Prof. Dr. Szabo Dora kérdéseire adott valaszok

Szeretném megkoszonni Dr. Szabo Dora Professzor Asszonynak, hogy rengeteg munkaja
mellett idot szakitott dolgozatom biralatara. Halasan koszonom gondolatébreszto, ujabb
munkara motivalé kérdéseit.

1. Az N-acetil-cisztein hatdsat a C. pneumoniae szaporodasdra a humadn gyogydszatban
alkalmazott koncentracioban figyelték-e meg? Az eredmények alapjan érdemes lenne
ezt a megfigyelést szakmai javaslatban megfogalmazni. Tortént-e az eredmények
alapjan ilyen jellegii lépés?

Az N-acetyl-cystein (NAC) hatasat a human gyogyaszatban alkalmazott koncentracioban figyeltiik
meg egér modellben. Ezt kovetden felmeriilt egy human kisérlet terve benniink, mert az
allatkisérlet eredményei nem elegenddek arra, hogy egy esetleges ajanlast fogalmazzunk meg a
szakemberek szamdra. A terviinket az elhizodé COVID-19 jarvany akadalyozta, majd ezt
kovetden probaltuk felmérni a lehetdségeket egy humén tanulmany inditdsdra. Eldszor is
Osszegytijtottik a C. pneumoniae diagnosztikaval Kapcsolatos adatokat az elmult 5 évrél a
mikrobiologiai leletek kezelésére szolgald elektronikus MedBakter rendszerb6l. Az eredmények
némi meglepetéssel szolgaltak, mert eltértek az irodalomban elérhetd adatoktol. Tovabba az elmult
ot évben az Orvosi Mikrobiologiai Intézetben nem talaltunk C. pneumoniae pozitiv beteget PCR
modszerrel vizsgalva. Ezek alapjan gy tint, hogy a C. pneumoniae mégsem fordul elé olyan
gyakran, mint ahogy azt a fellelhetd cikkek targyaljak, és amelyekre jelenleg is més chlamydiaval
foglalkozo6 szakemberek hivatkoznak. A korabbi cikkek igen nagy aranyban a kozosségben szerzett
pneumonidk mintegy 10%-aban talaltak koérokozoénak a C. pneumoniaet!,2. A C. pneumoniae
diagnosztika hdskoraban még szerologiai modszereket alkalmaztak a klinikai diagnozis
felallitasara, kezdetben mikroimmunfluoreszcens tesztet, kés6bb ELISA modszert. Ezen korai
modszerek specificitasa, szelektivitisa nem volt til magas, az immunfluorszcens modszer
tekintetében pedig kifejezetten szubjektiv is volt, gyakori a keresztrezisztencia mas chlamydia
fajokkal, valamint mas speciesekkel, pl. bartonellakkal®,®. Még nem nagyon érhetdk el azzal
kapcsolatban cikkek, hogy a C. pneumoniae napjainkban mégsem olyan gyakori korokozo a
kozosségben szerzett pneumoniakban, de 2020-ban megjelent egy cikk, melynek cime is
kifejezetten erre utal, igaz a régi nomenklaturat hasznalva ,,Where is Chlamydophila pneumoniae
pneumonia?” Ez a sajat adatokon és metaanalizisen alapulé cikk azt konkludalja, hogy a korabbi
tanulmanyok eltilozhattak a korokozd szerepét kozosségben szerzett pneumoniaban®. Sajat
munkajuk soran (2012-2020.) multiplex PCR analizist végeztek léguti fert6zéseket okozd
patogének kimutatasara, kiillonboz6 kiteket hasznalva (Seeplex® PneumoBacter ACE Detection,
and Anyplex™ II RB5 Detection, Seegene, Seoul, Korea). A tanulmany soran értékelt 2114 léguti
mintabol (kdpet és nasopharyngealis minta) a C. pneumoniae csak harom mintdban volt
kimutathat6. Ezek koziil egy minta pozitiv volt Haemophilus influenzaere tenyésztéssel, egy minta
rhinovirusra és egy minta human metapneumovirusra multiplex PCR alkalmazasaval. Mivel a C.
pneumoniae mas patogénekkel egyiitt volt kimutathatd, nagyon nehéz bizonyitani, hogy ezeket a
tidégyulladasokat a C. pneumoniae okozta. A metaanalizis a 17 PCR moédszert (zomében
multiplex PCR) alkalmaz6 tanulmanyt alapul véve a C. pneumoniae pozitivitast 0-8.95%-nak
talalta, a kiemelkedd pozitivitast mutatd tanulmany kizarasaval a pozitivitds 0-1.29% kozott
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mozgott. A szerzok Osszevetették a szerologian alapuld (40 db) és PCR modszer (18 db) alapjan
kapott C. pneumoniae pozitivitast. A C. pneumoniae azonositasi aranya kozosségben szerzett
pneumoniaban szignifikansan alacsonyabb volt a PCR csoportban, mint a szeroldgiai csoportban
(p <0.0001). Természetesen a PCR pozitivitas alacsony mértékét nagyban befolyasolhatta a minta
milyensége, szdrmazasa is°. A szerzék nem nagyon diszkutaltak az Gjabban sziiletett alacsonyabb
pozitivitas okait, de lehetséges, hogy a korabban hasznalt szerologiai tesztek keresztreagaltak mas
ellenanyagokkal, illetve a mikroimmunfluoreszcens tesztek értékelése szubjektiv  volt.
Napjainkban a kozosségben szerzett pneumonia, kiillonésen az atipusos pneumonia
diagnosztikajaban nagy szerepet jatszanak a multiplex PCR Kitek, ha megfelel6 a mintavétel,
pontosabb eredménnyel szolgalhatnak. A sajat véleményem szerint nem lehet figyelmen kiviil
hagyni az esetleges helyi jarvanyokat, amelyek okozhatnak id6legesen magasabb pozitivitast az
adott régioban, valamint azt is fontos megjegyezni, hogy a kozdsségben szerzett pneumoniak
pneumoniae érzékeny, igy a gyors, és hatékony terapia megakadalyozhatja a C. pneumoniae
terjedését a kozosségben. A fenti irodalmi adatokat és a sajat adatainkat is latvan, hacsak nem
alakul ki egy lokalis jarvany, nem tudunk human kisérletet inditani az N-acetyl-cystein hatasanak
vizsgalatara C. pneumoniaeval fert6zott betegekben.

2. Torténtek-e arra vonatkozo vizsgalatok, kisérletek, hogy az Ambroxol szerkezetét,
farmakokinetikajat megvaltoztatva, a hatékonysagat novelve, kisebb koncentracioban is
hatékony legyen, mint potencialis Chlamydia ellenes szer?

A doktori disszertdciomban nem szerepeld munkankban vizsgéltuk azt, hogy a humén ekvivalens
dozisnal magasabb (4x) mennyiségben alkalmazott Ax, vajon befolyasolja-e a C. pneumoniae
szaporodasat egerekben®, mivel korabban azt tapasztaltuk, hogy a human ekvivalens dézis nem
mutatott anti-chlamydialis hatast’. Eredményeink alapjan a magasabb Ax dozis anti-chlamydialis
hatast mutatott immunmodulalé hatasa révén egerekben. Ezen emelt doézist annak tudataban
alkalmaztuk, hogy a Parkinson koér kezelésére egy 2020-as tanulményban biztonsagosan
alkalmaztak az Ax normal humén dozisanak tobbszordsét (8x), és nem bizonyult toxikusnak®. Az
Ax szerkezeti modositasaval kapcsolatban nem nagyon érhetdk el adatok, kiilonésen nem olyanok,
amelyek az esetleges antimikrobidlis hatds fokozéaséara iranyulnanak. Egy kutatocsoport az Ax
kiilonb6z6 N-acilezett szarmazékainak (TEI-588a, TEI-588b, TEI-589a, TEI-589b, TEI-602a és
TEI-602b) hatasat vizsgalta a CI~ (kloridion) szekréciora emberi submukozalis szerozus Calu-3
sejtekben, amelyek egy specifikus iontranszporter, a Na*/K*/2Cl™ kotranszporter-1 (NKCC1) altal
kozvetitett tulzott szekréciot mutatnak. A kutatas kiemelte, hogy bizonyos szarmazékok (TEI-589a,
TEI-589b és TEI-602a) képesek voltak csokkenteni a Cl™ talzott szekrécidjat azaltal, hogy
mérsékeltéek az NKCC1 aktivitasat, anélkiil, hogy blokkoltak volna az apikalis Cl~ csatorndkat. Ez
azt jelenti, hogy ezek a szarmazékok kozvetleniil nem akadélyoztak meg a kloridionok sejten beliili
mozgasat, hanem a sejten beliili iontranszport folyamatat szabalyoztak le. Erdekes modon a tobbi
tesztelt vegyiilet, beleértve az eredeti Ax-t is, nem mutatott hatast a Cl- szekrécidra. Az eredmények
arra is ramutattak, hogy az aromas amin-acilezett szarmazékok (pl. TEI-589a) hatékonyabban
gatoltak a CI~ szekréciot, mint az alifas amin-acilezett szarmazékok (pl. TEI-589b), ami azt
sugallja, hogy a szarmazékok kémiai szerkezete jelentds befolyassal van a hatdsmechanizmusukra.



