekezd
funkciojat azaltal, hogy csokkenti a procaspase 3 aktivitast, egyidejileg indukalja az IL-8-at; igy
fenntartja az antiapoptotikus Mcl-1(indukalt mieloid leukémia sejtdifferencialodasi fehérje)
kifejezddését a PI3K/Akt és ERK1/2 ttvonalak aktivalasan keresztiil®® %4, Ez lehetévé teszi a
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baktérium szamadra, hogy akéar 90 6ran keresztiil is megmaradjon ¢€s rejtdzkddjon a neutrophil
granulocytaban®. Amikor a fertézott neutrophil sejtek apoptozison mennek keresztiil és végiil a
szomszédos macrophagok bekebelezik, a baktériumok képesek hosszabb ideig Szaporodni és
fennmaradni. A macrophagok fertézése apoptotikus neutrophil sejteken keresztiil TGF-p
szekrécigjat indukalja a direkt baktériumokkal fert6zott macrophagokban tapasztalhaté TGF-a-val
szemben®®, eldsegitve a baktériumok rejtdzkddését, azaz védelmet nytjtva, amikor a hosszi életii
macrophagok altal bekebelezédnek. A CPAF a chlamydia altal termelt fehérje, és fontos szerepet
jatszik abban, hogy segitse a fert6zott sejteket, hogy ellenalljanak az apoptozisnak. Ezt ugy éri el,
hogy lebont néhany kulcsfontossagt fehérjét, amelyek normalis esetben eldsegitik a sejtek halalat,
ha azok sériiltek vagy fert6zottek. Ilyen fehérjék példaul a BIM, a PUMA, és a BAD, amelyek
mind a sejt Ongyilkossagi mechanizmusanak részét képezik®®. Ezek a fehérjék normalisan
"halaljeleket" kiildenek a sejt mitokondriumainak, ami aktivalja a sejthalal folyamatat. A BIM
fehérje kiilondsen fontos ebben a folyamatban, és megfigyelték, hogy a chlamydia fert6zés soran
eltiinik a sejtekbdl®’. Ez az eltiinés megakadalyozhato proteaszoma inhibitorokkal, amelyek
blokkoljak a fehérjék lebontdsat a sejtekben. Ez azt sugallja, hogy a CPAF altal vezérelt fehérje
lebontas egy mddja a chlamydidnak, hogy megakaddlyozza a fertdzott sejtek programozott halalat,
igy segitve a baktériumnak, hogy ¢életben maradjon és szaporodjon a gazdasejtben.

8. A CXCL-9 cytokin vizsgdlatokban az alkalmazott koncentrdacio mennyire reprezentativ az
in vivo viszonyokra?

crer

kiilonboz6 chlamydia fajok ellen. Ez az in vitro hatasos koncentracio sokszorosa a C. pneumoniae
fert6zott egerek tiidejében mért MIG/CXCL-9-nek. Azt gondoljuk, hogy in vivo koriilmények
kozott viszont a MIG/CXCL9-nek lokalisan magasabb a koncentracidja. Talan néhany kisérleti
technikai adat segit ezt az eltérést megérteni. A kisérleteink soran minden egér esetében
eldorzsoltik az egész tliidot, nem csak a beteg, gyulladt részt, valamint a tiidok eldorzsoléseét
kovetden a homogenizatumot 1 ml tapfolyadékba vettiik fel, ami tovabb higithatta a lokalisan
termelddott CXCL-9 szintjét.

9. Ha az IFN-kezelt fertozott sejtkulturaban nagymértékben expresszalodik, akkor a
sejtkultura feliiluszojaval is elérheté ugyanaz a jelenség, mint az alkalmazott CXCL-9
koncentrdcioval? Miutan a mikrobidlis célmolekulajat, egy 60 kDa-os fehérjét is
meghataroztak, felmeriil a kérdés, hogy ezen a fehérjén keresztiil kozvetleniil az
extracellularis EB formaval reagal a CXCL-9, vagy kozvetve az intracellularis formaval?

