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1. Bevezetés

A Chlamydiaceae csalad egyetlen genusa, a Chlamydia mellett 1999-ben leirasra keriilt egy
Ujabb, a Chlamydophila genus. A csalad tagjait a 16S és a 23S riboszomadlis RNS-{ik, a genomjuk,
az elektronmikroszképos képilik és az antibiotikum rezisztencidjuk alapjan soroltdk (j
nemzetségekbe. igy keriilt a Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) a Chlamydophila
genusba, a Chlamydophila pecorum, a Chlamydophila psittaci, a Chlamydophila abortus, a
Chlamydophila felis és a Chlamydophila caviae mellé. A Chlamydia genusba a Chlamydia
trachomatist (C. trachomatis), a Chlamydia suist és a Chlamydia muridarumot (C. muridarum)
soroltak [1]. Az Uj osztalyozdsi rendszer sok ellenzére talalt, és tudomanyos vitdkat szilt a
chlamydia kutatok korében, ennek hatdsara egy 2015-6s megegyezés alapjan a Chlamydophila
nemzetségbe sorolt fajokat visszanevezték, igy ma mar ismét a Chlamydia elnevezés szabalyos
a tudomanyos kozleményekben [2]. A C. trachomatisnak két biovaridnsa van, az egyik az
oculogenitalis, mas néven TRIC (trachoma and inclusion conjunctivitis), ebbe a csoportba
tartoznak a trachoma okozdi, a C. trachomatis A, B, Ba és C szerovariansok, valamint a C.
trachomatis D-K szerovariansok, melyek a genitalis fert6zésekért felel6sek. A masik biovarians
az LGV (lymphogranuloma venereum), ebbe a csoportba tartoznak a C. trachomatis L1-L3
szerovaridnsai, melyek a lymphogranuloma venereum nevl korképet okozzdk. A C.
pneumoniae a kozosségben szerzett pneumonidk egy részében, mint kérokozé mutathatd ki,
tovabba széleskorl kisérletek folynak az atherosclerosisban, valamint egyéb krénikus
korképekben betoltott szerepének tisztazasara.

A Chlamydia genus tagjai Gram szerint negativan fest6d6, obligat intracellularis, pilussal nem
rendelkez6, nem mozgd baktériumok. Jellegzetes bifazisos fejlédési cikluson mennek
keresztil a gazdasejtben (1. abra). A sporaszeri elemi test (EB), mely metabolikusan inaktiv
és fert6z6képes, a sejtbe phagocytosis révén jut be. Az endosomaban levé EB rezisztens az
acidifikaciéra, valamint megakaddlyozza a phagolysosoma kialakuldsat és egy specidlis
burokban, az inkluziéban folytatja fejl6dését. Az inkllzid a sejtmag, a Golgi és az endoplazmas
retikulum kozelében fejlédik, mivel az inklizié novekedéséhez sziiksége van szfingomielinre.
Az inkluzio kifejl6édése utdn az EB metabolikusan aktiv retikularis testté (RB) alakul, amely a
gazdasejt anyagait és energiaforrasait (ATP) felhasznalva a zarvanyban szaporodik binaris
hasadassal. Az RB-k altaldban 8-12 osztédason mennek keresztil, majd aszinkron modon
atalakulnak EB-kké. A transzformaciét el6idézé mechanizmus még nem pontosan ismert. Az
utddsejtek fert6z6képes EB-kké alakulva sejtlizis vagy extrizié kovetkeztében szabadulnak ki.
A teljes szaporodasi ciklus 48-72 6rdig tart, speciestdl fliggé maddon.
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1. abra. A chlamydidk szaporoddsa. EB-elemi test, RB-retikuldris test, AB-aberrdns test (Schoborg, R. V.
Chlamydia persistence — a tool to dissect chlamydia—host interactions. Microbes Infect. 13, 649-662 2011).

Az utdbbi évtizedekben nyilvanvaldva valt, hogy a chlamydidk életciklusa sokkal komplexebb,
mint a fent ismertetett bifazisos fejl6dési ciklus. Galasso mar 1961-ben leirta, hogy penicillin
kezelés hatdsara a chlamydia életben tarthaté nem fert6z6 formdaban, akar 9 hénapig is
sejtkultdraban, és az antibiotikum eltavolitasa utan a kérokozé visszaalakul fert6z6képes EB-
vé [3]. A transzmissziés elektronmikroszkdépos (TEM) analizis soran, a penicillinnel kezelt és
chlamydidval fert6zott sejtben jellegzetes aberrans testek voltak megfigyelhet6k. A penicillin
kezelés megakadalyozta az RB-k EB-kké alakuldsat. Az RB-k megnagyobbodtak, szabalytalan
alakot oOltottek és az elektrondenzitasuk is csokkent [4]. Fontos, hogy ez az aberrans,
perzisztens chlamydia életképes, amit a nem processzalddd 16S rRNS folyamatos szintézise és
a genomikus DNS replikacidja is mutat. Nagyon sokféle stimulus képes a perzisztencia
kialakitasara. Talan a legjobban jellemzett az interferon-y (IFN-y) és a penicillin hatasara
kialakult chlamydia perzisztencia modell, de ezeken kiviil aberrans test keletkezését
indukalhatja a chlamydia bakteriofag fert6zése; h6sokk kezelés; aminosav, cukor vagy vas
megvonas. Ezek a stimulusok nem befolyasoljak a chlamydia életciklusat, ha az EB érése mar
megkezd6dott az RB-bdl. A chlamydidk képesek a monocytdk, valamint mas permanens
sejtkulturak perzisztens fert6zésére is. Az utébbi években szamos Uj chlamydia perzisztencia
modellt irtak le: cigarettafiist komponensek, extracelluldris adenosin indukalta, valamint
koinfekcio (herpes simplex virussal (HSV) vagy porcin epidemic diarrhea virussal) is képes a
perzisztens allapot kialakitasara [5].
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1.1. C. trachomatis

1.1.1. AC. trachomatis mikrobioldgiai sajdtossdgai, fehérjéi

A C. trachomatisnak 18 szerovariansa ismeretes a nagy kilsé membranproteinjének (MOMP)
immunreaktivitdsa és az ompA gén (MOMP proteint kddolja) polimorfizmusa alapjan. A
MOMP a kiils6 membrdan szdrazanyag tartalmdnak 60 %-at adja, molekulasulya 40 kDa [6], és
elengedhetetlen a trimer strukturak kialakitasaval a korokozd szerkezeti integritasanak
megbrzésében [6][7]. A MOMP fontos szerepet jatszik variabilitdsanak, a felszini
elhelyezkedésének és antigén tulajdonsaganak koészonhetGen a fert6zés pathogenesisében.
Néhany tanulmdnyban mint feltételezett cytoadhesin szerepel, mivel serkenti a nem
specifikus kapcsolatot a gazdasejttel [8]. Ezenfellil a MOMP species- és szerovarians-specifikus
epitdpokat is tartalmaz, melyek képesek a humoralis és a celluldris immunvalasz kivaltasara,
és ez a tény ezt a dominans fehérjét a potencialis vakcina és terdpias stratégidk kozéppontjaba
emelte [9]. A lll-as tipusu szekrécids rendszerek (TTSS) olyan strukturak, melyek kapcsolatot
teremtenek a pathogén és a gazdasejt kozott, majd segitségilikkel az effektor proteinek a
gazdasejtbe injektadlédnak, segitve az invazidt, az intracelluldris tulélést, valamint
megvaltoztathatjak a cellularis funkcidékat [10]. A legtobb pathogénben a strukturalis és
effektor géneket magaban foglald TTSS rendszer a kromoszéma pathogenitasi szigeteiben
csoportosul [11]. Ez nem igaz a chlamydia TTSS rendszerére, mely szétszdrva helyezkedik el 10
operonban [12].

A C. trachomatis lipopolysaccharid (LPS) Lipid A része penta-acetildlt és az atlagosnal hosszabb
zsirsavakat tartalmaz [13], ennek készonhet6 a gyenge macrophag aktivald képessége [14]. Az
még vita tdrgya, hogy a chlamydia LPS a Toll-like receptor 2 (TLR2) vagy a TLR4 pathogén
mintdzat felismer6 receptoron szignalizal-e. A chlamydia LPS-t mar régen felismerték mint
genusspecifikus antigént, igy a kérokozd azonositdsaban nagy szerepet jatszik [15]. Leirtak
tovabba egy chlamydia cytotoxinnak gondolt toxint [16]. A cytotoxin gének polimorfizmusa
alapjan el lehet kiloniteni az oculdris és a genitalis izolatumokat [17]. A C. trachomatis h6sokk
fehérjéinek (Hsp) (GroEL és GroES homoldgok) és az ellentik kialakult gazdaszervezeti
immunvalasznak fontos szerepet tulajdonitanak a kérokozé altal okozott betegségekben. A
chlamydia GroEL a TLR-kon keresztlil szignalizal [18] és ennek kdszonhet6en a gyulladas
potencialis kivaltéja a chlamydia okozta betegségekben. A chlamydidk polimorf kiilsé
membran protein (Pmp) 9 génjét Stephens irta le [19]. A Pmp csalad Osszes génje (PmpA-I)
kifejez6dik, és kiilonb6z6 molekulasulyu proteinek kédolasaért felelések. A 9 tagu géncsalad
a C. trachomatis teljes kodolé kapacitdasanak a 14%-at teszi ki [20]. A chlamydiak Pmp
proteinjeinek pontos funkcidja még nem teljesen tisztazott. Néhany protein olyan
kulcsmotivumokat tartalmaz, mint az autotranszporter proteinek [21]. Ez az autotranszport
altal kozvetitett folyamat a Gram-negativ baktériumokban mint V-6s tipusu szekrécids
rendszer m(ikodik. Toébb Pmp fehérje (Pmp D, E, G és H) kimutathatd az EB-k felszinén. A Pmp
B, D és H erGsen immunogén és proinflammatorikus immunvdlaszt indukal [22].
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1.1.2. AC. trachomatis okozta megbetegedések

A C. trachomatis A, B, Ba C szerovaridnsok okozzdk a trachomat, a conjunctiva gyulladasos
megbetegedését, amely kezelés hidnydban vaksagot eredményezhet [23]. A WHO becslése
szerint a C. trachomatis ezen tipusaival kb. 40 millié ember fert6z6tt a vildgon és mintegy 1,3
millié ember vesztette el [atasat a fert6zés kovetkeztében [24]. Napjainkban a C. trachomatis
D-K okozta genitalis fert6zés a leggyakoribb szexudlis Uton terjed6 bakterialis infekcié az USA-
ban, és a tobbi fejlett orszagban egyarant. A chlamydia még fontosabb a fejl6d6 orszagokban,
a WHO becslései szerint globalisan 92 millid nemi uton terjedé fert&zés fordul elé évente, és
a legtobb fert6zés a vildg legszegényebb részein alakul ki, ahol a kontroll programok
gyakorlatilag teljesen hidnyoznak [25]. Mivel a kezeletlen fert6zések hosszu tavon okoznak
problémat pl. infertilitast, ektdpias terhességet, a chlamydia a népegészségiigyi kontroll
programok kozéppontjaba keriilt az elmult két évtizedben. 2002-ben a becslések szerint a C.
trachomatis altal okozott betegségek kézzelfoghatd koltségei az USA-ban meghaladtak a 2.6
milliard dollart [26].

A C. trachomatis az epithelium egyrétegli hengerhamsejtjeit fert6zi meg nék esetén az
endocervixben, illetve férfiakndl az urethraban. A mucosalis felszinen intenziv gyulladas alakul
ki, melyet erythema, oedema és mucosus valadék jellemez, ami nékben mucopurulens
cervicitishez, férfiakban pedig nem-gonococcalis urethritishez vezet. A helyi gyulladas ellenére
a C. trachomatis fert6zések a n6k 70-90%-aban, és a férfiak 30-50%-aban szubklinikusan
zajlanak [27]. Az aszimptomatikus mddon fert6zott nék esetén a vaginalis vizsgalat soran
mucopurulens endocervicdlis valadék, hipertréfids cervicalis ektopia és sériilékenység
tapasztalhaté [28]. Azok a nék, akiknek szimptomatikus megbetegedésiik van, dysuriara,
rendellenes folydsra, abnormalis menstrudcids vérzésre és alhasi fajdalomra panaszkodnak
leginkabb. A kezeletlen ndékben a fert6zés tovabbterjed az endometriumon at a
petevezetékekre, és kronikus kismedencei gyulladashoz (PID), méhen kivili terhességhez,
infertilitashoz vezethet [29].

A chlamydiak pathogenesisének celluldris paradigmdja szerint a chlamydidk elsGdleges
célsejtjei, az epithelsejtek inditjak el és tartjdk fenn a gazdaszervezet immunvalaszat [30].
Chemokineket szekretdlnak, melyek odacsalogatjak a leukocytdkat a fert6zés helyére,
valamint cytokineket termelnek, melyek indukaljak és fokozzak a cellularis valaszt [31], és ezek
a medidtorok kivalthatjdk a kornyezd szovetek direkt sérilését. Reinfekcidk soran a
gazdasejtbdl felszabaduld chemokinek odavonzzdk a chlamydia specifikus immunsejteket,
melyek felerGsitik az immunvalaszt. A fert6zott sejtekbdl felszabaduld proteazok, alvadasi
faktorok, novekedési faktorok, valamint az odaérkezd gyulladasos sejtek szoveti sériilésekhez
végll hegesedéshez vezethetnek, ami a chlamydia okozta petevezetékgyulladasnak a legfébb
jellemzéje. A cellularis paradigma nem tesz kilonbséget a természetes immunitds sejtes
elemei (neutrophil sejtek, monocytdk) altal okozott karositds és az adaptiv immunvalasz, a
lymphocytak okozta karosodas kdzott, azt feltételezi, hogy mindkét sejtpopulacié hozzajarul
a pathogenesishez. A krénikus chlamydia infekciok meglehet6sen gyakoriak [29], melyek
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soran a medidtorok folyamatos felszabadulasa, el6segitve a gyulladdsos sejtek bedramlasat,
karosithatja a gazda epitheliumot, hegesedést és fibrosist provokalva [32].

Az immunoldgiai paradigma azon a feltevésen alapul, hogy a T-sejtes immunvalasz, amely
esszencialis a gazdaszervezet védelme szempontjabdl, mellékhatasként szoveti karosodast
okozhat [32]. A mechanizmus azon alapul, hogy a specifikus antigénre a primer infekcié soran
kialakult T-sejtes immunvalasz a késébbi fert6zések alkalmaval feler6sodik, és fokozza a
szoveti sérllést és a hegesedést [33]. Kezdetben a chlamydia Hsp60 kerilt a kutatdk
[atokorébe mint ,koros” antigén, mivel tengerimalac és majom kisérletekben a conjunctiva
gyulladasat okozta [34] [35]. A kés6bbiekben azonban bizonyitast nyert, hogy a gyulladast az
inokulumban kontamindciéként maradt Triton-X detergens okozta. S6t, az Ujabb tengerimalac
kisérletekben leirtdk a cHsp60 protektiv szerepét [36], bar ennek ellentmond, hogy a human
tanulmanyokban a sulyos betegek korében emelkedett cHsp60 ellenanyag szinteket mértek
[37][38]. Egy nemrégiben végzett, prospektiv vizsgalatban PID-ben szenvedd betegeket
vizsgaltak, de nem taldltak korreldciét a sulyos kimenetel és a magas cHsp60 specifikus
ellenanyagszint kozott [34]. Masok szerint a cHsp60 stimuldlt periférias T-sejtek IFN-y
termelése alkalmas a nék korében a protekcié megjoslasara [35]. Annak ellenére, hogy nem
tisztazott, hogy melyik a chlamydia pathogén antigénje, amely a T-sejtes valaszt a krénikus és
az ismételt fert6zések soran generdlja, ez a felfokozott T-sejtes valasz fokozhatja a betegség
progresszidjat.

A természetes C. trachomatis fert6zésre kialakult immunvalasz nem komplett, valdszin(leg a
kérokozé szadmos, az immunrendszert elkeril6 mechanizmusa miatt. Ezekhez a
mechanizmusokhoz tartoznak a f6 protektiv antigénjeinek varidcioi és a gazdasejt altal a
chlamydia fert6zés kovetkeztében teremtett cytokin kérnyezet, amely hozzajarul ahhoz, hogy
a chlamydia perzisztens allapotba keriljon, és csokkenjen a f6 antigénjeinek a kifejez6dése
[39]. A chlamydia protease-like activity factor (CPAF) proteinje gatolja tovabba az MHC altali
prezentdciot [40]. Taldn az egyik legfontosabb immunrendszert elker(il6 mechanizmus, hogy
a chlamydia replikacidja a sejten belil egy véd6éburokban torténik, elzarva az immunrendszer
el6l. Az ismeretek, melyek a C. trachomatis fert6zés ellen kialakulé immunmechanizmusok
szerepét targyaljak, féként egér modellekbdl szarmaznak. A protektiv immunitashoz a T-
sejtek, kiilondsen az MHC-II korlatozott CD4* T-sejtek szlikségesek [41]. MHC-I korlatozott
CD8* T-sejtek egyes kutatdk szerint viszont nem sziikségesek a fert6zés legy6zéséhez vagy az
Ujra fert6z6dés elleni immunitashoz [42]. Az ellenanyagok védé szerepe kevésbé észrevehet6,
mint a celluldris valaszé, de nagyon fontosak a vakcindk fejlesztésében, és ugyanannyira
protektivek a reinfekcidk soran, mint a CD4* sejtek [43]. Ezenfellil a T helperl (Th1) cytokinek,
kilondsen az IFN-y és az interleukin-12 (IL-12) szerepe elengedhetetlen a protektiv valasz
kialakitdsaban [44]. N6kben az aktiv fert6zés soran CD4* T-sejtek vandorolnak a cervixbe.
Kilénb6z6 tanulmanyokban, amelyekbe néket vontak be, megerd@sitették, hogy a helyi Thl
cytokinek, kilénosen az IFN-y hozhaté kapcsolatba a C. trachomatis fert6zéssel szemben
kialakult immunitassal [45].
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A C. trachomatis proteinekre specifikus IgG és IgA ellenanyagok megtaldlhatdk a szérumban
és a genitalis mucosdban az akut fert6zés sordn [46]. A C. trachomatisszal fert6zott
egyénekben mérhet6 ellenanyagok mennyisége, beleértve az endocervix valadékban levét is,
viszont nem korreldl a protektivimmunitassal, csupdn csak egy korabban lezajlott fert6zést
jelez. Amikor a genitdlis C. trachomatis elleni vakcina fejlesztésének kérdése és igénye
felmeril, szamolni kell a genitdlis traktus egyedilalld jellemz8ivel. Egyrészr6l a mucosdlis
szovetek koziul az egyetlen, amelyb6l hidnyzik a szervezett nyirokérhdlézat, amely egy
késleltetett szisztémds valaszt eredményezhet, mdas anatdmiai helyekhez viszonyitva [47].
Mdsrészrél a néi genitalis szerv hormonalis hatdsnak kitett, igy az intravagindlis vakcindcié
hatdsossdgat erdsen befolyasolja a menstruaciés ciklus is [48]. A cervicitisben szenvedd
anyardl a C. trachomatis atvihet6 az Ujszulottre conjunctivitist vagy pneumoniat okozva.

A lymphogranuloma venereumot a C. trachomatis L1-L3 tipusai okozzdk. Kordbban ezen
megbetegedés szinte nem fordult eld a fejlett orszagokban, viszont Afrikdban, Azsidban, Dél-
Amerikaban és a Karibi-térségben endémids volt. Az utébbi évtizedekben el&szor holland
kutaték, majd vilagszerte beszamoltak a C. trachomatis L torzseinek felbukkanasardl a
homoszexudlis férfiak korében [49][50]. A betegség klinikai lefolydsanak harom fazisa van. Az
elsé fazis az inkubaciot kovets 3-30 napig terjed, amelyet a kisméret(i fajdalmatlan ulceralédé
fekély megjelenése jellemez. Ezt kovet6en a lézid nyomtalanul meggydgyul, rendszerint
anélkil, hogy a beteg észrevenné. A masodik szakaszban, mely az infekcidt kdvetéen hetekkel
vagy honapokkal kezd6édik, a regiondlis nyirokcsomé fajdalmas duzzanata, a
lymphadenopathia alakul ki. A homoszexudlis férfiak k6zott analis ulceracidk és proctitis is
kialakulhat. Ezen betegeknél gyakori tlinet a fajdalom, a rektdlis vérzés és a laz. A harmadik
stddiumban, kezelés hidnydban a nyirokcsomdk nekrotizadlnak, a nyirokerek elzarédnak és
ennek kovetkeztében elefantiazis alakul ki.

1.2. C. muridarum

A C. muridarum (kordbban C. trachomatis mouse pneumonitis (MoPn)) egy egér pathogén,
melyet eredetileg egér tid6bdl izolaltak, és csak az utdbbi idékben szolgal a human genitalis
fert6zések egér modelljéil [51]. A C. muridarum és a C. trachomatis D szerovaridnsa
meglepben nagy hasonldsaggal rendelkeznek a géntartalom és -sorrend tekintetében, kivételt
képez ez aldl az 50 kb nagysagu plaszticitasi zona (PZ) [52]. A PZ-ban talalhatdk a cytotoxinok
kdédolasaért felel6s gének és a triptofan operon. A C. muridarum és a C. trachomatis cytotoxin
gének analizise alapjan ugy gondoljak, hogy ezek fontos virulencia faktorként szolgalhatnak
[16]. A triptofan operon jelenléte a C. trachomatisban és hidanya a C. muridarum genomjaban
nagyon fontos kiilonbség a két biotipus kdzott, ami eltérd szenzitivitast eredményez az IFN-y-
val szemben [44][53].