Kiemelten, a 3-(2,5-dimethyl)furoyl csoportot tartalmazé szarmazékok (pl. TEI-589a) er6sebb
gatld hatast fejtettek ki, mint a cyclopropanoyl csoportot tartalmazok. A kutatas 0j lehetoségeket
nyit a 1égti obstruktiv betegségek, mint pl. a COPD kezelésében. Azaltal, hogy ezek a
szarmazékok képesek mérsékelni a tilzott Cl- szekréciot, potencialisan csokkenthetik a 1égutak
ellenallasat €s javithatjak a 1égzési funkciot a tilzott nyaktermelddés okozta allapotokban. Ez azt
sugallja, hogy ezek a vegyiiletek 0j terapids opcidk lehetnek a léguti betegségek kezelésére,
kiilonods tekintettel azokra az esetekre, ahol a nyak és a szekrécio kontrollalasa kulcsfontossagl a
betegség kezelésében®. A jovoben taldn érdemes lenne kiprobalni ezen uj Ax szarmazékok
fontos szerepet jatszanak a kiilonboz6é korokozok. Egy masik csoport nem szerkezeti modositast
hajtott végre az Ax-on, hanem egy 10j vegyiiletet, az egy 1,2,3,4-tetrahidrokinazolin szarmazékot
szintetizaltak az ambroxol-hidroklorid és szalicilaldehid reakcidjaval. A vegyiilet farmakologiai
tulajdonsagait ADMET elemzéssel értékeltek, amely alapjan azt talaltak, hogy potencialisan
athatol az emberi vér-agy gaton, és jO gastrointestindlis felszivodasi képességekkel bir. A
legizgalmasabb része a kutatasnak, hogy a molekularis dokkolasi és dinamikai szimulacios
vizsgalatok szerint ez a vegyiilet aktivnak tlinik a SARS-CoV-2 tobb fehérjéje ellen, kiilondsen a
papain-szerl proteazzal és egy nem-strukturalis fehérjével szemben. Ez utal arra, hogy a vegyiilet
lehetséges terapias alkalmazasokkal rendelkezhet a COVID-19 betegség esetén®®. Potencialisan
meg lehetne vizsgdlni antimikrobialis hatdsat mas kérokozdk esetén is.

Bar az Ax széles korben hasznalt koptetd, szamos egyéb farmakologiai hatdssal is rendelkezik,
tobbek kozott gyulladascsokkentd és antiviralis hatdsokkal. Erdekes modon szinergikus hatasokat
is leirtak az Ax és a kemoterapids szerek, mint példaul a paklitaxel és a karboplatin kozott
tiidérakban. Az Ax képes volt az autofagia késoi szakaszanak blokkolasaval autofagoszomak
felhalmozodasat eldidézni tiidokarcindbma sejtekben. Az autofagia gatlasa erdsitheti a
proliferacidellenes hatadsokat, ¢és hozzajarulhat a tiidokarcindbma sejtekben a daganat
regresszidjahoz!!. Ezenkiviil az Ax perioperativ védelmet biztositott a tiidérak miitétek soran'2. Az
Ax a kereskedelemben tabletta, kapszula, szarazpor, inhalacios oldat és folyékony oralis formakban
kaphato. Emellett szdmos j Ax formulat tanulmanyoztak pl. egy lagy gél azonnali felszabadulasa
formulaciot fejlesztettek ki azoknak a betegeknek, akiknek nehézséget okoz a nyelés. Fontos
megemliteni, hogy az intravénas és oralis Ax formulak felhalmozodnak a tiiddben®®. Az Ax magas
eliminacios ardnya az ismételt adagolas elkeriilésének sziikségességét vetette fel, ami a hossza
felszabadulast formulaciok fejlesztését indokolta. Emellett a rendszeres mellékhatdsok, mint a
fejfajas és az almatlansag elkeriilése alatdmasztja az Ax transzdermalis bevitelét. Jelenleg is
folyamatban vannak kisérletek hosszl felszabaduldst formulaciok, tablettdk és folyékony oralis
formak fejlesztésére. Az ozmotikus pumpa-alapi Ax tablettak, amelyek hasonld biologiai
hozzaférhetdséggel rendelkeznek, mint a piacon 1év6 hosszu felszabaduldsu kapszula formulak, 12
oran keresztiill képesek fenntartani a gyégyszer felszabadulasat!®. Az Ax hosszan tartd
felszabadulasa az Abelmoschus esculentus nyalkajabol késziilt mikroszférak alkalmazasanak
koszonhetd. Az Ax gastroretentiv beviteli modszer képes kikiiszobdlni az alacsony
vizoldékonyséaggal és az ordlis beadas utdni gyors metabolizmussal kapcsolatos problémakat. A
savas pH-n valé hosszabb ideig valé megtartas novelheti az Ax oldhatosagat az Ax masodlagos
aminjan kialakul6 pozitiv toltés miatt. Ez a pH noveli az Ax gyomorban val6 tartozkodasi idejét,
ami jo felszivodasi hely az Ax szdmara.



Md és mtsai egy specialis komplexet hoztak 1étre az Ax-bdl és a kappa-karragénbdl. A 1étrehozott
komplexet egy olyan nanoszuszpenzios formulacid fejlesztésére hasznaltak fel, amely hosszan
tartd hatasu, és képes lekiizdeni az Ax magas metabolikus aktivitasaval és rossz oldhatdsagaval
kapcsolatos problémékat. A nanoszuszpenziot egy vizben lebegd, gélt képzO kozegben
formulaltak, amely natrium-alginatbol (SA) és kitozanbol (CS) all, eldsegitve ezzel a gyogyszer
gyomorban vald megtartasat és felszivodasat. A CS bevonasa a polimerkeverékbe specifikus
elényokkel jar az immunologiai véalaszok és a raksejtekkel szembeni mukoadheziv tulajdonsagok
tekintetében, ¢s feltételezhetd, hogy kiegésziti az Ax tiidérak ellenes hatasat. Ezenkiviil a kitoszan
fokozhatja az éltaldnos sejtkozvetitette és humoralis immunitast a bélbdl valo felszivodas utan. A
CS-t bioldgiai modulatorként lehet tekinteni a rak esetében a szervezet immunitdsanak fokozésa, a
T-sejtek és az NK-sejtek és az antitesttermelés révén. A Szuszpenzid lebegd gél viselkedést
mutatott tobb mint 8 6ran keresztiil, ami megerdsiti annak képességét, hogy a gyomorban
maradjon, és ezaltal novelje az Ax felszivodasat. A nanoszuszpenzio altal felszabaditott Ax
hatékonyabban jutott el a tiidészovetekbe, €s jelentds mértékben novelte a citotoxikus hatast A549
tiidéraksejtekkel szemben, Gsszehasonlitva a szabad Ax-al. A nanoszuszpenzid kezelés hatasara
jelentds valtozasokat figyeltek meg tobb biologiai markerben, mint példaul a mitokondridlis
membranpotencial csokkenése, a kaszpaz-3, Bax és p53 szintek emelkedése, valamint a
gyulladdsos markerek, mint a NF-«B, IL-6, IL-1B és TNF-a szintjének csokkenése. Az Ax
nanoformuldldsa, mely jobb oldhatosagot ¢€s bioldgiai hozzaférhetdséget, valamint hosszabb
hatasidot biztosit, lehetdvé teszi az Ax terapids hatdsanak javitasat a tlidérak kezelésében?®®, esetleg
kiilonboz6 fert6zéses eredetli gyulladasokban is, mint pl. a C. pneumoniae fertézés is, érdemes
lenne tesztelni hatasat.