A kisérleteink soran nem vizsgaltuk, hogy az IFN-kezelt fert6zott sejtek feliiliszojanak van- e anti-
chlamydialis hatésa, viszont azt gondolom, hogy bizonyos inkubécios id6t kdvetden a feliiliszoban
megfeleld koncentracioban lehet jelen a CXCL-9, és potencialisan anti-chlamydialis hatassal
birhat. Azt viszont meg kell jegyezni, hogy egy fert6zott, IFN kezelt sejtkulttra feliiliszdjdban mas
mediatorok is jelen lehetnek. Az in vitro kisérleteink csak arr6l adnak informaciot, hogy a
MIG/CXCL9 az extracellularis, elemi testekre hat, mert a kisérleti protokollunk szerint

13



eléinkubaltuk a MIG/CXCL9-cel a chlamydia elemi testeket. Kisérleteink nem céloztak azt, hogy
megvizsgaljuk vajon a MIG/CXCL9 kolesonhatasba 1ép-e az intracelluldris formaval.

10. A cytomegalovirus specCifikus T-sejt aktivitas MHC-restrikcios jellegét leirtak, de az
ertekezésben ennek metodologiai hatterét nem talaltam. Mivel tudjik igazolni, hogy a
vizsgalati rendszerben jelen lévo tobb HLA-I lokusz és allél melyiken tortént a felismerés?
Gatlasos kisérlettel vagy ha nem azzal, akkor mivel igazolhato, vagy csak josolhato melyik
MHC restrikcioban zajlott a jelenség?

Az erre a kisérletre vonatkozo metodikai leiras a disszertacid 48-49. oldalan talalhatd, de
lehetséges, hogy nem terjedt ki minden részletre, ezért pontositanam. A tanulméanyunkban vizsgalt
34 egészséges vérado bevalogatasa részben a Wistar Intézetben (Philadelphia, PA), valamint az
SZTE-n (egy résziik lelkes munkatarsak a masik résziik a csontveld donornak jelentkezdk korébol
kertilt ki) tortént. A tanulményba bevont egyének CMV szerostatuszat mikroneutralizacios teszttel,
valamit az altalunk kifejlesztett hazi ELISA teszttel mértiik. A donorok HLA tipizalasat
komplement dependens citotoxicitdssal vagy PCR modszerrel a Szegedi Vértranszfizios Allomas
végezte. A kisérlet szempontjabol nagyon fontos tény volt, hogy ismertiik a donorok HLA
haplotipusat.

A restrikcios CTL vizsgélathoz sziikség volt target sejtekre, ezek eldallitdsdra a HLA-tipizalt
véradokbol gradienscentrifugdldssal izolalt lymphoid sejteket Epstein-Barr virust-t tartalmazo
B95.8 sejt feliiluszojaval kezeltiik. A 2-3 hét alatt transzformalodott lymphoblastokat 15% FBS-t
tartalmazé RPMI-ben tartottuk fenn, majd kell6 szamu sejtet nyerve lefagyasztottuk és —80°C-on
taroltuk azokat felhasznalasig.