A genetikai hasonldsagon tulmenden, a C. muridarum okozta genitalis fert6zés utdnozza a C.
trachomatis fert6zés n6kben okozta kérképet. A C. muridarum intravaginalis inokuldcidja a
vaginalis és a cervicdlis epithelsejtek onlimitdld fert6zését eredményezi, mely a késSbbiek
soran a hamréteg feliiletén terjedve felszallo fert6zést okozhat az uterus szarvaban, valamint
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a petevezet6ben [54]. A gydgyulas kb. 4 hetet vesz igénybe, és hosszu tdvu adaptivimmunitast
eredményez, mely tobbnyire véd6é hatdsd az ismételt fert6zésekkel szemben [51]. A
hisztopatoldgiai vizsgalatok alapjan a korai fert6zést a polimorfonuklearis sejtek uraljak. Az
akut fert6zés utdn ezen sejtek kicserélédnek macrophagokra, B-sejtekre CD4* és CD8* T-
lymphocytakra. A CD4* T-sejtek jelen maradnak a fert6zések kései szakaszaban, majd a
fert6zés felszdmolasat kovet6en is, sokszor kis aggregdtumokat alkotva a genitdlis
submucosdban [55]. A gydégyuldst kdvetGen az egerek 60 %-a rezisztenssé valik az ugyanazzal
a torzzsel kivaltott reinfekcidval szemben. Azok az egerek is, amelyek érzékenyek maradnak a
fert6zésre, sokkal hamarabb képesek felépiilni, és a visszatenyészthet6 baktériumok szdma is
sokkal kevesebb benniik, mint a pimer fert6zés soran [54]. Ahogy a humdn fert6zésekben, az
egerekben is megfigyelhet6 a fert6zést kovetd kései szovédmény, az infertilitas, ami
megerdsiti a C. muridarum szerepét a genitalis fert6zések modellezésében [56]. Néhdany
egértorzs nagyobb hajlamot mutat a hydrosalpinx kialakuldsara, valamint nagyobb szdmban
uritik a korokozot, de mds tekintetben a fert6zés daltaldban hasonlé képet mutat. Ezzel
ellentétben a C. trachomatis okozta fert6zés kimenetele nagymértékben fligg az alkalmazott
egértorzstSl. A C57BL/6N és C57BL/10 egerek nagyfoku rezisztenciat mutatnak, még akkor is,
ha nagy a fert6z6 dozis. A kialakult klinikai képre jellemz6 az alacsony szamu baktériumrités,
minimalis gyulladas, nem jellemz8 a hydrosalpinx kialakuldsa, és a reinfekcidk soran csak
néhany napig lehet kimutatni a kérokozét [56][57]. A CH3 egerek viszont |ényegesen
érzékenyebbek a C. trachomatis okozta fert6zésre. A fert6zést kovetben ezen egerekben a C.
trachomatis 2-5 hétig lehet jelen [58]. Amennyiben az allatokat intravagindlisan fert6zik C.
trachomatisszal, ritkan alakul ki kései szovédmény pl. hydrosalpinx. Ezen szévédmény
kifejlédése akkor valdszinli, ha az uterus szarvaba vagy a petefészek burzdba direkt
inokuldlassal torténik a fert6zés [59]. Erés adaptiv immunvadlasz alakul ki C. trachomatis
fert6zés sordn [32], de ezek a fert6zések az adaptivimmunitas hidnyaban is meggyodgyulnak
[44], ami arra utal, hogy a természetes immunvalasz egyedil is képes a fert6zés legy6zésére.
Az a tény, hogy a C. trachomatis fert6zést a természetes immunitas képes felszamolni,
onmagaban nem jelenti azt, hogy haszontalanok lennének a C. trachomatis szerovariansokkal
létrehozott genitalis fert6zéses modellek és a vakcina fejlesztések. A rendelkezésre all6 tudas
a human genitdlis fert6zések természetes lefolydsardl és a protektiv valaszrél hidnyos, mivel a
betegség diagndzisa kotelez6 kezelést parancsol. Napjainkban még nem &ll rendelkezésre
olyan allatmodell, amely tokéletesen utdanoznd a human fert6zés klinikai képét. A C.
trachomatisszal végzett vakcina kisérletek azt mutatjak, hogy a kialakult adaptivimmunvalasz
bizonyos foku védelmet biztosit a fert6zéssel szemben, ami alatdmasztja a C. trachomatis
hasznalatat egerekben vakcina kisérletek soran [60]. Mivel a C. trachomatis fert6zés
felszamolasara az egerekben a természetes immunitds Onmagaban is képes [44],
elengedhetetlen, hogy az 0sszes vakcinalasi tanulmany alkalmazzon a protektiv természetes
immunvdlasz kimutatdsdra kontrollokat. A C. trachomatisszal ellentétben a C. muridarum
okozta genitadlis fert6zés leklizdése, valamint a védelem kialakulasa az ismételt fert6zésekkel
szemben az egerekben teljes mértékben az adaptivimmunvalasztdl fligg. Ezért a C. muridarum
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genitdlis fert6zéses modell alkalmasabbnak tlinik az adaptiv immunvalasz tanulmdanyozasara
a vakcina fejlesztések soran.

1.3. AC. trachomatis és a C. muridarum ellen iranyuld sejt-autoném immunitas

Az egér modellek a leggyakrabban hasznalt modellek a vakcinak fejlesztésében, de az emberi
és az egér immunrendszer kozotti kilonbségek, beleértve az uUgynevezett sejt-autondm
immunitdst, megnehezitik az 6sszehasonlitdst az egér és az ember kozott [61]. A sejtek
autondm immunitdsa a gazdasejtek bels6 tulajdonsdga, amely olyan védelmi
mechanizmusokat indit, amelyek megakaddlyozzak az intracelluldris pathogének
szaporodasat. A védelemben szerepet jatszd gének altalaban indukdlhatdk, a legfontosabb
indukalé cytokin az IFN-y. Korabban mar leirtak, hogy az emberi sejtekben az intracellularis
anti-chlamydias védekez6 mechanizmus az IFN-y altal indukalt indolamine-2,3 dioxygenase
(IDO) expresszio, amely az intracelluldris triptofan készlet degradalddasahoz és végil a
triptofan-auxotroph C. trachomatis haldldhoz vezet [62]. Ez az eliminacids mechanizmus in
vitro hatékony mind a human C. trachomatis, mind a genetikailag kozeli rokon egér chlamydia
faj, a C. muridarum esetén [63]. Ezzel ellentétben az in vitro adatok azt mutattak, hogy az IDO
nem indukalhatdé chlamydia fert6zéssel és/vagy IFN-y-val kezeléssel egér hamsejtekben [63].
Az IFN-y-val kezelt és a chlamydidval fert6zott egér hamsejtek microarray elemzése
ramutatott, hogy ehelyett az IFN-y daltal indukdlhatd gazdasejti GTPazok tehetdk felelGssé
emberi chlamydia torzsek fejlédési ciklusanak megzavardsaért [53]. Az egér chlamydia torzs
kifejlesztett olyan mechanizmus(oka)t, amelyek inaktivaljak a GTPaz vdlaszt, és ezt az
elimindcidos mechanizmust hatastalannad teszik [53] [64]. Ennek ellenére a C. muridarum torzs
gyorsan elimindlodik az egér cervicovagindlis traktusabdl [53], igy az egerekben még
ismeretlen elimindciés mechanizmusok mikédnek, amelyek in vivo hatdsosak az egér
chlamydia torzsekkel szemben.

1.4. C. pneumoniae

1.4.1. A C. pneumoniae mikrobioldgiai sajatossdgai, fehérjéi

A szekvencia analizissel azonositott C. pneumoniae gének nagyon hasonldak a C. trachomatis
és a C. psittaci strukturdlis, funkciondlis és immunoldgiailag fontos fehérjéket kddold
génjeihez. Ezek koziil homoldgok az ompA, ompB, groEL, és dnaK gének. A kilonb6z6 C.
pneumoniae izolatumokban a MOMP kédold gének azonosak [65][66][67]. Lényeges, hogy a
C. trachomatis esetén a domindans MOMP a C. pneumoniae esetében nem immundominans
fehérje. AMOMP, ahogy a neve is mutatja, a kiils6 membranban helyezkedik el, molekulasulya
39.5 kDa. A C. pneumoniae MOMP ellen termel6dott ellenanyagok keresztreagalhatnak mas
chlamydiakkal [68]. A kiils6 membranban talalhaté még a 98 kDa molekulasulyu protein, mely
igen gazdag ciszteinben és a C. pneumoniaera specifikus. Ez a fehérje adja a kdérokozd
rigiditasat és korteszer(i alakjat. A 60 kDa-os OmpB ugyancsak gazdag ciszteinben, viszont
konzervalt protein, igy minden chlamydidban azonos [69]. A C. pneumoniae esetében leirtak
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két Hsp-t kodold gént [70][71], melyek groEL (60 kDa) és dnaK (70 kDa) homoldgok, és a C.
trachomatis esetén kapcsolatba hozhaték immunpatholégidas és immunprotektiv
folyamatokkal egyarant [72][73]. A C. pneumoniae Hsp60 és Hsp70 proteinjét is felismeri a C.
pneumoniae fert6zott betegek széruma mikroimmunfluoreszcens (MIF) tesztben [74].

A Salmonella, a Shigella genusok, a Pseudomonas aeruginosa, a pathogén Escherichia coli
mellett a C. pneumoniae is rendelkezik egy TTSS rendszerrel, mely segitségével a baktérium
kiilonb6z6 effektor proteineket szekretdlhat a fert6zo6tt sejt citoplazmajdba [75][76]. Ez a
rendszer aktiv a chlamydia intracellularis szaporodasi ciklusa alatt, és felel6s egyrészt a
chlamydia proteinek inklGziés membrdnon keresztiili transzportjdért, masrészrél pedig a
chlamydia proteinek citoplazmaba szekretdldsdért, amelyek kés6bb megvaltoztatjak a sejt
mUkodését a fertézés soran. Az IcrE gén altal kédolt protein homoldg a Yersinia YopN felszini
in vivo, in vitro pedig a Ca?* koncentraciot [20]. Az LcrE fehérje jelenléte kimutathatd az EB-
kben, ez azt sugallja, hogy a TTSS apparatus teljesen Osszeszerel6dott az extracellularis
chlamydidkban, és valdszinlileg szerepet jatszhat a fert6zés korai szakaszaban, segithet a
chlamydia gazdasejtbe juttatdsaban és a korai inklizidés vakuola l|étrehozasaban [78].
Herrmann és mtsai [79] az lcrE megemelkedett expresszidjarél szamoltak be a C. pneumoniae
fertGzés kései szakaszaban. Az a tény, hogy az LcrE jelen van a chlamydia felszinén, elérhet6
allapotban az immunrendszer és az ellenanyagok szamdra, lehetséges vakcina alegység
jeloltté emeli ezt a proteint. Az IcrH altal kddolt LerH protein a TTSS rendszer tagja és mint
dajkafehérje mikodik. Az LcrH csak a chlamydia fejl6dési ciklusanak a kései szakaszaban
fejez6dik ki [80].

1.4.2. A C. pneumoniae dltal okozott megbetegedések

C. pneumoniae fert6zés ubikviter, a specifikus ellenanyagok 20 éves korra mar kimutathaték
a populacio 50%-aban, 60-70 éves korra a szeropozitivitasi arany eléri a 70-80%-ot. Az altala
leggyakrabban okozott megbetegedések a kozosségben szerzett pneumonia (CAP),
pharyngitis, sinusitis és kronikus bronchitis. A tudomanyos beszamoldk alapjan a C.
pneumoniae a CAP esetek 6-20%-3ért tehet6 felelGssé, bar ezek az adatok nagyrészt
szeroldgiai teszteken alapulnak. A fert6zés klinikai lefolydsa nagyon valtozatos: az enyhe,
onmagatol gydgyuld betegségtél a siulyos pneumonidig terjed. Ez utdbbi féképpen az
idésebbeket érinti, és azokat a betegeket, akiknél cardiopulmonalis megbetegedés is fennall
[81]. A CAP esetek 30%-aban a C. pneumoniae valamely mds baktériummal egyutt fordul el
a mintakban [82].

A C. pneumoniae okozta fert6zés pathomechanizmusa még nem teljesen tisztazott. Kordbbi
tanulmanyaink alapjan a fert6zést kéveté 7. napon mutathatdé ki a C. pneumoniae a
legnagyobb mennyiségben a fert6zott egerek tiidejébdl. A visszatenyészthet6 C. pneumoniae
mennyiséggel parhuzamosan valtozott az IFN-y szintje, mely a baktérium eliminalasaban
rendkivil fontos szerepet jatszik [83]. A C. pneumoniae az akut fert6zés mellett képes
perzisztens fert6zés létrehozadsara [84]. A nem respiratorikus traktusban kialakult C.
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pneumoniae okozta perzisztens/kronikus fert6zés arra utal, hogy a korokozd bekerul a
véraramba. A C. pneumoniae DNS-ét ennek megfelel6en kimutattak atheroscleroticus
plakkokbol és a vér periférias mononuklearis sejtjeib6l (PBMC) [85][86]. A C. pneumoniae DNS-
nek a gyakorisdga és az idGbeli valtozdsa a vérben primer és az Ujrafert6zések sordn nem
ismert. A hisztidin dekarboxildz (HDC) enzim szerepét, mely egyediil képes a hisztamin
el6allitdsara, mar korabban vizsgaltuk primer C. pneumoniae fert6zést kovetéen [83]. Korabbi
kisérletlinkben a HDC enzim kifejez6dése korreladlt az IL-6 szinttel egyszeri C. pneumoniae
fert6zést kovetGen egerekben [83]. Tanulmdanyok szerint a C. pneumoniae okozta fert6zésekre
kezdetben a tlid6 neutrophil sejtes besz(ir6dése, majd a lymphocyta infiltracio jellemzé [87].
Az azonban kevésbé tudott, hogy mi indukalja a neutrophil granulocytdk és a lymphocytdk
bearamldsat a tiddbe. A pathogének szerepét az asthmas megbetegedések felldngoldsaban
mar régen gyanitottadk. A C. pneumoniae és az asthma kapcsolatdt Hahn és munkacsoportja
vetette fel az 1990-es években [88]. Az atipusos pathogének &ltal okozott fert6zés és az
asthma felldngolasa kozotti osszefliggést kutattdk gyermekekben [89]. A tanulmanyok
tobbsége arra jutott, hogy a bakteridlis fert6zéseknek szerepe van az asthmds roham
kivaltasaban. A C. pneumoniaet az asthmas epizédok 4.5%-25%-aban lehetett kimutatni [89].
Az akut atipusos fert6zéseket tanulmanyoztak felnSttekben is asthmas felldngolasok soran, az
el6bbiekhez hasonld eredményt kaptak [90]. Egy tanulmany szerint az asthma kitjuldsa és az
akut C. pneumoniae fert6zés jelenléte sulyos légzésfunkcié csdkkenést eredményezett. A
vizsgalt betegcsoportban az eréltetett kilégzési masodperc-térfogat (FEV1) is kisebb volt olyan
betegekkel 6sszehasonlitva, akiknél akut fert6zés nem volt jelen [91]. Az asthma mellett a
léguti pathogéneknek szerepe lehet a krénikus obstruktiv betegségek (COPD) fenntartasaban
is. A C. pneumoniae &ltaldban megtaldlhatd krénikus bronchitisben, és szerepet jatszhat a
betegség progresszidjaban, mivel toxikus az epithelsejtekre, rontja a ciliaris funkciét és
fokozza a krénikus gyulladast proinflammatorikus cytokinek termelésével [92][93]. Szeroldgiai
modszerekkel, elektronmikroszkdppal és immunhisztokémiai eljardssal bizonyitottdk a C.
pneumoniae kolonizaciot COPD-ben szenved6 betegekben [94][95]. Krénikus C. pneumoniae
kolonizacid szignifikdnsan sulyosabb funkcionalis karosoddssal jar COPD soran, és a betegnek
nagyobb esélye van akut exacerbdcidra is [96]. Figyelembe véve azt, hogy a C. pneumoniae
fert6zés nagyon gyakori, valamiféle egyéni faktor sziikséges, ami hajlamossa teszi az egyént
az asthmds fenotipusra [97]. Egy korabban végzett allatkisérletben az egereket C.
pneumoniaeval inokuldltak, a fert6zés tartds léguti tulérzékenységet és gyulladast valtott ki az
allatokban [98].

Az els6é tanulmany még 1988-ban jelent meg, melyben beszamoltak a C. pneumoniae
atherosclerosisban beto6ltott esetleges szerepérdl [99]. Ezt az Osszefliggést aldtamasztottak
szeroepidemiolégiai, immunhisztokémiai, PCR és elektronmikroszkdpos vizsgalatok, valamint
a pathogén kitenyésztése a koszoruerekbdl [100][101][102][103][104]. Szignifikdnsan
emelkedett human Hsp60 és C. pneumoniae ellenanyagszintet taldltunk mi is kordbbi
munkainkban a corondria betegségben (CAD) szenvedb6kben. Logisztikus regresszios
analizissel kimutattuk, hogy ezen 0&sszefliggések flggetlenek a kortél, a nemtél, a
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dohdnyzastdl, valamint a szérum lipidszintekt6l. Azokban a személyekben, akikben magas
hHsp60 illetve C. pneumoniae ellenanyagszintet mértiink, a betegség kialakuldsdanak a
kockazata jelentésen emelkedett (esélyhanyados 82.0) (95% Cl 10.6-625.0) [100]. Logisztikus
regresszios analizissel kimutattuk, hogy a coronaria betegség kockazata fokozott a C.
pneumoniae pozitiv és a mannose binding lectin (MBL) varians alléljait hordozé betegekben
[101]. Kordbbi allatkisérleteink soran normokoleszterinémids BALB/c egerekben murin
cytomegalovirus (MCMV) fert6zést kovetden id6legesen gyulladasos fokuszok alakultak ki az
egerek aortaivében. A gyulladasos gécok egy része késGbb elGrehaladott |ézidva fejl6dott. Az
MCMV altal indukalt korai elvaltozasokat az aortaivben szignifikdnsan sulyosbitotta az egerek
kés6bbi C. pneumoniae fert6zése [105]. A CMV-vel fert6z6tt sejtek felliliszdja fokozta a
monocyta eredetl dendritikus sejtek érését, funkcionalis aktivitasat [106]. Egérmodellben
masok és mi is vizsgaltuk a C. pneumoniae atherosclerosis kivaltasaban és progresszidjaban
betoltott szerepét [105][107]. Az dllat modellek, amelyek segitenek tisztdzni az atherosclerosis
kialakulasanak lépéseit és okait, fontos szerepet jatszanak a lipidszint-csokkentd gydgyszerek
mellett az Uj gyodgydszati készitmények kutatdsaban. A normal egerekben nem alakul ki
atherosclerosis, és az atherogenesis indukdlasahoz hosszu, zsirtartalmu étrend alkalmazasa
szilkséges. Vannak azonban jél bevalt, genetikailag médositott beltenyésztett egértorzsek,
amelyek lehetévé teszik az atherosclerosis kialakuldasanak vizsgalatat egérmodellekben. A
leggyakrabban hasznéltak az ApoE hidnyos (ApoE”"), az LDL receptor hidnyos (LDLR”") és
humdan apoB100 transzgenikus egerek, amelyek kifejezett atherogenesist mutatnak,
kiilbndsen, ha atherogén étrenddel taplaljak az allatokat [108]. ApoE7egerekben az
atherosclerosis spontdan maédon alakul ki. Ezekben az egerekben a lipidprofil azonban
kilonbozik attdl, amelyet a legtobb embernél észlelnek az atherosclerosisban; azaz az
apolipoprotein (apo) B48-tartalmu LDL plazmaszintjik magas, az apoB100-tartalmu LDL-szint
helyett, ami a hiperkoleszterinémidban szenved6 emberek esetében a jellemz6 [109] [110].
Az ApoB100only(ApoB 100/100)/LDLR”") egér térzs egy mutans apoB gént hordoz, mely
gatolja az apoB48, az ApoB csonka formajanak az expresszidjat, utanozva a human viszonyokat
[109] [111]. Az LDLR hiany megakadalyozza az apoB100-tartalmu LDL felvételét a sz6vetekben,
ami magas plazma-szintl apoB100-tartalmu koleszterinben gazdag LDL-t eredményez. Az ezen
egér torzs megalkotdi ezeket az egereket az emberi familidris hiperkoleszterinémia hiteles,
legmegfelel6bb modelljének tartjak [109]. Az ApoB100only/LDLR”- egereket eddig még nem
hasznaltdk modellként a C. pneumoniae fert6zés az atherosclerosis progresszidjara gyakorolt
hatdsainak vizsgalatdban. A C. pneumoniae DNS és antigén gyakran kimutathaté az
atheroscleroticus plakkok cellularis komponenseibdl, igy pl. a dendritikus sejtekbél (DC), ezzel
szemben az egészséges érszakaszokban ritkan vagy egyaltalan nem taldlhaté meg [112]. A C.
pneumoniae kimutathatd az driassejtes arteritises betegek artéria temporalis biopszidibdl
[113], valamint jelen van az egészséges és cardiovascularis betegek periférias mononukledris
sejtjeiben is [114]. Tisztazatlan az a kérdés, hogy melyik sejt végzi a kérokozd transzportjat a
fert6zés helyétdl az erek atherosclerotikus szakaszaiba. A természetes immunitas sejtjeinek
tekintett DC-k az els6dleges szerepl6k, melyek részt vesznek a pathogének feldolgozasaban és
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bemutatasaban, meginditva ezzel az adaptivimmunvadlasz Iépéseit. Miel6tt a DC aktivdlna a T-
sejteket, maga is egy érési folyamaton megy keresztiil, melyet maga a pathogén vagy mas
immunsejt valt ki [115]. Ugyanakkor a DC-k alkalmasak latens virusok hordozasara valamint
bizonyos baktériumok pl. a C. pneumoniae internalizacéjdra is [113][112]. A monocytdk, a
monocyta-eredetli DC-ék és a macrophagok kolcsdnhatasa a C. pneumoniaeval kevéssé
ismeretes.