3. Nagyon igéretes eredményei vannak a jeloltnek a rekombinans pGP3 és pGP4
proteinnel torténd immunizalassal kapcsolatban. Torténtek-e human kisérletek, klinikai
vizsgalatok ennek a hatékonysagdanak a tesztelésére emberekben?

pGP3 alapu human vakcinalasi kisérletek nem folynak. Az els6 human vakcinakisérletek C.
trachomatis ellen a trachoma megel6zésére a 1960-as években torténtek. Ezek a kisérletek
inaktivalt torzseket hasznaltak a vakcina eloallitdisahoz. Azonban ezek a korai vakcinak nem
bizonyultak hatékonynak, és néhany esetben sulyosbitottdk a fert6zés lefolyasat, ami miatt a
kutatok elvetették az akkori vakcinaformulakat. Ez a tény alaposan visszavetette a C. trachomatis
vakcinak human kiprobalasat. A clinicaltrial.gov alapjan minddsszesen 1 human C. trachomatis
vakcinaval torténtek kisérletek, bar a vakcinatipusok teljes palettajaval folynak kisérletek a
PubMed tantsaga szerint a chlamydia fertézések megeldzésére, igy mRNS, DNS, vektor, peptid
¢s rekombinans protein alapu. Azokat az eredményeket, kozleményeket szeretném emliteni,
amelyek vagy az altalunk is hasznalt rekombinans protein alaptiak, vagy a pGP3-at tartalmaznak
valamilyen forméaban. A fentebb emlitett egyetlen humén kisérletben szerepeld vakcina
rekombinans protein alapu, ezt a vakcinatipust hasznaltuk mi is a chlamydia vakcinacios
egérkisérleteinkben. Az CTHS522 vakcindban a chlamydia rekombindns MOMP proteinje szerepel.
A vakcinat kétféle adjuvanssal is kiprobaltak az egyik csoport liposzomas (CTH522-CAFO01)
formatumban, a masik csoport viszont az altalunk is alkalmazott alum adjuvanssal (CTHS522-
Al(OH)3) egyiitt, a kontroll csoport placebo oltast kapott (fiziologias sot). A résztvevok harom



intramuszkularis oltasban részesiiltek (85 pg) vakcinabol vagy placebobol a 0., 1. és 4. honapban,
majd ezt két intranazalis adag kovette 30 pg az adjuvans nélkiili vakcinabol vagy placebobol (egy-
egy az orrlyukba) a 4,5. és 5.0. honapban. Az elsédleges kimeneteli eredmény a biztonsagossag
volt, a masodlagos eredmény pedig a humoralis immungenitas (anti-CTH522 IgG szerokonverzio).
(clinicaltrials.gov/study/NCT02787109). Az altalunk tanulmanyozott pGP3 proteint cikkiink
megjelenése Ota mas kutatocsoportok is tanulmanyoztdk, ami arra utal, hogy potencialis
vakcinajeloltként tartjdk szamon. A rekombindns pGP3 proteinnel tortént intramuscularis
immunizalas intraocularis antigén-specifikus ellenanyag termeléshez vezetett egérmodellben, ami
arra utalhat, hogy a trachoma megelézésére kifejlesztendd vakcindban szerepe lehet'®. Egy masik
csoport a pGP3 és a chlamydia macrophage infectivity potentiator (MIP) fehérjéket genitalis
egérmodellben tesztelte vakcinaként. Eredményeik szerint barmely immunizalast, a pGP3-at
onmagaban, a MIP-t onmagaban vagy a pGP3 és MIP-et egyiitt alkalmazva, specifikus szérum
antitest termelést és Thl-dominans celluldris valaszt indukalt az egerekben. A vakcina
hatékonysagat tiikrozi, hogy csokkent az €16 chlamydia iiritése a vagindbdl (a challenget kdvetden)
valamint a gyulladdas mértéke is szignifikdnsan redukélodott a petevezetékben, viszont a
MIP+pGP3 vakcina nem nyujtott szignifikansan jobb védelmet, mint az egyedi immunizalas.
Osszességében a tanulmany megmutatta, hogy mind a MIP, mind a pGP3 képes kereszt-
szerovarians védelmet indukdlni a chlamydia genitalis fert6zéssel szemben, valamint hangsulyozta
a tobbféle fehérje alegységbdl allo vakcinak fontossagat a C. trachomatis fertézés
megelézésében!’. Egy tovabbi tanulmanyban egy tandem multiepitép pGP3 vakcina-jeldlt védod
hatasat tesztelték C. psittaci fert6zéssel szemben. Balb/c egereket intraperitonealisan immunizaltak
tandem-peptid antigénekkel, majd intranazalisan fert6zték azokat C. psittacival. Az eredmények
alapjan a tandem-peptid antigének erds humoralis és celluldris immunvélaszt indukaltak magas
Thl-kapcsolt (IFN-y és IL-2) és proinflammatorikus (IL-6) citokinszintekkel. A chlamydia
fertdzést kovetden szignifikansan csokkent a patogén mennyisége €s a gyulladasos infiltracio az
immunizalt egerek tiidejében. Szignifikdnsan csokkent a szekretalt IFN-y és IL-6 szint a fertdzott
tiidokben'® mely eredmények 6sszevagnak az altalunk korabban leirtakkal®. Peng és mtsai szerint
mind a monomer (hddenaturalt) mind pedig a trimer pGP3 proteinnel immunizalva az egereket
jelentds ellenanyagvalaszt kaptak, viszont csak a trimer altal indukalt antitest ismerte fel az
endogén pGP3-at, valamint a trimerrel immunizalt egér lépsejtek mutattak magasabb IFN-y
termelést in vitro chlamydia elemi testekkel vagy pGP3 proteinnel végzett restimulaciora. Tovabba
a pGP3 trimerrel immunizalt egerek rovidebb ideig iiritették a chlamydiat, és csokkent a felsé nemi
traktus patologias elvaltozasa is®. Shu és csoportja a pGP3 immunogenitasat IL-12 egyiittes
adasaval, valamint transzportjat és felvételét egy 0j adjuvans, a Kitozan-részecske stabilizalt
Pickering emulzi6 alkalmazasaval probalta fokozni (pGP3/CSPE/IL12). A pGP3/CSPE/IL-12
vakcina szignifikdnsan magasabb szintli pGP3-specifikus IgG, IgG1, IgG2a, sIgA emelkedést és
jelentds citokin-szekréciot (IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-4) eredményezett. Csokkent tovabba a hiivelyi
chlamydia iirités és a hydrosalpinx kialakulasa, a pGP3/CSPE/IL-12-vel immunizalt egerekben?.,
Ugyanez a kutatdcsoport szdmolt be arrol, hogy a grafénalapti nanorészecskék (GOQDs)
potencialis feliiletaktiv anyag helyettesitk lehetnek a Pickering-emulzidk stabilizalasara,
koszonhetden nagy feliiletiiknek, biologiai lebomlasuknak és elfogadhatd biokompatibilitasuknak.
A GOQDs-stabilizalt Pickering-emulziot (GQPE) hasznaltak adjuvansként a rekombinans pGP3
hatasanak fokozasara. A GQPE erdsen aktivalta az adaptiv immunitast az IgG, sIgA, IFN-y, IL-4



https://clinicaltrials.gov/study/NCT02787109

¢s TNF-a termelés hatékony stimulalasaval. Az antigének kontrollalt felszabadulésa in vivo és in
vitro is meghosszabbitotta az immunvalaszt, tovabba a GQPE az oltas helyén fokozta a dendritikus
sejtek toborzasat, biztositva a gyors és hatékony velesziiletett immunitast??. Tovabbi kisérletekben
Balb/c egerekben alkalmazva, az adjuvans szignifikans T helperl (Thl)-tipust cellularis
immunvalaszt valtott ki, valamint az immunizalt allatok C. muridarum fertézése azt jelezte, hogy
az adjuvans fokozta a pGP3 indukalta immunvédelmet, melyet a kevesebb chlamydia szam és az
enyhébb patologiai kép bizonyitott?. A flagellin, egy TLR5 agonista szelektiven stimulélhatja az
immunitast és adjuvansként mikodhet. Zhao és mtsai sikeresen expresszaltak és tisztitottak FliC-
pGP3 rekombinanst. A FliC-pGP3 vakcinaval torténd tripla immunizalas Balb/c egerekben gyors
¢s tartos germinalis kozpont B-sejt valaszt és follicularis helper T-sejt differencialodast indukalt,
szignifikdnsan magasabb IgG antitest titerrel dsszehasonlitva a pGP3-oltott csoporttal. A FliC-
Pgp3 immunizalas elsésorban Thl-tipust celluldris immunitast indukalt, ami magasabb szintli
IFN-y, TNF-a és IL-2 szekréciot eredményezett a CD4" T-sejtek altal. A C. muridarum fert6zés
eredményei azt mutattdk, hogy a FliC-Pgp3-val vakcinalt egerek gyorsan eliminaltdk a C.
muridarumot az alsé nemi traktusban és a hydrosalpinx eléforduldsa is alacsonyabb volt?*. A
fentiek alapjan gy tiinik, hogy mas immunizalasi modot, protokollt, adjuvanst hasznalva a pGP3
fehérjére kialakult immunvalasz fontos a kiillonboz6 chlamydia fert6zések kivédésében, és mas
kutatocsoportok is hozzank hasonléan a pGP3 proteint mint vakcinatargetet tartjak szamon.
Irodalom a pGP4 fehérje vakcinaként valod kiprobalasardl allatmodellben nem fellelheté. Fontos
szerepet tulajdonitanak ennek a fehérjének a chlamydia plazmid gének és kromoszomalis gének
transzkripcidjdnak szabalyozdsdban. Ennek a fehérjének a hidnyéaval hoztdk osszefliggésbe, hogy
a plazmidmentes C. trachomatis L2 nem képes a citoplazma zarvanybol és a fertdzott sejtbol
kijutni, valamint nem termel glikogént, ami a C. trachomatis zarvanyokat kitolti plazmid
jelenlétében. A plazmidmentes C. trachomatis in vitro koriilmények kozott kevésbé stimulalta a
sejtek gyulladasos citokin valaszat, bar ezt a jelenséget nem tudtak egyértelmiien a pGP4 fehérje
hianyanak tulajdonitani. Mivel a plazmidmentes C. trachomatis esetében csékkent patogenitast
figyeltek meg, egérmodellben jelentdsen csokkent a baktérium hydrosalpinx okozo képessége
intravaginalis oltas utan, csokkent gyulladasos besziirddést észleltek a petevezetdben, potencialisan
védo szerepe lehet a pGP4 fehérje komponensnek egy vakcina jeloltben az ellene kialakult
immunitasnak?.

