Prof. Dr. Pongracz Judit biralatara adott valaszok

Szeretném megkoszonni Dr. Pongracz Judit Professzor Asszonynak, hogy idét szakitott
dolgozatom biralatara. Halasan koszonom kritikai megjegyzéseit és elgondolkodtato
kérdéseit.

Alacsony 1gG2a/IgG1 aranyt mértek a fertozést kovetoen, ezzel szemben magasabb I1gG2a/IgG1
aranyt a reinfekciok utan és megallapitottak, hogy ez a primer fertézés és a reinfekcio
elkiilonitéséhez hasznos markerkent szolgalhat. Hogyan dllapithato meg az, hogy mit tekinthetiink
alacsony vagy magas IgG2a/lgGl aranynak emberben, amely klinikai szempontbol is
hasznosithato informacioval szolgalhat?

C. pneumoniae reinfekcios egérkisérletiink egyik célja volt olyan eltérést, markert talalni, ami segit
megkiilonboztetni a primer fertdzést az esetleges reinfekcioktol, melyek a C. pneumoniae fert6zés
esetén eléfordulhatnak. Az IgM kimutatasa, mely tipikusan az akut fert6zés jele nem megfeleld,
mivel a fert6zést kovetden sokdig perzisztilhat és a reinfekcido utdn is megjelenik. Az
egérkisérleteink sordn szignifikdnsan megemelkedett az 1gG2a/IgG1 arany a reinfekciok soran a
kontrollként alkalmazott egyszer fert6zott egerekben tapasztaltakhoz viszonyitva. Ez alapjan
gondoltuk, hogy ennek az aranynak az alkalmazéasa segithet annak eldontésében, hogy primer
fertdzéssel vagy reinfekcioval allunk szemben, és felvetettiik esetleges alkalmazasat a human
diagnosztikdban, de ezt kisérletileg nem igazoltuk. A human ¢€s az egér genom kozotti tobb mint
90%-o0s hasonlosag ellenére vannak kiillonbségek. Az egyik fontos eltérés az Ig-k tekintetében van.
Az egerek IgA-t, 1gD-t, IgE-t, IgM-et, valamint négy IgG altipust termelnek: IgG1, 1gG2a, IgG2b
¢s IgG3. Kiilonosen érdekes, hogy a C57BL/6, C5S7BL/10, SJL és NOD egértorzsek nem termelnek
IgG2a-t, ehelyett ezek az egértdrzsek az IgG2c-t expresszaljak. Ezzel szemben az emberek két [gA
altipust, valamint egy-egy format az IgD-bél, IgE-bdl és IgM-bdl termelnek. Az emberben négy
IgG altipus talalhato: IgGl, IgG2, 1gG3 és 1gG4; azonban ezek nem kozvetleniil homologjai az
egérben talalhaté fehérjéknek!. Az emberben a szamozas a szérumban talalhaté mennyiség alapjan
tortént (1gG1: 66%, 1gG2: 23%, 1gG3: 7%, 1gG4: 4%). A szubtipusok kiilonboznek a biologiai
funkcioikban és azokban a specifikus immunvalaszokban, amelyeket eldsegitenek. Az egerekben
az IgG1 féként Th2 tipust immunvalasz soran termelddik, amely allergias reakciokban és parazitas
fertdzések elleni védekezésben vesz részt. Az IgG1 hatékonyan koti az Fe receptorokat, ami fontos
a patogének opszonizéacidjaban és eltavolitasaban. Az IgG2a az egér legerdsebb komplement
aktivalo alosztalya, és f6leg Th1 tipusu valaszok soran termelddik, amelyek virusok, intracellularis
baktériumok (mint a chlamydidk) és mas intracellularis koérokozok elleni védekezésben
kulcsfontossaguak. Kiilondsen hatékony a sejtek altal kdzvetitett citotoxicitasban és a fagocitozis
eldsegitésében. Az [gG2b is részt vesz a komplement rendszer aktivalasaban, bar kevésbé hatékony
ebben, mint az IgG2a. Szerepe lehet a kronikus fertézések és bizonyos tipusu antigénekkel
szembeni valaszokban. Az IgG3 a legnagyobb méretii egér IgG alosztaly, és jelentOs szerepet
jatszik a virusokkal és mas nagy molekulaja antigénekkel szembeni elsddleges immunvalaszokban.
Az 1gG3 jellemzdje a magas affinitdst Fc receptorokhoz vald kotddés, ami erdsiti az antitest-fiiggd
sejtes citotoxicitast (ADCC). Emberben az IgG1l a legnagyobb mennyiségben, eléforduld 1gG
alosztaly a szérumban, a teljes IgG-tartalom mintegy 60-70%-at teszi ki. Kiilondsen hatékony a
bakterialis toxinok és fehérjék elleni védekezésben, mivel képes aktivalni a komplement rendszert
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¢s erdsen kot az Fey receptorokhoz. Fontos szerepet jatszik a virusok és baktériumok elleni adaptiv
immunvalaszokban. Az IgG2 foként poliszacharid antigénekre valaszol, mint amilyeneket
bizonyos tokos baktériumok, pl. a Streptococcus pneumoniae és a Haemophilus influenzae B
produkal. Az IgG2 kiilondsen fontos a gyermekkorban a tokos baktériumok okozta fertézésekkel
szembeni védekezésben. Az IgG3 a legerdsebb komplement aktivalo képességgel rendelkezik az
Osszes IgG alosztaly koziil, ami kiemelkeddvé teszi a patogének eliminaldsaban. Azonban ez az
alosztaly viszonylag rovid felezési idével rendelkezik a vérben (7 nap, szemben a tobbi IgG
alosztéllyal, melyek 21 napos felezési idejliek). Hatékony az antitest-fiiggd celluléris citotoxicitas
elosegitésében is. Az 1gG4 a legkisebb mennyiségben termelddd IgG alosztaly, a teljes IgG
tartalom koriilbeliil 1-4%-at teszi ki. Gyakran asszocial allergénekkel szembeni expozicioval, és
ugy gondoljak, hogy szabalyozd szerepet jatszik a tulérzékenységi reakciokban. Kiilonleges
tulajdonsaga, hogy képes "half-antibody exchange"-re, amelynek soran két IgG4 molekula Fc
részei cserélddnek, ami bispecifikus antitesteket eredményez?. A fentiek alapjan kitiinik az, hogy
a human és az egér IgG szubtipusok biologiai funkciok alapjan nehezen feleltethetdk meg
egymasnak, igy nem lehet megmondani, hogy az egérben talalt magasabb 1gG2a/IgG1 aranynak
mi felel meg az emberben. Kevés irodalmi adat van az IgG szubtipusok tekintetében chlamydia
fertézések soran. Az IgG alosztaly-specifikus antitesteket a C. pneumoniae és a chlamydialis LPS
ellen 15 primer C. pneumoniae pneumonias, valamint 16, ujrafert6z6dott pneumonias beteg,
tovabba 40 olyan személynél, akiknél lehetséges kronikus C. pneumoniae fertézés allt fenn, és 40
egészséges kontroll esetében vizsgaltak a cikkiink megjelenése utan. A teljes IgG-t, IgM-et és IgG
alosztaly-specifikus antitesteket a C. pneumoniae fehérje antigénjeire a mikroimmunfluoreszcens
(MIF) moédszerrel mérték, mig az LPS antigén elleni antitesteket enzim immunoassay (EIA)
eljarassal. A MIF teszt szerint a C. pneumoniae ellen mind a 3 betegcsoportban minden egyénben
kimutathatok voltak az IgG1 antitestek. IgG2 alosztaly antitesteket nem tudtak detektalni MIF
teszttel. Az 1gG3 antitesteket a primer fert6zésben szenvedd betegek 40%-anal, az ujrafertézottek
31%-anal, a kronikus fertdzésben szenveddk 25%-nal mutattak ki. Az IgG4 antitestek az akut C.
pneumoniae fertézéssel tarsultak, és az elsddleges fertdzések 13%-aban, valamint az Gjrafertézések
31%-aban talaltak meg. Az LPS elleni antitestek alosztdly mintdzata hasonlitott a MIF-fel mért
fehérje antitestekéhez: az IgG1 volt a leggyakoribb alosztaly az LPS elleni antitestek kozott>.
Ezeket az adatokat figyelembe véve talan az [gG1/IgG3 arany feleltethetd meg az egérben altalunk
talaltakkal, de ennek bizonyitasa ujabb kisérleteket igényel. Egy masik csoport felhivta a figyelmet
arra, hogy a fert6zés soran kialakulé IgG ellenanyagvalasz fligghet a behatolasi kaput6l is. A céljuk
az volt, hogy 0sszehasonlitsdk a kiilonféle antigénekre, amelyek virusbol, intra- €s extracelluléris
baktériumokbdl szarmaztak, adott specifikus antitest valasz IgG alosztaly profiljait. 162 dan nd
szérummintait elemezték IgG1, IgG2, 1gG3 és 1gG4 antitestek szempontjabol a C. trachomatis £6
kiils6 membran proteinjének (MOMP) egy peptidje, a C. pneumoniae nativ kiils6 membran
fehérjéi, a Mycoplasma pneumoniae rekombinans membran fehérjéi, a rekombinans parvovirus
B19 kapszomerei (VP1 és VP2) és a Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) C-poliszacharidja
ellen. A virusokra és bakterialis fehérje antigénekre specifikus antitestek foként az IgG1 és IgG3
alosztalyokhoz tartoztak, mig a pneumococcus C-poliszacharidjara specifikus antitestprofiljat az
IgG2 alosztaly dominalta. A 1égzdszerveken keresztiil a szervezetbe belépd virusokra, intra- és
extracellularis baktériumokra adott antitest valasz elsdsorban IgG1 valaszt valtott ki. Ezzel
szemben a C. trachomatis MOMP-jara specifikus antitestek, amely a hugyivarrendszeri traktust