1.5. Az IL-17 cytokinek szerepe léguti fert6zésekben

A bakteridlis pneumonia elleni védekezésben jelentGs szerepe van a bronchus-asszocialt
lymphoid szovetként (BALT) ismert masodlagos nyirokszévetnek. A BALT megfelel6
kornyezetet biztosit ahhoz, hogy az antigéneket az antigént bemutatd sejtek, a neutrophil
granulocytak és a macrophdgok specifikus mintdzat felismerd receptoraik segitségével
felismerjék, és a korokozékat phagocytosis révén elimindljdk, tovdbbd az antigén
bemutatdsdval indukaljadk a specifikus immunvalaszt az érett T- és B-lymphocytak
aktivdlasaval. A neutrophil granulocytdk tidébe irdnyuld bedramlasat szamos cytokin és
chemokin biztositja. A jelenlegi ismeretek alapjan ebben a legfontosabb szerepet az IL-23/IL-
17 tengely jatszik. Peng Ye és mtsai. az extracellularisan szaporodd Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) okozta tidégyulladas esetén vizsgaltak az IL-17A szerepét. A kisérlet sordn az
egerek egyik csoportjat az IL-17A génjét tartalmazé rekombindns adenovirussal (AdIL-17A)
kezelték intratrachealisan a fert6zést megel6z6en, mig a masik csoportot a vad tipusu virussal.
A fert6zést kdvetben kiilonb6z6 id6pontokban mérték az egerek szérumanak és a BAL MIP-2,
TNF-a, G-CSF tartalmat és a neutrophil granulocytdak szamat, valamint az egerek egy
elkiilonitett csoportjaban figyelték az egerek tulélését. A kutatdcsoport arra az eredményre
jutott, hogy a kiviilrél bevitt IL-17A megnovelte a trachedban a MIP-2, TNF-a és a G-CSF szintet.
Az AdIL-17A-val kezelt egerek BAL folyadékabol tobb granulocytat tudtak izolalni, és ezzel egy
id6ben kevesebb K. pneumoniaet tudtak visszatenyészteni a tudejikbdél a kontrollként
hasznalt egerek mintdihoz képest. Raadasul a K. pneumoniae fertézést kovetéen az AdIL-17A-
val el6kezelt allatok tulélési esélye is megnGtt a kontrollhoz képest [116].

Umemura és mtsai az IL-17A szerepét tanulmdnyoztak az intracelluldris pathogén, a
Mycobacterium bovis (M. bovis) okozta tliid6gyulladas esetében. A fert6zés korai szakaszaban
az egerek tiidejében magas IL-17A és IL-23 szintet mértek, a fert6zetlen egerek mintdihoz
képest. IL-17A génkiltott egerekben a BCG fert6zést kovetben jelentésen csokkent a MIP-2, a
KC, a G-CSF és az IL-6 szintje a betegség akut szakaszaban. Az IL-17A f6bb forrdsanak nem a
CD4* Th17 sejtek bizonyultak, hanem a CD45, CD8, CD3*, yb6 T-sejtek. A fert6zés kései
szakaszaban a génkilitott egerek esetében a granulomak szama és mérete is csokkent a
kontrollhoz képest; ez arra utal, hogy a M. bovis fert6zés soran az IL-17A nemcsak a betegség
akut szakaszaban jatszik jelent8s szerepet a korokozd legy6zésében, hanem a kréonikus
periodusban is [117]. Az IL-17A mRNS expresszidja megemelkedett a kiilonboz6 léguti
megbetegedésekben, ahol neutrophil sejtek jelen vannak, igy a stlyos asthmaban, krénikus
obstruktiv tlid6betegségben, cisztas fibrézisban [118]. Az IL-17A léguton keresztil torténd
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bejuttatasa szignifikdns médon ndvelte a neutrophil sejtek szamat és ehhez kapcsoldddan
emelte a KC, MIP-2 és a LIX expresszidjat. LPS-kdzvetitette |éguti gyulladdsos modellben az IL-
17A neutralizdlasa szignifikdnsan csokkentette a neutrophil sejtek szamat [119]. Ezek az
adatok rdmutattak az IL-17A fontos szerepére a léguti gyulladasos valasz és a neutrophil sejtek
vandorlasanak szabdalyozasaban.

Az IL-17E vagy masképpen IL-25 a Th2 medidlta immunvalaszban jatszik szerepet [120]. Az IL-
17E az IL17RB receptorhoz kotédik, a receptor transzkriptuma nagy mennyiségben fejez6dik
ki a mdj, a vese, és kisebb mennyiségben az agy, a here és a vékonybelek sejtjeiben [197]. Az
IL-17E hidnyos egerek csokkent mértékl Th2-cytokin termelést mutatnak, igy kevésbé
rezisztensek a Trichuris fert6zésre [122]. Ezzel ellentétesen, az IL-17E tultermel6dése vagy
rekombinans IL-17E adagolasa eré6teljes Th2-es cytokin expressziot és Igk ellenanyag
termel6dést valtott ki in vivo patholégias allergids allapotokban [123]. Az IL-17 csalddba
tartozo kiilonb6z6 cytokinek termel6désének kinetikdjat korabban még nem vizsgaltak egér
modellben C. pneumoniae fert6zést kbvetéen. Zhou és munkatdrsai beszamoltak arrél, hogy
az IL-17A-nak fontos szerepe van a gazdaszervezet érzékenységének a szabalyozasaban C.
muridarum fert6zés soran egerekben, valamint a megvaltozott IL-17/Th17 profil magasabb
alapszintd IL-17RC kifejez6désre hajlamositott a C3H/HeN egerek tiidejében [124]. Az IL-17A-
nak, mint a neutrophil granulocytak legjelentGsebb aktivatoranak meghatarozé szerepe van a
szervezet védekezd rendszerében. Nemcsak bakteridlis fert6zésekkel szemben van protektiv
hatdsa, szerepét kimutattak Cryptococcus neoformans [125] és Candida albicans [126] okozta
fert6zésekben is. Az IL-17A-ra vonatkozd vizsgalatok nagy része allat modelleken tortént, de
az emberi szervezetben betoltott szerepét is tanulmanyoztak, és hasonldé eredményekre
jutottak [127].

1.6. Chlamydia okozta fert6zések megel6zésének lehetGségei

1.6.1. A chlamydia vakcindk héskora

Bar a chlamydia vakcina kutatdsnak a hosszu térténete van, az utolsé human vakcina kisérletet
csaknem 50 éve végezték [128]. A chlamydia elleni vakcinacid kezdeti megkdzelitése teljes
mértékben az empirikus, Pasteur altal lefektetett elven alapult: “attenualni vagy inaktivalni és
beadni”. ElGszor attenudlt vakcinakkal probalkoztak. Az el6allitdsukra a chlamydiat
sorozatosan sejtkultiran passzaltak, ami természetes mutacidkhoz, majd emiatt a baktérium
gyenglléséhez vezetett. Az attenuadlt vakcinak el6nye abban rejlik, hogy stimulaljak mind a
humoralis, mind pedig a cellularis immunvalaszt, és a természetes fert6zést utanozzak [129].
A hatranyukként réhaté fel, hogy a vakcinaciot kovet6en az él6 szervezetben
visszamutalddhatnak az eredeti, virulens torzzsé, mely fert6zést vagy akar perzisztenciat is
kialakithat [130], ezt kovetSen pedig ez a torzs cirkulalhat a népesség kérében [131]. Tovabbi
hibaja, hogy olyan antigéneket tartalmaz, amelyek a természetes fert6zés lefolydsat
sulyosbithatjak. Az el6allitasuk nagy mennyiségben problematikus, az ilyen tipusu vakcina
hideglancot igényel, ami pl. Afrikaban meglehetGsen nagy gond. Tekintettel a biztonsagi
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szempontokra és az immunpatholdgiai kdrosodds kockazatara, valdszin(itlennek tlnik, hogy
egy él6, legyengitett C. trachomatis oltdbanyag megengedett lesz human hasznalatra.

Mivel az él6 vakcindk nem bizonyultak biztonsagosnak, a kutatok inaktivalt oltéanyagokkal
probalkoztak. Az inaktivalt vakcinaknak is van azonban szamos hatranya, igy pl. endotoxint
tartalmazhatnak, végzetes mellékhatasai lehetnek vagy pedig a véd6hatassal nem rendelkezé
komponensei gyengithetik az immunvalaszt. A legfontosabb hatranya, hogy nem replikalodik,
igy a megfelel6 immunvalasz fenntartasahoz ismételt vakcina és adjuvans adasa sziikséges. A
replikacids képesség hidnya egy masik fontos kdvetkezményhez vezet, bar indukalja a
humordlis immunvalaszt, a celluldris immunvalaszt stimuldlé hatdsa csekély. Roviddel azutan,
hogy Kindban sikerilt tojasban izolalni a C. trachomatist, 1959-ben, kémiailag inaktivaltak és
kiilonb6z6 adjuvansokkal parenterdlisan vakcinalast végeztek emberekben. A legjelentésebb
eredménnyel végz6dott tanulmanyok szerint is a gyermekek 70%-a valt védetté, de az
immunitds hamarosan gyengiilni kezdett, és nem tartott tovabb a vakcindaciét kovetd harom
évnél [132]. A vakcina formulaldsat behatébban f6eml6sdkon vizsgaltak. Amikor a vakcinalt
féemldsoket heterolog torzzsel fertézték, a gyulladdsos patholdgiai kép sulyosbodott. A
kutatok ugy gondoltdk, hogy a protektivimmunitast a torzsspecifikus antigének indukaltak, az
immunpatholdgias folyamatot indukald antigének viszont azonosak a torzsek kozott [132].

1.6.2. A chlamydia vakcindk ujabb nemzedéke

A teljes organizmust tartalmazé vakcindk mellékhatasainak elkerilésére alegység vakcina
kifejlesztése valt sziikségessé. Az alegység vakcinak biztonsdagosak, nem tartalmaznak él6
pathogént, mely visszaalakulhatna virulenssé, és nem tartalmaznak olyan antigéneket,
amelyek fokoznak az immunpatholdgiai folyamatokat és a gyulladdst [133]. Az alegység
vakcindk tartalmazhatnak tisztitott, rekombindns vagy szintetizalt fehérjét. Természetesen az
alegység vakcinaknak is vannak hatranyai, hasonléan az inaktivalt vakcindkhoz, kevéssé
indukaljak a celluldris immunvalaszt, ami a chlamydia esetében, |évén intracellularis pathogén,
igen fontos lenne, tovabba adjuvanst igényelnek a hatdsuk kialakitasahoz.

Tisztitott fehérjéket tartalmazé vakcinak: A felfedezését kdveté husz évben a chlamydia
MOMP protein kerilt szinte kizarélagosan a fékuszba, mint chlamydia alegység vakcina jelolt
[6]. A MOMP azonban egy integrans membranfehérje és koztudottan nehéz preparalni nativ
konformaciéban. A denaturalt rekombinans MOMP viszont mint vakcina cs6dét mondott
tobbféle allatmodellben [128]. A MOMP fehérje tisztitasa szelektiv detergensekkel és
oszlopokon nativ, trimer strukturdt eredményezett, amely kit(in6 védelmet produkalt
egerekben, de csak részleges védelmet a nem human féemlGsdkben [134].

Rekombinans fehérjéket tartalmazé vakcinak: Manapsdg a rekombinans DNS technika
segitségével olcsdn és koltséghatékony moddon lehet nagy mennyiségben bakterialis
fehérjéket elGallitani. A géneket, melyek az antigéneket kédoljak, expresszalhatjak prokaridta
vagy eukaridta sejtek. A rekombinans MOMP-ot (rMOMP) altaldnosan hasznéljak chlamydia
vakcindcios kisérletekben. A teljes hosszisagu rMOMP kifejez6dése prokaridta expresszids
rendszerben azonban toxikus hatassal bir, tovabba meglehet6sen nehéz olyan rMOMP-ot
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el6allitani, amely meg6rzi az eredeti konformacids epitdpjait, ezen kiviil a MOMP protein még
glikozilalt is [135].

Kilénb6z6 mdédokon prébdlkoztak rMOMP vakcinaval a chlamydia fert6zések megel&zésére.
Az rMOMP fehérjét cholera toxinnal és CpG oligodeoxynucleotidokkal transcutan immunizalva
egereket, specifikus IgG és IgA valaszt kaptak a hiively és a cervix valadékban, valamint 1gG
valaszt a szérumban [136]. Pal és mtsai leirtdk, hogy C. muridarum rMOMP proteint a Borrelia
burgdorferi kiils6 membran proteinjével (OspA) mint adjuvanssal egyitt adva szignifikans
protekciot alakitott ki az egerekben a genitdlis C. muridarum fert6zés ellen [137]. Sun és
csoportja 0sszehasonlitotta az rIMOMP és a nativ MOMP fehérjét tartalmazé vakcindkat [138].
Bar a C. muridarum rMOMP védé hatast immunvalaszt indukalt az intranasdlis fert6zéssel
szemben, a kialakult valasz nem volt olyan kifejezett, mint a nativ MOMP vakcinalds soran. Ez
a tény megint csak ravilagitott a konformacids epitépok fontossagara. A rekombindns vakcinak
hatékonysaga nemcsak a beadandd fehérjékt6l, hanem a bejuttatdas maddjatdl is flgg.
Bizonyitast nyert, hogy a kombinalt vakcinalds, jelen esetben a szisztémdas és mucosdlis,
nagyobb védelmet biztosit a fert6zés soran, mint a vagy csak szisztémds vagy a genitalis
immunizalds [139]. Bar a legtobb rekombinans vakcina alapjat a MOMP képezi, mas proteinek
is lehetnek vakcina alegység jeloltek. Murthy és csoportja egy ujfajta vakcinaldsi médot
dolgozott ki. A chlamydia rekombinans CPAF proteinjét adtak IL-12 kiséretében intranasdlisan
BALB/c egereknek. A rCPAF+IL-12-vakcinalt egerek szignifikdnsan kevesebb chlamydiat
Uritettek a chlamydia fert6zést kovetGen és gyorsabban felépiiltek a mock immunizalt kontroll
egerekhez képest [140].

Szintetikus fehérjék, mint vakcinak: Napjainkban elérhetéek olyan szamitdgépes programok,
melyek segitenek megjésolni egy adott antigén doménjeit és epitdpjait. Ezen epitépok
szintetikus el6allitdsa olyan peptidek el6allitasat jelenti, melyek megegyeznek az adott antigén
immunogén doménjével. Szamolni kell azzal is, hogy az antigén determindnsok is lehetnek
konformacids, haromdimenzids struktirdk, akar a normal proteinek, és ebben a formaban
képesek az immunvalasz kivaltasara. A MOMP peptidekkel és oligopeptidekkel végzett
kisérletek eléggé kilonb6z6 eredményeket mutatnak, de a legsikeresebb kisérletekben is csak
részleges védelem kialakitasdra voltak alkalmasak [141][142].

1.6.3. A chlamydia vakcindk legujabb nemzedéke

A DNS vakcindlas az immunizalas egy viszonylagosan (j tipusa. A plazmid hordozza az adott
antigén nukleinsavat és a gazdaszervezetbe bejuttatva, maga a gazdaszervezet a sejten beliil
megalkotja az antigént, amelyre aztan immunvalasszal reagdl. A DNS vakcina kiemelked6
tulajdonsaga az inaktivalt és alegység vakcinakkal szemben, hogy az antigének a sejten beliil
keletkeznek, és igy endogén Uton az MHC-I segitségével keriilnek prezentdcidra a cytotoxikus
T-lymphocytak felé. Tehat a DNS vakcinara kialakult immunvaélasz Th1 iranyba tolédik el, ahogy
azt korabbi egérkisérletiinkben mi is bizonyitottuk [143]. Emellett viszont szamolni kell a DNS
vakcina esetleges hatranyaival is. Nincs ra kisérletes bizonyiték, de elméletileg integralédhat
a gazdasejt genomjaba, bar kutatdk szerint erre az esély elenyészGen kicsi [144]. A masik
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hatranya, hogy a DNS immunizdlast kovetSen kialakulé ellenanyagok autoimmun
folyamatokat indithatnak el azdltal, hogy keresztreagdlnak a gazda DNS-ével. Tovabbi
probléma, hogy az izomsejtek altal hosszu ideig prezentalt antigén ellen kialakult immunvalasz
befolydsolhatja a késébbi mas tipusi DNS vakcinaldsok sikerességét. Az is gondot jelent, hogy
a transzfekcid és az antigén kifejez6désének hatasfoka nem tul jé, kiilonosen a nagyobb test(
allatokban és emberben [145]. Végiil, de nem utolsé sorban a DNS vakcina hatranya, hogy
nem alkalmazhatd, ha az antigén nem fehérje természet(, vagyis szénhidrat, illetve lipid [146].
Szdmos hatrany ellenére az utébbi idGkben nagy szamban Ilattak napvilagot olyan
tanulmanyok, melyekben kiilonb6z6 chlamydia antigének kdédolasaért felelés géneket
tartalmazé DNS vakcindkrél és hatdsukrol szamolnak be. A MOMP DNS vakcinaval végzett
kisérletek nagy csalédast okoztak, mert a MOMP 6nmagaban alkalmazva csak minimalis
immunvalaszt, protekciét pedig egyaltalan nem valtott ki egerekben [147]. A MOMP protein
mellett prébalkoztak az ompA valamint a pgp3 DNS vakcindkkal is. A pgp3 DNS vakcina
meggatolta a C. trachomatis terjedését az alsé genitaliakbdl a felsé genitalis régidba [148].

A korabbi chlamydia vakcinacids kisérletek eredményeit és hatranyait szem el6tt tartva ugy
dontottink, hogy kisérleteink sordn rekombindns Uton elGallitott chlamydia proteinek hatdsat
tanulmanyozzuk egér modellben. ElI&szor megvizsgdlva az Alum (aluminium-hidroxid)
adjuvans hatdsat, mivel napjainkban még mindig ez a leginkdbb hasznalt adjuvéans a kiilonb6z6
vakcinakban, hatasat 6sszevetve az dllatkisérletekben hasznalt, igen j6 immunvalaszt kivaltd
komplett Freund adjuvanséval.

1.7. A chlamydiak plazmidja

A legtobb mikrobioldgiai rendszerben az autondm madon replikalddé plazmidok a genetikai
variaciok eszkodzeiként szolgalnak. A plazmidok gyakran horizontdlis médon atviheték, ami a
gyors terjedésiikh6z vagy a kiilénboz6 torzsek kozotti fenotipus reasszociacidhoz vezetnek
[149]. Az antibiotikum rezisztencia terjedését gyakran plazmidok okozzak. Az ilyen
plazmidtranszfer novekvd problémat jelent a fert6z6 betegségekben vilagszerte. Sok sulyos
betegség a plazmid altal hordozott virulencia faktor eredménye, és a plazmid szerkezeti
variacioi gyakran kilonb6z6 szindromakat okozhatnak annak ellenére, hogy a torzsek
maskilonben kozel alléak egymdshoz. Ez a fajta variabilitds nem jellemz6 a chlamydia
plazmidjara. Sok chlamydia torzs hordoz egy homolég, 7500 bazispar nagysagu plazmidot,
melynek a kdpiaszdma kromoszémanként négy [150][151]. Gyakorlatilag az 6sszes klinikai C.
trachomatis izolatumban jelen van a plazmid. Nagyon ritkdn szdmolnak be plazmidmentes
chlamydiardl, igy meglehetGsen keveset tudunk ezen ritka izoldatumok epidemioldgiajarol
[152][153]. A chlamydia plazmidja nem konjugéalodik és nem integralodik (egyetlen kivétel a
C. suis, melyben a plazmid integralédott), nem kédol antibiotikum rezisztenciat, és nem
mutatja jelét a genetikai flexibilitdsnak [154].