4. Ugyanez a kérdés CMV vakcinara vonatkozoan?

A CMV vakcindk tekintetében a hivatalos amerikai clinicaltrial.com honlapon 61 kiilonb6z6
stadiumu vakcina kiprobalas szerepel. Dontd tobbségiik glycoprotein B (gB) alapt, ami ezen
fehérje a fert6zés megeldzésében jatszott szignifikans szerepére utal. A gB-t hasznaltuk mi is
egérkisérleteinkben plazmid DNS vagy protein forméban, igy ezért az ilyen tipusi human
kiprobalas alatti vakcinakat emliteném. EQy 2-es fazisa, placebo-kontrollalt, randomizalt, kettds
vak vizsgélatban tesztelték a CMV rekombindns gB hatdsat MF59 adjuvanssal, 6sszehasonlitva
placeboval. Hairom adag CMV vakcinat vagy placebot adtak (0, 1 és 6 honap) CMV-szeronegativ
néknek egy évvel a sziilést kovetden. A ndknél negyedévente teszteltek a CMV fertézést IgG
antitest ELISA segitségével, a fert6zést virus tenyésztéssel vagy immunblottal igazoltak. 234
alanyt randomizaltak a vakcinalt csoportba és 230 alanyt a placebo csoportba. A legaldbb egy év



kovetés utan 18 fert6zés fordult el6 a vakcinalt és 31 a placebo csoportban. A Kaplan-Meier
elemzés szerint a vakcinalt csoport nagyobb valdsziniiséggel maradt fertdzésmentes a 42 honapos
id6szak alatt, mint a placebo csoport. A vakcina hatékonysaga 50% volt. Egy velesziiletett fertdzés
tortént a vakcina csoportban, és harom fert6zés a placebo csoportban. Ezek alapjan a CMV gB
vakcina potencidlisan csdkkentheti az anyai és velesziiletett CMV fertézések eléfordulasat?®.
Ugyanezt a vakcinat tesztelték egy randomizalt, kettds vak, placebo-kontrollos, 2-es fazisu
vizsgalatban, amelynek célja a CMV gB/MF59 vakcina biztonsagossaganak és hatékonysaganak
értékelése a szisztémas CMV megeldzésében egészséges serdiildkoru lanyok korében. A
tanulmanyba 400 12-17 éves, CMV-szeronegativ lanyt vontak be, és az egyik kimeneteli eredmény
a szisztémas CMV fertéz¢és eldfordulasa volt, melyet a vizeletbdl detektaltak. Ezen klinikai
kiprobalas eredményeirdl nincsenek adatok (clinicaltrials.gov/study/NCT00133497). Egy 1-es
fazist vizsgalatban tesztelték a DNS alapt, trivalens (gB, pp65, és 1E1) VCL-CT02 plazmid
vakcina hatékonysagat szeronegativ egyénekben, akiket a késébbiekben Towne torzzsel oltottak.
A kiprobalas eredményei nem elérhetéek (https://clinicaltrials.gov/study/NCT00373412). Egy
masik DNS alapti vakcinaban (AS0113) a gB mellett megtalalhato a pp65 is. A vakcina
hatékonysagat ¢és immunogenitdsit CMV-szeropozitiv és CMV-szeronegativ egészséges
emberekben, valamint CMV-szeronegativ dializalt betegekben vizsgaltak
(https://clinicaltrials.gov/study/NCT02103426). A human CMV vakcina kutatasnak nagy
lendiiletet adott a COVID-19 megel6zésére kifejlesztett mRNS vakcina. A clinicaltrials.com
oldalon tobb tanulmany is elérhetd, melyek az mRNS alapti CMV gB-t is magukba foglalo vakcinat
tesztelnek. Az mMRNA-1647 vakcina a gB mellett tartalmaz egy pentamer (gH, gL, UL128, UL 130,
UL131) protein komplexet. Ezek a kiprobalasok jelenleg is folynak még az mRNS vakcina
ujszerisége miatt. Az mRNA-1647-P202 (https://clinicaltrials.gov/study/NCT04232280) egy két
részbdl all6 tanulmany. Az elsé rész a vakcina biztonsdgossagat és immunogenitasat értékeli harom
kiilonféle dozisban alkalmazva, 0, 2, 6 honapos 1dokozonként, egészséges 18 €s 40 éves CMV-
szeronegativ ¢s CMV-szeropozitiv férfiak és ndk korében. Egy kozbensd elemzés, amely a
biztonsagossagat és immunogenitasat értékeli a masodik dozis utan segiti kivalasztani a megfeleld
dozist a tovabbi fejlesztésre. A tanulmany madasodik része a kivalasztott dozisu mRNA-1647
vakcina biztonsagossagat €s immunogenitasat hivatott tovabb értékelni koriilbeliil 200 egészséges
résztvevon, akiket 18 és 40 éves kor kozotti, CMV-szeronegativ és CMV-szeropozitiv nék koziil
tovabbi klinikai kiprobalasban az mMRNA-1647 vakcina biztonsagossaganak, reaktogenitasanak és
immunogenitasanak értékelése egy 1-es fazisu, randomizalt, placebo-kontrollos tanulmanyban is
folyik, melybe az Egyesiilt Allamokban é16 egészséges CMV szeronegativ és szeropozitiv japan
felndtteket (18-40 éves korosztaly) involvalnak (https://clinicaltrials.gov/study/NCT05105048).
Maga a CMV gB protein formaban is kiprobalas alatt van, kiilonb6zé mennyiségii gB proteint (0.5,
1, 2ug) 6nmagaban vagy aluminium-hidroxiddal adjuvalva adjak CMV szeronegativ (18-40 éves)
egyéneknek és a hatékonysagat tesztelik, az eredményekbdl még nem sziiletett tudomanyos
kozlemény (https://clinicaltrials.gov/study/NCT02826798). A HB-101 egy bivalens rekombinans
vakcina (két replikacioképtelen rekombinans lymphocytds choriomeningitis virus (rLCMV)
vektort tartalmaz, amely kifejezi a pp65-6t és az emberi CMV gB-jének egy ,.,truncated”, roviditett
izoformajat, (melyet korabbi egérkisérleteinkben mi is teszteltiink €s immunogénebbnek talaltunk).
Egy randomizalt, placebo-kontrollos, 2-es fazisu vizsgalatban értékelik a HB-101



biztonsadgossagat, reaktogenitdsat, immunogenitasat és hatékonysagat CMV-szeronegativ ¢és
szeropozitiv betegeknél, akik vesetranszplantacidban részesiilnek CMV-szeropozitiv, illetve
negativ ¢l6 donortdél. A tanulmdny hamarosan zarul és eredményei elérhetové valnak
(https://clinicaltrials.gov/study/NCT03629080). A GlaxoSmithKline GSK Bio rekombinans gB
antigénnel végezték az elsd emberi kiprobalast, amelynek célja a CMV jelolt vakcina
biztonsagossaganak ¢és immunogenitasanak vizsgalata egy a GSK altal kidolgozott adjuvanssal. A
vakcinat fiatal, egészséges férfiak kaptak 0, 1 és 6 honapban. A vizsgalat tovabbi célja, hogy
azonositsa és validalja azt a tesztet, amely képes lesz megkiilonboztetni a korabbi CMV fert6zés
¢s a CMV oltas altal indukalt ellenanyagvalaszt (https://clinicaltrials.gov/study/NCT00435396).
A fenti human vakcina kiprobalasok alapjan az altalunk egérben tesztelt gB és pp65 antigének
fontos részét képezik egy lehetséges CMV vakcinanak.

5. Nagyon érdekes eredmény, hogy a NCR247 erds anti-chlamydias hatdssal rendelkezik.
Milyen indikacioban latja a jelolt a z NCR247 helyét a jovoben?