fertézi meg, foként IgG3 alosztalyhoz tartoztak. Eredményeik azt mutattdk, hogy az antigén
természete €s/vagy a kolonizacid vagy fert6zés helye hatdssal van arra, hogy egy mikroorganizmus
milyen tipust IgG alosztaly valaszt valt ki*.

Ahhoz, hogy megallapithassuk, hogy milyen IgG alosztaly mintazat felelne meg az emberben az
egérben mért magas 1gG2a/lgG1l aranynak, meg kellene hatarozni a primer és a reinfekcok soran
kialakul6 IgG alosztaly mintazatot. Az akut szakaszban IgM pozitiv és IgG negativ vagy alacsony
IgG szintli embereket definidlhatunk primer fert6zottként, ezt kdvetden a konvaleszcens savoban
kellene alosztalyokat mérni, mind a 4-et. A reinfekciora utalhat mar az akut szakaszban magas IgG
szint. Ezekben a betegekben is meg kellene hatarozni az alosztalyokat a gyogyulaskor. Ezutan
lehetne megkeresni a két csoport kozotti IgG alosztaly mintazatbeli kiilonbséget. A megfeleld
alosztalyok segitségével aranypart kellene szamolni, majd megallapitani a cut off értéket a primer
fert6zésen atesett betegek mintaibol. Ha a kés6bbi elemzések soran mért értékek ett6l magasabbak,
akkor az reinfekciora utalhat.

Az egérben végzett in VIiVO immunolégiai vizsgdlatok eredményei mennyire korreldltathatok a
human immunvalaszokkal chlamydia fertézés esetén?

A kiilonb6z6 egér modellek hasznalata az emberi betegségek tanulmanyozasara rendkiviil elterjedt,
genetikai hasonlésaguk valamint nagy reprodukcios kapacitasuk miatt. Az egerek kozelebb allnak
genetikailag az emberekhez mint gondolnank, eredetiink egy kortilbeliil 65-75 milli6 évvel ezeldtti
kozds Osre vezethetd vissza®. A genetikai feltérképezés, a genom szekvenalds, a génmanipulacios
eljarasok felgyorsitottdk az egerek alkalmazisat az emberi betegségek és az immunoldgia
vizsgalataban. Az egerek és az emberek tobb mint 90 szazalékban azonos génekkel rendelkeznek.
Mivel minden emlds genetikai tartalma nagymértékben homoldg, az emberekben torténd
géntérképezés gyakran megjosolhaté az egerekben®. A genetikai dllomany mellett azonban az
egerek ¢letmodbeli, kornyezeti, életkori és mikrobiomhoz kothetd tényez6i is nagyban
befolyasoljak a fertézésre kialakult immunvalaszokat. Bar vannak kiilonbségek az emberi és az
egér immunrendszer kozott, szamos alapvetd hasonldosag is fennall, ami miatt az egereket gyakran
hasznaljak modellként az immunolodgiai kutatdsokban, fertdzések modellezésében. Ezek a
hasonlésagok 5 nagyobb csoportba sorolhatok:

1) Immunsejtek: Mind az egerek, mind az emberek rendelkeznek a f6bb immunsejt tipusokkal,
mint példaul T-sejtek, B-sejtek, macrophagok, dendritikus sejtek, NK sejtek, és ezek alapvetd
funkcioéi hasonldak a két fajban. Viszont nagy kiilonbségek vannak a neutrophil granulocyta €s a
lymphocyta szamok tekintetében egérben és emberben?.

2.) Immunrendszeri folyamatok: Az adaptiv és velesziiletett immunrendszeri folyamatok, mint
az antigén felismerés, a sejtek aktivalodasa és a kiilonb6z6 immunvalaszok kivaltddasa, mindkét
fajban jelen vannak és alapvetéen hasonlé6 modon miikodnek. Viszont kiemelendd, hogy az egerek
jelentds mértekli BALT szovettel rendelkeznek, ami azt jelzi, hogy valdszinlileg nagy antigén
terhelésnek vannak kitéve, mely vélhetden abbdl ered, hogy sokkal kozelebb élnek a foldhoz.



Fontos kiilonbség még, hogy egérben a macrophagok nem fejeznek ki CD4-et, valamint a
mucosalis szovetekben és a bérben a T sejtek féleg yoT sejtek, mig az emberben affT sejtek
vannak,’.

3) Immunfehérjék: A citokinek, kemokinek, immunoglobulinok, 1g receptorok és egyéb
fehérjék, amelyek az immunvalaszban részt vesznek, mind az egerekben, mind az emberekben
megtalalhatok, bar a specifikus funkciok és a kifejez6dési mintak eltérhetnek. Viszont tobb
kiilonbség van az FcR kifejezddésében az egerek €s az emberek kozott. Az emberekben az FcRI
(CD89) fontos IgA receptor, melyet neutrophil sejtek, eosinophil sejtek, monocytak/macrophagok,
dendritikus sejtek és Kupfer sejtek expresszalnak®. Az egerekben hidnyzik az FcRI, és
feltételezhetGen alternativ receptorokat hasznalnak, példaul az Fc/R-t, a transzferrin receptort
(CD71) és a polimerikus IgR-t, amely IgM-et is képes kotni. Az embereknek két olyan IgG
receptoruk van, amely nem talalhato az egerekben: az FcRIIA és az FcRIIC®. Az adaptiv
immunvalasz tekintetében fontos kiilonbség még, hogy eltérd IgG szubtipusokkal rendelkeznek az
egerek®.

4.) Antigén prezentacio: Az antigének feldolgozasa és bemutatasa a T-sejteknek az MHC
molekuldkon keresztiil mindkét fajban kulcsfontossagu, és hasonlé mechanizmusokon alapszik.

5. Immunmemoria: Mind az egerek, mind az emberek képesek immunmemoriat kialakitani,
ami lehetdvé teszi szdmukra, hogy gyorsabb és erdsebb valaszt adjanak a korabban mar felismert
fertézésrel.