A nukleotid szekvencia azonossag a plazmidokban — melyek killonb6z6 chlamydia speciesektdl
szdarmaznak — 69 és 99% kozott mozog, a legnagyobb hasonldsag a C. trachomatis torzsekben
levé plazmidok kdzott van. A szekvenciak 6sszehasonlitasa azt sugallja, hogy a plazmidok
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parhuzamosan fejl6dtek a kiilonb6z6 chlamydia speciesekben [150][155]. A C. trachomatis
plazmid 5 nyitott leolvasasi keretet (ORF) hordoz. A human C. pneumoniaenak nincs plazmidja,
viszont a 16 C. pneumoniaenak valamint mas allatpathogén chlamydidknak igen. A C.
muridarum plazmid 7 ORF-et hordoz, melyet TCAO1-TCAOQ7-tel jelolnek. A TCAO4 felel6s a
pGP3, a TCAOS pedig a pGP4 plazmid protein kddolasaért [52]. A chlamydia plazmid gyakorlati
jelentésége, hogy a nukleinsav amplifikacios tesztek (NAAT) targetjélil szolgdl, igy szerepe
fontos a human diagnosztikaban [156]. NAAT alapu mddszerek nagyon értékesek a chlamydia
okozta betegségek kontrolljaban. Problémat jelenthet azonban ritkdn az, ha a target
szekvencia, amelyet az adott diagnosztikai kit céloz, deletdlédott, ez pedig alnegativ
eredményhez vezethet [157]. A chlamydia plazmid kritikus az in vivo szaporodashoz, viszont
nem szlikséges in vitro korilmények kozott. Tobb laboratérium is beszamolt fenotipusos
valtozasrél, amely a plazmidmentességgel hozhaté kapcsolatba. Matsumoto sikerrel
alkalmazott egy plakk tisztitasi médszert, melynek eredményeként plazmidmentes chlamydiat
nyert, és megfigyelte, hogy ezek a klénok nem halmoztak fel glikogént a chlamydia
inkluzidban. Kés6bb kiderilt, hogy az dsszes glikogén negativ térzs egyben plazmidmentes is
[158]. Tovabbi tanulmanyok is megerGsitették a glikogén hidnyat, és vizsgaltdk a teljes
chlamydia genom transzkripcidjat a vad tipusu térzshdz hasonlitva [159][160]. Bar a plazmid-
kromoszéma kereszt-szabdlyozasanak pontos kore még nem teljesen ismert, a chlamydia
gének expresszidjat a plazmid gének hidnya negativan befolyasolja. A C. trachomatis gének
kozll az egyik, amely alulszabalyozott a plazmidmentes torzsekben, a glgA, a glikogén
bioszintetikus gén. Azt feltételezik, hogy a plazmid 3ltal kédolt elemek szabalyozzak, és talan
kozvetlenil részt is vesznek a chlamydia inkltzion belil a glikogén akkumulacié folyamataban.
Egy késbbbi kisérlet alapjan, melyben plazmidhianyos chlamydidval dolgoztak, arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a plazmid fontos virulencia faktor, jelentfs hatassal van a
klinikai betegség lefolydsara egér modellben. Bar a plazmidhianyos chlamydiak hasonld
Utemben szaporodnak, mint az izogenikus vad tipusu torzsek, képtelenek aktivalni a TLR-2
dependens immunvalaszt in vivo és in vitro [161]. Mds munkdk arra mutatnak rd, hogy a
plazmidhidnyos C. trachomatis torzseknek szignifikdnsan magasabb az 50%-os fert6z6 doézisuk
a vad tipusu torzsekhez viszonyitva [160].

Mivel szinte minden C. trachomatis hordozza ezt az igen konzervativ plazmidot, kutatdk egy
része arra a megallapitasra jutott, hogy a plazmidnak fontos szerepe van a chlamydia
fert6zések soran. Mar a korai tanulmanyokban leirtdk, hogy a chlamydia fert6zott egyének
ellenanyagokat termelnek a pGP3 fehérje ellen, melyet a plazmid ORF5 kdédol. Ezek az
ellenanyagok szisztémasan a keringésben, valamint mucosalisan is jelen vannak [162]. A
kisérletek azt mutattak, hogy a nativ pGP3 trimer molekula formaban transzportdlédik a
gazdasejt citoplazmajdba a fert6zés soran [163]. Az a tény, hogy a C. trachomatis fert6zésen
atesett betegekben kimutathato a pGP3 specifikus ellenanyag, azt sugallta, hogy a pGP3 egy
j6 antigén, ennek megfelel6en megvizsgaltak a pGP3 proteint, mint esetleges vakcina jeloltet.
A DNS vakcina formaban bejuttatott pgp3 ellen kialakult immunitds megakadalyozta a
fert6zés soran a korokozo terjedését a felsd genitalis régioba [148]. A chlamydia plazmid altal
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kédolt tobbi fehérjének a szerepe még kevésbé ismert. Az utdbbi id6ben jelent meg egy
kozlemény, melyben beszamoltak arrél, hogy a pGP4 protein a pgp3 génnek valamint mas
kromoszdmalis géneknek a transzkripcionalis regulatora [164].

1.8. A chlamydia fert6zések kezelése

A chlamydia fert6zés kezelése nem egyszer(i. Mivel intracellularis pathogénrél van szd, olyan
antibiotikumot kell alkalmazni, amely az intracellularis térben dusul fel. Amiatt, hogy sok
esetben nincsenek is tlinetek, vagy nem jellegzetesek, sokszor a terdpiat mar csak akkor kezdik
el, mikor a komplikacidk gydgyitasardl kell gondoskodni.

A kozosségben szerzett pneumoniaknal altaldban empirikus alapon inditjdk meg a kezelést,
ami nem minden esetben hatékony, ha a kérokozé a chlamydia. Ennek oka, hogy a klasszikus
bakteridlis pneumonia klinikai képe nem kulonithetd el egyértelmlien az intracellularis
mikroorganizmus 4altal kivaltott tiddgyulladastél, a B-laktdmok pedig nem hatnak az
utdbbiakra. A nem megfelel6 terdpia eredményeképp a tiinetek sulyosbodhatnak, ami a beteg
életét is veszélyeztetheti. A hatékonysag nagymértékben fligg attdl is, hogy a pdciensek
mennyire tartjak be a gydgyszerszedési utasitdsokat. Szexualis Uton szerzett megbetegedésnél
nem elég a panasszal rendelkezé felet kezelni, hanem a partner terdpiajarél is gondoskodni
kell. Az antibiotikum kezelés ellenére a fert6zés perzisztalhat, latens infekcid johet létre, tehat
a kezelés nem minden esetben jelent végleges megoldast. C. trachomatisszal fert6zott n6knél
a kezelés ellenére az esetek 10-15%-aban visszatér6 vagy perzisztens fert§zés formajaban
tovabbra is szamolni kell a chlamydia hosszd tava hatasaival. Korabbi kisérletek alapjan
felmerilt annak lehet6sége, hogy egyes antibiotikumokkal szemben, példaul makrolid terapia
soran rezisztencia alakulhat ki. Mas tanulmanyok inkdbb azt feltételezik, hogy ezek mogott az
eredmények mogott inkdbb a terdpia alkalmazdsaban tortént hiba all. Ezzel ellentétben in
vitro vizsgdlatok soran genetikailag mddosult fluorokinolon és rifampin rezisztens C.
trachomatist is leirtak [165].

A B-laktam antibiotikumok a peptidoglycan szintézist gatoljak meg azaltal, hogy a penicillin-
koto fehérjékhez kapcsolddnak. A chlamydiak rendelkeznek ugyan penicillin-kot6 fehérjékkel,
de a peptidoglycan vazat eddig nem detektdltak, annak ellenére, hogy a muraminsavbdl
felépllé peptidoglycan vaz szintéziséhez sziikséges gének megtalalhatéoak a chlamydia
genomjdban [166]. Penicillin hatdsdra nagyobb méret(i, aberrans alakok jonnek létre,
melyeknek egy része képes visszatérni a fejl6dési ciklusba a penicillin elhagydsa utan. A
fert6zés kezdetén adott penicillin nem gatolja meg sem a gazdasejthez kotédést, sem az RB-
vé differencidlodast [167]. Husz ordval a fert6zés utan adott penicillin hatasara ugyan a binaris
hasadas megall, nem alakul vissza az RB EB-vé, nem jon létre sejtlizis, de a DNS replikacié
folytatddik [168]. Sem a penicillin, sem az ampicillin nem képes eradikalni a chlamydiat [169].
Az amoxicillin aminopenicillin szarmazék, els6sorban chlamydia infekciéval diagnosztizalt
varandos n6knél alkalmazzak [170].

A klinikumban a chlamydia ellenes kezelés alapjat a makrolidek és tetraciklinek képezik. A
makrolidek a bakteridlis riboszoma 50S alegységéhez kotédve gatoljdk az aktiv polipeptid
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szintézist. Bakteriosztatikus hatdsukat csak akkor képesek kifejteni, amennyiben a
baktériumok aktiv fehérjeszintézist folytatnak. Chlamydia fert6zés ellen els6sorban a
clarithromycin, roxithromycin és az azithromycin bizonyult hatékonynak. Az azithromycin
gyorsan és nagy mennyiségben képes a sejtbe penetralni, magas szoveti koncentraciéo mellett
relativ alacsony szérumszintet ér el [171].

A tetraciklinek szintén a fehérjeszintézis gatldsan keresztil haté antibiotikumok, a riboszéma
30S alegységéhez kot6dve megakadalyozzak a bakteridlis aminoacil-tRNS kot6dését az mRNS-
riboszdma komplexhez. Viszonylag gyenge inhibitorként gatolja a proteinszintézist eukaridta
sejtekben is. [172]. Terapids szempontbdl a doxycyclint, tetracyclint és a minocyclint kell
kiemelni. Mind a tetracyclin, mind a minocyclin alkalmazhaté non-gonococcdlis urethritis
esetén. Genitalis infekcional hatékonysaga és tolerabilitdsa megegyezik az azithromycinével,
de egy héten keresztil kell szedni, szemben az utébb emlitett makrolid egyszeri ddzisaval
[173].

Fluorokinolonok koéziil klinikailag vizsgaltak mar a levofloxacint, az ofloxacint, a grepafloxacint,
a trovafloxacint és a sparfloxacint C. trachomatisszal fert6z6tt betegekben. Ezek a DNS-giraz
és topoizomeraz IV gatlok kiilonésen hatékonyak olyan infekcidknal, mikor a chlamydia
mellett gonococcus és mycoplasma is szerepel a kérokozék kozott. Baktericid hatasu
vegylletek. Nem javasoltak varanddssag esetén és novésben |év6 gyermekeknél sem [174].

1.9. Aklinikai gyakorlatban gyakran hasznalt készitmények és potencialis szerepiik a
chlamydia szaporodasaban

Az N-acetyl-cysteint (NAC) széles korben hasznaljak a klinikai gyakorlatban pl. a pszichiatridban
vagy acetaminophen tuladagolds esetén. Mindezek mellett a leggyakrabban léguti
megbetegedésekben alkalmazzdk mint mukolitikumot, mert a szabad tiol csoportja hasitja a
mucusban a diszulfid hidakat, csokkentve ezaltal annak viszkozitasat. A NAC-ot leggyakrabban
per os alkalmazzak, kivétel ez alél az acetaminophen toxikdacié [175]. Az ambroxol (Ax), egy
masik, gyakran igénybe vett nydkoldd. A mukolitikus hatdasa mellett lokalis, anesztetikus
hatassal is rendelkezik, valamint leirtak széleskord gyulladast gatlé hatasat in vitro és in vivo
rendszerben is [176]. A C. pneumoniae szaporodasdra gyakorolt szerepiiket még nem
vizsgaltak.

Az inhalacios kortikoszteroidok (ICS) az asztma és a COPD kezelésében kiterjedten alkalmazott
fenntartod terapidk, melyek csokkentik az exacerbacidk rizikéjat és a kislégutak gyulladasat,
tovabba elGsegitik a légzésfunkcids paraméterek javuldsat is [177]. Az ICS-ek szamos fajtaja
ismert, melyek, bar ugyanolyan megbizhatdak klinikai felhasznaldsukat tekintve, azonban
eltérd farmakokinetikai, anti-inflammatorikus és immunszuppresziv hatasokkal rendelkeznek.
Ennek kovetkeztében immunoldgiai hatasuk az egyes kdrokozok altal okozott betegségek
lefolyasdban eltéré6nek mutatkozott [178].

A C. trachomatis atvitelének kockazatat nagymértékben befolydsoljdk a cervicovaginalis
mikrokdrnyezet alkotéelemei, ideértve a hiivelyi lactobacillusokat és az indol pozitiv
baktériumokat [179]. A hivelygélek sikosité anyagként vagy terapias gélként kerlilhetnek be
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ebbe a koérnyezetbe. A szexudlis élet sordn haszndlatos hiivelygélek térbeli és id6beli jelenlétiik
miatt jelent&s hatasuk lehet a chlamydia fert6zés, és mds nemi Uton terjed6 betegségek
kialakuldsdban. A hivelygélek f6 alkotéeleme maga a gélképz6szer. A hidroxi-etil-celluldz
(HEC) egy altalanosan hasznalt gélképzé szer, amely megtaldlhatd a sikosité anyagokban és a
terdpids gélekben egyarant [180]. Annak tisztazasara, hogy a HEC milyen hatdssal lehet a
chlamydia atvitelére, szaporodasara, megvizsgaltuk a HEC hatdsat a C. trachomatis D és E
szerovariansok esetén.

1.10. A human cytomegalovirus (HCMV)

A humdn cytomegalovirus, (HCMV) hivatalos nevén a humdn herpesvirus 5 a herpesvirus
csaldd, betaherpes virus alcsalddjanak a tagja. A herpesvirusok, duplaszald, linedris DNS
tartalmu, ikozahedralis szimmetriat mutatd, burokkal rendelkezé virusok. A csaladd 8 human
pathogént foglal magdba. A herpesvirusok vilagszerte elGfordulnak, a velliik szembeni
szeropozitivitds aranya a HHV8 kivételével, meglehet6sen magas. A herpesvirus specifikus
ellenanyagok kimutathaték a legelszigeteltebb népcsoportokban pl. a braziliai es6erd6kben
él6 torzsekben is. A herpesvirusok okozta primer fert6zés altaldban tlinetmentes, viszont a
hosszu kozos evolucionak kdszonhet6en a virusok olyan az immunrendszert elkeritlé
mechanizmusokat dolgoztak ki, hogy a szervezet nem képes az elimindcidjukra. A
herpesvirusok univerzdlis tulajdonsdga a latencia, vagyis a primer fert6zést kbvetSen a virus
valahol meghuzédik a gazdaban, és minimalis aktivitast mutat. A herpesvirusok egy részénél a
l[atencia helye pontosan definidlhatd pl. a HSV-1 esetében a trigeminalis ganglion, viszont a
HCMV tobbféle sejttipusban, igy a mononukledris sejtekben, a nyalmirigy sejtjeiben, vagy a
vesetubulusokban is képes a latencia kialakitasara. A HCMV a fennallé cellularis és humoralis
immunitds ellenére is képes reaktivaldodni immunkompetens egyénekben is, altaldban
tinetmentesen. Az ismétl6dé reaktivaciét az egyénekben folyamatosan mérhetd, sokszor
magas, virus specifikus IgG szint, valamint az allandé memdria CTL szam is jol tikrozi. A
reaktivaléddas viszont sulyos megbetegedésekhez, halalhoz vezethet immunkompromittalt
személyekben. A herpesvirusok, igy a HCMV fert6zés elleni védelemben is a cellularis
immunvalasz intaktsdga elengedhetetlen. A kés6bbi fert6zések soran a primer fertGzés
alkalmaval kialakult ellenanyagok, igy a glikoprotein G specifikus ellenanyagok neutralizalé
hatdssal birnak. A CMV szeropozitivitds mértéke az adott orszag szociookondmiai helyzetével
mutat Osszefliggést. A fejlett tarsadalmi viszonyok kozott, ahol a higiénés kultira magasabb,
az el6fordulas gyakorisaga alacsonyabb a fiatal feln6ttek kdrében (50-60%), viszont az évek
szdmaval novekszik, és id6s korra eléri a 90%-ot. A fejl6d6 orszagokban viszont az emberek
tobbsége, 90%-a, kétéves korra megfert6z6dik a virussal. A szeropozitiv egyénekben a virus
idénként reaktivalédva urilhet a nyallal, az anyatejjel, a vizelettel, a vaginalis és ondd
valadékkal, és ilyen mdédon kdnnyen atvihet6 a szeronegativ egyénekbe. Emellett komoly
problémat okoz, hogy vértanszfuzid vagy szervtranszplantacid alkalmaval is atvihets. A pimer
fertGzés altalaban tiinetmentes, viszont jelentkezhet tlinetek kiséretében. A CMV felelbs a
mononucleosis infectiosa esetek kisebb szazalékaért az Epstein-Barr virus fert6zést kovetben.
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A jellegzetes exudativ pharyngitis mellett lymphadenitis lymphadenomegalidval, 13z és
hepatitis dllhat fenn. A kérkép elh(zédo lehet, de altaldban jéindulatd, és a betegek teljesen
feléplilnek. Nagyon sulyos problémat okozhat a CMV akar a primer vagy akar a reaktivalodo
fert6zés formdjaban immunszupprimdlt egyénekben. A transzplantaciét megel6z6
mesterséges immunszuppresszié hatdsdra a gazdaban latensen megbujé CMV is
reaktivdlddhat, de maga a donor szerv is tartalmazhat virust, mely megtamadhatja a
recipienst. A HIV betegek esetében kordbban a HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy)
bevezetése el6tt a reaktivalodé CMV nagy gondot jelentett. Immungyenge egyénekben a CMV
fert6zés leggyakrabban pneumonitist, hepatitist, colitis, oesophagitist, retinitist okoz. A CMV,
a leggyakoribb anyardl magzatra transzplacentalisan atvihetd virus fert6zés, mely congenitalis
karosodashoz vezet. Azok az anydk adhatjak at a virust a magzatnak a legnagyobb
valdszinlséggel, akik a terhességiik elsé trimeszterében fert6z6dnek meg primeren a virussal.
A CMV okozta leggyakoribb congenitdlis elvaltozasok, betegségek: az alacsony suly, a
microcephalia, kilitések, a hepatosplenomegalia, a sdrgasag, az idegrendszerben fellépé
fert6zések és ennek kovetkeztében a gorcsok, melyek fatdlisak lehetnek. A gyermekben
kés6bbi élete sordn halldsproblémak, siiketség, latasproblémak, valamint tanuldsi nehézségek
mutatkoznak. Ezen utébbi tlinetek olyan gyermekeknél is jelentkezhetnek, akar 10 éves
korukig, akik szuletésiikkor még nem mutattak szimptémdkat. A hatékony véddoltas
hidnydban a terhesség el6tt kialakult virus specifikus immunvalasz védd hatdsu. A szeropozitiv
anyakban keringd ellenanyagok atjutva a placentan megvédik a magzatot a sulyos, zarvanyos
CMV betegség kialakulasatdl [181].

Az immunszupprimalt betegekben okozott silyos megbetegedések, a congenitdlis karosodast
okozd képessége, valamint az egyre novekvd ganciklovir rezisztencia miatt is sziikséges lenne
egy hatékonyan mikodd, széleskorben alkalmazhaté CMV elleni vakcinara. Mivel az attenualt
virust tartalmazé vakcina kisérletek nem hoztdk az elvarasoknak megfelel6 eredményeket, a
virus immunvalaszt kivalté antigénjeire helyez6dott a vakcina kutatasokban a hangsualy. A
kiilonb6z6 alapu vakcinak altaldban a virus peplonjaban elhelyezked6 glikoprotein B (gB)-re
illetve a matrixban taldlhaté foszfoprotein 65 (pp65)-re fokuszalnak, mindkettd kivalt
humoralis illetve cellularis vdlaszt a szervezetben. Ezen két strukturalis fehérje mellett
felmerilt a szerepe a védelemben a virusfert6zés igen korai id6szakaban kifejez6d6 IE-exon4-
nak, a teljes korai protein (IE) hatranya, hogy esetlegesen transzaktivalé szereppel birhat,
viszont az exon4 alegységének nincs ilyen képessége. Jelenleg szamos, kilénbo6z6 alapu CMV
vakcina van fazis 1-3 kiprébalas alatt (attenudlt virus, rekombindns virus, rekombinans
protein, DNS, RNS alapu), nagy részik az altalunk is tanulmanyozott CMV alegységeket
tartalmazza [182].
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2. Anyagok és maddszerek

2.1. Sejtkultarak fenntartasa

Kisérleteink soran a kovetkez6 sejtkulturakat haszndltuk: Hela229, HEp-2, McCoy, J774A,
A549, Vero, Caco-2, P815, MC57, MRC-5 (American Type Culture Collection (ATCC), USA), egér
fibroblaszt (a laboratériumunkban el&allitott sejtkultira 18 napos terhes egerek embridinak
tripszines emésztésével nyertiik), primer csirke fibroblaszt (14 napig keltett tojasbdél szarmazé
embrid tripszines emésztésével készitettiik) BM 12.4 (egér petevezetl epithelidlis sejt)
Caldwell HD Professzor (Montana, USA) adomanya. A sejtkultirak fenntartasara minimal
essential médiumban (MEM) vagy RMPI-1640 tapfolyadékban tortént, amit kiegészitettiik
10% foetalis borju savéval (FCS), nem esszencidlis aminosavakkal, L-glutaminnal (Sigma, St.
Louis, MO, USA), diflucannal valamint a chlamydidk novekedését nem befolyasold
gentamycinnel (Sanofi Aventis, Hungary).