A kooperacios partneriink és csoportja, akiktél az NCR247 peptidet kaptuk, intenziv kutatasokat
folytat a peptid antimikrobialis hasznalatanak fejlesztésére. Az NCR247, mely az NCR csalad
legkisebb peptidje, 24 aminosavbol all, melyek koziil négy cisztein. Ez a kationos peptid (pl 10.15)
egy olyan ,athatol6” peptid, amely a baktérium citoszoljaba porus formalas nélkiil 1ép be, és
rendkiviil magas fehérjekotd képességgel rendelkezik, szdmos baktériumfehérjével 1ép
interakcioba?’. A konzervalt sejtosztodasi FtsZ fehérjéhez kotddik, megakadalyozva az FtsZ gytirii
képzddését, és ezzel a baktériumsejtek osztodasat. Az NCR247 szamos riboszomalis fehérjével
interakcidba 1ép és gatolja a transzlaciot, de a riboszomadlis gének transzkripciojat is lefelé
szabalyozza. Ennek megfelelden a kiilonb6z6 patogén baktériumok szintetikus NCR247-tel torténd
kezelése hatékonyan pusztitotta el nagy résziiket?®. Kondorosi és kutatocsoportja egy nem régen
megjelent cikkiikben arrél szadmoltak be, hogy 1) NCR247 szarmazékokat terveztek ¢&s
szintetizaltak, beleértve rovidebb fragmentumokat €s kiilonb6z6 kimerikus szdrmazékokat annak
érdekében, hogy fokozzak a peptid antimikrobialis hatasat. Ezen peptidek antimikrobialis
aktivitasat az ESKAPE baktériumokon; Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ¢és Escherichia coli, és
Salmonella enterica mint az Enterobacteriaceae csalad tagja, valamint a Listeria monocytogenes
esetében teszteltéek. Az NCR247 szintetikus N-terminalis és C-terminalis felének antimikrobialis
aktivitasanak tesztelése soran kideriilt, hogy az antimikrobialis aktivitds tilnyomoérészt a C-
terminalis régidban talalhatd. Bar az antimikrobialis peptidek (AMP-k) pozitiv toltése alapvetd a
baktériumoléshez, az NCR247C esetében a pozitiv toltés novekedése (pI = 11.50) nem
eredményezte az antimikrobidlis aktivitds vagy az antimikrobidlis spektrum javulasat az NCR247-
hez képest (pI = 10.15). Az NCR247C antimikrobialis aktivitasa gyengébbnek bizonyult, ami lehet
a megfeleld hajtogatds hidnyanak és/vagy a baktériummembranokkal vald kolcsonhatas
kudarcanak kovetkezménye a rovid hossz miatt. A semleges Strepll cimke hozzdadasa az
NCR247C peptidhez kismértékben javitotta az antibakterialis tulajdonsdgokat. Az NCR247C N-
termindlisanak a NCR335-b6l szarmazo 13 aminosav hosszi kationos peptiddel torténd
meghosszabbitdsa (D) novelte a pl-t 11,99-re, ¢és jelentdsen alacsonyabb MBC (minimalis
baktericid koncentracio) értékeket (1,6—-12,5 pM) és szélesebb spektrumot eredményezett; mind a
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nyolc vizsgalt baktériumtorzs pusztulasat eredményezte. A mastoparan roviditett valtozatanak (az
els6 harom N-terminalis aminosav hidnyaval) hozzaadasa az NCR247C N- vagy C-terminalisahoz
(F, H) hasonlé6 mértékben ndvelte az antimikrobidlis tulajdonsdgokat. A kimerikus peptidet a
Strepll cimkével torténd tovabbi meghosszabbitasa (G) még inkabb ndvelte az aktivitast, elérve az
1,6-3,1 uM MBC-t minden baktériumon, kivéve az E. faecalist (MBC 12,5 uM). A kimerikus
peptid altali 6lés azonnali volt (kb. 0,1 perc) vagy nagyon gyors (max. 5 perc), mig a teljes 6lés a
levofloxacin esetén tobb mint 60 perc volt, a carbenicillin pedig még lassabban hatott. Az
antibiotikumok lassabb 61ési kinetikdjan tal, a tesztelt baktériumok elimindldsdhoz nagyon magas
dozisokra (akar 10240 uM) volt sziikség a carbenicillinbdl. A levofloxacin MBC értékei inkabb
hasonlitottak a kimerikus peptidéhez (D-H), hatasos volt a S. aureus, A. baumannii, P. aeruginosa,
E. coli és S. enterica esetén ugyanabban a koncentracié tartomanyban, de valamivel kevésbé volt
aktiv a K. pneumoniae, L. monocytogenes és E. faecalis esetében. Fontos, hogy a kimerikus peptid
meglrizte aktivitdsit a Mueller Hinton levesben is, ahol a kationos AMP-k 4altalaban
inaktivalodnak a kétértékii kationok (Ca?*, Mg?") jelenléte miatt, amelyek megakaddlyozzik a
baktérium membranokkal valé kolcsonhatasukat?®. A G hibrid peptid szamos E. coli fehérjével,
tobbnyire riboszomadlis fehérjékkel 1épett kolcsonhatasba. Az NCR247 néhany riboszémalis
fehérjével vald kolcsonhatasa elegendd lehet a transzlacid gatlasdhoz és a rezisztencia
kialakuldasdnak megakadalyozasdhoz. A csoport hangsulyozza, hogy bar ismert tobb riboszomat
célz6 peptid antibiotikum is, amelyek kiilonb6z6 alegységekkel, szamos riboszoémalis fehérjével
Iépnek kolcsonhatasba, és befolydsoljak az inicidlast, az elongacios ciklust, a terminaciot és a
reciklalést a fehérjeszintézis soran, azonban egyik ilyen peptid sem rendelkezik olyan széles korli
kolcsonhatassal a transzlacios gépezetre, mint az NCR247-alapi peptid. A mastoparan egy
membranlizalo, 14 aminosavbol all6 peptid toxin, amely kdlcsonhatdsba 1ép a membranokkal és
amfipatikus o-helikélis szerkezetet vesz fel lipid kornyezetben, képes behatolni a bioldgiai
membranokba, €s mind a baktérium-, mind az emlés membranok permeabilizacidjat okozni, ami
sejtlizissel végzddik. Nem vart modon, az elsé hdrom aminosav elvesztésével a roviditett
mastoparan (X2) nem okozott hemolizist, de ennek megfelelden sokkal gyengébb antimikrobialis
aktivitast mutatott. Az X2 0Osszekapcsoldsa az NCR247C-vel szinergikus hatast valtott ki,
jelentdsen javitva az antimikrobialis hatékonysagot.*.

Osszefoglalva, Kondorosi és mtsai sikeresen megterveztek és eldallitottdk a szimbiotikus
antimikrobialis novényi peptid, az NCR247 peptid tobb kimerikus szarmazékat, melyek rendkiviil
gyors Olési kapacitassal, alacsony MBC értékekkel rendelkeznek, szdmos bakteridlis célpontra
hatnak, viszont emberi sejtekre nem gyakorolnak toxikus hatast®®. Az NCR szarmazékok ezen
tulajdonsagai igéretessé teszik dket antimikrobidlis szerekként klinikai felhasznalasra, reményeink
szerint j0 anti-chamydialis hatassal is birnak.

6. Kérem a jeloltet, hogy hasonlitsa ossze a BALBc és C57BL/6N egér modellek
immunologiai és egyeb tulajdonsagait, illetve ismertesse, hogy ezek milyen mértékben
felelosek az egér fajokban megfigyelt kiilonbozo immunologiai hatdsokért?

A Balb/c és a C57BL egerek két kiillonb6zo torzsbe tartoznak a Balb/c egerek MHC osztalyukban
a H-2d all¢lokat, a C57BL/6 egerek (més néven "Black 6") az MHC osztalyukban a H-2b allélokat
hordozzék. Ezek a genetikai kiilonbségek hatdssal lehetnek az immunrendszer mitkddésére és a