A genetikai adottsdgok mellett az egerek, csakiugy, mint az emberek esetében, a megvaltozott
mikrobiom valamint a kronikus és akut korokozok okozta fertdzések megvaltoztatjadk az
immunvalaszt. EQy a Nature-ben megjelent tanulmany alapjan azon laboratoriumi egerek, amelyek
tobbféle korokozoval voltak fertdzve, az emberekéhez hasonld vélaszokat produkaltak. A
tanulmany Osszehasonlitotta SPF (specific pathogen-free) 1étesitménybdl szarmazo laboratoriumi
egerek immunvalaszat olyan egerekével, amelyeket a vadonban fogtak be, vagy kisallat-
kereskedésbdl vasaroltak. Mig a laboratoriumi egereknek nincsenek differencialt memoria T-
sejtjeik, a vadon ¢€l6 és kisallat-kereskedésbdl szarmazd egereknek sokkal tobb differencialt
memoria T-sejtjiik van a nyirok- és nem nyirokrendszerben, hasonldan a felnétt emberekéhez.
Raadasul a kisallat-kereskedésbol szarmazo egerekben megfigyelt T-sejt fenotipus atadhaté volt a
laboratoriumi egereknek kozos tartas Gtjan, ami arra utal, hogy egy atvihetd agens befolyasolja a
T-sejtek differenciacios allapotat. A kisallat-kereskedésbdl szarmazd és kozds tartast
laboratoriumi egerek szamos korokozora adtak immunvalaszt szeroldgiai vizsgalatok szerint, ami
arra utal, hogy a T-sejt fenotipus valtozasai és a mortalitas valdsziniileg a korokozo-expozicionak
koszonhetd'C. A szerzok dsszehasonlitottik tovabba a kiskereskedésbdl és laboratoriumi egerekbdl
szarmazé periféridas vér mononukledris sejtjeinek (PBMC-k) génexpresszios adatait az emberi
koldokzsinor-vér PBMC-inek és a feln6tt PBMC-inek expresszids mintazataval. A laboratoriumi
egerek immunrendszere inkdbb az T1jsziilottek (humdn) immunrendszeréhez hasonlitott,
alacsonyabb velesziiletett immunaktivitassal és tobb naiv lymphocytaval. Ezzel szemben a
kiilonb6z6 mikrobidlis expozicionak kitett egerekben fokozddott azon gének expresszioja amelyek
IFN jelatviteli utak aktivalodasara és effektor/memoria lymphocyta jelenlétére utalnak, ilyen
modon inkabb hasonld a felnétt emberekéhez. Az adatok azt mutatjak, hogy a kiilonbozo
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kornyezeti expozicidéval rendelkezd egerek érettebb immunvalasszal rendelkeznek, hasonloan a
feln6tt emberekhez, mig a laboratoriumi egereknek éretlen vagy 0jsziilott jellegli immunrendszeriik
van. Egy masik tanulmany kozvetleniil vizsgélta, hogy a korokozd-expozicié megvaltoztatja-€ az
immunrendszer alapallapotat. Laboratdriumi egereket egymas utan fertéztek meg harom kronikus
betegséget okozd patogénnel és egy akut betegséget okozod korokozoval, majd dsszehasonlitottak
6ket az azonos koru egerekkel, melyek csak mock fertézésben részesiiltek. Az adatok arra utalnak,
hogy a kiilonb6zd mikrobidlis expozicid megvaltoztatja mind a velesziiletett, mind az adaptiv
immunrendszer Gtvonalait, valamint, hogy a laboratdriumi egereket tobb korokozdval megfertézve
reprodukalhaté a kisallat-kereskedésbdl szarmazoé egerekben taldlt mikrobidlis expozicid és
immunvalasz'!,

Ha figyelembe vessziik azt, hogy egy ember ¢lete sordn sokféle fertézésen esik at, és
Osszehasonlitjuk ezt a laboratoriumi egerek fertézés-torténetével, nyilvanvalova valik, hogy a
kisérleti egerek ultra-higiénikus kérnyezete nem tiikrozi vissza az emberek kdrnyezeti expozicioit.
Az el6bb emlitett csoportok munkaja azt bizonyitotta, hogy az infektiv el6zmények
megvaltoztatjak az egér immunrendszerét és valaszat a tovabbi fert6zésekre, igy akar chlamydia
ember immunvalasza kozotti korrelaciot, mely alapjan az egér tovabbra is megfeleld modellként
szolgalhat az emberek fert6zd betegségeinek modellezéséhez!?.

Azzal kapcsolatban, hogy az egerek chlamydia fertézése soran kialakult immunvalasz mennyire
korrelaltathatd a human fert6zésekben tapasztalt immunvalasszal kevés adat all rendelkezésre.
Egyrészt néhany régebbi, empirikus alapokon nyugvo chlamydia modelleket targyalo cikkre,
kozleményekre lehet tamaszkodni. Ez utdbbi cikkekbdl kivalogatva azon sejteket, receptorokat,
citokineket, jelatviteli utakat stb., amelyek szerepet jatszhatnak a chlamydia fertézésekben
juthatunk kovetkeztetésekre az esetleges azonossagok alapjan, de akkor még nem szamoltunk a
redundans mechanizmusok eléfordulasaval. A C. trachomatis genitalis modell esetén tovabbi
tényez6 bonyolitja az sszehasonlitast, amikor is a kutatok még egy ,,csavart” visznek a rendszerbe
¢s a C. trachomatis helyett egy egér chlamydiaval, a C. muridarummal modellezik a human
fertdzést egérben. A genetikai hasonldsagon tulmenden, a C. muridarum okozta genitalis fertdzés
utanozza a C. trachomatis fert6zés nokben okozta korképet. A C. muridarum intravaginalis
inokulacidja a vaginalis €s a cervicalis epithelsejtek onlimitalo fert6zését eredményezi, mely a
késObbiek soran a hamréteg feliiletén terjedve felszallo fertdzést okozhat az uterus szarvéaban,
valamint a petevezetdben®®. A gyogyulas kb. 4 hetet vesz igénybe, és hossza tava adaptiv
immunitast eredményez, mely tobbnyire védé hatasi az ismételt fertdzésekkel szembent. A
hisztopatologiai vizsgalatok alapjan a korai fertdzést a polimorfonukleéris sejtek uraljak. Az akut
fert6zés utan ezen sejtek kicserélédnek macrophagokra, B-sejtekre CD4* és CD8" T-
lymphocytakra. A CD4" T-sejtek jelen maradnak a fertézések kései szakaszaban, majd a fert6zés
felszamolasat kovetden is, sokszor kis aggregatumokat alkotva a genitalis submucosaban®®. A
gyogyulast kovetden az egerek 60%-a rezisztenssé valik az ugyanazzal a torzzsel kivaltott
reinfekcioval szemben. Azok az egerek is, amelyek érzékenyek maradnak a fert6zésre, sokkal
hamarabb képesek felépiilni, és a visszatenyészthetd baktériumok szama is sokkal kevesebb
benniik, mint a primer fertdzés soran'®. Ahogy a human fertdzésekben, az egerekben is



megfigyelhet a fertézést kovetd kései szovoédmény, az infertilitas, ami megerésiti a C. muridarum
szerepét a genitdlis fertézések modellezésében®’. Néhany egértdrzs nagyobb hajlamot mutat a
hydrosalpinx kialakulasara, valamint nagyobb szdmban {iritik a korokozot, de mas tekintetben a
fert6zés altalaban hasonlo képet mutat. Ezzel ellentétben a human patogén C. trachomatis okozta
fert6zés kimenetele nagymértékben fiigg az alkalmazott egértdrzstél. A C57BL/6N és C57BL/10
egerek nagyfoku rezisztenciat mutatnak, még akkor is, ha nagy a fert6z6 dozis. A kialakult klinikai
képre jellemzdé az alacsony szamu baktériumiirités, minimalis gyulladas, nem jellemzd a
hydrosalpinx kialakulasa, és a reinfekciok sordn csak néhany napig lehet kimutatni a kérokozot' "8,
A CH3 egerek viszont 1ényegesen érzékenyebbek a C. trachomatis okozta fertézésre. A fert6zést
kovetden ezen egerekben a C. trachomatis 2-5 hétig lehet jelen'®. Amennyiben az éllatokat
intravaginalisan fert6zik C. trachomatisszal, ritkan alakul ki kései szovédmény pl. hydrosalpinx.
Ezen szovodmény kifejlodése akkor valdszinti, ha az uterus szarvéba vagy a petefészek burzaba
direkt inokulalassal torténik a fert6zés®®. Erés adaptiv immunvalasz alakul ki C. trachomatis
fertézés soran?!, de ezek a fertdzések az adaptiv immunitas hidnyaban is meggyogyulnak??, ami
arra utal, hogy a természetes immunvalasz egyediil is képes a fertdzés legydzésére. Az a tény, hogy
a C. trachomatis fert6zést a természetes immunitas képes felszamolni, 6nmagaban nem jelenti azt,
hogy haszontalanok lennének a C. trachomatis szerovariansokkal l1étrehozott genitalis fert6zéses
modellek és a vakcina fejlesztések. A rendelkezésre allo tudas a humdn genitalis fertézések
természetes lefolyasarol és a protektiv valaszrol hianyos, mivel a betegség diagnozisa azonnali,
kotelezd kezelést parancsol. Napjainkban még nem all rendelkezésre olyan allatmodell, amely
tokéletesen utanoznd a human fertdz¢s klinikai képét. Kiilondsen nagy jelentdsége van ennek a
védooltas fejlesztése soran. A C. trachomatisszal végzett vakcina kisérletek azt mutatjak, hogy a
kialakult adaptiv immunvalasz bizonyos fokt védelmet biztosit a fertdzéssel szemben, ami
alatimasztjia a C. trachomatis hasznélatit egerekben vakcina kisérletek soran®. Mivel a C.
trachomatis fertézés felszamolasara az egerekben a természetes immunitas dnmagéban is képes??,
elengedhetetlen, hogy az Osszes vakcinalasi tanulmany alkalmazzon a protektiv természetes
immunvalasz kimutatasara kontrollokat. A C. trachomatisszal ellentétben a C. muridarum okozta
genitalis fertdzés lekiizdése, valamint a védelem kialakulasa az ismételt fert6zésekkel szemben az
egerekben teljes mértékben az adaptiv immunvalasztol fiigg. Ezért a C. muridarum genitalis
fertdzéses modell alkalmasabbnak tlinik az adaptiv immunvélasz tanulméanyozasara a vakcina
fejlesztések soran.