Az effektor azaz 610 sejtek eldallitdsara a véradok vérmintaibol a PBMC-ket Ficoll gradiensen
torténd centrifugalassal nyertiik. A tesztek soran friss, illetve fagyasztott sejtekkel is dolgoztunk,
miutan meggy0zdodtiink arrol, hogy a sejtek citotoxikus képességét a fagyasztas nem befolyasolja.
A donorokbdl szarmazo sejtek egy részét kiilonbozé CMV gént expresszald canarypox
rekombinansokkal (Alvac-pp65, Alvac-ppl50, Alvac-gB, Alvac-Exon4) fertoztik kiilon
tenyésztdedényekben, ezek a sejtek szolgaltak stimuldtorként, a sejtek maradek része képviselte a
,responder” sejtpopulaciot (a stimulator responder arany 1:5 volt). A sejteket 24-lyukas
tenyésztéedényben inkubaltuk I1L-2 valamint IL-7 jelenlétében 8-13 napig. Mindegyik canarypox
rekombinansb6l a maximalis sejtkultira szamot inditottuk, hogy minél tobb, az adott
rekombinansra (pl. pp65-re) specifikus effektor sejtet nyerjiink. Az in vitro stimulacié hatasara
proliferalodni kezdtek azok a lymphocytak, amelyek olyan donoroktdl szarmaztak, akik
rendelkeztek pl. pp65 specifikus memoria CTL-ekkel, mert életiik soran fert6z6dtek CMV-vel. Ez
a folyamat jol nyomon kovethetd volt mikroszkop alatt naponkénti ellendrzéssel. A CTL teszt
napjan a target sejtként hasznalt lymphoblastokat (donorok lymphocytdjabol EBV-vel el6zetesen
transzformalva) vaccinia rekombinansokkal (CMV géneket hordoz6 Vaccinia-pp65, Vaccinia-
ppl50, Vaccinia-gB, Vaccinia-IE1) fert6ztiik (MOI:1) 16 6ran at, majd megmostuk és 100 uCi
Na>!CrOs-tal jeldltiik tovabbi 1 oran 4t. A jeldlt sejteket a mérés elStt haromszor megmostuk. Az
effektor sejteket kiilonbozd aranyban dsszekevertiik a fertdzott target sejtekkel, majd 4 6ras krom
felszabadulasi teszt alkalmazasaval mértiik a citotoxikus aktivitast. A tesztek soran kontrollként
nemcsak HLA azonos, hanem eltéré HLA tipusu, heterolog targeteket is hasznaltunk. Tehat, pl.
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egy donor pp65-specifikus effektor sejtjeit (amit az Alvac-pp65 stimulacioval nyertiink) nem csak
a donor sajat (autolog) Vaccinia-pp65-fertézott lymphoblastjaival hoztuk 6ssze, hanem mas, de
azonos HLA alléllal is rendelkezd, azaz részlegesen ,,mismatched”, valamint heteroldg, azaz
,mismatched” (azonos HLA alléllal nem rendelkez6) donort6l szarmazd, Vaccinia-pp65 virussal
fert6zott lymphoblastokkal is, mint targettel (a részlegesen ,,mismatched” és heteroldg targeteket a
kisérletbe bevont donorokbol valogattuk a HLA tipusokat figyelembe véve). Mivel adonorok HLA
haplotipusa ismert volt, valamit az in vitro stimulaci6 egy adott antigénnel tortént, nem pl. CMV-
vel, és maguk a targetek is egy adott antigént fejeztek ki, az MHC restrikcié nemcsak josolhato,
hanem adott volt.

11. 4 természetes fertozésekben felvetették a rafertozodés (superinfectio) szerepét. A kiilonbozo
vakcinatipusokban rejlé potencial elegendo lehet-e a vakcinalast koveto primer fertozést
koveto életreszolo latencia megelozéséhez?

A CMV elleni vakcinak fejlesztése teriiletén tobbféle megkozelités és tipusu vakcina van klinikai
vizsgalat alatt. Ezek koziil néhany, a CMV fert6zés sulyossagat €s a szovodmények kialakulasat
célozza meg, de adat a latencia elleni hatékonysagukrél nem all rendelkezésre. A 2. fazisu gB-
alapu vakcina kisérletek az HCMV ellen azt mutattak, hogy bar ezek a vakcindk képesek voltak
antitestek indukalasara, amelyek semlegesitik a virusnak a fibroblast sejtekbe vald bejutasat
lehetdvé tevo fuzids Gtvonalat, ez onmagaban nem bizonyult elegenddnek a primer HCMYV fert6zés
elleni teljes korii védelem biztositasahoz®®. Ez ramutat arra, hogy sziikség van tovabbi stratégidkra,
amelyek kiegészitik a gB-alapt vakcindkat, és célzottan kezelik az HCMV fertdzés Osszetett
¢letciklusdnak  kiilonb6zé aspektusait. Az egyik ilyen alternativ megkozelités a
gH/gL/UL128/UL130/UL131 pentamer komplex (gH/gL-PC) célzasa, amely egy masik
mechanizmuson keresztiil képes semlegesiteni a virust, nevezetesen az endocitozis utvonalat,
amelyet az HCMV az epithelidlis és endothelialis sejtek fertdzésére hasznal. Ezek a sejttipusok
kulcsfontossaguak a virus primer nyalkahartya fertdzésében, a fert6zott gazdan beliili terjedésében
és a virus kibocsatasaban, igy a gH/gL-PC vakcinacié célpontként vald haszndlata jelentds
mértékben hozzajarulhat az HCMV életciklusanak megszakitasahoz>®,%. Azonban az gH/gL-PC
altal nyujtott védelem hatékonysagat még klinikai kisérletekben kell megerdsiteni.