gazda betegségekkel szembeni érzékenységére. A Balb/c és a C57BL/6 egerek kozotti kiilonbségek
az immunvalaszukban gyakran a citokin jelatviteli utak eltéréseire vezethetdk vissza. Kiilondsen
az IL-12/IFN-y tengely és azok hatasa a Th1/Th2 egyensulyra jelentos kiilonbséget mutat ezen
egértorzsek kozott. C57BL/6 egerekben az IL-12/IFN-y tengely erdsebb kifejezodést mutat, ami
elésegiti a Thl tipust immunvélaszt®l. Az IL-12 serkenti az IFN-y termelést, ami ndveli a Thl
sejtek differencialodasat, tdmogatva a sejtes immunitdst, ami fontos szamos intracellularis
patogénnel szembeni védekezésben. Ez a fokozott Thl vélasz segiti a C57BL/6 egereket a virusok
¢s egyes baktériumok, példaul a Listeria monocytogenes elleni védekezésben. Balb/c egerek
esetében gyengébb az IL-12/IFN-y tengely, ami miatt kevésbé dominans a Thl valasz, és
erdteljesebb a Th2 vélasz. A Th2 jelatviteli ut kiilonbségei a C57BL/6 ¢és Balb/c egerek kozott
jelentésen befolyasoljak az immunvalaszok tipusat és hatékonysagat. A Th2 valaszok
kulcsfontossagi elemei az antitest-termelés, az eozinofil aktivacid, és a macrophiagok M2
polarizécioja, amelyek fontosak a parazitak elleni védekezésben és az allergias reakciokban. A Th2
jelatviteli itvonalak, mint az IL-4, IL-5, IL-13, és a GATA3 transzkripcids faktor, fontos szerepet
jatszanak ebben a folyamatban. A Balb/c egerek jellemzden erdsebb Th2 valaszt produkalnak,
részben az IL-4 és a Th2 sejtek differencialodasat eldsegité GATA3 transzkripcids faktor
magasabb szintii kifejezédése miatt®2, Az IL-4 serkenti az IgE antitestek termelddését és eldsegiti
az eosinophil sejtek differencialodasat, amelyek kulcsszerepet jatszanak a Th2 tipusu
immunvalaszokban, mint példaul allergias reakcidkban és parazitafertdzések elleni védekezésben.
A C57BL/6 egerek kevésbé hajlamosak a Th2 dominéns valaszra, részben azért, mert kevésbé erds
az IL-4 és GATA3 kifejezodés, ami alacsonyabb szintli Th2 valaszt eredményez. Az IL-5 fontos
az eosinophil sejtek ¢letben tartasaban és differencialodasaban, mig az IL-13 a szoveti valaszokban
¢s az antitest termelésben jatszik szerepet. A Balb/c egerekben ezek a citokinek erdsebb valaszt
valthatnak ki, ami hajlamosabba teszi 6ket az eosinophil sejtekkel kapcsolatos betegségekre és
Th2-medalt szoveti valaszokra. E kiilonbségek miatt a Balb/c egereket gyakran hasznaljak allergias
és asztmas betegségmodellekben, ahol a Th2 vélaszok domindlnak® 3 mig a C57BL/6 egereket
inkabb azokban a kutatasokban részesitik elonyben, ahol a Thl immunitas €s a sejtes immunitas
fontosabb® . A Th17 sejtek, amelyek az IL-17 citokint termelik, fontos szerepet jatszanak a
gyulladasos valaszokban, kiilondsen bizonyos autoimmun betegségek €s a baktériumok, gombak
elleni védekezésben. A Th17 sejtek differencidlodasa €s funkcidja részben genetikai hattértdl fiigg,
ami magyarazatot adhat arra, hogy a Balb/c és a C57BL/6 egerek k6zott hogyan mutatkozhatnak
kiilonbségek a Th17 valaszban. C57BL/6 egerekben a kutatdsok kimutattadk, hogy erds Thl7
valaszt képesek generalni bizonyos koriilmények kozott, példaul autoimmun encephalomyelitis
(EAE) modellben®, ami az emberi sclerosis multiplex egy allatmodellje. A C57BL/6 egerek Th17
sejtjei fontos szerepet jatszhatnak az EAE kialakulasaban és progressziojaban®®, ami azt sugallja,
hogy ez a térzs jobban modellez bizonyos Th17-medalt betegségeket. Altalanossagban véve, a
Balb/c egerek erdsebb Th2 valaszt mutatnak, ami befolyasolhatja a Th17 valaszok kialakulasat és
intenzitasat. Bar képesek Th17 valaszt generdlni, az elérhetd kutatdsok azt mutatjak, hogy bizonyos
esetekben, mint példaul a colitis modellben, a Balb/c egerek kevésbé lehetnek hajlamosak a Th17-
medialt gyulladasra, vagy eltéré modon reagalhatnak, dsszehasonlitva a C57BL/6 torzzsel.

A C57BL/6 egerek nagyobb komplement aktivalod képességgel is rendelkeznek a Balb/c egerekhez
viszonyitva®®, melynek segitségével a C57BL/6 egerek elimindlhatjdk az extracellularis
baktériumokat. A két torzsben kiillonboznek az immunreguléciés mechanizmusok is, ahogy ezt a
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Strongyloides ratti fert6zésiik is tanusitja. A kiilonb6z6 regulacios korok indukalasaval, egértorzs-
specifikus modon torténik: a Foxp3* szabalyozo T-sejtek (Treg) eltavolitasa javitja a S. ratti elleni
immunitast Balb/c, ezzel szemben nem a C57BL/6 egerekben®!,

A genetikai hatteriik miatt a két torzs eltéré hajlammal rendelkezik tovabbd az autoimmun
betegségek kialakulasara. Példaul a Balb/c egerek hajlamosabbak Ilehetnek autoimmun
betegségekre, mint példaul a rheumatoid arthritis*? vagy a lupus*®, mig a C57BL/6 egereket inkabb
a diabetes és az autoimmun encephalomyelitis modellezésére hasznaljak**. A Balb/c egereket
gyakran hasznaljadk human tumor xenograft modellekben, részben az immunrendszeriik
sajatossagai és a Th2 tipusu valaszok miatt, amelyek eldsegithetik a tumor ndvekedését®. Ez nem
azt jelenti, hogy csak Balb/c egereket hasznalnak a kiilonb6z6 tumor modellekben, ellenkezéleg a
természetes Olosejtek aktivitasa, amely fontos szerepet jatszik a daganatellenes aktivitasban,
viszonylag magas a C57BL/6 egereknél. A C57BL/6 egerek ellenallok az egér CMV-vel szemben
is, a LY 49 receptor kifejezddésiik révén. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az NK sejtek altal
kozvetitett aktivacids jelek fontos szerepet jatszhatnak a tenyésztett torzsek kozotti immunvalasz
kiilonbségeiben. Az ilyen modellek lehetévé tehetik a kutatok szamara, hogy jobban megértsék az
NK sejtek szerepét az immunvalaszban, valamint 0j terapids célpontokat és kezelési stratégiakat
fejlesszenek ki a rak és a virusos megbetegedések elleni kiizdelemben*®.

Osszességében mind a Balb/c, mind a C57BL/6 egerek fontos modellrendszerek az immunvalasz
tanulmanyozasaban ¢€s a betegségek modellezésében. A két torzs kozotti genetikai kiilonbségek
lehetdveé teszik, hogy megértsiik az immunrendszer véltozatossdgat ¢és az egyes betegségek
kialakulasanak mechanizmusat, azonban figyelembe kell venni, hogy ezek a kisérletek eredményei
altalanositasra csak fenntartasokkal alkalmasak az emberi populaciora vetitve.

7. Kérem a jeloltet, hogy ismertesse a D-vitamin szerepét a Chlamydia fertozések
lefolyasaban és megelozésében.

A D-vitamin szerepe a chlamydia fert6zésekben még kevéssé vizsgalt teriilet, a PubMeden
fellelhet6 két relevans cikk és egy harmadik (a PubMeden nem szerepel), a chlamydiak ¢és a D-
vitamin kapcsolatat boncolgatja. A D-vitamin (1,25-dihidroxi-vitamin D3) szerepet jatszik a
szerzett immunitasban, és hozzajarul az epithel sejtekben gazdaszervezetet védé peptidek
eléallitasahoz, ami arra utal, hogy szerepe lehet a nyalkahartya védelmében az infekciokkal
szemben. He és csoportja vizsgalta, hogy a D-vitamin képes-e csokkenteni a chlamydia fert6zés
sulyossagat. D-vitamin receptor génkiiitott VDR és vad tipusi VDR** egereket, valamint in vitro
HelLa sejteket fertéztek Chlamydia muridarummal 1,25-dihidroxi-vitamin D3 jelenlétében és
hianyaban. A VDR egerek szignifikdnsan magasabb baktérium mennyiséget mutattak, mint a vad
tipust VDR egerek, és a chlamydia fertdzést 39 nap alatt eliminaltik, mig a VDR egerek 18
nap alatt. Tobb monocyta és neutrophil sejt fordult elé a méhben és petevezetékben VDR™
egerekben, mint a VDR"* egerekben a fertdzés utani 45. napon. A HelLa sejtek el6kezelése
kiilonbdz6 mennyiségii  1,25-dihidroxi-vitamin D3-mal csokkentette a C. muridarum
fert6zOképességét. Tobb kiilonbozden expresszalodott fehérjét detektaltak a proteomikai elemzés
soran a 1,25-dihidroxi-vitamin D3-mal el6kezelt chlamydia-fertézott HeLa sejtekben, pl.
emelkedett a leukocita elasztaz inhibitor (LEI) (egy gyulladascsokkentd fehérje) kifejezddése. A
LEI kifejez8dése a petefészekben és petevezetékben a fertdzott VDR egerekben nagyobb volt,
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mint a fertdzott VDR™ egerekben. Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a D-vitamin
csokkenti a chlamydia fertdzés kockéazatat tobbféle fehérje szabalyozasaval, és hogy a LEI
hozzajarul a gyulladascsokkentd hatidsahoz*'.