A human és egér C. pneumoniae fertézés hatasara kialakulo immunvalasz korrelaciojarél nem
érheték el tudoméanyos kozlemények. A megfeleld egérmodell kivalasztasdval kapcsolatban
hasonld probléma ez esetben is fennall, mint a C. trachomatis kapcsan. A C. muridarum hasonlo
léguti fertdzést okoz egérben, mint a C. pneumoniae emberben, ezért sokan ezt hasznaljak
kisérleteik soran. Annak kdszonhetéen, hogy a C. muridarum egy egérpatogén korokozo az egerek
sokkal érzékenyebbek a fert6zésre, ami azt jelenti, hogy 1000-2000 chlamydia elemi test elegendd
egy sulyos pneumonia kialakitasara benniik, és ezen mennyiség dupldja mar a haldlos dozist jelenti
szamukra. Ha C. pneumoniaet hasznalunk a modelliinkben, legalabb 10° elemi test sziikséges a
pneumonia kivaltasara, ahogy azt a kisérleteink soran mi is tapasztaltuk. A humén és az egér
szerzett ¢és adaptiv immunvalasz kozotti diszkrepancidk koziil néhanyat elemezve, a kovetkezok
valoszintileg befolyasolhatjak a C. pneumoniae fertézésre kialakult immunvalaszt. Talan az elsé és
legszembetlinObb kiilonbozdség az, hogy az egerekben és az emberben nagyon eltér a periférids
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vér granulocyta €s lymphocyta aranya. Az egerekben a keringd vér sejtes elemeinek a 75-90%-a
lymphocyta, mig csak 10-25%-ot tesznek ki a neutrophil granulocytédk. Ezzel szemben a human
keringésben a neutophil granulocytdk aranya eléri az 50-70%-ot'. Az elérhetd irodalmi adatok
alapjan nem tudni, hogy mi a kdvetkezménye ennek az eltérésnek, ha egyaltalan van. Humén C.
pneumoniae fertézés soran nem tanulmanyoztak a brochoalveolaris lavage (BAL) neutrophil
granulocyta szamat, de egy kozeli tiildépatogén, a Chlamydia psittaci esetén igen. Egy kinai csoport
vizsgalta harom sulyos C. psittaci fertézésben szenvedd beteg BAL-jat és azt tapasztalta, hogy a
BAL-ban a neutrophil sejtek mennyisége emelkedett és elérte a 85.2%-94.6%-ot mig a
lymphocytdk szama csokkent, és a BAL sejtes dllomany4nak csak a 3.2%-7.7%-4t tették ki%4. A
sajat egér kisérletiinkben amikor is C. pneumoniaeval fertéztiink Balb/c egereket a fertézés elsé
napjaiban az egerek BAL-jaban szignifikansan emelkedett neutrophil granulocyta szamot mértiink,
ami a human fert6zéssel egybevag. Lehet, hogy az egerek neutrophil és lymphocyta ardnya maés,
mint az ember esetén, de valahogy masként, intenzivebben redisztributdlodnak a fert6zés teriiletére,
¢s igy a nem halalos dézisu chlamydia fertdzést viszonylag konnyen eliminaljak. Mar korabban
emlitésre keriilt, hogy az egerek tiideje igen gazdag BALT szdvetben, talan ennek is kdszonhetd
részben, hogy a chlamydidkat eliminalni tudjdk. A chlamydidkra kialakulé immunvélaszt
befolyasolhatjdk az antimikrobidlis peptidek, a defenzinek termelése. A neutrophil sejtek gazdag
forrasai a leukocyta defenzineknek az emberekben, de az egerek neutrophil sejtjei nem fejeznek ki
defenzineket®®. Ellenben az egér bél Paneth-sejtek 20 féle defenzint fejeznek ki, mig az
emberekben csak kett6t, valdszinlileg ez a kiilonb6zd evoluciés nyomast, az
élelmiszerfogyasztason keresztiili mikroorganizmus kitettséggel kapcsolatos eltéréseket tiikroziZ.
Fontos kiilonbség lehet az is, hogy az embertdl eltéréen az egér macrophagok nem fejeznek ki
CD4-et?’, ami talan befolyasolhatja a chlamydia ellenes sejtes immunvalaszt, de minden bizonnyal
ezt a hianyt az egerek mas redundans utakon potoljak. A TLR receptorok csaladja nagyon
konzervalt €s leggyakrabban egereken tanulmanyozzak, de a fajok kozott kiilonbségek is 1éteznek.
P¢ldaul, a TLR2 konstitutiv médon kifejezddik az egerek, de nem az emberek thymus és T-
sejtjeiben, gyengén expresszalddik az egerek keringd leukocytdiban, hacsak az nem LPS altal
indukalt. A TLR4 kifejezddik az egér izmaiban, majaban, vesé€jében, tiidejében, szivben és 1épben,
de emberben elsdsorban az 1épben és periférids vér leukocytakban azonosithato®. Mind a TLR2
mind pedig a TLR4 szignalut fontos szerepet jatszik a C. pneumoniae okozta gyulladas soran, tehat
az eltérések modifikalhatjak az egerekben kialakult immunvalaszt. Az egerekben eltérnek az
immunglobulin izotipusok is a humanhoz képest. Az emberben négy IgG-alcsoport cirkulal,
azonban ezek nem kozvetlen homoldgjai az egérfehérjéknek, ahogy azt mar fentebb emlitettem?.
A kiilonbségek ellenére mind egérben, mind pedig emberben a C. pneumoniae fertézés soran
ezeket az immunglobulinokat detektdlni lehet szerologiai modszerekkel. Osszegzésként azt lehet
mondani, hogy bar vannak kiilonbségek az emberi és az egér immunrendszer kozott, szamos
alapvetd hasonlosag is fenndll, amelyek miatt az egereket gyakran haszndljadk modellként az
immunologiai kutatdsokban, fertdzések modellezésére, igy a chlamydia fajok altal okozott
fert6zések modellezésére is. Természetesen az allatmodellben leirt eredményeket fenntartassal kell
kezelni, de jobb hijan ezek az egérmodellek segitenek a fert6z6 agens hatasara kialakuld
immunologiai valtozadsok megértésében.



Hogyan magyarazhato, hogy az IDO anti-mikrobidlis hatassal rendelkezik, ha a triptofan
metabolizmus IDO aktivitis fokozéddsa kévetkeztében tolerogén immunvdlasz kialakuldsahoz
vezethet?

Az indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO) enzim kulcsszerepet jatszik a triptofan metabolizmuséaban,
melynek aktivitasa az immunrendszer miikodésére is hatdssal van. Az IDO aktivitdsanak
fokozddasa triptofan hidnyt okoz a kornyezetben, ami tobbféleképpen befolyasolhatja az
immunvalaszt, és antimikrobialis hatést fejthet ki.