A hosszt koz0s evolicid a gazdaval két figyelemre mélto tulajdonsaggal ruhazta fel az HCMV-t
(1) az élethosszig tartd fennmaradas latenciaban a gazdakban, akik rendkiviil nagy antiviralis
immunvalaszt fejlesztenek ki ellene, és (2) a korabbi immunitassal rendelkezék Gjrafertézésének
képessége. A HCMV rendkiviil alkalmazkodo képes, €s kifinomult stratégiakat fejlesztett ki, hogy
képes legyen tilélni és szaporodni az immunrendszerrel rendelkezé gazddkban, még azokban is,
akik korabban mar kifejlesztettek szembenallst a virussal szemben, legyen az természetes fertdzés
vagy vakcindlas eredménye. Ez arra utal, hogy az HCMV-nek van egy képessége, hogy
"megkeriilje" vagy legy6zze a korabban kifejlesztett immunitast, ami 0j fertézés elinditasahoz
vezethet. A virus adaptacidés képességének kulcsa részben abban rejlik, hogy genetikai
repertoarjanak jelentds részét (kb. 50%-at) olyan fehérjék alkotjak, amelyek képesek befolyasolni
a gazdasejt biologiai folyamatait, példaul a jelatvitelt, a sejtanyag-forgalmazast, a sejt aktivalasat,
az antigén prezentaciot és az apoptozis elleni védelmet. Ezek a virus fehérjék lehetdveé teszik a
HCMYV szamara, hogy hatékonyan elkeriilje vagy gatolja a gazdasejt immunvalaszat, igy nehezitve
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a vakcinak tervezését és kifejlesztését. Ezen komplexitast figyelembe véve kizartnak tekintheto,
hogy barmely alegységtartalmu vakcinaval célt tudnank érni. Talan az antigén intracellularis
bemutatasat tamogaté (mRNS illetve vaccinia virus vektor) vakcinak jobb védelmet biztosithatnak,
mint a rekombinans gB alaptak, viszont a CMV biologiajat ismerve aligha érhetiink el veliik is
sikert.

Egy kutatocsoport egészen 11j dimenziokba helyezte a CMV elleni vakcina fejlesztést. A CMV egy
funkcionalis immunmodulal6 fehérjéjének, a CMV-1L-10-nek vakcinakénti kiprobalasat tiizték ki
célul rhesus makakokban. Naiv allatok oltasa teljesen immunoszuppressziv vIL-10-tel nagyon
eltérd, és valdszinlileg nem kivanatos immunvalaszokat valtana ki, mint az oltds egy nem
funkcionalis formaju rhemvIL-10-tel. Az rhcmvIL-10 immunogenitdsainak maximalizalasa
érdekében minimalis valtoztatasokat hajtottak végre az rhemvIL-10-en (2 aminosav modositas),
hogy létrehozzak egy biologiailag inaktiv formajat a fehérjének, megakadalyozva annak kotédését
az IL-10R1-hez. A RhCMV-vel nem fertdzott makakok immunizalasa egy kombinalt DNS-
prime/protein-boost immunizalasi stratégiaval stimulalta mind az rhcmvIL-10-k6t6, mind az
rhcmvIL-10-semlegesito antitesteket, amelyek nem mutattak keresztreagalast a rhesus makako
cellularis, clL-10-zel. Az oltott allatokat késdbb a RhCMV epitheliotrop UCDS59 torzsével
fertdzték és molekularis és immunologiai paraméterek alapjan értékelték. Az eredmények azt
mutattak, hogy az oltas egyetlen az rhcmvIL-10-vel jelentdsen megvaltoztatta az RhCMV
challenge utdn a virusparamétereket, csokkent a virusmennyis€g az inokulacié helyén, valamint a
nyalban és a vizeletben. Ebb6l az eredménybdl kiindulva a makakoktol az emberre vald
extrapoléacio alapjan a cmvIL-10 elleni vakcinalas hasonld hatékonysaggal kellene, hogy védelmet
nyujtson a primer HCMV fertdzéssel szemben és a perzisztens fertézés kialakulasaval szemben.
Ezenkiviil a vakcinalas védelmet nytjthat a szerzok szerint a latencia soran is, mivel tanulmanyok
alapjan a cmvIL-10 akkor is kifejez6dik®°.

12. Amennyiben klinikai kiprobalasra keriilne egy CMV vakcina, akkor milyen kimeneteli
eredmények (outcome) alapjan lehetne becsiilni a vakcina hatékonysagat?