A gazda immunrendszerének genetikai kiilonboz6ségei befolyasolhatjak a fertézések lefolyasat. A
kutatasok alapjan a D-vitaminnak pozitiv hatdsa van az immunrendszer szabalyozasara. Lanjouw
¢s mtsai egy tanulmanyban azt vizsgaltak, hogy a D vitamin metabolizmusaval kapcsolatos ot
génben eléfordulo nyolc génpolimorfizmus [VDR (rs1544410 G > A, rs2228570 C >T), CYP27B1
(rs10877012 G > T), DHCR7 (157944926 G > A, 1s3829251 G > A), GC (rs3755967) és CYP2R1
(rs10741657 G > A, rs2060793 G > A)] milyen hatassal van az emberek chlamydia fert6zésre vald
hajlamara. Az emlitett polimorfizmusok befolyasolhatjak a fehérjék kifejezodését vagy funkcidjat,
¢s ezzel befolyasolhatjak a gazda immunrendszerét. Munkajuk soran az STD ambulanciat latogato
ndk mintait dolgoztak fel genotipizalassal. A tanulmanyban nem észleltek statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket a polimorfizmusok genotipus-eloszlasaban, a chlamydia-fertézottek és
a nem fertézottek kozott. Ez azt sugallja, hogy a VDR, a CYP27B1, a DHCR7, a GC és a CYP2R1
nem befolyasoljék a chlamydia fertdzésekre vald hajlamot®,

A harmadik tanulmanyban, mely a PubMeden nem szerepel6 Chinese Journal of Microbiology and
Immunology folyodiratban jelent meg, Zhao és mtsai célja a szérum D-vitamin szint és a C.
trachomatis genitourinaris traktus fertézés el6fordulasa kozotti korrelacio vizsgalata volt. A
tanulmanyba 174 beteget (95 férfi, 79 nd) vontak be, akik C. trachomatis fertézésben szenvedtek,
valamint kontrollként 380 egészséges személy (211 férfi, 169 nd) szolgalt. A kisérlet soran a C.
trachomatis fert6zott csoportbol a vérmintat az antibiotikum kezelés el6tt és utan is vizsgaltak. A
szérumban talalhat6 25-hidroxivitamin D szintjét ELISA modszerrel mérték. PCR-vizsgélatot a
koérokozé kimutatasara egy honappal a kezelési folyamat utan végezték el a betegekben. Két eset-
kontroll tanulmanyt csinaltak, amelyekben 161 beteget és 161 egészséges személyt, valamint 41
nem gyogyult beteget és 41 gydgyult beteget véletlenszertien valasztottak ki €s parositottak 0ssze
nem ¢s kor szerint. Az eredmények azt mutattdk, hogy a D-vitamin hiany kockazati tényezé mind
a C. trachomatis fert6zésben, mind pedig az antibiotikum kezelés gyenge hatasossagaban. A 20-
39 éves korosztalyban az Osszes férfi betegeknek szignifikdnsan alacsonyabb szérum 25-
hidroxivitamin D szintje volt, az egészséges férfiak szintjével Osszevetve, ugyanezt tapasztaltak a
nok esetében is. Hasonloan az eldzéekhez az Osszes nem gyogyult férfi és ndi betegnek
alacsonyabb 25-hidroxivitamin D-t mértek a szérumaban, mint a gyogyult férfiak és ndk esetében.
A kovetkeztetésiik szerint a D-vitamin hiany Osszefiiggést mutat a C. trachomatis fertézéssel, az
alacsonyabb szérum D-vitamin szint ndvelheti a genitourinaris traktus fertézésének kockazatat és
csokkentheti a kezelés hatékonysagat®®.

Jo néhéany évvel ezeldtt, a COVID-19 érat megel6zden kutatdcsoportunk is foglalkozott a D-
vitaminnak a C. pneumoniae fertézésre gyakorolt hatasaval, mivel eddig még ezen korokozo altal
okozott fertdzésre kifejtett hatdsarol még nem sziiletett kozlemény. Elézetes eredményeink alapjan
a D vitamin kezelés in vitro és in vivo Balb/c egérmodellben alkalmazva fokozta a C. pneumoniae
szaporodasat, ami ellentétes eredmény a C. trachomatis fertézés soran tapasztaltakkal. A
kisérleteinket a jovében szeretnénk tobbszor megismételni €s tisztdzni a D vitamin szerepét nagy
ateresztoképességii génexpresszios €s proteomikai vizsgalatok bevonasaval C. pneumoniae
fert6zott egerekben.

12



Irodalomjegyzék

1. Steinhoff D, Lode H, Ruckdeschel G, et al. Chlamydia pneumoniae as a cause of community-acquired
pneumonia in hospitalized patients in Berlin. Clin Infect Dis Off Publ Infect Dis Soc Am.
1996;22(6):958-964. doi:10.1093/clinids/22.6.958

2. Marrie TJ, Peeling RW, Fine MJ, Singer DE, Coley CM, Kapoor WN. Ambulatory patients with
community-acquired pneumonia: the frequency of atypical agents and clinical course. Am J Med.
1996;101(5):508-515. doi:10.1016/s0002-9343(96)00255-0

3. Moss TR, Darougar S, Woodland RM, Nathan M, Dines RJ, Cathrine V. Antibodies to Chlamydia
species in patients attending a genitourinary clinic and the impact of antibodies to C. pneumoniae
and C. psittaci on the sensitivity and the specificity of C. trachomatis serology tests. Sex Transm Dis.
1993;20(2):61-65. doi:10.1097/00007435-199303000-00001

4. Ozanne G, Lefebvre J. Specificity of the microimmunofluorescence assay for the serodiagnosis of
Chlamydia pneumoniae infections. Can J Microbiol. 1992;38(11):1185-1189. doi:10.1139/m92-194

5. Fujita J, Kinjo T. Where is Chlamydophila pneumoniae pneumonia? Respir Investig. 2020;58(5):336-
343. doi:10.1016/j.resinv.2020.06.002

6. Kokai D, Pardczai D, Virok DP, et al. Ambroxol Treatment Suppresses the Proliferation of Chlamydia
pneumoniae in Murine Lungs. Microorganisms. 2021;9(4):880. doi:10.3390/microorganisms9040880

7. Kokai D, Mosolygd T, Virdk DP, Endrész V, Burian K. N-acetyl-cysteine increases the replication of
Chlamydia pneumoniae and prolongs the clearance of the pathogen from mice. J Med Microbiol.
2018;67(5):702-708. doi:10.1099/jmm.0.000716

8. Mullin' S, Smith L, Lee K, et al. Ambroxol for the Treatment of Patients With Parkinson Disease With
and Without Glucocerebrosidase Gene Mutations: A Nonrandomized, Noncontrolled Trial. JAMA
Neurol. 2020;77(4):427-434. doi:10.1001/jamaneurol.2019.4611

9. YamadaT, TakemuraY, Niisato N, Mitsuyama E, Iwasaki Y, Marunaka Y. Action of N-acylated
ambroxol derivatives on secretion of chloride ions in human airway epithelia. Biochem Biophys Res
Commun. 2009;380(3):586-590. doi:10.1016/j.bbrc.2009.01.122

10. Krysantieva Al, Voronina JK, Safin DA. A Novel Ambroxol-Derived Tetrahydroquinazoline with a
Potency against SARS-CoV-2 Proteins. Int J Mol Sci. 2023;24(5):4660. doi:10.3390/ijms24054660

11. LiJ,YiW, Jiang P, Sun R, Li T. Effects of ambroxol hydrochloride on concentrations of paclitaxel and
carboplatin in lung cancer patients at different administration times. Cell Mol Biol Noisy--Gd Fr.
2016;62(13):85-89. d0i:10.14715/cmb/2016.62.13.15

12. Wang X, Wang L, Wang H, Zhang H. Perioperative Lung Protection Provided by High-Dose Ambroxol
in Patients with Lung Cancer. Cell Biochem Biophys. 2015;73(2):281-284. doi:10.1007/s12013-015-
0590-z

13. Ollier C, Sent U, Mesquita M, Michel MC. Pharmacokinetics of Ambroxol Sustained Release

(Mucosolvan® Retard) Compared with Other Formulations in Healthy Volunteers. Pulm Ther.
2020;6(1):119-130. doi:10.1007/s41030-020-00116-7

13



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Cheng X, Sun M, Gao Y, Cao F, Zhai G. Design and evaluation of osmotic pump-based controlled
release system of Ambroxol Hydrochloride. Pharm Dev Technol. 2011;16(4):392-399.
doi:10.3109/10837451003774385

Md S, Abdullah ST, Alhakamy NA, et al. Ambroxol Hydrochloride Loaded Gastro-Retentive
Nanosuspension Gels Potentiate Anticancer Activity in Lung Cancer (A549) Cells. Gels Basel Switz.
2021;7(4):243. doi:10.3390/gels7040243

Badamchi-Zadeh A, McKay PF, Holland MJ, et al. Intramuscular Immunisation with Chlamydial
Proteins Induces Chlamydia trachomatis Specific Ocular Antibodies. PloS One.
2015;10(10):e0141209. doi:10.1371/journal.pone.0141209