Tolerogén immunvalasz

A gyulladés helyszinén felszabaduld IFN-ok tobb szaz gént, ugynevezett IFN-stimulalt géneket
(ISG-ket) aktivalnak. Torténetileg azokra az 1ISG-kre fokuszaltak a kutatasok soran, amelyek az
immunsejteket aktivaljak, hogy immunitast valtsanak ki a fert6zésekkel szemben. Azonban néhany
ISG immunregulécios sejteket aktival a tolerogén, nem pedig immunogén folyamatok eldsegitése
érdekében. Az IFN-okra adott immunogén és tolerogén valaszok helyi egyensulya
kulcsfontossagu. Az I és II tipustl IFN szignalokhoz sziikséges IFN valaszelemek, az ISRE és GAS
szekvencidk az eml6sok IDO1 génjeinek promotereiben helyezkednek el. Bar a legtobb sejttipus
expresszal IFN receptorokat, az IFN-ok csak bizonyos sejttipusokban indukaljak az IDO-t. Példaul
a human és egér dendritikus sejtek (DC-k) bizonyos alcsoportjai képesek IDO-t expresszalni IFN
jelenlétében®®. A DC-k altal kifejezett emelkedett mennyiségii IDO kiilonds jelentéséggel bir,
mivel az IDO aktivitas az érett DC-ket tolerogén antigén-prezentalo sejtekké (APCs) alakitja at,
amelyek gatoljak az effektor T-sejteket, és eldsegitik a szabalyoz6 T-sejtek (Tregs) miikodését,
ezaltal eldsegitve a toleranciat?®. A helyi triptofan hiany, és az immunszuppressziv triptofan
katabolitok termelése hozzajarul a tolerogén folyamatokhoz az aminosav elvonasra és az aril-
hidrokarbon szignélra érzékeny metabolikus utak aktivalasaval. A triptofanhoz valé hozzaférés
korlatozasa aktivalja a riboszomalis kinazt, a GCN2-t, amely érzékeli a riboszomakhoz k6t6do
toltetlen (iires) tRNS-t. Az aminosav elvondsara az aktivalt GCN2 integralt stresszvalaszt (ISR)
valt ki, ami CHOP génexpressziot indukal, de a legtobb géntranszkripciot ledllitja, hogy eldsegitse
a sejt autofagiajat. Az ISR blokkolja a TCR-aktivalt T-sejtek sejtciklusba 1épését, és aktivalja a
nyugvo Foxp3-pozitiv szabalyozd CD4 T-sejteket (Tregs), hogy eldsegitsék a tolerogén valaszokat
az immunadjuvansokbol és daganatvakcinakbol szarmazoé gyulladasos jelekkel szemben®’. Az IDO
katalizalja az indolgylirit tartalmaz6 vegyiiletek, beleértve a triptofan és az SHT-t, oxidativ
katabolizmusanak kezdeti 1épését. Az IDO1 géneket expresszald sejtek csokkentik a tiptofan
szintet és bioaktiv katabolitokat, ugynevezett kinurenineket (Kyn) allitanak el6. Az IDO-t kovetd
enzimek tovabb bontjak a Kyn-t, kinurensavat (KA), 3-hidroxi-antranilsavat (HAA), kinolinsavat
(QA), niacint és mas katabolitokat allitva eld. Az immunsejtek egy része nemcsak a triptofan
csokkenését érzékelheti, hanem a katabolitokat, hogy elnyomja a természetes és adaptiv
immunitast, és eldsegitse a tolerogén valaszokat. Példaul a HAA, a Kyn és a KA gatoljak a T-sejtes
valaszokat a PDK1-hez (pyruvate dehydrogenase kinase 1) vagy az aril-hidrokarbon receptorokhoz
(AhR) kotédve a T-sejtekben, APC-kben vagy mas immunsejtekben. Tovabba, a triptofan
katabolizmus termékei, beleértve a 3-HAA-t, a 3-hidroxi kynurenint és az I-kynurenint, citotoxikus
hatasokkal rendelkeznek a CD3* lymphocytakra, az NK sejtekre és a B-sejtekre?®. Fontos, hogy az
IDO1 gén transzkripcioja nem feltétleniil fokozza az IDO enzim aktivitdsat a poszttranszlacios
szabalyozasok miatt, mint példdul a heminhez val6 korlatozott hozzaférés, ami az IDO enzim ko-
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faktora, a helyi redox allapot és a nitrogén-oxid, amely gatolja a hem/O2 konjugaciot, amire
sziikség van az indol bontasahoz®. Az IDO nem katalitikus szignallal is eldsegitheti a toleranciat
azaltal, hogy serkenti a DC-K altal a TGF-p felszabadulasat®. igy az, hogy az IDO aktivitas
megnyilvanul-e a gyulladt szovetekben, szamos tényezotdl fligg, amelyek 0sszekapcsolodnak az
IFN-ra adott valaszt vezérld biokémiai utak és sejtkdlcsonhatasok Gsszetettségével.

Osszességében elmondhatd, hogy az IDO 4altal katalizalt triptofan lebontas csokkenti a triptofan
szintjét a kornyezetben, ami befolyasolja a T-sejtek miikodését. A triptofanhidnyos kornyezet €s a
triptofan lebontésa soran keletkezd metabolitok, valamint az IDO nem katalitikus tton is gatolja a
T-sejtek proliferaciojat és aktivitasat, el0segitve ezzel egy tolerogén, vagyis gyulladascsokkento és
immunszuppressziv immunvalasz kialakulasat. Ez segithet megakadalyozni az autoimmun
reakciokat és a tilzott gyulladasos valaszokat.

Antimikrobialis hatas

Ugyanakkor az IDO 4altal eldidézett triptofanhidanyos kornyezet antimikrobialis hatassal is birhat.
Szamos patogén, beleértve bizonyos baktériumokat, virusokat és parazitakat, szamara sziikséges a
triptofan a szaporodashoz és tuléléshez. A triptofan elérhetdségének csokkentése korlatozhatja
ezeknek a mikroorganizmusoknak a ndvekedését és terjedését. A legtobb fertézés gyors IDO
kifejezodést indukal, mivel az IFN | indukcid egy gyakori velesziiletett valasz sok baktérium, virus,
gomba és parazita altal okozott fert6zésre. Ez nagyrészt azért van, mert a TLR-0K és a nukleinsav-
érzékelok, amelyek felismerik a patogén-asszocialt molekularis mintakat, stimulaljak az IFN |
termelést a fertézés helyszinén.

Az els6 beszamol6 az IDO-kdzvetitette anti-chlamydia hatasrol 1986-ban jelent meg egy kisérleti
rendszerrdl, amely C. psittaci-t és IFN-y-stimuldlt emberi T24 sejteket hasznalt®. Roshick és
mtsai®* leirtak a C. trachomatis L2 és C. muridarum elleni jelentds antibakteridlis hatast tobb
emberi sejtben, amit kiegészito triptofan hozzaadasaval blokkolni tudtak. C. trachomatis modellt
hasznalva tovabba megallapitottak, hogy az IDO-koézvetitette hatdsok nemcsak gatoltak a
chlamydia novekedését, hanem részt vehettek a korokozod perzisztenciajanak indukalasaban is®.
Ezenkiviil tobb csoport is talalt IDO-kozvetitette antibakterialis hatast a C. pneumoniae ellen.
Pantoja és mtsai®® megallapitottik, hogy az IFN-y-indukalta antibakterialis hatast emberi aorta
simaizom-sejtekben az IDO specifikus gatlojaval, az 1-metil-triptofannal blokkolni lehetett.
Summersgill és mtsai®’ leirtak az IDO-fiiggd hatast a C. pneumoniae ellen Hep-2 sejtekben, amit
triptofan kiegészitéssel meg lehetett sziintetni. A human sejtekben a C. trachomatis ellen foként az
IDO aktivalodik, mely a triptofan lebontasa kdvetkeztében — chlamydia triptofanra auxotrof
tulajdonsaga miatt — a chlamydia éheztetésével, annak pusztulasahoz vezet. Korabbi munkak azt
sugalltak, hogy az egerekben, legalabbis in vitro koriilmények kozott az IDO nem aktivalodik,
helyette az antimikrobidlis GTPazok jatszanak szerepet a chlamydia elpusztitdsaban®. Sajat
kisérleteink soran az RNS szekvendlas és a qPCR kimutatta, hogy az IDO1 ¢és IDO2 gének is
nagymértékben kifejezodnek a fertdzott Balb/c egér tiidoben. A HPLC vizsgalatunk kimutatta
chlamydia fert6zott Balb/c egér tiiddben a kinurenint, a triptofan bomlastermékét, ami az IDO1-2
enzimek funkcionalis miikodését igazolta. Az a tény, hogy a C57BL/6 egerek tiideje is IDO
aktivitast mutatott chlamydia fert6zés hatasara, aldtdmasztja azt, hogy a megfigyelt IDO indukcid
nem egér torzs-specifikus valasz. Az IDOI1-2 aktivitds antimikrobidlis szerepének tisztazasa