A HCMYV vakcina klinikai kiprobalasai soran a kutatok szamos kimeneti eredményt értékelnek,
hogy meghatarozzak a vakcina hatékonysagat, de ezek a kimeneti eredmények kiilonboznek attol
fliggden, hogy milyen populécio alkotja a vakcinaltak célcsoportjat; gyerekek, fiatal ndk, AIDS
betegek, Ossejt transzplantaltak, vese-transzplantaltak stb. Vannak fontosabb kimeneti
eredmeények, amelyek altalaban mindenféle vakcinakiprobalas esetén szerepelnek.

1. A vakcina hatékonysagat azon mérhetik, hogy mennyire csokkenti vagy akadalyozza meg
a résztvevok CMV-fertézését, vagyis, hogy a vakcinalt csoportban kevesebb 1j CMV-
fert6zés fordul-e eld, mint a placeboval oltott csoportban.

2. Ha a CMV-fertézés bekovetkezik a vakcinalt csoportban, a kutatok értékelhetik, hogy a
vakcina képes-e csokkenteni a betegség sulyossagat és az esetleges szovodmények
kockazatat.

3. A vakcina hatékonysagat mérhetik a virusterhelés csokkentése alapjan is. Ez azt jelenti,
hogy a vakcinalt csoportban esetlegesen fert6zott személyeknél a virus mennyisége
kevesebb lehet, mint a placebo oltast kapott csoportban. A virus mennyiségének mérésére
tobbféle molekularbioldgiai modszer érhetd el a kereskedelemben.
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4. A vakcina hatékonysagat vizsgalhatjadk az immunrendszer altal termelt antitestek
kimutatasaval (szerologiai modszerrel, pl. ELISA-val detektaljak az antigén-specifikus
ellenanyagszintet, mérik a képzddott ellenanyagok neutralizalé kapacitdsat human CMV
fert6zott fibroblaston) és T-sejtek szintjén, rajtuk kifejez6dott markerek detektalasaval. Az
eredmények azt mutathatjak, hogy a vakcina kivéltja-e az immunvalaszt, és milyen erds
vagy tartos ez a valasz.

5. A vakcina biztonsagossagat is értékelni kell. Fontos figyelembe venni a vakcina altal
okozott mellékhatasokat és szovodményeket a hatékonysag értékelése soran.

A https://www.clinicaltrials.gov/ honlap alapjan jelenleg 61 CMV vakcina kiprobaldsa van
folyamatban vagy zarodott le. A kimeneti mutatok kiilonbozoségét jol példazza az altalam
valasztott kdvetkezé harom, kiilonb6zd célcsoportokra iranyulo, eltérd vakcina tipust felhasznélo
CMYV megel6zésre iranyuld tanulmany.
Az elsé tanulmanyban egy CMV  mRNS vakcina hatékonysagat tesztelik.
(clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT05575492). A tanulmany f6 célja az, hogy értékelje az mRNS-
1647 (pentamer: gH, gL, UL128, UL130, UL131 és gB) kiilonb6z6 dozisainak biztonsagossagat
¢s immunogenitasat a kontrollhoz viszonyitva egészséges, CMV-szeronegativ és CMV-
szeropozitiv 9 és 15 év kozotti ndi és férfi résztvevok korében. Ezen feliil az mRNS-1647-t 16 és
25 év kozotti noi résztvevokben is értékelik.
Ebben a tanulmédnyban az elsddleges kimeneti mutatok, melyek a vakcina ujszerliségének
koszonhetden nagyrészt a biztonsdgossagra vonatkoznak, a kovetkezok:
Elsodleges kimeneteli mutatok:
1. A helyi és szisztémas reaktogén mellékhatasok (AR) szama
2. Nem vart események (AE) szdma
3. Orvosi figyelmet igényld események (MAAE) szama
4. Sulyos mellékhatasok (SAE), kiilonleges érdeklddésre szamot tartdo mellékhatasok (AESI) €s
a tanulméanybol torténd kivonasra vezeté AE-k szama
5. Anti-CMV neutralizalo antitestek (nAb) geometriai kozépértéke (GMT). A vakcina
antigénjei elleni a szérumban jelenlevd funkcionalis antitest szintjeit a nAb titer
meghatarozassal mérik epithel sejt és a fibroblast fertézés soran.
Masodlagos kimeneteli mutatok:

1. Aglikoprotein B (gB) specifikus IgG és a pentamer specifikus IgG kotd antitestek geometriai
kozépértéke (GMC). A gB és pentamer fehérjékre specifikus antitest titereket ELISA
modszerrel mérik.