Luan X, Peng B, Li Z, et al. Vaccination with MIP or Pgp3 induces cross-serovar protection against
chlamydial genital tract infection in mice. Immunobiology. 2019;224(2):223-230.
do0i:10.1016/j.imbio.2018.11.009

Wang C, Li Y, Wang S, et al. Evaluation of a tandem Chlamydia psittaci Pgp3 multiepitope peptide
vaccine against a pulmonary chlamydial challenge in mice. Microb Pathog. 2020;147:104256.
doi:10.1016/j.micpath.2020.104256

Mosolygé T, Szabdé AM, Balogh EP, et al. Protection promoted by pGP3 or pGP4 against Chlamydia
muridarum is mediated by CD4(+) cells in C57BL/6N mice. Vaccine. 2014;32(40):5228-5233.
doi:10.1016/j.vaccine.2014.07.039

Peng B, Zhong S, Hua Y, et al. Efficacy of Pgp3 vaccination for Chlamydia urogenital tract infection
depends on its native conformation. Front Immunol. 2022;13:1018774.
doi:10.3389/fimmu.2022.1018774

Shu M, Zhao L, Shi K, Lei W, Yang Y, Li Z. Chitosan particle stabilized Pickering emulsion/interleukin-
12 adjuvant system for Pgp3 subunit vaccine elicits immune protection against genital chlamydial
infection in mice. Front Immunol. 2022;13:989620. doi:10.3389/fimmu.2022.989620

Zhao L, Shu M, Shi K, Tang S, Li Z. Novel use of graphene oxide quantum dots in a pickering emulsion
as a Chlamydia trachomatis vaccine adjuvant. Int Immunopharmacol. 2023;118:110035.
doi:10.1016/j.intimp.2023.110035

Zhao L, Shu M, Chen H, Shi K, Li Z. Preparation of graphene oxide-stabilized Pickering emulsion
adjuvant for Pgp3 recombinant vaccine and enhanced immunoprotection against Chlamydia
Trachomatis infection. Front Immunol. 2023;14:1148253. doi:10.3389/fimmu.2023.1148253

Zhao L, Wang X, Li Z. A novel chimeric recombinant FliC-Pgp3 vaccine promotes immunoprotection
against Chlamydia muridarum infection in mice. Int J Biol Macromol. 2024;258(Pt 1):128723.
doi:10.1016/j.ijbiomac.2023.128723

Zhong G. Chlamydial Plasmid-Dependent Pathogenicity. Trends Microbiol. 2017;25(2):141-152.
doi:10.1016/j.tim.2016.09.006

Pass RF, Zhang C, Evans A, et al. Vaccine prevention of maternal cytomegalovirus infection. N Engl J
Med. 2009;360(12):1191-1199. doi:10.1056/NEJM0a0804749

14



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Farkas A, Mardéti G, Durg6 H, et al. Medicago truncatula symbiotic peptide NCR247 contributes to
bacteroid differentiation through multiple mechanisms. Proc Natl Acad Sci U S A.
2014;111(14):5183-5188. d0i:10.1073/pnas.1404169111

Tiricz H, Szucs A, Farkas A, et al. Antimicrobial nodule-specific cysteine-rich peptides induce
membrane depolarization-associated changes in the transcriptome of Sinorhizobium meliloti. App/
Environ Microbiol. 2013;79(21):6737-6746. doi:10.1128/AEM.01791-13

Hancock REW, Sahl HG. Antimicrobial and host-defense peptides as new anti-infective therapeutic
strategies. Nat Biotechnol. 2006;24(12):1551-1557. doi:10.1038/nbt1267

Jenei S, Tiricz H, Szoloma3jer J, et al. Potent Chimeric Antimicrobial Derivatives of the Medicago
truncatula NCR247 Symbiotic Peptide. Front Microbiol. 2020;11:270. doi:10.3389/fmicb.2020.00270

Kuranaga N, Kinoshita M, Kawabata T, Shinomiya N, Seki S. A defective Th1 response of the spleen in
the initial phase may explain why splenectomy helps prevent a Listeria infection. Clin Exp Immunol.
2005;140(1):11-21. doi:10.1111/j.1365-2249.2005.02735.x

Tacchini-Cottier F, Zweifel C, Belkaid Y, et al. An immunomodulatory function for neutrophils during
the induction of a CD4+ Th2 response in BALB/c mice infected with Leishmania major. J Immunol
Baltim Md 1950. 2000;165(5):2628-2636. doi:10.4049/jimmunol.165.5.2628

Qian LJ, Kang SM, Xie JL, et al. Early-life gut microbial colonization shapes Th1/Th2 balance in asthma
model in BALB/c mice. BMC Microbiol. 2017;17(1):135. doi:10.1186/s12866-017-1044-0

Yun X, Shang Y, Li M. Effect of Lactobacillus salivarius on Th1/Th2 cytokines and the number of
spleen CD4* CD25* Foxp3* Treg in asthma Balb/c mouse. Int J Clin Exp Pathol. 2015;8(7):7661-7674.

Zhang L, Jiang Y, Cui Z, et al. Mycobacterium vaccae induces a strong Th1l response that subsequently
declines in C57BL/6 mice. J Vet Sci. 2016;17(4):505-513. d0i:10.4142/jvs.2016.17.4.505

Takatsu K, Kariyone A. The immunogenic peptide for Thl development. Int Immunopharmacol.
2003;3(6):783-800. doi:10.1016/S1567-5769(02)00209-6

Li Z, Nie L, Chen L, Sun 'Y, Li G. Rapamycin relieves inflammation of experimental autoimmune
encephalomyelitis by altering the balance of Treg/Th17 in a mouse model. Neurosci Lett.
2019;705:39-45. doi:10.1016/j.neulet.2019.04.035

Ma K, Chen X, Chen JC, et al. Rifampicin attenuates experimental autoimmune encephalomyelitis by
inhibiting pathogenic Th17 cells responses. J Neurochem. 2016;139(6):1151-1162.
doi:10.1111/jnc.13871

Yang F, Wang D, Li Y, et al. Th1/Th2 Balance and Th17/Treg-Mediated Immunity in relation to Murine
Resistance to Dextran Sulfate-Induced Colitis. J Immunol Res. 2017;2017:7047201.
doi:10.1155/2017/7047201

Ogunremi O, Tabel H, Kremmer E, Wasiliu M. Differences in the activity of the alternative pathway of
complement in BALB/c and C57BI/6 mice. Exp Clin Inmunogenet. 1993;10(1):31-37.

15



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Hartmann W, Blankenhaus B, Brunn ML, Meiners J, Breloer M. Elucidating different pattern of
immunoregulation in BALB/c and C57BL/6 mice and their F1 progeny. Sci Rep. 2021;11(1):1536.
doi:10.1038/s41598-020-79477-7

Glant TT, Radacs M, Nagyeri G, et al. Proteoglycan-induced arthritis and recombinant human
proteoglycan aggrecan G1 domain-induced arthritis in BALB/c mice resembling two subtypes of
rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 2011;63(5):1312-1321. doi:10.1002/art.30261

Gonzdlez-Correa C, Moledn J, Miiiano S, et al. Trimethylamine N-Oxide Promotes Autoimmunity and
a Loss of Vascular Function in Toll-like Receptor 7-Driven Lupus Mice. Antioxid Basel Switz.
2021;11(1):84. doi:10.3390/antiox11010084

Etebar F, Hosseini SH, Borhani Zarandi M, Moghadasi AN, Jalousian F. The immunomodulatory
effects of the C-type lectin protein of Toxocara canis on experimental autoimmune
encephalomyelitis. Parasite Immunol. 2023;45(11):e13010. doi:10.1111/pim.13010

Wang R, Deng Z, Zhu Z, et al. Kaempferol promotes non-small cell lung cancer cell autophagy via
restricting Met pathway. Phytomedicine Int J Phytother Phytopharm. 2023;121:155090.
doi:10.1016/j.phymed.2023.155090

Song HK, Hwang DY. Use of C57BL/6N mice on the variety of immunological researches. Lab Anim
Res. 2017;33(2):119-123. doi:10.5625/lar.2017.33.2.119

He Q, Ananaba GA, Patrickson J, et al. Chlamydial infection in vitamin D receptor knockout mice is
more intense and prolonged than in wild-type mice. J Steroid Biochem Mol Biol. 2013;135:7-14.
doi:10.1016/j.jsbmb.2012.11.002

Lanjouw E, Brankovié I, Pleijster J, et al. Specific polymorphisms in the vitamin D metabolism
pathway are not associated with susceptibility to Chlamydia trachomatis infection in humans.
Pathog Dis. 2016;74(3):ftw010. doi:10.1093/femspd/ftw010

Zhao T, Liu Y, Shao L, et al. Preliminary correlation analysis between human serum vitamin D level

and Chlamydia trachomatis genitourinary tract infection. Chin J Microbiol Immunol. Published online
2018:761-767.

16