9



céljabol a Balb/c egereket 1-MT-vel (ami az IDO1 és az IDO2 korabban leirt inhibitora) kezeltiik.
Az IDO gatlasa azt mutatta, hogy mérsékelt, de szignifikans, megkozelitdleg kétszeres mennyiség
chlamydia IFU tenyészett vissza az 1-MT-vel kezelt egerekben, jelezve, hogy az IDO aktivitas
befolyasolja a C. muridarum replikaciojat in vivo. Tovabbi adatok arra utalnak, hogy a rickettsia,
amely szintén obligat intracelluldris baktérium, legaldbb részben gitolhato az IDO altal®*. Az IDO
nemcsak az intracelluldris baktériumok ellen aktiv, hanem gétolja az extracellularis baktériumok,
mint a Staphylococcus aureus, enterococcusok €s a B csoportu streptococcusok novekedését is tobb
human eredetii sejtvonalban®®, valamint a Streptococcus suist is a sertés plexus choroideus
epithelilis sejtjeiben*’. Az IDO gétlasa szignifikdns haldlozasi aranyt idézett el a Toxoplasma
gondii parazitaval fertézott egereknél, osszhangban korabbi munkakkal, amelyek azt mutattak,
hogy az IDO hozzajarul a gazda velesziiletett ellenallasahoz egyes korokozokkal szemben. Az IDO
eltéré antimikrobidlis szerepét viszont jol tiikkrozi az a tény, hogy néhany, kronikus fertézéseket
okozd korokozo kihasznalhatja a Kyn ttvonalat, hogy eldsegitse a perzisztencidjat
immunokompetens egyénekben. Ezen pathogének esetén az IDO gatlok csokkentették a
Leishmania major mennyiségét egerekben, még a fertézés csicsan alkalmazva is*’. Hasonld
eredményre jutottak HIV-1 esetén is, mely szerint az IDO gatlok csokkentették a virus mennyiségét
egy HIV-1 encephalitisz egérmodellben, ami arra utal, hogy az erés IDO indukcio az HIV-1
fertézés soran gyengiti a gazda immunitasat*®. De fontos tény, hogy ezen utébbi kérokozok nem
fliggnek olyan mértékben a triptofan jelenlététdl, mint a chlamydidk, és nem akut fertézésben
vizsgaltak az IDO szerepét. Rdadasul vannak olyan pathogének, melyeket nem befolyasol az IDO
jelenléte, igy az influenzafertdzések soran az IDO aktivitas tobb mint 100-szorosan nétt az egerek
tiidejében, viszont az IDO eltavolitasa nem volt hatassal a virus mennyiségére, és csak enyhe hatast
gyakorolt a gazda T-sejtes valaszaira®*.

A sajat kisérletiinkre visszatérve azt mondhatjuk el, hogy az IDO hatasat akut chlamydia fertézést
kovetden vizsgaltuk, a fertdzést kdvetd 7. napon, amikor is a tolerancidnak, mely az adaptiv
immunitas sejtjeinek dsszehangolt miikodését igényli, talan még nem volt olyan kifejezett szerepe.
Az elképzelhetd, hogy a chlamydia fertdzés késobbi szakaszat elemezve esetlegesen mar jelenlevd
IDO-indukalta tolerogenitas miatt csokken az effektor T sejtek mennyisége, ami a chlamydia
szaporodasanak kedvez. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az IDO is, mint sok mas enzim kétéli
kardként miikodik, ezért ha terapias célpontként kivanjak felhasznalni, az tovabbi, kiterjedt in vivo
vizsgalatokat igényel, hogy elkeriilhessék az IDO hianya miatt fellépd pathogén fellangolast a
chlamydiak és mas korokozok esetén. A triptofan anyagceseréjének az immunrendszer (T-sejt
proliferacio gatlasa) lefelé szabalyozasa miatt ellentétesnek tiinhet az antimikrobialis funkcidjaval.
Egyrészt ez az IFN-y altal indukalt rendszer védelmet biztosit a behatolo korokozok ellen, mésrészt
gatolja az IFN-y termelését a T-sejtek altal. Ezek a latszélag ellentmondd hatasok
megmagyarazhatok, ha figyelembe vessziik a triptofan termékek helyi koncentracidit és a triptofan
Mas kutatok kisérleteket végeztek a staphylococcusok és a T-sejtek triptofan kiiszobértékének
meghatarozasara, és azt talaltdk, hogy ez a koncentracido 2-3-szor magasabb a baktériumok
szamara, mint a T-sejtek esetében. Ennek nyoman MacKenzie és mtsai altal megfogalmazott
elmélet szerint, az IDO-kozvetitette triptofan kimeriilés els6 korben gatolja a koérokozod
novekedését, majd alacsonyabb koncentraciokban negativ visszacsatolasi hurkot képez a T-sejt
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proliferacié és igy az IFN-y termelés lefelé¢ szabdlyozasaval. Ez valojaban megakadalyozna az
immunvalasz tilzott aktivalodasat®®.

Kisérleteivel igazolta, hogy a mukolitikumként gyakran hasznalt N-acetyl cystein (NAC) in vitro és
in vivo egerekben is fokozza a C. pneumoniae szaporodasdt. Bizonyitotta, hogy az Ax in vitro
csokkenti a C. pneumoniae szaporodasat, viszont a human dozisnak megfelelo koncentracioban
alkalmazva nem befolyasolja a C. pneumoniae szaporodasat az egerek tiidejében. Milyen
modszerekkel bizonyitana az egérben tapasztalt kezelések eredményének hasonlosagat vagy eltero
eredményeit in vitro modszerekkel emberben?

Napjainkban robbanasszeriien fejlédnek a kiilonb6z6 in vitro human tiidé modellek, melyek
hosszabb tavon kivezethetik az allatkisérletek nagy részét a kutatasbol. Véleményem szerint ezen
rendszerek elterjedésével tanulméanyozhatova valnak a kiilonbozo 1égiti fertdzések, a pathogének
mod a kovetkezd tiid6 modellek koziil valasztanék (a teljesség igénye nélkiil), amelyeken
tanulmanyozhat6 a C. pneumoniae fertdzés illetve a kezelésében alkalmazott hatdanyag.

A lég-folyadék interfész (ALI) 2D ALI kultura egyszertien kezelhetd, nem igényel bonyolult
berendezéseket, ami idedlissa teszi az alapkutatdsokhoz. A 2D ALI kulturak lehetové teszik a tiido
természetes mikrokdrnyezetének utanzasat laboratoriumi korilmények kozott, lehetové téve a
léguti sejtek fiziologiai viselkedésének tanulményozdsat. A 2D kultarakban lehetéség van a
sejtvonalak folyamatos fenntartdsara és szaporitasara, tovabba nagyszdmu minta parhuzamos
feldolgozasara és tesztelésére, ezaltal segitve a nagy ateresztoképességli vizsgalatokat. A 2D ALI
kultardk idedlisak a gyogyszerhatéanyagok ¢€és mas részecskék atjutasi képességének ¢és
transzportjanak vizsgalatara. Azt gondolom, hogy a 2D ALI rendszer segitségével tisztazhatnank
az egérmodelliinkben kapott eredményeket*®,

Az organoidok képesek egyszerre tobbféle sejttipus egyiittmitkodését szimulalni, igy pontosabban
utanozva a valos szoveti kornyezetet. Ez lehetévé teszi a kiilonbdzd sejtpopulaciok kozotti
interakciok és kommunikécios folyamatok tanulményozasat. A 3D kultirakban a sejtek olyan
kolcsonhatasban allnak egymassal és az ECM-mel, ami kozel all az in vivo koriilményekhez, igy
eldsegitve a sejtek természetes viselkedésének megértését. Ez a kommunikacid fontos szerepet

utanozni®®.

Az egyik legujabb fejlesztés a tiido-a-chipen (OOC) eszkozok lehetdvé teszik a tiidd kiillonbozo
szoveti rétegeinek (epithelium, mezenchimalis szovet, véredények) egyszerre torténd
modellezését, ami pontosabban szimulalja a tiidd komplex szerkezetét és funkcidit. Ezek az
eszkozok képesek utdnozni a tliidoére jellemzd fizikai és kémiai kdrnyezetet, beleértve az ALI-t, a
nyiré dramlast, a biokémiai gradienseket, valamint a 1égzés mechanikai mozgésait. Ez hozzajarul
a tiidésejtek természetes viselkedésének és valaszainak pontosabb vizsgalatahoz. A tiid6-a-chipen
eszk6zok tervezhetdk tgy, hogy automatizaltak legyenek, ami lehetdvé teszi a kisérleti protokollok
pontos ¢és ismételhetd végrehajtasat, csokkentve az emberi hiba lehetdségét és novelve a
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hatékonysagot. Ezek az eszk6zok integralhatok kiillonbozo tipusu szenzorokkal, amelyek képesek
folyamatosan monitorozni a biologiai paramétereket, mint pl. a pH-értéket, oxigénszintet, és mas
molekularis jelzoket. Ez lehetové teszi a sejtek és szovetek valds idejii dllapotanak kdvetését és a
kisérleti feltételek finomhangolasat. A tiidé-a-chipen eszkozok forradalmasithatjdk a
tiidobetegségek kutatasat, a gyogyszerfejlesztést és a toxicitasi tesztelést, lehetévé téve a kutatok

........