2.2. A chlamydiak szaporitasa

C. trachomatis D (UW-3/CX), E (DK20) és L2 (434/BU) serovar, C. muridarum (Nigg) valamint a
C. pneumoniae (TWAR-183 és CWL-029) (ATCC) és a cardiovascularis eredetl CV6 (Caldwell
HD Professzor adomanya) torzs szaporitdsa McCoy, HEp-2 vagy Hela229 sejtkultdran tortént.
A sejtek fert6zése soran a tapfolyadékot kiegészitettik még gliikdzzal, amely a chlamydiak
szaporodasat elGsegiti. A chlamydiak adhézidjat szolgalta a fert6z6tt lemezek 800g-n torténd
centrifugdldsa. Ezt kovet6en a fert6zott sejteken lecseréltiik a tapfolyadékot, melyhez
cycloheximidet adtunk, mely gatolja az eukaridta sejtek fehérjeszintézisét, viszont nincs
hatdssal a prokariéta chlamydidkra. A sejteket 3 napig inkubaltuk, majd belekapartuk a
tapfolyadékba. Kell6 volumen( fert6z6tt sejtkultira szuszpenzidt Osszegydjtve, azt
fagyasztottuk, olvasztottuk, valamint ultrahanggal kezeltiik két alkalommal, hogy serkentsiik
a chlamydia EB-k kiszabaduldsat. Ezt kdvetGen a szuszpenziot lecentrifugaltuk (400g, 10 perc),
majd a felliluszét ultracentrifugaltuk (30 000g, 30 perc). Az uledéket 180 pl sucrose-
phosphate-glutamic acid (SPG) pufferben szuszpendaltuk fel. A kisérleteink soran szlikség volt
ugy nevezett alfert6zésre (mock) is, amit kontrollként hasznaltunk. Ennek a preparatumnak az
el6allitdsa ugyanugy tortént, mint a chlamydia inokulum el8allitasa, csak nem keriilt a sejtekre
chlamydia partikula.

2.3. A chlamydia mennyiségi értékmérése

A chlamydia mennyiségének meghatarozdsat indirekt immunfluoreszcens (IF) mddszerrel
végeztik. Az ismeretlen szamu baktériumot tartalmazd szuszpenzidbdl tizes l1épték( higitasi
sort készitettlink. A McCoy sejtkultirat 24-lyukas, 13 mm-es kerek fed6lemezt tartalmazé
tenyészt6edényben szaporitottuk olyan stirliségben, hogy 24 6ra mulva monolayert alkosson.
A chlamydia higitdsok ramérése el6tt a tapfolyadékot gliikdzos tapfolyadékra cseréltiik, és a
higitasokbol 250 pl-t mértiink a lyukakba. A lemezeket hasonld mdédon kezeltiik, mint a
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chlamydia szaporitas soran (centrifugalds, cycloheximid hozzdadasa). A lemezeket 48 érdig
inkubaltuk, majd PBS-sel mostuk, ezt kovetéen a fedGlemezeket eltavolitottuk, liveg Petri-
csészébe helyeztik és szdritottuk. A szaritast kovetGen fixalds céljdbol -20 °C-os acetont
mértiink a lemezekre, és 10 percre -20 °C-os h(it6be tettiik. A PBS-sel tortént rehidrdlds utdn
kerilt ra az elsédleges chlamydia MOMP vagy LPS (AbD Serotec) specifikus monoklonalis
ellenanyag, mellyel 45 percig 37C°-on festettiink. Ezt kovette a haromszori mosas, majd
masodlagos ellenanyagként FITC-konjugalt anti-egér ellenanyagot (Sigma) hasznaltunk 30
percig. A lemezek mosasa utan Evans blue festéket alkalmaztunk a sejtek lathatéva tételére.
A chlamydia inklazidk szamat UV mikroszkép segitségével hatdroztuk meg. Az egy lemezen
szamolt mennyiséget szoroztuk 4-gyel és a higitas fokaval, és az adott torzs titerét inkluzid
formalo egység (IFU)/ml-re adtuk meg.

2.4. Virusok tenyésztése

A kilonb6z6, CMV fehérjéket kifejezS, rekombinans canarypox (ALVAC-pp65, -pp150, -IE-
exon4, -gB, -pp28) és vaccinia virusokat (Vac-pp65, Vac-pp150, Vac-lE-exon4, Vac-gB, Vac-
pp28) kooperdcids partneriink bocsatotta rendelkezéslinkre. A canarypox virusokat primer
csirke fibroblaszton, a vaccinia virust pedig Vero sejtkultiran szaporitottuk és titraltuk plakk
maodszerrel, a titert plakk formalé egység (PFU)/ml-ben adtuk meg.

2.5. A C. pneumoniae antigén elGallitasa

A C. pneumoniae CWL-029 EB-ket fert6zott HEp-2 sejtbdl tisztitottuk sdrliség gradiens
centrifugdlassal és formaldehiddel inaktivaltuk Penttila és mtsai. munkaja alapjan [183]. Az
antigén fehérjetartalmat spektrofotometrias mddszerrel hataroztuk meg és hasznalatig —80
°C-on taroltuk.

2.6. Antimikrobialis vizsgalatok

2.6.1. Chemokinek és névényi eredet(i peptidek hatdsanak vizsgdlata

A MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10 és I-TAC/CXCL11, valamint kiilonb6z6 névényi eredetl peptidek
anti-chlamydids hatdsanak vizsgalatdra HelLa229, illetve HEp-2 sejteket fed6lemezt tartalmazd
24-lyukas lemezben ndvesztettiink. A 4x10° IFU chlamydia EB-t 37C°-on razatva inkubaltuk
eltérd ideig MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10 és I-TAC/CXCL11 chemokinekkel, vagy antimikrobialis
anyagok kiilonb6z6 mennyiségeivel (10, 5, 2.5, 1.25 pug). Kontrollként héinaktivalt chemokint
hasznaltunk. Az inkubéciot kdvetGen a szuszpenzidkat a sejtkulturakra mértiik, majd két napig
inkubaltuk. Ezt kovet6en a visszatenyészthet6 chlamydia mennyiségét indirekt IF mdodszerrel
hatdroztuk meg.

A novényi eredetl peptidek esetében el6szor ellendriztlik az esetleges citotoxikus hatasukat
nem fert6z6tt Hela229 sejtkultiran, azokat a peptideket, amelyek toxikusnak bizonyultak,
kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl. A teszt soran a C. trachomatis EB-ket az alabbi szintetizalt
peptidekkel inkubaltuk:
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NCR0O30 (AFLPTSRNCITNKDCRQVRNYIARCRKGQCLQSPVR pl =10.37);

NCR044 (AFIQLSKPCISDKECSIVKNYRARCRKGYCVRRRIR pl = 10.32);

NCRO55 (VNDCIRIHCKDDFDCIENRLQVGCRLQREKPRCVNLVCRCLRR pl =9.21);

NCR095 (ELVCDTDDDCLKFFPDNPYPMECINSICLSLTD pl = 3.62);

NCR137 (MTLRPCLTDKDCPRMPPHNIKCRKGHCVPIGKPFK pl =9.7);

NCR168 (YPFQECKVDADCPTVCTLPGCPDICSFPDVPTCIDNNCFCT pl = 3.61);

NCR169 (EDIGHIKYCGIVDDCYKSKKPLFKIWKCVENVCVLWYK pl = 8.45);

NCR183 (ITISNSSFGRIVYWNCKTDKDCKQHRGFNFRCRSGNCIPIRR pl = 10.1);

NCR192 (MKNGCKHTGHCPRKMCGAKTTKCRNNKCQCVAQL pl =9.54);

NCR247 (RNGCIVDPRCPYQQCRRPLYCRRR pl = 10.15); vagy

NCR280 (MRVLCGRDGRCPKFMCRTFL pl = 9.8) (Proteogenix Oberhausbergen, Franciaorszag).
A kilonb6z6 antimikrobidlis peptidekkel kezelt chamydia EB-ket ezt kovet6en ugyanugy
kezeltliik, mint a MIG/CXCL9 esetén, vagyis fogékony sejtkultirara helyeztiik, és az inkubacio
utan meghataroztuk az él6 és visszatenyészthetd chlamydidk szamat.

2.6.2. NAC és Ax kezelés in vitro rendszerekben

McCoy és A549 sejteket tenyésztettlink Uveg fedSlemezt tartalmazo, 24-lyukas tenyészté
edényben. Ot parhuzamos sejtkulturat fertéztiink 2x103/lyuk C. pneumoniaeval és kezeltiink
valtozd mennyiségld NAC-cal (0.01-10 mg/ml) vagy Ax-szel (0.002—0.05 mg/ml) a fert6zés
idépontjaban. Masik sejtkultdrakat olyan C. pneumoniaeval fert6ztiink, melyet 1 6ran at
el6kezeltiink kiilénb6z6 koncentracidju NAC-cal. Tovabbi kisérlet soran a C. pneumoniae EB-
ket NAC-cal vagy Ax-szel kezeltiik folyamatos razas mellett, 1 dra inkubdciot kovetben a
hatdéanyagokat mosdssal eltdvolitottuk, centrifugdltuk 13 800g-n (15 min) a sejtek madsik
részét mosatlanul hagytuk. A NAC vagy Ax kezelt C. pneumoniaet illetve a nem kezelt C.
pneumoniaet raoltottuk McCoy sejtkulturara, majd tovabbi 48 6ra inkubalas utan a sejteket
fixaltuk és a visszatenyészthet6 C. pneumoniae mennyiségét indirekt IF mddszerrel hataroztuk
meg. Egy tovabbi kisérletben magat a sejteket kezltiik egy nappal a fert6zés el6tt, illetve a
fert6zés utan 24 vagy 48 érdval. Annak vizsgdlatdra, hogy az NAC és az Ax, hogyan befolyasolja
a C. pneumoniae sejthez valo kot6dését, McCoy és A549 sejteket fertéztlink, majd egy 6rés
centrifugalds utan fixaltunk, és a megtapadt EB-ket IF mddszerrel detektaltuk. A fluoreszcencia
intenzitasanak mérésére az ImageQuantTL 8.1 programot hasznaltuk.

2.6.3. A HEC in vitro hatdsdnak vizsgdlata

A Hela229 sejteket 96-lyukd lemezre mértik, 4x10* sejt/lyuk s(r(iséggel, 100 pl
tapfolyadékban. Masnap a 90%-ban konfluens sejteket megfertéztik C. trachomatis D
szerotipusi UW-3/CX és C. trachomatis E szerotipus DK20 torzsekkel. A fert6zés elStt az EB-
ket elGinkubaltuk HEC tartalmu (Eurdpai Gyogyszerkdnyv 9.0 minéség [184], Molar Chemicals,
Halasztelek, Magyarorszag), vaginalis szimulans pufferben [3.51 g/L NaCl, 1.40 g KOH, Ca(OH)2
0.222 g/L, szarvasmarha-szérumalbumin 0.018 g/L, tejsav 2.00 g/I, ecetsav 1.00 g/L, glicerin
0.16 g/L, karbamid 0.4 g/L, gliikdz 5.0 g/L], valamint kontrollként HEC nélkuli hivelyi szimulans

29



dc_1937 21

pufferben 1 éran, at 37 °C-on, 5% CO, koncentracié mellett [185]. A HEC higitdsokat ugy
allitottuk el8, hogy 30 mg HEC polimert feloldottunk 1 ml vaginalis szimulans pufferben, majd
abbol kettes léptékl higitasi sort készitettlink (az alkalmazott HEC koncentraciétartomany
1.5-0.023 tomeg/térfogat% volt). A hivelyi szimuldns puffer pH-jat 4.2-re vagy 7.0-re
allitottuk be. Az elSinkubalt chlamydia EB-ket gliikdzt tartalmazé tapfolyadékkal kiegészitve a
sejtekre mértlk, és egy oran at inkubaltuk. A fert6zés utan a sejteket kétszer megmostuk PBS-
sel, és hozzdadtunk 0,1 pg/ml cycloheximid tartalmu tapfolyadékot. 48 érds inkubalas utan a
chlamydia genomtartalmat gPCR-rel mértik, ahogy azt korabban leirtuk [186], és a chlamydia
inkluziok szdmat a hagyomanyos vagy automata ChlamyCount immunfluoreszcens zarvany
szamldlassal is detektdltuk, ahogy azt korabban kozoltik [187].

2.6.4. A flutikazon propiondt (FP) és a budezonid (BUD) hatdsdnak vizsgdlata A549 léguti
epithel sejtekben

Az A549 humadn léguti epithel sejteket el6kezeltiik FP-vel vagy BUD-dal, majd 24 6ran at
inkubdltuk (37°C, 5% CO3). A kontroll sejteket nem kezeltliik. A legmagasabb nem toxikus
koncentracidkat (FP: 3,5 x 10 mM, BUD: 7 x 10* mM) MTT citotoxicitasi teszttel hatdroztuk
meg. A 24 0Ords kezelés utdn a lemezt kétszer mostuk PBS-sel, majd a sejteket C.
pneumoniaeval fert6ztik (MOI: 0.01). A sejtekre 0,5% gliikdzt tartalmazd tdpfolyadékot
mértiink, a lemezt centrifugaltuk (800g, 60 perc), majd ismételten FP-t vagy BUD-ot adtunk a
lyukakhoz. A kontroll fert6z6tt sejteket nem kezeltiik. A fert6zés utan a lemezeket 37°C-on,
5% CO; alatt 48 6ran at inkubaltuk. Ezt kovetGen a lemezt ismételten kétszer mostuk PBS-sel,
és lemez lyukaiba 100 pL SPG oldatot adtunk. A lemezeket két ciklus olvasztas-fagyasztasnak
vetettiik ald, melyet gyors fagyasztas kovetett (-80°C, 15 perc), az igy kapott sejtlizatumokat
kozvetlenill templatként hasznaltuk fel a direkt qPCR vizsgalathoz, melynek segitségével a C.
pneumoniae genom mennyiségére kovetkeztettlink [186].

2.7. A MIG/CXCL9 in vitro termelédésének indukalasa

J774A egér macrophag sejteket, valamint a laboratériumunkban el6allitott egér fibroblaszt
kultdrat 24-lyukas lemezbe helyeztiik olyan sejtszammal, hogy 24 éra mulva monolayert
alkossanak. A sejteket C. pneumoniae CWL-029 vagy cardiovascularis eredetl CV6 torzsekkel
fert6ztik 0.5-6s multiplicitdssal, vagy hasonld mennyiségl hdinaktivalt EB-vel kezeltiik. A
fert6zott, illetve kezelt sejtekhez kiilonb6z6 koncentracidban (10, 100, vagy 1000 IU/ml)
rekombinans IFN-y-t adtunk (Millipore, Bedford, MD, USA). Kontrollként kezeletlen sejtek
szolgaltak. A kilonb6z6 mdédon fert6zott és kezelt sejtek felliluszojabdl mintat vettiink 24, 48
illetve néhany kisérletben 72 éra mulva. A fellluszdkat a centrifugaldst kévet6en -80 C°-on
taroltuk cytokin és chemokin meghatdrozas céljara.

2.8. Hela229 és Caco-2 sejtek fert6zése

A sejteket 6- (1x10° sejt/lyuk), 96- (4x10* sejt/lyuk), vagy a 24-lyuku tenyészts lemezeken
(2,5%10° sejt/lyuk) (ez utdbbi 13 mm-es lUveg fedélemezt is tartalmazott) névesztettiik. A
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lemezeket 1 6ran at, szobahémérsékleten tartottuk, és azutdn éjszakan at inkubdltuk 5% CO
atmoszféraban 37 °C-on. A sejteket ezt kovetSen fert6ztiik chlamydidval 1-szeres vagy 5-
sz0ros multiplicitdssal és centrifugaltuk. A tdpfolyadékot ezutan cycloheximid tartalmura
cseréltik. A 6-lyuku fert6zott lemezekhez nem adtunk cycloheximidet a human beta defensin-
2 (hBD-2) szekrécid tesztelésére és az RNS expresszid elemzésének céljabdl. A DNS
mennyiségének meghatdrozasdhoz a 96-lyukl lemezeken a fert6z6tt sejteket cycloheximid
tartalmu tdpkozegben vagy cycloheximidmentes kozegben is inkubaltuk. A visszatenyészthet6
chlamydia mennyiségét indirekt IF tesztben hataroztuk meg.

2.9. hBD-2 kimutatdsa C. pneumoniae fert6zott sejtek feliiliszéjabol

A 24-lyukd lemezben szaporitott (3 parhuzamos) és fert6z6tt Caco-2 sejtek fellliszdéjat a
fert6zés utani kiilonb6z6 id6pontokban dsszegyljtottilk. A hBD-2 termel6dés kimutatasara a
sejtek feltluszoit hBD-2 ELISA kittel vizsgaltuk (Alpha Diagnostic, San Antonio, TX, USA). A hBD-
2 mérési tartomanya; 12.5-200 pg/ml volt. Pozitiv kontrollként h&inaktivalt E. coli Nissle 1917
torzs (amely a hBD-2 erds induktora) kezelt Caco-2 sejtek felliliszdjat hasznaltuk.

77 7

2.10. DC kultura eléallitasa és fert6zése

Egészséges véradok vérébdl periféridas mononukledris sejteket (PBMC) izoldltunk
centrifugaldssal Ficoll-Paque PLUS (Amersham) slrliség gradienst hasznalva. A DC-ket
adherens eljarast alkalmazva érleltiik a vérben taldlhaté monocytdkbdl [106]. A nem kitapadd
PBMC frakcidt (mely féként lymphocytakbdl allt) osszegylijtottik és fagyasztva taroltuk a
felhasznaldsig. Az adherens sejteket 10% FBS-t tartalmazé RPMI-1640 tapfolyadékban
tartottuk fenn. A koénnyedén levalé sejteket 24 d6ra mulva begydjtottik, és olyan
tapfolyadékba helyeztik, mely 800 U/ml rekombinans human granulocyta-macrophag koldnia
stimulalé faktort (rhGM-CSF) valamint 1000 U/ml rekombinans human IL-4-et (R&D Systems
Inc.) tartalmazott. A tenyésztés 7. napjan a levald éretlen DC-ket (iDC) 6sszegydjtottik, majd
centrifugaltuk és 6-7x10° sejt/lyuk koncentracidval 24-lyukd tenyészté lemezbe helyeztik. Az
iDC-k tisztasaga kb. 90% volt, amit aramlasi citometrids vizsgalat soran ellenanyagok keverékét
(lineage cocktail) hasznalva bizonyitottunk. Az iDC-ket kétszeres (2x MOI) mennyiségl C.
pneumoniaeval fert6ztiik, kontrollként alfert6zott (mock) sejtek szolgdltak. A fert6zott
sejteket 45 percig centrifugdltuk, majd a tapfolyadékot lecseréltiik gliikdzt és gentamycint
tartalmazé médiumra. Minden 4. napon a tapfolyadék felét kicseréltiik frissre. A DC fellleti
markerek jelenlétét az 1., a 7. és a 10. napon ellendriztik. A DC-k életképességét propidium-
jodid festék kdzvetleniil az dramldsi citometrias teszt elStti hozzaaddasaval vizsgaltuk.

2.11. A DC kulturak cytokin termelése

A DC-k IFN-y termelését kétféle modon is bizonyitottuk. A C. pneumoniae fert6zétt DC-k
felGldszdjanak cytokin tartalmat ELISA moddszert haszndlva a gyartd utasitdsai szerint
meghataroztuk (OptEIA; BD Pharmingen). Az IFN-y mérés érzékenysége 9.4 pg/ml volt. A
fert6zott sejtek tapfolyadékahoz az IFN-y tartalmanak neutralizélasara 20 pl/ml anti-human
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IFN-y monoklondlis ellenanyagot mértiink (Serotec). A tapfolyadék TNF-o tartalmanak
neutralizéldsara anti-TNF-a. ellenanyagot hasznaltunk (12 ug/ml, Abcam). A DC-kben
intracellularisan talalhaté IFN-y kimutatasara aramldsi citometrids vizsgalatot végeztiink.
GolgiPlug (BD Pharmingen, 10 ug/10° sejt) inhibitort (mely meggétolja a cytokinek
felszabaduldsat) adtunk a DC sejtekhez 6 érdval a begydjtés el6tt. A sejtek Osszeszedését és
mosdasat kovetden a sejteket lineage coctail-lal, CD11c, valamint HLA-DR felszini molekuldkra
specifikus ellenanyagokkal festettiilk, majd paraformaldehiddel fixaltuk, szaponinnal
permeabilizdltuk és anti-human PE-IFN-y ellenanyaggal festettiik (BD Pharmingen). A
fest6dést aramldsi citometrids vizsgalattal detektaltuk.