2. A >2-szeres, 3-szoros és 4-szeres emelkedést mutato résztvevok szama a gB és a pentamer
specifikus IgG antitestek kiindulési szintjéhez képest. Ez a mérés arra vonatkozik, hogy hany
résztvevonél tapasztalhato legaldbb kétszeres, haromszoros vagy négyszeres emelkedés az
anti-gB ¢és az anti-pentamer specifikus IgG antitestek szintjében az alapértékhez képest a
vizsgalt iddszak alatt. A vakcina antigénjei elleni funkcionalis antitest szintjeit a nAb titerrel
mérik CMV-fertdzott epithel és a fibroblast sejteken.

3. A gB ¢és a pentamer specifikus IgG antitestek geometriai kozépértékének emelkedése
(GMFR). Az antigén-specifikus kot6 antitest titereket az ELISA moédszerrel mérik a gB és
pentamer fehérjékre vonatkozodan.
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Egy masik jelenleg is folyd HCMV elleni vakcina masodik fazisu, kett6s vak, randomizalt,
placebo-kontrollalt, tobbkozpontd tanulmanyban (A5355, azonositdja: NCT05099965,
https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT05099965), amelynek célja a MVA Virus Vakcina
(@ Triplex®, egy rekombinans, modositott vaccinia Ankara (MVA) virus, amely harom
immunodomindns CMV antigént kodol: pp65, IEl1-exon4 és IE2-exon5) biztonsagossagat és
immunogenitasat értékelni olyan feln6tteknél, akik HIV-pozitivak és CMV-pozitivak is egyben, a
kovetkezd kimeneti eredményeket értékelik.
Elsédleges kimeneteli mutatok:

1. >3. fokozati mellékhatasok el6forduldsa (48. hétig)

2. pp65-specifikus CD137" CD8" T-sejtek valtozasa (12. hétig)

3. sTNFRII valtozésa (48. hétig)
Masodlagos kimeneteli mutatok:

1. IL-6 véltozasa
2. sCD163 valtozasa
3. IP-10 valtozésa
4. sTNFRII valtozésa (72. hétig)
5. D-Dimer valtozasa
6
7
8
9

IE1-specifikus CD137* CD8" T-sejtek valtozasa
IE2-specifikus CD137* CD8" T-sejtek valtozasa
pp65-specifikus CD137" CD8" T-sejtek valtozasa (48. hétig)
. |E1-specifikus CD137* CD8" T-sejtek valtozasa

10. IE2-specifikus CD137* CD8" T-sejtek valtozasa

11. CMV DNS a PBMC-ben

12. CMV DNS a vizeletben

13. CMV DNS a nemi valadékban

14. Virus DNS a rekombinans MV A vakcinabol

15. >3. fokozati mellékhatasok eléfordulasa (96. hétig)

A harmadik, 2024 februarjaban indulé tanulmany célja annak értékelése, hogy a transzplantacio
elotti MRNA-1647 vakcina milyen hatassal van a transzplantacid utani CMV eléfordulasara, a
CMV-ellenes antiviralis szerek hasznalatara és a klinikai eredményekre CMV-szeropozitiv és
CMV-szeronegativ majatiiltetésre varok korében. Emellett a tanulméany célja az mRNA-1647
biztonsagossaganak, reaktogenitdsdnak és immunogenitdsanak értékelése az Osszes résztvevo
esetében (https://www.clinicaltrials.gov/study/NCT06133010).

Ebben a tanulmanyban a kovetkez6 kimeneti mutatokkal kivannak dolgozni.
Elsiédleges kimeneteli mutatok:

1. Transzplanticio utan: A klinikailag jelentds CMV-fertézés (CS-CM Vi) elsd
elofordulasaig eltelt id6 a szeropozitiv résztvevok esetében. A CS-CMVi-t ugy
definidljak, mint azt a CMV virémiat, amely kezelést tesz sziikségessé (kezelést inditanak,
ha a virusterhelés >250 nemzetkozi egység/milliliter és/vagy CMV-betegség esetén).

2. A vizsgalatba bevont résztvevok szama, akik helyi és szisztémas mellékhatasokat
tapasztalnak.

3. Azon résztvevok szama, akik nem vart mellékhatasokat tapasztalnak.
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4. Azon résztvevOk szama, akik orvosi ellatast igényl6é mellékhatasokat tapasztaltak a
vizsgalt idészak soran.