crer

gyerekcipdben jar. Egy tanulmanyban kutatok egy innovativ haromdimenziés (3D) emberi
tidémodellt fejlesztettek (Tissue-Engineered Lung Model (3D-HTLM), hogy jobban megértsék,
hogyan reagal a tiid6 az influenzavirus A (IAV) fert6zésére. A cél az volt, hogy egy olyan modellt
hozzanak 1étre, amely jobban utdnozza a tiido valds szerkezetét €s funkcidjat, mint a hagyomanyos
kétdimenzids (2D) sejtkultardk. A 3D modell fejlesztésének elsd 1épéseként a kutatdk elsddleges
emberi kis léguti epithel sejteket (HSAEpCs) tenyésztettek egy kitozan-kollagén vazon. Ez a vaz
segit fenntartani a sejtek térbeli elrendezddését, ami lehetdvé teszi a sejtek kozotti természetes
kolesonhatasokat. A sejteket ALI-n tenyésztették, ami utdnozza a tiido természetes kornyezetét. A
3D kultarakban tenyésztett sejtek jobban hasonlitottak a valds tiiddsejtekhez mind életképesség,
mind morfolégia szempontjabdl, mint a 2D kultirdkban tenyésztett sejtek. Ezen kiviil, az
akvaporin-5 ¢és a citokeratin-14 fehérjék kifejez6dése, amelyek fontosak a tiiddsejtek
mikddésében, szintén magasabb volt a 3D kultarakban. A kutatdk ezt a 3D modellt hasznaltak két
fontos IAV torzs, a HINI és H3N2 fert6zésének vizsgalatara. Az HSAEpC-k jellegzetes
valtozasokat mutattak a markerfehérjék kifejezodésében, mind MRNS, mind fehérjeszinten,
valamint a pro-inflammatorikus citokinek felszabaduldsaban®’. Az eredmények segitettek jobban
megérteni, hogyan fejlédik ki a tidégyulladas IAV fertézés kovetkeztében. A modell alkalmas
lehet mas 1égti korokozo, akar a C. pneumoniae pathomechanizmusanak tanulmanyozasara is.

Eddig szamos kiilonb6z6 sejttipust hasznaltak az in vitro tiidémodellekben, melyek elényos és
hatranyos tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ezzel szemben az iPSC-k (indukalt pluripotens Gssejtek)
konnyli hozzaférhetdsége, gyakorlatilag korlatlan proliferacios és differencialodasi potencidlja,
valamint beteg-specifikus jellege biztosithatja betegségek in vitro modellezését, hatékonyan
ellensulyozva mas gyakran hasznalt sejtes formak hatranyait. Az iPSC-k kombinalasa OOC (szerv-
a-chipen) rendszerekkel fiziologiailag relevans és beteg-specifikus modelleket biztosithat, amelyek
hiien reprodukalhatjak a tiidé mikrokornyezetét, ahol a cellularis, biokémiai €s biomechanikai
elemek kozosen befolyasoljak a sejtek viselkedését és azonossagat.

A COVID-19 globalis jarvany fényében, a kutatok iPSC-alapu modelleket is fejlesztettek a SARS-
CoV-2 fertdzési folyamatok €s a lehetséges terapias Gitvonalak feltarasara. Huang és mtsai hiPSC-
eket differencidltak AT2-szerli sejtekké (1AT2 sejtek), hogy egyszerlsitett 2D ALI alveolaris
modelleket hozzanak létre a SARS-CoV-2 virus bejutasanak és replikaciojanak tanulmanyozasara.
A modellben megfigyelték a SARS-CoV-2 fertdzés 1dofliggd progresszidjat és a patologiai
eltéréseket, amely széleskorli transzkripciondlis valtozasokhoz vezetett. Ezek a valtozasok
magukban foglaltak az érett AT2 sejtek jellemzdinek csokkenését és a proinflammatorikus NF-xB
jelatviteli utvonal felfelé szabalyozéasat. A modell detektalhatoan véalaszolt a camostat mesylate és
a remdesivir kezelésére, amely csokkentette a detektalhatd virus transzkriptumok szamat, igy
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igéretes Utvonalat kinadlva a SARS-CoV-2 fertdzés kezelésére. Ezen feliil, a modellt a proteomikai
¢s foszfoproteomikai valtozasok tanulméanyozasara hasznaltdk iAT2 sejtekben a SARS-CoV-2
fert6zés soran, segitve a fO patologiai mechanizmusok és 0j potencidlis antivirdlis terapidk
azonositasat*,

fgy az ilyen emberi sejtalapu tiidé modellek rendkiviil értékesek lehetnek az ismeretlen patogén
agensek vagy uj virus torzsek, mas mikrobidlis patogének, igy a chlamydidk altal okozott
fertdzések tanulmanyozasaban és az Uj terapids lehetdségek keresésében.

Hogyan magyardazna a CMV aktivalta CDS8 T sejtek memoria tipusu markerek expressziojat a
fertozést kovetoen? Hogyan hatnak ezek késobbi avagy a CMV-tol eltéro virusok altal kivaltott
fertozésre?

A CMV-fertézés széles korii T-sejtes valaszt valt ki szamos epitop ellen, azonban a CD8 T-sejtes
valaszok esetében csak néhany immunodominans epitdép ellen iranyulé CD8 T-sejtek valnak
dominanssé, ahogy a fertézés latens allapotba megy at. Az 1d6 mulasaval a dominans CMV-
specifikus CD8 T-sejt valaszok nem mutatnak kontrakciot, ehelyett folyamatosan novekednek,
amig sok lymphoid és nem lymphoid szovetben magas szamban stabilizalodnak. Ez ellentétben all
a "klasszikus" CD8 T-sejt dinamikaval, amely az expanzidt, kontrakciot és a stabil memoria
kialakulasat foglalja magaban. Ezt a kiilonleges CD8 T-sejt dinamikat, vagyis az antigén-specifikus
memoria T-sejtek idével torténd boviilését, mint ,,memoria inflacio” Reddehase és mtsai irtak le
el6szor, amelyet azota masok is alatamasztottak. A HCMV-specifikus T-sejt szam Szeropozitiv
emberekben Oriasi lehet, atlagosan a CD4 és CD8 memoria kompartmentek 10-30%-at is Kitehetik
a vérben, és bizonyos egyénekben akar az 50%-ot is elérhetik. Ez a CMV-specifikus memoria T-
sejt novekedés az ¢€letkorral novekvd keringd memoria T-sejtek teljes szamanak névekedéséhez
vezet, ami CMV fert6zés hianyaban (CMV-szeronegativ egyénekben) az Oregedés soran nem
fordul el6*. Az elsddleges CMV fertézés tipikus litikus replikacios ciklus modon halad elére, ami
gazdaszervezet-szerte virémiat eredményez. Azonban az immunrendszer kontrollja miatt nagyon
kevés sejt marad, amely latens virusgenomot hordoz. A latens fertézés soran a virusgenomot
nagyon kis szazalékban (0,004-t61 0,01%-i1g) észlelték a granulocita-kolonia-stimulalé faktorral
stimulalt szeropozitiv egyénbdl szarmazo periférias vér vagy csontveldi eredetli mononukleéris
sejtekben (sejtenkénti 2-t31 13 genom kopia)*®. Annak ellenére, hogy feltételezhetéen kevés a
latensen fertdzott sejtek szama, massziv klintkai CMV  reaktivacio fordulhat eld
immunkompromittalt emberekben, akiken transzplantaciot vagy kemoterapias kezelést végeznek.
A massziv reaktivacid6 immunkompromittalt egyéneknél arra utal, hogy az immunrendszer
folyamatosan ”torédik” a CMV fertézés ellendrzésével. A latens fert6zés soran a CMV-vel
fert6zott sejtek kifejezhetik a virus igen korai (IE) génjeit anélkiil, hogy virusutddokat termelnének.
Ez folyamatos antigén stimuléciot jelent, gy gondoljak, hogy ez szolgal motorként, ami hajtja a
,memoria inflaciot.” Mikroreaktivacid esetén kevés fertdzott sejt is kezdeményezheti a virusgén
transzkripcidjat egy adott szoveti helyen. Ez antigén prezentacidhoz vezet a gazdasejt felszinén
1évé MHC molekulakon keresztiil, ami viszont aktivalja a CMV-specifikus T-sejteket.