2.12. MIG/CXCL9 illetve szintetizalt peptidek k6t6désének vizsgalata aramlasi citometrias
mddszerrel

Annak kideritésére, hogy a nativ chlamydia EB-k képesek-e a MIG/CXCL9 illetve novényi
peptidek kotésére, 1x108 IFU chlamydia EB-t inkubaltunk 10 ug rekombinans MIG/CXCL9 vagy
FITC-jelolt antimikrobidlis peptid jelenlétében két 6ran at. A MIG/CXCL9-cel kezelt EB-ket a
mosast kovetéen PE jelolt anti-MIG/CXCL9 poliklonadlis ellenanyaggal kezeltik. A festést
kdvetben a sejteket FACS StarPlus késziilék segitségével analizaltuk.

2.13. Az egerek fert6zése, kezelése, immunizalasa

Kisérleteink soran BALB/c, illetve C57BL/6N 6-8 hetes ndstény egereket hasznaltunk (Charles
River Laboratories, vagy Innovo Kft. Magyarorszag) altaldban. A kiilénb6z6 kisérleteinkben az
egerek szama valtozott. A reinfekcids kisérletiinkben 6-8 hetes egereket intranasalisan
fert6ztiink 7.5x10° IFU C. pneumoniae (TW183, ATCC) torzzsel egy, két vagy harom alkalommal
altatasban (sodium pentobarbital). A kontroll egereket azonos térfogatu alfert6z6, mock
preparatummal oltottuk. Az egy inokulalasban részeslilt egerek egy-egy csoportjat a fert6zést
kovet6 1. és 2. napon valamintaz 1., 2., 4., 8., 10., 16., 18., 24,, 36., 49. héten feldldoztuk és
mintat vettiink beldlik. Az egerek egy csoportjat Ujrafertéztik a 8. héten és ezt kovetd 1. és
2. napon valamint az 1., 2., 4., 8. héten a feladldozast kovet6en tortént a mintagydjtés. Az
egerek egy tovabbi, harmadik csoportjat ismételten fert6ztik a 16. héten és az ezt kovets 1.
és 2. napon, valamint az 1., 2., 4., 8., 20., 28. és 33. héten a felaldozast kovet6en mintat
nyertlink bel6lik. Minden id6pontban két mock oltott egér is feldldozasra kerdlt.

Az IL-17 cytokinek in vivo szerepének tisztdzasara BALB/c egereket 5x10° IFU C. pneumoniaeval
(CWL-029) intranasalisan oltottunk. Az egerek ledlése az 1., 2., 4., 7., 14. és 28. napon tortént.
Ehhez a kisérlethez kapcsoldoddan egy masik csoportjat az egereknek C. pneumoniaeval illetve
hasonlé mennyiségl héinaktivalt C. pneumoniaeval (a hékezelés soran a C. pneumoniaet 90
°C-on tartottuk 30 percig, a kezelt chlamydia életképességét kizartuk visszatenyésztéses
vizsgalattal) oltottuk. A C. pneumoniaeval oltott csoportot kettévdlasztottuk, az egerek felét
tovabbi két alkalommal él6 C. pneumoniaeval oltottuk 4 hetes id6kozokkel, mig az egerek
masik felét hGinaktivalt C. pneumoniaeval kezeltiik ugyanolyan id6k6zénként. Olyan kontroll
csoportot is beallitottunk, mely elsé inokulalasra is héinaktivalt C. pneumoniae kezelésben
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részesult, melyet tovabbi két hGinaktivalt chlamydia oltas kovetett. Az egereket (7 db/csoport)
a kezelések utan 2 és 4 héttel dldoztuk fel.

Az IL-17 szerepének tovabbi vizsgélatara intranasalisan oltottunk 1x102 IFU C. muridarummal
BALB/c egereket, majd egy résziiket a 28. napon Ujrafert6ztiik, az egereket az elsé fertGzést
kovet6 1., 7., 14., 28., 29., 35., 42. és 56. napokon aldoztuk fel.

A MIG/CXCL9 in vivo expresszidjanak kimutatdsara BALB/c egereket fertéztiink C. pneumoniae
(CWL-029) torzzsel intranasalisan és az egerek ledlése az 1., 2., 4., 7., 14. és 28. napon tortént.
A C. muridarum plazmid gének kifejez6désének vizsgdlatdra kétféle egértérzset haszndltunk.
N&stény C57BL/6N és BALB/c egereket inokuldltunk 1x103 IFU C. muridarummal, majd a
fert6zést koveté 1., 7., 14., 28. és 56. napon keriiltek feldldozasra. Az egerek egy-egy
elkilonitett csoportjat haromszor oltottuk C. muridarummal 4 hetes id6k6zonként, majd
minden oltast kovetben 2 héttel 10-10 egeret felaldoztunk mindkét vizsgalt egér torzsbdl.

A pGP3 és pGP4 rekombinans proteinek immunogén és protektiv szerepének tisztazadsara
C57BL/6N egereket immunizaltunk subcutan farokt6be 20 ug rekombindns proteinnel
aluminium-hidroxid (Alum) adjuvanssal keverve 3 alkalommal, 3 hetes id6kozokkel. Csak
Alummal oltott allatok szolgdltak kontrollként. Két héttel az utolsé immunizalast kbvetéen az
egerektdl a retrobulbdris vénaskoteg megszurasaval vért vettiink a specifikus ellenanyagok
tesztelésére, a C. muridarum in vitro neutralizdlasara, valamint kés6bbi passzivimmunizalas
céljabdél. Minden csoportbdl 10 egeret felaldoztunk, a maradék egereket intranasalisan
fertéztiik 2x10° IFU C. muridarummal, majd a fert8zést kbvetSen 7. napon az 6sszes egeret
ledltik.

Annak igazoldsara, hogy a pGP3 illetve pGP4 immunizalt egerek savdi rendelkeznek-e
protektiv hatdssal, C57BL/6N egereket kezeltiink intraperitonedlisan 200 pl immunizalt
allatokbdl szarmazé szérummal a fert6zést megel6z6en 24 és 1 éraval, valamint a fert6zést
kovet6en 24 drdval. Az allatok a fert6zés 7. napjan kerliltek felaldozasra. Egy masik kisérletben
a C. muridarum EB-ket (2x103 IFU) in vitro kevertiik 8ssze pGP3 és pGP4 immunizalt egerek
savoival, majd az ezt kovet§ 1 6rds inkubdcid utan intranasdlisan fertéztik az egereket. A
védelem tesztelése céljabdl ezen egereket is a kezelés utani 7. napon aldoztuk fel.

A C. pneumoniae LcrE elleni immunvalasz protektivitasanak vizsgalatara 25 BALB/c egeret
immunizaltunk csoportonként subcutan mddon farokt6be 20 ug LcrE fehérjét és Alum vagy
Freund adjuvanst (Chemicon International, Temecula, CA, USA) tartalmazé keverékkel. Az elsé
immunizaldst 3 hetes id6kozonként egy 2. és 3. vakcindlas kovette, melynek soran inkomplett
Freund adjuvanst hasznaltunk. Két héttel az utolsé immunizaldst kovetGen a kezelt és a nem
kezelt egereket intranasélisan fert8ztiik 4x10° IFU C. pneumoniaeval. A fert6zést megel6z6en
5 egeret minden csoportbdl ledltliink és a lépliket feldolgoztuk késébbi vizsgdlatokra.
Valamennyi egérbdl a fert6zés el6tt a retrobulbaris plexusbdl vért vettlink. A megmaradt
egereket a fertGzés utani 7. napon o6ltik le.

A C. pneumoniae atherosclerosis indukalod aktivitasanak vizsgalatara a kisérleteink soran 8-9
vagy 14-15 hetes ApoB100only/LDL”"(B6.129S-ApoE tm1Her Apob tm2Sgy/)) és 14-15 hetes
ApoE hidnyos (ApoE”, B6.129P2-Apoe tmlUnc/)) egereket hasznaltunk. A B6.129S-LDLr
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tml1Her apoB tm2Sgy/J szul6part a Jackson Laboratory-tdl (Bar Harbor, ME, USA) a B6.129P2
ApoE tm1Unc/) szulSpart pedig a Charles River Laboratories-tél (Sulzfeld, Németorszag)
szereztiik be. Tekintettel arra, hogy szdmos, az atherosclerosissal kapcsolatos tanulmanyban
haszndltak n6stény egereket [188] [189], tovabba azt is kimutattdk, hogy mindkét egér torzs
néstény egereiben kialakul az atherosclerosis, az ApoE /- egerekben nincs kiilénbség a nemek
kdzott, és az ApoB100only/LDLR”- egerekben kevésbé kiterjedt lézidk fordulnak el
néstényekben, mint a himekben [109] [111]; ugy dontottiink, hogy ndéstény egerekkel
dolgozunk.

A fert6zést kovet6 12 héten keresztil az egereket normadl ragcsalotapon (VRF1, Altromin
GmbH & Co. KG, Lage, Németorszag) vagy magas zsir-/koleszterintartalmu étrenden, (amely
21% tejzsirt és 1,25% koleszterint tartalmaz) (Altromin GmbH & Co. KG) tartottuk. Az egereket
intranasalisan fertztilk haromszor, 2 hetes id8kézonként 2x10° IFU C. pneumoniaeval. Egy
héttel minden fert6zés utan és a kisérlet végén, a 12. héten vért nyertlink a retroorbitalis
plexusbol érzéstelenités alkalmazdsa mellett. A chlamydia RNS kimutatdsara az aorta
szovetbdl tovabbi egerek csoportjait fertéztiik meg, és 1 és 4 héttel az elsé fert6zés utan és 5
héttel a harmadik fert6zés utan felaldoztuk 6ket. A kontroll allatokat fert&zés nélkil hagytuk.
A triptofdn metabolizmus tanulmanyozaséra az egereket 4x10° IFU C. pneumoniaeval (BALB/c)
vagy 1x103 IFU C. muridarummal (BALB/c és C57BL/6) fertéztiik. Az egereket a fert6zés utdn
7 nappal feldldoztuk. Az egyes homogenizalt tiddk felét teljes RNS kivonasra, a masik felét 1
ml SPG-ben szuszpendalva a visszatenyészthetd chlamydia kimutatdsara, valamint a kinurenin
és a triptofan aranyanak vizsgdlatara dolgoztuk fel. Mindkét csoportbdl harom egér tiidejét
10%-os formalin oldattal (Sigma) fixaltuk kérszovettani vizsgdlat céljabdl. Az IDO
kifejez6désének gatlasa céljabdl 7 nappal a C. muridarum fert6zés el6tt a BALB/c egerek (n=4)
ivovizét 2 mg/ml IDO-gatld, 1-metil-DL-triptofan (1-MT; Sigma) tartalmu (melyet 10 mmol/I
NaOH-ban oldottunk) Stevia édesitészerrel kiegészitett vizre cseréltiik. A kontroll egerek (n=4)
Steviaval édesitett ivovizet kaptak. Az egerek tldejébdl visszanyerhets, életképes C.
muridarum meghatarozasat a fert6zés utan 7 nappal végeztik.

Az NAC és Ax hatasanak vizsgdlatara BALB/c egereket fertSztink intranasalisan 2x10° C.
pneumoniaeval és ezt kovet6en 0.2 mg ivévizben elkevert NAC-cal kezeltlik az allatokat per os
minden nap. Az egereket a 7. napon, egy masik kisérletben a 20. napon feladldoztuk. Egy
tovabbi munkdnkban az egereket a fertézést kdvetéen Ax-szel (25 pg) itattuk naponta. A
kontroll egerekkel az itatds okozta stressz mimikalasara 50 pl ivovizet adagoltunk Gilson
pipetta segitségével.

A HEC hatdsanak in vivo monitorozasara 6-8 hetes néstény BALB/c egereket subcutan
kezeltlink 2,5 mg medroxyprogesteron acetattal (Pfizer, Budapest, Magyarorszag) egy héttel
a fert6zés elStt. Az egereket HEC-cel kevert 1x10° IFU C. trachomatis D szerovarianssal, a
kontroll egereket HEC kezeletlen chlamydiaval intravaginalisan oltottuk. A visszanyerhet6 IFU-
kat a cervicovagindlis mosast kovet6en, 3 nappal a fert6zés utan tradicionalis IF mddszerrel
allapitottuk meg.
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Az FP és a BUD hatasanak vizsgalata céljabdl kisérleteink soran ndstény BALB/c egereket
vizsgaltunk. Az egereket véletlenszerlien harom csoportra osztottuk: a kontroll, a BUD-dal és
az FP-vel kezeltekre (mindegyik csoportba 16 egér kerilt). FP és BUD olddsara dimethyl
sulfoxide (DMSO)-ot hasznaltunk. Az egerek inhalacios kezelése BUD-dal (40 ug, 1000 ug/kg)
és FP-vel (25 ug, 625 ug/kg) naponta, 15 percen keresztil tortént inhalaciés kamraban [190].
Az inhaladlt ddzisok ekvivalens koncentraciéja korabbi tanulmanyok alapjan keriltek
meghatdrozasra, az FP jelent6sebb hatasai miatt, FP:BUD=1:1.6 aranyt vettiik alapul [191]
[192]. Az egerek BUD-ot, FP-t vagy PBS-t inhaldltak a fert6zés el6tt harom napig, majd a
fert6zést kdvetSen tovabbi hét napig. A 3. napon az egereket elaltattuk és 5x10° IFU C.
pneumoniaeval fert6ztik meg. A 10. napon, azaz a fert6zés utan hét nappal az egereket
ismételten elaltattuk, majd feldldoztuk. A tiddGket eltavolitottuk és steril homokkal
eldorzsoltiik. A homogenizalt tiid6k egyik felét a teljes RNS kivonasra készitettiik el6, a masik
felét 1 ml SPG-ben szuszpendaltuk a visszatenyészthetd C. pneumoniae kimutatasdra és a
cytokin szintek meghatdrozasara.

Az egerek DNS immunizaldasahoz sziikséges CMV (pVR-gB, pVR-gBAtm, pVR-pp65) és az IFN-a.-
t (pIFN-a) kifejez6 plazmidokat Gonczél Eva professzor bocsatotta rendelkezésiinkre.
Kisérleteink sordn BALB/c és CBA ndstény egereket hasznaltunk. A DNS immunizalast kétféle
maodon végeztiik. Az egerek egyik csoportjaban a DNS vakcinat egy szurassal juttattuk be a
guadriceps izomba, a masik csoportban viszont a quadriceps izmot 3 helyen inokulaltuk. A DNS
immunizalasi kisérleteink sordn kiilonb6z6 mennyiségl DNS-t alkalmaztunk, és az egerektdl
kiilonb6z6 id6pontokban vért nyertlink az antigénre kialakult immunvalasz
tanulmanyozdsara. A plazmid preparatumok endotoxinmentesek voltak, melyet E-Toxate
Limulus Amebocyte Lysate assay (Sigma, St. Louis, MO) segitségével ellenGriztiink.

A kilonbozd kisérleteink sordn az allatokat a fert6zés utani eltérd napokon cardialis punkciot
alkalmazva aldoztuk fel. A vériiket heparinos csébe tettiik. A szérumokat fagyasztva taroltuk
kiilonb6z6 chlamydia vagy CMV specifikus immunglobulinok, valamint cytokinek kimutatasa
céljabdl. A tludejiuket eltavolitottuk, majd steril tengeri homokkal homogenizaltuk, és két
részre osztottuk. Az egyik részbél teljes RNS kivonast végeztiink. A tliid6 cytokin tartalmanak,
az immunglobulin valamint a visszatenyészthet6 chlamydia mennyiségi meghatarozdsara a
homogenizalt tid6 masik részéhez 1 ml tapfolyadékot adtunk. Némely kisérletlinkben az
allatok Iépét az eltavolitast kovetben szitan eldorzsoltik, majd tébbszérds mosast kovetben
tripankék festék segitségével megszamoltuk a mononuklearis sejteket. Az allatokbdl szarmazdé
kiilonb6z6 mintdkat a felhasznaldsig -80 °C-on taroltuk. Valamennyi allatkisérletiink
rendelkezett a Csongrdd Megyei Kormanyhivatal, Elelmiszerldnc-biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatdsag engedélyével.

2.14. A chlamydia infektiv titerének meghatarozasa egértiidében

A tuddszuszpenzidkat két cikluson keresztiil olvasztottuk, fagyasztottuk és ultrahangoztuk,
majd tizes |éptékd higitasi sort készitettiink bel6lik. A kilénb6z6 tudbShigitasokat kerek
fed6lemezzel ellatott McCoy/HEp-2 sejtkulturara helyeztiik és hasonléd mdédon jartunk el, mint
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a chlamydiak szaporitasanal. A visszatenyészthetd chlamydia mennyiségét indirekt IF teszttel
hataroztuk meg.

2.15. Cytokin szintek mérése a fert6zott egerek tiidejébdl ELISA modszerrel

A chlamydiaval fert6z6tt egerek homogenizalt tiidejét lecentrifugaltuk (5 perc, 12 000g), és a
fellluszot hasznaltuk a cytokin szintek meghatdrozdsara. A kilonbdzé kisérleteink soran a
kdvetkezd ELISA kiteket hasznaltuk:

A C. pneumoniae reinfekcids kisérletlink sordn az IFN-y és IL-6 tartalmat OptEIA ELISA szettek
(BD Biosciences Pharmingen) segitségével mértiik. Az IFN-y szett szenzitivitdsa: 15.6-1000
pg/ml, az IL-6 szett szenzitivitdsa: 125-1000 pg/ml volt.

Az IL-17 cytokin csalad kifejez6désének vizsgdlatara végzett kisérletlinkben az egér tidok IL-
17A, KC, LIX és MIP-2 tartalmanak kimutatasara Quantikine® egér chemokine/cytokine kiteket
(R&D Systems), az IL-4, IL-10, IL-12, IL-17E és IFN-y detektdldsara Ready-SET-Go! kiteket
haszndltunk (eBioscience Inc., San Diego, CA, USA). A kilonb6z6 kitek szenzitivitdsa a
kovetkez6képpen alakult: IL-17A: 10.9-700 pg/ml, KC: 15.6—-1000 pg/ml, LIX: 15.6—1000
pg/ml, MIP-2: 7.8-500 pg/ml, IL-4: 7.8-500 pg/ml, IL-10: 62.5-4000 pg/ml, IL-12: 31.2-2000
pg/ml, IL-17E: 31.2-2000 pg/ml és az IFN-y esetében 11.72-1500 pg/ml volt. Minden
felGldszot két parhuzamos tesztben vizsgaltunk, a kisérletek soran a gyarto altal elGirt
utasitasokat kovettuk.

A C. pneumoniae fert6zo6tt, FP vagy BUD kezelt egerek homogenizalt tlid6szévetek felliluszéit
centrifugdltuk és az IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17A, MIG/CXCL-9 ELISA-t a gyartdé utasitdsainak
megfelelen végeztiik. A MIG/CXCL-9 koncentraciot egér MIG/CXCL-9 ELISA kit alkalmazasaval
hataroztuk meg, az IL-17A-t Quantikine egér IL-17 ELISA kittel mértik. Az IFN-y, IL-4 és IL-10
koncentraciokat Invitrogen egér ELISA kitekkel detektaltuk. Az IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17A és
MIG/CXCL-9 mérések detektalasi érzékenységi tartomanya a kovetkezék voltak: 15-2000
pg/mL, 4-500 pg/mL, 32-4000 pg/mL, 10.9-700 pg /mL, illetve 2.741-2000 pg/ml.

2.16. A triptofan/kinurenin koncentracié aranyanak mérése a tiidészovetekben

A fert6zott és a kontroll BALB/c és C57BL/6 egerek 480 ul tiidészovet homogenizatum
feltliszojahoz 20 ul belsé standardot (3-nitro-L-tirozin (3NLT, Sigma) adtunk 2,5 tdmeg%-os
perklorsavban, és kiegészitettilk még 500 ul perklérsavval. A mintdkat ezt kvetGen 12 000g-
n 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk, és a felliliszokat Osszegydijtottiik a méréshez. A mintdk
triptofan és kinurenin koncentracidéit Hervé és munkatdrsai [193] mddszere alapjan
szamszerdsitettlk, kis modositasokkal [194].

2.17. Az IL-17A in vivo neutralizalasa egerekben anti-IL-17 ellenanyaggal

A neutralizacids kisérlet soran a BALB/c egereket 2 csoportra osztottuk, anti-IL-17 kezelt és

kontroll csoportra. Az anti-IL-17 csoportba tartozd egereket a fert6zést megel6z6en egy

nappal, majd azt kovetéen egy nappal patkany anti-IL-17 ellenanyaggal, mig a kontroll

allatokat patkany izotipus (R&D Systems) immunglobulinnal (izotipus kontroll) (100
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ug/egér/alkalom) kezeltiik intraperitonedlisan. Az allatokat a fert6zést kovet6 1. és 4. napon
aldoztuk fel, szerveiket a fent emlitett mdédon feldolgoztuk.

2.18. Bronchoalveolaris lavage (BAL) sejtes elemeinek vizsgalata

A feldldozast kovetGen az egerek tudejét 1 ml PBS-sel 4toblitettiik. 50 ul 5x10° sejt/ml
szuszpenzidt targylemezre helyeztiink, majd 3 percig centrifugdltuk (800g). A fixalast kovetéen
May-Griinwald-Giemsa festést végeztliink és megszamoltuk a kilonb6z6 fenotipusu sejt
populdciokat.