5. Sulyos mellékhatést észleld résztvevok szama.

Kiilonleges érdeklodésre szamot tartdo mellékhatasokat (AESI) mutato résztvevok szama.

7. A tanulmanybol torténd kivonashoz vezeté mellékhatasokkal rendelkezd résztvevok
szama.

o

A tanulmany, mivel specialis csoportot érint, szaimos masodlagos kimeneteli mutatét
fogalmaz meg:

1. Transzplantacio utan: A klinikailag megallapitott CMV-betegség els6 el6fordulasaig eltelt
1d6 a CMV-szeronegativ résztvevok esetében, akik egy CMV-szeropozitiv donortol
kaptak majat. Az ugynevezett "adjudikalt CMV-betegség és/vagy fertdzés" bizonyitékal,
magaba foglalja a jeleket, tiineteket és a biopszias bizonyitékokat.

2. Transzplantaci6 utan: A CMV-szeronegativ résztvevok szama, akik majat kaptak egy
CMV-szeropozitiv donortol, akiknél eléfordult CMV virémia.

3. Transzplantacié utan: A CMV ellenes antiviralis terapia idétartama.

4. Transzplantacio utan: A CMV ellenes antiviralis terapia megkezdéséig eltelt ido.

5. Transzplantacio utan: Azoknak a résztvevoknek a szdma, akiknél sziikségessé valt a CMV
ellenes antiviralis terapia.

6. A vizsgal6 altal jelentett CMV-betegséggel rendelkez0 résztvevok szama.

7. AXklinikailag megallapitott CMV-betegségként definidlt CMV-betegségben szenvedd
szeropozitiv résztvevok szama.

8. Transzplantacié utan: Az els6 CMV virémia kezdetétdl eltelt ido.

9. Transzplantacié utan: Az els6 CMV virémia id6tartama.

10. Transzplantaci6 utan: Azoknak a résztvevoknek a szdma, akiknél két egymast kovetd
detektalhatatlan CMV virusmennyiséget ado vizsgélatot kdvetden visszatéré6 CMV
virémiat észleltek. A visszatérd CMV virémiat tigy hatarozzak meg, mint egy >250
IU/mL virusterhelést a szeropozitiv résztvevoknél, és barmilyen észlelhetd mennyiséget a
szeronegativ résztvevoknél, akik szeropozitiv szervet kapnak.

11. Transzplantacio utan: A visszatéré CMV virémia idotartama.

12. Transzplantaci6 utan: A ,,csucsvirusterhelés” a résztvevok korében, akiknél CMV
virémiat észleltek.

13. Transzplantacié utan: A CMV virusterhelés idobeli valtozasanak 0sszessége a megfigyelt
1d6 alatt.

14. Transzplantacio utan: A neutropénias résztvevoknek a szdma.

15. Transzplantacio utan: Azoknak a résztvevoknek a szama, akiknél a leukopénia két
egymast kovetd mérés esetén jelentkezett, melyeket legaldbb 24 6ra valasztott el

egymastol.
16. Transzplantacio utan: Azoknak a résztvevoknek a szama, akik ismételt majatiiltetésre
szorultak.

17. Transzplantaci6 utan: Barmely okbdl torténd halalozas.
18. Transzplantacid: Azon résztvevok szdma, akiknél a szovettani vizsgalat igazolta az
allograft kilokoédést.
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19. Pretranszplantacio eldtt: A CMV-specifikus neutralizalo antitest (nAb) titer, amit
sejtalapu neutralizacids vizsgalattal mérnek.

20. Transzplantacio utan: A CMV-specifikus neutralizal6 antitest (nAb) titerét
poszttranszplantacid soran sejtalapu neutralizacids vizsgalattal mérik.

21. Transzplantaci6 el6tt és utan: Az anti-glikoprotein B (gB)-specifikus 1gG ¢s az anti-
pentamer-specifikus IgG geometriai kozépérteke (GMT), amit ELISA segitségével
mérnek.

22. Transzplantaci6 el6tt és utan: Az alapszint utani és az alapszinten mért titerek geometriai
kozépértékének (GMT) és a mért koncentraciok geometriai kozépértékének (GMC)
geometriai kdzéparanya

23. Transzplantaci6 el6tt és utan: Az alapszint utani / alapszinten mért titerek geometriai
kozépérteke (GMT) vagy a mért koncentraciok geometriai kozépértékének (GMC)
geometriai atlagemelkedése (GMFR)
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