A primer litikus fert6zés kontrollalasat kovetéen a CMV-specifikus CD8 T-sejtek fokozatosan
fejeznek ki memoria sejtekre jellemz6 markereket, melyek a klasszikusan meghatarozott memoria
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alcsoportokba oszthatok, ezek az effektor memoria (Tem, CD45RO*, CCR7", CD27,, CD28),
kozponti memoria (Tcm, CD45RO*, CCR7*, CD27", CD28") és szoveti memoria (Trm, CD69,
CD103) T-sejtek®. A ,meméria inflaciét” mutaté CMV-specifikus CD8 T-sejt populaciok csak
viszonylag kis aranyban tartalmaznak Tcwm sejteket, amelyek szinte kizardlag a nyirokcsomdkban
talalhatok és kisebb mennyiségben a lépben. Ezen inflacios sejtek tobbsége effektor (memoria)-
szeru fenotipussal rendelkezik, és a 1épben, a keringésben és a periférias szovetekben talalhatd. Az
inflacios CMV T-sejteket gyakran effektor-szerii T-sejteknek nevezik, amelyek Tem sejtekre
jellemz6 markereket fejeznek ki, de olyan markereket is, amelyek a T-sejt éréssel kapcsolatosak
vagy normalisan az NK sejtekben talalhatok meg. Az inflacids sejtek féléletideje azonban
jelentdsen hosszabb, mint az els6dleges expanzi6 csucsan indukalt effektor sejteké. Emberekben a
Tem tovabb oszthatd terminalisan differencialodott sejtekre, CD45RA" CCR7° TEM (Temra)
sejtekre, amelyek a keringésben perzisztalhatnak, és olyanokra, amelyek alacsony proliferativ
kapacitassal, de magas IFN-y termeléssel rendelkeznek. A legtobb inflacios CMV-specifikus CD8
T-sejt ebben a Temra populacioban talalhato, és a teljes CD8 Temra populacio nagysaga a vérben
Osszefiigg a CMV fertdzéssel, és szamuk novekszik az életkorral. A CMV-specifikus Temra tovabb
oszthatd funkcionalisan kiilonbdzd alcsoportokra a CD57 expressziojuk alapjan, a termindlisan
differencialt CD57" Temra (CD57%, KLRG1", ezek a sejtek hosszantarto virusfertézések, mint a
CMYV, soran alakulnak ki, jellemzéen magas a funkcionalis kapacitasuk, de korlatozott a
proliferacids képességiik és fokozott az apoptozisra vald hajlamuk) és a magasabb proliferativ
kapacitassal és differencialodasi plaszticitassal rendelkezé CD57" Temra csoportra®.

A CD4 Tewmra sejtek kevésbé kiemelkeddek a CD8 Temra sejtekhez képest, és kimutattdk, hogy a
CMV-specifikus CD4 Temra az osszes CMV-specifikus IFNy* CD4 T-sejt valasznak kevesebb,
mint 10%-aért felelds, és a CMV-specifikus citotoxikus (GPR56" Perforin®) CD4 T-sejtek 22,6%-
at adjak. Annak ellenére, hogy a TEMRA CD4 T-sejteknek alacsonyabb a szama, egy nemrégiben
végzett egysejt-analizis hangsulyozta, hogy a CMV szeropozitivitas jelentds, kortol fliggetlen
hatassal van a Tem és Temra CD4 T-sejtek expanzidjara. Tovabba, a CD4 Tem differenciacios
utjaibol kiemeltek egy alpopulaciot, amely CD57" CD27- CD28" CD244* CD4 T-sejtekbdl all,
citotoxikus funkciokkal és TCR oligoklonalitdssal®.

A memoria inflacié f6 mozgatorugdi a latensen fert6zott nem-hematopoietikus sejtek, amelyek
koziil nemrégiben tobbek kozott a nyirokendotél sejteket azonositottak, ahol a sporadikus
ujraaktivalodasi események kivaltjadk a CMV-specifikus Tcwm sejtek restimulacidjat  és
differencialodasat inflacios Tem sejtekké. Ezt az hipotézist tovabb erdsitve, nemrégiben
azonositottak egy Tcf1* sejtekbdl 4116 alcsoportot, mint amely az inflacios T-sejt poolt tartja fenn®,
A kérdés masik részére miszerint, hogyan hatnak a CD8 sejtek a CMV-t6l eltéré virusok altal
kivaltott fertézésre — az irodalmi adatok alapjan nem egyértelmii a valasz. Tekintettel a CMV-
specifikus citotoxikus T-sejtek keringésben torténd expanzidjara, felvetették, hogy ez a
sejtpopulacié  zavarhatja a masodlagos fertézések elleni kontrollt egy Szeneszcens
immunrendszerben. Mivel a latens CMV fertézés idével nagyon jelentés CD8 T-sejt valaszokat
foglal le (akar az 6sszes CD8 TM sejt 50%-at), lehetséges, hogy az immunrendszer eréforrasainak
ez az elkdtelezettsége a latens CMV fertdzés Ujraaktivalodasanak kontrollalasara negativan
befolyasolhatja az immunvalaszt mas fertézésekre. A hipotézis igazolasara szamos cikk sziiletett.
Az egyik csoport kimutatta, hogy az antigén-specifikus T-sejt valasz virus fertézésre csokkent az
MCMV-fert6zott idds egerek masodlagos nyirokszerveiben, €s ez a csokkenés forditottan korrelalt
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a vérben taladlhato CD8 TEM sejtek szamaval. Kimutattak, hogy az MCMYV fert6zés jelentésen
gyengébb CD8 valaszokat eredményezett az influenza, a human herpesvirus I vagy a West-Nile
virus szuperinfekcioval szemben, még 16 honappal az MCMV fertézés utan is. Ezek az
irreverzibilis karosodasok a T-sejt funkcioban nem voltak megfigyelhetok a nem fert6zott vagy a
vaccinia virussal fertdzott kontrollokban, és ezek a karosodasok nem az MCMV immun-elkeril6
génjeinek hatasabol adodtak™. Nemrégiben viszont azt vizsgaltak, hogy az idés CMV pozitiv
egerekben a csokkent T-sejt immunitast okozhatjak-e a CMV-specifikus TEM sejtek kozvetlentil
az j immunvalaszok gatlasaval. Ennek tesztelésére megvizsgaltak a TEM CMV-specifikus CD8
T-sejtek jelenlétét CMV-vel fert6zott egerek nyirokcsomoiban, és azt talaltak, hogy ezek a sejtek
nem halmozodtak fel jelentds mértékben az 1j, elsddleges immunvalasz kiindulési helyein®®. Ez
Osszecseng azon eredményekkel, hogy az emberi CMV-specifikus T-sejtek nem halmozodnak fel
az emberi mandulédkban vagy a periférids nyirokcsomoékban. A kutatok késébb a latensen fertdzott
egerekbdl TEM CD8 T sejteket szelektaltak, €s transzferaltak felnétt MCVM-negativ egerekbe, €s
egy masik virussal (West-Nile virus) vagy baktériummal (Listeria monocytogenes) fertézték
azokat. Az MCMYV pozitiv egerekbol szarmazd TEM sejtek adoptiv transzfere nem hatott a késobbi
fertézésre adott valaszra a recipiens egerekben, ami azt jelzi, hogy a vérben talalhatd6 TEM sejtek
szadma ¢€s a szuperinfekciora adott naiv valasz nagysaga kozotti forditott korrelacié nem feltétleniil
okozati. Ezért a kutatok arra kovetkeztetésre jutottak, hogy a MCMV-specifikus TEM sejtek
valoszintileg nem zavarjak kozvetleniil a szuperinfekciora Kialakult immunvalaszt a masodlagos
nyirokszervekben®®.

Az el6z6 Aallatkisérletnek részben ellentmonddéan més kutatok azt talaltdk, hogy a CMV
szerostatusz ¢s a COVID-19 klinikai kimenetele kozotti Osszefiiggés arra utal, hogy a CMV altal
Kivaltott immunmodulacié szerepet jatszhat a SARS-CoV-2 fertdzés patogenezisében®. A
kutatdsok kimutattdk, hogy a CMV-pozitiv személyek, bar nem feltétleniil fogékonyabbak a
SARS-CoV-2 fertézésre, egyedi immunvalaszokat mutatnak a virussal valo érintkezés soran.
Kiilonosen a CMV-specifikus CD4 és CDS8 T-sejtek jelenléte dsszefiiggésben all a SARS-CoV-2-
specifikus IL-17-termel6 CD4 és CD8 T-sejtek emelkedett szintjével. Ez arra utal, hogy a CMV
torzithatja az immunvalaszt a SARS-CoV-2-ra, potencialisan eldsegitve egy Th17 tipusu valaszt>®.
Ez az immunfenotipus befolyasolhatja a gyulladast és a betegség lefolyasat, jelezve azt, hogy a
CMV ltal felerdsitett valaszok a SARS-CoV-2-re szerepet jatszhatnak a COVID-19-gel
Osszefliggd tartds karosodasokban. Viszont egy masik érdekes kérdés, amely még feltaratlan, a
CMV-pozitiv fiatal felndttekkel kapcsolatos, akiknél a két virus egyiittes fert6zése kevésbé
kifejezett kovetkezményekkel jar. Az is lehetséges, hogy a CMV hatésa valtozhat a gazda koratol
fliggben. Fiatalabb egyéneknél a CMV-fertdzés potencialisan fokozhatja az immunvalaszt, mig
idésebb egyéneknél inkabb karos hatassal lehet az immunfunkciokra®®.

A fent leirtak alapjan CMV indukalta memoriasejtek hatasa mas virusfertézésekre, még nem
tisztazott tertilet.
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