2.19. Chlamydia fert6z6tt egér tiidok hisztopatologiai analizise

A C. muridarummal fert6z6tt egereket a fert6zést kovet6 4. héten elaltattuk, majd cardidlis
punkcioval elvéreztettik, a tldejiket PBS-sel perfundaltuk, egyben eltavolitottuk, és
fagyaszté médiumba, OCT-be helyeztik (Sakura Finetek Europe, Alphen aan den Rijn,
Hollandia). A tud6kbdl 5 um-es metszeteket készitettiink. A fixalast kdvetéen a mintakat
monoklondlis anti-IL-17E ellenanyaggal (Acris Antibodies GmbH, Herford, Németorszag) 45
percig, majd 30 percig FITC-konjugdlt anti-egér IgG ellenanyaggal (Sigma) kezeltiik.

A pGP3 és pGP4 fehérjével immunizalt egerek tlidejét, csoportonként harmat, a fertézést
kovet6 14. napon, a perfundalast kovet6en egyben eltavolitottuk és OCT fagyasztéfolyadékba
helyeztik. A mintdkbdl metszeteket készitettiink és haematoxylin-eosinnal (H&E) festettiik.
Az IDO1 és IDO2 immunhisztokémiai vizsgalatokat fert6z6tt BALB/c egerek tiidejébdl
végeztik. A makroszkopikusan gyulladt tlid6részeket és a kontroll tiid6ket kivagtuk és fixaltuk
10%-os formalinban. A fixalt mintakbdl 4 um-es metszeteket készitettilink. Ezt kovetéen azokat
el6szor paraffin-mentesitettiik, majd feltartuk az antigént, és az endogén peroxidazok
gatlasara EnVision FLEX peroxiddz-blokkold reagenst hasznaltunk (Dako, Carpinteria, CA, USA).
Az IDO immunhisztokémiai vizsgalata soran kecske poliklonalis anti-IDO1 (Sigma) és nyul
poliklondlis anti-IDO2 ellenanyagokat alkalmaztunk elsé ellenanyagként (Bioss, Woburn, MA,
USA), majd a detektdlast HRP-vel konjugalt kecske ellenes nyul (Dako) és anti-nyul kecske
szekunder ellenanyagokkal végeztiik (Dako).

2.20. Az egér szovetmintak preparalasa az atherosclerosis fokanak mérése

Tizenkét héttel az els6é C. pneumoniae fert6zés utdn az egereket feldldoztuk. A szivet és az
aortat 10% pufferolt formalinnal, a bal kamran keresztil adagolva perfuzidval fixaltuk. A
formalin perfuzié utan a sziv felsé részét és a leszalld aortat kiboncoltuk. Egerek egy
csoportjabdl az aorta sinus mintakat osszegydjtottik RNS extrahaldsa céljabdl. A sziv alapjat
elvalasztottuk az aortatdl, amelyet a csip6 elagazasig kipreparaltuk. A sziv fels§ részét
paraffinba agyaztuk és morfometriai analizishez metszettik, Paigen és munkatarsai altal leirt
maodszer szerint [195]. Az aorta sinus végétsl 10 um-es metszeteket készitettlink addig, amig
a billentyl csonkok eltlintek, és ezeket H&E-vel megfestettiik. Az aorta gyokrdl a képeket (8
metszet/egér) fénymikroszkdpia soran (Leitz optikai mikroszkép) Olympus C-7070 digitalis
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fényképez6gép segitségével készitettilk. Az aorta lumen plakkokkal boritott keriiletének
hosszat és a plakk altal elfoglalt aorta lumen teriletét JMicroVision szoftverrel elemeztiik. Az
aorta ivet és a leszall6 aortat eltavolitottuk a kornyez6 szovetekbdl és hossziranyban
felnyitottuk. Az aortdkat sima, fekete m(ianyag feliiletre fektettiik, és a hossziranyban
felmetszett erek képeit ugyanazon megvilagitas, nagyitas és fokusztavolsadg alkalmazdasaval
CMOS kamera (DCM 510; pixelméret: 2,2 umx2,2 um, 2592x1944 képpont; 5 Mpixel;
Hangzhou Scopetek Opto-Electric Co., Ltd., Hangzhou, Zheijang, Kina) és a ScopePhoto
szoftver (Hangzhou Scopetek Opto-Electric Co., Ltd.) segitségével nyertiik. Az atherosclerosis
mértékének meghatarozasara az erek luminalis fellletérél digitalis képet készitettiink,
amelyen a plakk teriiletét a JMicroVision szoftver segitségével korberajzolva, kiszdmoltuk a
plakk altal fedett lumen szadzalékat.

2.21. C. pneumoniae specifikus ellenanyagok kimutatasa a fert6z6tt egerek szérumabol

A C. pneumoniae reinfekcids és az atherosclerosis kialakuldsara iranyuld kisérletiink egereinek
szérum mintdit minden fert6zés utan egy héttel begyl(jtottik, és a kisérlet végén két
alkalommal megvizsgaltuk a C. pneumoniae specifikus 1gG, IgM és IgA szinteket a
laboratdriumunkban kifejlesztett ELISA teszt segitségével. A tesztben antigénként NP-40
kezelt részlegesen tisztitott C. pneumoniaet és hasonlé mddon kezelt HEp-2 kontroll
készitményt alkalmaztunk. A teszt soran Nunc Maxisorp ELISA lemezeket kezeltiink C.
pneumoniae és mock antigénnel (0.625 pg fehérje 50 pl PBS/lyuk), és egy éjszakan at 4 °C-on
inkubaltuk. A blokkolast 1%-os tejjel végeztuk 1 6ran at. A szérummintakat 0.4%-os tejes PBS-
ben higitottuk. Az egér IgG, IgM és IgA detektdldsa HRP-anti-egér IgG-vel (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA), anti-egér IgA-HRP-vel (Sigma) és anti-
egér IgM-HRP (ab97260, Abcam, Cambridge, UK) antitestekkel tortént. A C. pneumoniae
antigénen mért optikai sir(iséget (OD) korrigaltuk a kontroll antigénen mért OD értékekkel. A
C. pneumoniae specifikus 1gG antitest titereket Ugy hataroztuk meg, hogy a szérummintakat
kétszeres higitds sorozatdval teszteltiik a C. pneumoniae és a kontroll ELISA antigénen. A
higitds reciprokat véve kiszamoltuk a szérummintak titerének geometriai atlagat. A C.
pneumoniae specifikus I1gM és IgA szint meghatarozasara szérummintakat 1:50 higitasban
teszteltuk. A kialakult szinintenzitast ELISA olvaso készilékkel detektaltuk.

2.22. Szérum lipoprotein analizis

Az egerek szérum mintdiban az 6sszkoleszterin, trigliceridek, nagy s(iriség( lipoprotein (HDL)
és LDL koleszterin szintjét a Szegedi Tudomanyegyetem Laboratériumi Medicina Intézetében
hataroztak meg.

2.23. Transzmisszios elektronmikroszkoépia (TEM)

A Hela229 és Caco-2 sejteket 6 lyukas lemezeken tenyésztettiilk és chlamydiaval fertéztik
1xMOIl-val. 24, 48 és 72 6ra elteltével a fert6z6tt sejteket megmostuk 3 ml PBS-sel, és azokat
tripszinnel végzett kezelés utan 6sszegy(jtottik. Ulepités utan (400g, 5 perc) a sejteket
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fixaltuk 2% glutaraldehiddel és 1%-0s ozmium-tetroxiddal egy éjszakan at 4 °C-on. A mintdkat
bedgyaztuk Embed 812 kdzegbe (EMS, Hatfield, PA, USA) a TEM bedgyazasi protokoll szerint.
Ultravékony metszeteket (70 nm) az Ultracut S ultra-mikrotom (Leica, Bécs, Ausztria)
segitségével kaptunk.

A human artéria cerebri media szakaszok vizsgalatdra 5 C. pneumoniae nPCR pozitiv valamint
4 C. pneumoniae nPCR negativ artéria mintakat OsOa.vel fixaltuk és Eponba agyaztuk. A C.
pneumoniaeval fert6zo6tt McCoy-sejteket hasonlé moddon kezeltik a morfolégiai
Osszehasonlitas céljabdl. Uranil-acetattal és dlom-citrattal torténd festés utdn a metszeteket
Philips CM10 elektronmikroszkdppal vizsgdltuk az SZTE Patholdgiai Intézetében.

2.24. Az IL-17A termel6 sejtek fenotipusanak meghatarozasa ELISPOT mddszerrel

Annak kideritésére, hogy milyen fenotipusu sejtek termelik az IL-17A-t, a l1épsejteket negativ
szelekcionak vetettiik alad. A C. pneumoniaeval fert6zo6tt és fertézetlen egerek Iépét egyben
eltdvolitottuk, majd szita segitségével eldérzsoltikk. A |épsejtek azonos sejtszamu (107)
csoportjait anti-CD4, a madsikat anti-CD8 specifikus monoklonadlis ellenanyaggal boritott,
mikrogyongyokkel, a harmadikat mindkettével [CD4 (L3T4) és CD8a (Ly-2), Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Németorszag] kezeltiik, és a sejteket magneses sejtszepardld rendszert
(MACS, Miltenyi) hasznalva negativan szelektaltuk. A deplécido eredményességét aramlasi
citometrids vizsgalattal ellendriztiik anti-CD4-Tricolor (TC) és anti-CD8-rPE (Caltag
Laboratories) ellenanyagokat hasznalva. A kilénb6z6 csoportokban a megmaradt CD4* és
CD8* sejtek szama <1% volt. A fert6z6tt egerek Iépsejtjeib6l ezek mellett még egy olyan
sejtekbdl allé kontroll csoportot is képeztiink, amelyen nem alkalmaztunk sejtszeparald
rendszert (nem szelektdlt), valamint egy olyan csoportot, amelynek sejtjeit atengedtiik a
magneses szeparald oszlopon, de el6tte ellenanyaggal nem kezeltik. Kisérleteink soran IL-17A
specifikus ELISpot kitet hasznaltunk (R&D Systems). IL-17A telit6 ellenanyaggal kezelt lyukakba
mértink 5x10°> mennyiségli C. pneumoniaeval stimuldlt |épsejtet. 4 6ra mulva a lemezeket
megmostuk és hozzaadtuk a biotinilalt detektald ellenanyagot, a HRP-vel jelolt streptavidint
és a szubsztratot. A keletkezett foltok (spotok) szamat hdrom parhuzamos alapjan
sztereomikroszkép segitségével hataroztuk meg, és a kdzépértéket extrapoldltuk 1 millié
sejtre (spot formald sejt (SFC)/1 millid sejt).

2.25. A lépsejtek negativ szelekcidja és adoptiv transzferiik

Adoptiv transzfer céljabdl a pGP3 és pGP4 proteinekkel immunizalt C57BL/6N egereket az
utolsé immunizalast kovetSen feldldoztuk, és a Iéplket egyben eltavolitottuk, majd szitan
eldorzsoltiik. A vorosvértesteket ACK lysisBuffer (Lonza, Basel, Swiss) segitségével 10 percig
kezelve szobah6meérsékleten lizdltuk, majd a sejteket PBS-be helyeztiik. A lépsejteket az
el6z6ekhez hasonldé médon magneses szepardlasnak vetettik ald, negativan szelektaltuk. A
deplécid sikerességét dramlasi citometrias vizsgdlattal ellenériztiik. Ezt kovet6en naiv
C57BL/6N egereken adoptiv transzfert végeztiink (1x10® CD4-re vagy CD8-ra depletalt sejtet
adtunk egerenként) a farokvénan keresztiil. Az adoptiv transzfert kbvetGen az egereket 24 6ra
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mulva fert8ztik 2x10° IFU C. muridarummal, majd 7 nappal késébb feldldoztuk Sket. A
visszatenyészthet6 chlamydia mennyiségét IF médszerrel hataroztuk meg.

2.26. A C. pneumoniae plazmid valamint az IcrE gének kldnozasa, a fehérjék
tultermeltetése

A C. pneumoniae CWL-029 toérzsének DNS-ét hasznalva templatként, az IcrE 1218-bp DNS
szakaszat (GenBank ID 15618244, Locus tag CPn 0324) PCR soran amplifikaltuk, kldnoztuk és
expresszaltattuk. A PCR reakciét a GeneAmp Il (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
thermocyclerben végeztilk Advantage GCcDNA polymerase (Clontech, Mountain View, CA,
USA) segitségével, a gyartd altal el6irt amplifikacios kondicidkat alkalmazva. Az amplikont Ndel
és BamHI enzimekkel emésztettiik és p6HisF-11d (icl) pET vektorba [196] inszertdltuk,
ugyanazokat az enzimeket haszndlva az emésztés soran, amivel az icl gén eltavolitasra kerilt.
A tultermeltetéshez haszndlt E. coli HB101 (Invitrogen, Carlsbad, CA,USA) torzset Tabor és
Richardson mddszere alapjan kezeltiik [197]. Réviden osszefoglalva, a plazmidot hordozé
baktériumokat 32 °C-on szaporitottuk LB tapfolyadékban antibiotikum jelenlétében. A
proteinek tultermelésének indukcidjara a baktérium tenyészetet 42 °C-on tartottuk 20 percig,
az indukcidt kovet6en a h6mérsékletet csokkentettiik 37 °C-ra és 90 percig tartottuk ott, majd
a sejteket lecentrifugaltuk és az liledéket -20 °C-on tartottuk felhasznalasig.

C. muridarum Nigg torzset hasznalva templatként a 723 bp fragmenst tartalmazé TCAO4 és
309 bp fragmenst tartalmazé TCAO5 (GenBank ID 10957566:4703—-5425, Locus tag TCA04 és
GenBanklD 10957566:5494-5802, Locus tag TCAO5) szakaszokat PCR segitségével
amplifikaltuk hasonlé médon, mint az LcrE esetén. Az amplikont Ndel és EcoRI enzimekkel
emésztettiik és p6HisF-11(icl) pET vektorba inszertaltuk [196]. A fehérje tultermeltetéshez
szintén az E. coli HB101 torzset hasznaltuk.

2.27. A rekombinans fehérjék tisztitasa

A lefagyasztott E. coli lizdtumot az olvasztast kovetSen reszuszpendaltuk CellLytic B-II (Sigma)
lizis pufferben, proteaz inhibitor (Sigma) jelenlétében. A sejtek feltardsat ultrahangozassal
segitettik. A rekombinans proteineket TALON CellThru Resin (Clontech, Saint-Germain-en-
Laye, Franciaorszdg) moédszert haszndlva tisztitottuk a gyartd utasitasait kovetve.

2.28. A CMV gB proteinjének eldallitasa

Vero sejteket fertéztlink a gB szekretalt formajat kifejezd vaccinia virussal (1xMOI). ACMV gB
proteint a felliluszébdl tisztitottuk affinitas kromatografids modszerrel.

2.29. Lymphocyta proliferacios teszt

C. muridarummal haromszor fert6zott BALB/c és C57BL/6N egerek |épét eltavolitottuk, és
szitan eldorzsolve sejtszuszpenziot készitettliink bel6liik, melyet tapfolyadékban 96-lyukas
lemezbe mértiink, 5x10° sejt/lyuk mennyiségben. Ezt kévetéen 2 ug/ml pGP3 vagy pGP4
rekombinans proteint vagy tisztitott, héinaktivalt C. muridarum EB-t (30 perc, 90 °C) [198]
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illetve mock preparatumot adtunk a sejtekhez. Az antigénekre létrejott proliferacios valaszt
MTT analizis segitségével detektaltuk (Boehringer Mannheim Biochemica, Mannheim,
Németorszag), a kialakult szinintenzitast ELISA leolvasé késziilékkel mértik. A stimulacids
indexeket a kdvetkez6 mddon szamoltuk: a rekombindns proteinekre, a mock valamint a
hdéinaktivalt EB-kre kialakulé proliferacié altal adott OD értéket elosztottuk a nem stimulalt
Iépsejtek altal adott OD-val.

Az LcrE proteinnel immunizalt egerekben kialakult LcrE-specifikus cellularis valasz vizsgalatara
hasonlé lymphocyta proliferdcios vizsgalatot végeztiink, ez esetben rekombindns LcrE
proteinnel tortént a stimuldlas.

2.30. Western blot

A tisztitott pGP3 és pGP4 proteineket valamint a C. muridarum EB-ket 5 percig f6ztik 4x Dual
Color Protein Loading pufferben (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Németorszag), majd 2 ug
proteint szeparaltunk 10%-os SDS poliakrilamid gélelektroforézis segitségével. A szétvalasztott
proteineket atvittiik polyvinylidene difluoride membrdanra (SERVA, Heidelberg, Németorszag),
majd a membrdnokat egy éjszakdn at 4 °C-on, 5% tej, 0.05% Tween 20 (Sigma) tartalmu PBS-
sel telitettik. A membranokat fertGzetlen, illetve C. muridarummal fert6z6tt BALB/c illetve
C57BL/6N egerek savdival kezeltik.

Egy masik kisérletiink sordn a pGP3 illetve pGP4 proteinek immunogén szerepének
vizsgdlatara pGP3 és pGP4 immunizalt C57BL/6N egerek savdival kezeltik a membranokat.

A C. pneumoniae LcrE proteinjével végzett immunizacids kisérletiink soran a rekombinans LcrE
proteint, valamint a C. pneumoniae EB-ket szeparaltuk, majd blottoltuk a fent emlitett
paraméterekkel, és telitést kovetéen C. pneumoniaeval oltott egerek és kontrollként naiv
egerek savoival (a savdkat 1:50 higitasban hasznaltuk, a higité 5% tej és 0.05% Tween20
tartalmu PBS) kezeltiik a membranokat.

Ezek utan (barmely Western blot eljaras esetében) a mosast kovetéen a membranokat HRP-
konjugalt anti-egér IgG-vel kezeltiik, majd a létrejott immunoldgiai kot6dést diaminobenzidin-
tetrahidrokloridot (DAB) (Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Németorszag) és
hidrogén-peroxidot tartalmazé 10 mM Tris (pH 7.5) pufferben detektaltuk.

2.31. Far Western blot analizis

A koncentralt C. pneumoniae EB-ket, valamint a mock készitményt hékezeltiik, majd SDS
poliakrilamid gélelektroforézis soran elvalasztottuk, blottoltuk, majd a membrant 10 ug
rekombinans MIG/CXCL9 (PeproTech, Hamburg, Németorszag) chemokin, BSA és Tween20
tartalmu pufferrel kezeltiik. A mosast kévetéen HRP-konjugalt anti-MIG/CXCL9 (PeproTech)
ellenanyaggal inkubaltuk. A kontrollként MIG/CXCL9 proteinnel nem kezelt EB-ket
hasznaltunk. Hasonld mddon jartunk el a C. trachomatis noévényi peptidekkel vald
kapcsolédasanak kimutatasa soran. Ebben az esetben koncentrdlt C. trachomatis EB-kkel
dolgoztunk, melyet a szeparalds és a blotolds utan kezeltiink ndvényi peptidekkel. A mosast
kovetéen a membranokat HRP-konjugalt anti-egér IgG-vel kezeltik. A kisérleteink soran
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kialakult immunoldgiai kotést DAB segitségével detektdltuk. Kisérleteink sordan két
parhuzamossal dolgoztunk, és a szeparalt fehérjéket tartalmazé gélt Comassie-Blue festékkel
festettik, és a Far Western Blot vizsgalat sordn kapott csiknak megfelel6 molekulasulyu
proteint kivagtuk a gélb6l és tomegspektrometrias (liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MSMS)) vizsgdlatra bocsatottuk.

2.32. A DNS immunizalt egerekben kialakult CMV specifikus ellenanyagvalasz kimutatdsa
ELISA moédszerrel

A gB-specifikus ellenanyag kimutatasa az egér szérumokbdl immunaffinitassal tisztitott gB
fehérjét hasznaltunk 96-lyukas ELISA lemezeket kezelve a proteinnel (100 ng /lyuk), egy
éjszakan at, 4°C-on. Ezt kdvetben a lemezeket 1% tejet és 0.05% Tween 20-at tartalmazdé PBS-
sel blokkoltuk 1 6ran at. Az egér szérumok és a mdsodlagos antitest higitasara 0.4% tejet és
0.05% Tween 20-at tartalmazé PBS-t hasznaltunk. Szekunder antitestként torma-peroxidaz
(HRP)-konjugalt kecske anti-egér IgG F(ab), (Cappel, Aurora, OH) ellenanyagot alkalmaztunk.
Az enzimaktivitast jelz6 szubsztrat oldat H.O;-t és o-fenilén-diamint (OPD) tartalmazott, és a
kialakult OD-t ELISA leolvasé segitségével értékeltiik. A gB-specifikus ellenanyagszintet a
mintak OD-javal jellemeztiik. A pp65-specifikus ELISA-ban a lemezek bevonasara pRC-pp65
plazmiddal tranziensen transzfektdlt 293-sejtek, kontrollként transzfektdlatlan 293 sejtek
lizdatumat hasznaltunk. Minden egyes szérumhigitdsra a kévetkez6 modon szamoltuk ki a
pp65-specifikus OD-t: a pp65 antigénen kapott OD-bél kivontuk a kontroll antigénen kapott
OD értéket. Azoknak a mintaknak az OD-jat tekintettlik pozitivnak, melynek az OD-ja nagyobb
vagy egyenl6 volt, mint 8 immunizalas el6tti egér szérumdnak atlag OD-ja (+2xSD). A gB-re
specifikus 1gG alosztdlyok mérésére is ELISA mddszert alkalmaztunk tisztitott gB proteint
haszndlva antigénként, masodlagos ellenanyagként peroxidaz-konjugdlt patkany
monoklonalis anti-egér 1gG1 és IgG2a-t (BioSource, International, Camarillo, CA) alkalmaztunk.
Az antigén-specifikus 1gG alosztalyok meghatdrozasara szérumban egy standard gorbét
készitettlink tisztitott egér 1gG1 vagy IgG2a (Cappel) antigén és a masodlagos ellenanyagok
olyan higitasait alkalmazva, mely hasonlé OD-t eredményezett mindkett6 esetén. A HRP-
konjugalt IgG1-et 1:175 és a HRP-vel konjugalt 1gG2a-t 1:8000 higitasban hasznaltuk. Az IgG1
tartalmat a szérum 1:1350-es az IgG2a tartalmat viszont a szérum 1:50-es higitasdban mértik.

2.33. A DNS immunizalt egerek CMV specifikus neutralizacios képességének vizsgdlata
mikroneutralizacids maédszerrel

A szérumok HCMV neutralizalé aktivitdsat a korabban leirtak szerint végeztiik [199]. Roviden,
lapos alju 96-lyuku lemezen inkubaltuk a szérumok felezé léptékd higitasait 4000 PFU/lyuk
HCMV (Towne torzs) és tengerimalac komplement (Bio-Whittaker) jelenlétében 1 6ran at CO;
inkubatorban. Ezt kovet6en hozzdadtuk a szuszpenzidban lévé MRC-5 sejteket (1,5-2 x
10%/lyuk). 48-72 6ras inkubdlds utdn a neutralizald titert Ugy hatdroztuk meg, mint a
legmagasabb szérumhigitas reciproka, mely citopatids hatdst (CPE) még nem mutatott.
Kontrollként immunizalas el6tti szérumok szolgaltak, melyek esetében a CPE 90-100% volt.
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2.34. A DNS immunizalt egerek CMV antigén specifikus citotoxikus T-lymphocyta (CTL)
aktivitdsanak mérése >1Cr felszabadulasi teszttel

A pp65-specifikus CTL tesztet a korabban leirtak szerint végeztik [200]. Roviden: az
immunizalt egerek |épsejtjeit in vitro 5 napig stimuldltuk 24-lyukd lemezekben rekombinans
HCMV-pp65-t expresszdld vaccinia virussal fert6z6tt (VacWR-pp65, MOI=1) autolég
lépsejtekkel (effektor:stimuldtor (E:T) arany=2:1). A nem kitapadd |épsejtek citolitikus
aktivitasat >1Cr felszabadulasi teszt segitségével mértik. Targetsejtként az MHC azonos P815,
és a nem azonos MC57 sejtkultdrakat alkalmaztuk, amelyeket VacWR-pp65-tel vagy a
parenterdlis VacWR virussal fert6ztiik. A specifikus >'Cr-felszabadulds szdzalékos aranyat a
kovetkez6 moddon szamitottuk ki: [(cpm kisérleti felszabaduldas - cpm spontan
kibocsatas)/(com maximalis leadds — cpm spontan kibocsatas) x 100]. Azokat az egereket
tekintettik CTL pozitivnak, amelyeknél a specifikus >1Cr felszabadulds >10% volt.

2.35. A kisérletek soran alkalmazott molekularis modszerek

2.35.1. Teljes RNS kivonds a fert6zétt egerek tiidejébél, gPCR

Az IL-17 cytokin gének vizsgdlatara fert6zott és kontroll egerek tldejébdl TRI reagens
segitségével teljes RNS kivondst végeztiink. A kapott mintakat DNase 1 (Sigma) kezelésnek
vetettik ald. Az RNS mennyiségi meghatarozasa spektrofotometrids vizsgalattal tortént, az
RNS integritasat agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. A cDNS szintetizalasara 2 ug teljes
RNS-t, Superscript lll enzimet (Invitrogen Carlsbad, CA, USA), 20 pmol random hexamer
primert hasznaltunk 20 pl pufferben. A qPCR-rek soran a higitott cDNS-t hasznaltuk specifikus
primerek (10 pmol/ul) és SYBR® Green JumpStart™ Taq ReadyMix™ (Sigma) jelenlétében. A
méréseket LightCycler® 2.0 késziilék (Roche Applied Science) segitségével végeztiik. A ciklus
egy 10 perces 95 °C-os denaturdcids |épéssel indult, ezt kovette 40 ciklus (paraméterei: 5 mp
95 °C-on, 20 mp 60 °C-on és 25 mp 72 °C-on). Kisérleteink soran kilonb6z6 primereket
hasznaltunk: IL-17A F: 5’-AAG GCA GCA GCG ATC ATC C-3’ és R: 5’-GGA ACG GTT GAG GTA GTC
TGA G-3’; IL-17C F: 5’-TGC TGA GGA ATT ATC TCA CGG CCA-3’ és R: 5’-ACT GTG TTC CAG CTA
GAG GTCCTT-3’; IL-17D F: 5’-CAA GCA CAT CACACA CAT CCCGTT-3’' ésR: 5’-TTAGTAAGCTTG
GGC CAC AGG AGA-3’; IL-17E (IL-25) F 5’-CAG GTG TAC CAT CAC CTT GCC AAT-3’ és R: 5’-ACA
ACA GCA TCC TCT AGC AGC ACA-3’; IL-17F F: 5’-AGC AAG AAATCC TGG TCC TTC GGA-3’ és R:
5’-CTT GAC ACA GGT GCA GCC AAC TTT-3'. Az IL-23 p19 esetében a primerek: F: 5’-CCT GCT
TGA CTC TGA CAT CTT C-3’ és R: 5-TGG GCA TCT GTT GGG TCT C-3’, a B-aktin esetén: F: 5'-
TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C-3’ és R: 5’-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3'.
Tovabbi kisérletinkben az egér MIG/CXCL9 és egyéb CXCL chemokin specifikus primerek a
kovetkez6k voltak: MIG/CXCL9 F: 5’-ACG TAG GTT TCG AGA CCA GGG ATT-3’ és R: 5’-CAA CAC
CAA GTG TTC TGC CAC CAA-3’; IP10/CXCL10 F: 5’-TGG CTA GTC CTA ATT GCC CTT GGT-3’ és R:
5’-TCA GGA CCA TGG CTT GAC CAT CAT-3’; ITAC/CXCL11 F: 5’-TAC CCG AGT AAC AGC TGC GAC
AAA-3’ és R: 5’-TAT GAG GCG AGC TTG CTT GGA TCT-3".

A C. muridarum plazmidjan kifejez6d6 géneket a kovetkez6 primerekkel detektaltuk: TCAO1 F:
5’-GCT TCG GAG CGC AAT GAC AAC TAA-'3 és R: 5’-ACA GAA GAG TTC CCG CCA GAA CAA-3’;
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TCAO2 F: 5’-AGA GCG TGC ATG AAC TTC TGA GGA-3’ és R: 5’-ACT ATG CTG CAA GGA GGT AAG
CGT-3’; TCAO3 F: 5’-TGG GAA GAG CTG TTA AGA AGG CGT-3’ és R: 5’-CGT ATG CGA AAT AGG
CCT GAG CTT-3’; TCA04 F: 5’-ACT TGG GAC ATC GACAACTCCTGT-3’ és R: 5’-CCA TCA AAG ATT
TGG TCG CCA AGC-3’; TCAOS F: 5’-CAC CCT TAG AAC TCT ACC ACA AGA G-3’ és R: 5’-TCT AGA
CAG AAT AAG CAT AAT CAA CGC T-3’; TCAOQG6 F: 5’-AGC ATC GAA GGC AAC CAT AAA GGC-3’ és
R: 5’-AAC AGC CGT AAA TTG CTG CTT GGG-3’; TCAO7 F: 5’-ACA ACA CGT GCT CCT TCT TGG
AGA-3’ és R: 5-AGC CAA CGC ATT ATA GGC GGA TGA-3'. A C. muridarum 16s rRNS
amplifikalasara hasznalt primer par: F: 5’-CAT GCA TAT GAC CGC GGC AGA AAT-3’ és R: 5’-ACC
CTA AGT GCT GGC AAC TAA CGA-3’. A kisérletben hasznalt primereket az Integrated DNA
Technologies Inc. (Montreal, QC, Canada) szintetizalta.

A ciklus attorési pont (Ct) meghatdrozdsa a Roche Molecular Biochemicals LightCycler
Software version 3.5 automatizalt kiiszobérték analizisével tortént. A legalacsonyabb ciklus
szamot, amelyben a kilénbo6z6 transzkriptumok detektdlhatéva valtak, fogadtuk el Ct-nek és
ezt hasonlitottuk a B-aktinéhoz, a kett6 kozotti kiilonbség adta a ACt értéket. A relativ
expresszios szintet, mint 2722C gdtuk meg, ahol a AACt=a vizsgalt minta ACt értékébdl kivonva
a kontroll minta ACt értéke. Meghataroztunk a kiszobértéket, és azokat a valtozdsokat
tekintettlik szignifikdansnak, ahol az expresszid mértékének novekedése meghaladta a
kétszerest a kontrollhoz képest.

2.35.2. C. pneumoniae DNS kimutatdsa t6bbszor fertézott egerek szerveibdl

A C. pneumoniae reinfekcié tanulmdnyozasara a fert6zott és alfertézott egerek tiidejébdl,
vérébdl és lépébdsl DNS-t vontunk ki Wizard Genomic DNA purification kit (Promega)
segitségével. Az ompA gén kimutatasa nested PCR analizissel tértént, az ompA gént GeneAmp
2700 PCR System (Applied Biosystems) segitségével amplifikaltuk korabban leirt el6irdsokat
kovetve [103]. A valds idejli PCR vizsgalatok LightCycler real-time PCR system (Roche)
hasznalataval torténtek C. pneumoniae groEL-1-specifikus nested primerek és LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green | kit (Roche) alkalmazasaval. A primereket a DNA Lasergene
program (DNASTAR,Inc) és BLAST segitségével terveztiik, kiilsé primerek: F1: 5’-TGA TTA AAA
GAG GGC GTC CAG ATT-3’ és R1: 5’-CAG GCG ACG GAA CTA CAA CAG C-3’, a bels6 primerek:
F2:5’-ACG CAT TCT TGA GTT TCT GAA TT-3’ és R2: 5’-AAA GCC GTA AAA GTT GTT GTT GAT-3'.
Standard gorbét a kiilsé primerek segitségével amplifikalt termék 10-es léptéki higitasaval
készitettiink (2x108-2x101 képia/pl). Az dsszes reakciot 3 parhuzamossal végeztiik. A ciklusok
soran a kdvetkezd paramétereket hasznaltuk: denaturdcié 95 °C 10 min; 50 ciklus 95 °C 2 s, 57
°C6's,72 °C 14 s végiil 7 °C. A kimutathatdsag hatdra 6.7x102 képia/ml volt. Minden mintdban
meghatdroztuk a relativ chlamydia genom mennyiségét. Az alfert6zott egerek tiidejét in vitro
kezeltiik C. pneumoniaeval az inokuldciés dézisnak megfelel6 mennyiséggel, melyben a
képiaszam 1.2x10°/ml volt.
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2.35.3. A chlamydia DNS kvantitativ meghatdrozdsa HeLa229 és Caco-2 sejtekben

A chlamydia szaporodds mennyiségi mérésére az altalunk korabban leirt direkt kvantitativ PCR
modszert alkalmaztuk [186]. A 96- vagy 24-lyukas lemezeken tenyésztett sejteket
chlamydiaval fert6ztiik, 0, 24, 48 és 72 ora elteltével a fert6z6tt sejteket (3 parhuzamos
lyukban) kétszer mostuk a lemezekben PBS-sel. Ezutan 100 vagy 625 pl Milli-Q vizet adtunk a
lyukakhoz és a lemezt -80 °C-on taroltuk. A DNS feltarasara a sejtekbdl két fagyasztasi-
olvasztasi ciklust alkalmaztunk. Az alaposan megkevert lizatumokat haszndltunk templatként
a direkt gPCR soran SsoFast EvaGreen®Supermix (BioRad, Hercules, CA, USA) alkalmazésaval.
A chlamydia genomot pyk primer par segitségével detektaltuk: pyk F: 5’-GTT GCC AAC GCC
ATT TAC GAT GGA-3’ és R: 5’-TGC ATG TAC AGG ATG GGC TCC TAA-3'.

2.35.4. RNS kivonds és qRT-PCR chlamydia fertézott HeLa229 és Caco-2 sejtekbél

A génexpresszid detektasasdra 6-lyukas lemezekben tenyésztett fert6z6tt sejtekbdl 2, 24, 48
vagy 72 o6rdaval teljes RNS-t vontunk ki GenElute Mammalian Total RNS Miniprep készlet
segitségével (Sigma). Az extrahdalt RNS-t DNaz I-gyel (Sigma) kezeltiik. A cDNS-t DNaz-kezelt
RNS-b4l szintetizaltuk qScript cDNA Supermix kit segitségével (Quanta Biosciences,
Gaithersburg, MD, USA). A cDNS-t templatként haszndlva gRT-PCR végeztiink PerfeCTa SYBR
Green Supermix segitségével (Quanta) CFX96 Real Time C1000 Thermal Cycler késziilékben
(Bio-Rad). Bels6é standardként a 16S rRNS-t haszndltuk a chlamydia gének relativ
expresszidjanak meghatdrozdsdra [201]. A C. trachomatis euo, groEL, ftsK, omcB, ompA és pyk
gének transzkripcidjanak relativ expresszidjat mértik. A primereket az Integrated DNA
Technologies Inc. (Montreal, Quebec, Kanada) szintetizalta.

C. trachomatis célgén Sorrend PCR termék mérete
(bp)

16SrRNS F 5’-CAC AAG CAG TGG AGC ATG TGG TTT-3’ 191
16SrRNS R 5-ACT AAC GAT AAG GGT TGC GCT CGT-3’

euoF 5-TCC CCG ACG CTCTCC TTT CA-3’ 263
euo R 5-CTC GTC AGG CTATCT ATG TTG CT-3’

ftsK F 5 CGG AAG AAA GCAAGCGTTTC 3’ 70
ftsK R 5" GGG CTA GAT ACACGCATGTTTTAAC3’

groEL F 5’-TCA CTC TAG GGC CTA AAG GAC G-3’ 115
groEL R 5-TCATGT TTG TCG GCA AGC TC-3’

omcB F 5" TGA AGC AGA GTT CGT ACG CAG TG 3’ 179
omcBR 5" AAC GGA TCT CTG GAC AAG CGC AT 3’

ompA F 5'-TCG ACG GAA TTC TGT GGG AAG GTT-3’ 171
ompA R 5’-TAT CAG TTG TAG GCT TGG CAC CCA-3’

A mintakat harom parhuzamosban teszteltiik, és minden esetben minta nélkili desztillalt viz
kontrollt hasznaltunk. Az amplifikacid specifikussaganak igazolasara olvadasi gorbe elemzést
végeztink. A relativ génexpresszids szinteket a AACt érték kiszamitasaval adtuk meg.

45



dc_1937 21

2.35.5. RNS kivonds és C. pneumoniae mennyiségi meghatdrozds valds idejli PCR-rel aorta
mintdkbdl

Az RNS extrahdlasara az egerekbdl a C. pneumoniae fert6zést kovetéen a megadott
id6pontokban 6sszegydjtottiik az aorta sinusokat és azokat azonnal folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk. Kontrollként fert6zetlen egerek hasonlé mintait dolgoztuk fel. Az 6sszekevert
aorta mintdkbdl teljes RNS kivonast végeztliink (Nucleospin RNA XS kit, Macherey-Nagel
GmbH, Diren, Németorszag). A komplementer DNS-t (cDNS) 1 pg DNaz-zal kezelt RNS-bél
szintetizaltuk gScript cDNA Supermix szintézis kittel (Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD,
USA). A gRT-PCR-t a cDNS templat és PerfeCTa SYBR Green Supermix (Quanta)
felhaszndldsaval végeztik, melynek soran a chlamydia 16S rRNS és egér S-aktin szekvencidkat
amplifikdltuk. Az RT-PCR-hez haszndlt primerek szekvencidi a kovetkez6k voltak: C.
pneumoniae 16S rRNS F: 5'-GGC GAA GGC GCT TTT CTA A-3' és R: 5'-CCA GGG TAT CTA ATC
CTG TTT GCT-3' [202]; egér S-aktin F: 5'-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA-3" és R: 5'-TAA
AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3' [203]. Az amplifikacié specifitasat olvadasi gorbe
elemzéssel igazoltuk. Az amplifikacio érzékenységét a korabbiakban ismertetett standard
alkalmazasaval kontrollaltuk [204]. A koépiaszamot a kovetkezS képlet segitségével
szamitottuk ki: kopiaszdam/ul=[6.022 x 102 (molekuldk/mol) x DNS koncentrécid
(g/ul)]/(bazisok parok szama x 660 dalton); a standard gorbét az amplikon tizszeres sorozatos
higitdsaibdl készitettiik (1000 000-rél 1 példanyra). gPCR higitdsi sorozat elemzése azt
mutatta, hogy moédszeriink érzékenységi kliszobértéke tiz 16S rRNS kdpia volt.

2.35.6. A C. pneumoniae DNS kimutatdsa humdn arteria cerebri media szakaszokbol

Az artéria cerebri media atherosclerotikus mintait 15 egymast kovet6 boncolasi alanybdl, a
halal beallta utan 24 éran belll gyljtottik steril eszk6zok haszndlataval. Az egyes mintak felét
-70°C-on taroltuk nPCR elemzéshez; a masik felét 3% glutaraldehidben fixaltuk TEM és
szovettani vizsgdlat céljabdl. A kontroll mintaként, 4 nem szklerotikus artéria cerebri media
szolgalt, melyeket balesetben elhunyt daldozatokbdl nyertiink, akik a vizsgalatok idején
hunytak el (31-40 év). A DNS-t fagyasztott mintakbdl extrahaltuk High Pure PCR Template
Preparation Kitet (Boehringer-Roche) hasznalva a gyartd utasitdsai szerint. Az esetekbdl és a
kontrollokbdl szarmazé mintakat vakon teszteltiik C. pneumoniae DNS kimutatdsdara GeneAmp
2400 PCR (Perkin-Elmer) alkalmazasaval C. pneumoniae ompA génre specifikus nPCR primer
parok felhasznaldsaval [205], amely 206 bp-os fragmenst eredményezett. A DNS intaktsagat
mindegyik mintdban human f-aktin génre specifikus primerek felhaszndalasaval ellendriztik.
C. pneumoniaeval (TWAR torzs) fert6zott McCoy sejtek lizatumabdl kivont DNS-t hasznaltunk
pozitiv kontrollként. A C. pneumoniae primerekkel amplifikalt DNS mintakat az ABI Prism DNS
Sequencing Ready Detection Kit (Perkin-Elmer) segitségével szekvenaltattuk.

2.35.7. cDNA kényvtdr készités és szekvendlds

A C. muridarummal fert6z6tt egerek tiidejéb6l a kivont RNS-t a génkifejez6dés
tanulmanyozasara tovabbi vizsgalatra kildtik. Az UD-GenoMed Kft a Debreceni Egyetem
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Genomikus Gyogyszer és Bioinformatikai Alapkezel6 Intézetével végezte a konyvtar készitést,
a szekvendlast és az adatok elemzését. Az expresszalt gének széleskor(, funkcionalis
elemzését a Voronto szoftverrel végeztik [206].

2.35.8. Az IDO1 és IDO2 RNS-Seq adatok qPCR validdldsa

A C. muridarummal fert6z6tt egerek tidejébdl a kivont RNS-t reverz transzkripcié soran
Maxima reverz transzkriptdz segitségével irtuk at, random hexamer primert alkalmazva
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). A gPCR vizsgdlatokra Bio-Rad CFX96
készlléket haszndltunk. A qPCR-t SsoFast EvaGreen gPCR Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) mastermix és az egér specifikus primer parok segitségével végeztiik, melyek a
kovetkez6k voltak: IDO1 F: 5'-GCT TCT TCC TCG TCT CTC TAT TG-3' és R: 5'-TC TCC AGA CTG
GTA GCT ATG T-3'; IDO2 F: 5'-CCT GGA CTG CAG ATT CCT AAA G-3' és R: 5'-CCA AGT TCC TGG
ATA CCT CAA C-3'; S-aktin F: 5'-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C-3' és R: 5'-TAA AAC
GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3'. Az amplifikacids specificitas ellenérzése céljabdl qPCR-t
olvaddsgorbe elemzést végeztiink. A Ct értékeket kiszamitottuk az IDO1, IDO2 és [-aktin
génekre és a normalizalt gén expresszidkat ACt mddszerrel szamoltuk [207].

2.35.9. C. muridarum és C. trachomatis fert6zétt epithel sejtek DNS chip és quantitativ PCR
analizise

Egér epithel sejtkulturat (BM12.4) fertéztlink C. muridarum vagy C. trachomatis L2 torzsekkel
1xMOl-val, 20 U/ml IFN-y-t tartalmazé tapfolyadékban. Kontrollként IFN-y mentes, de
fert6zott sejtkultdrat, valamint mock fert6zést is alkalmaztunk. A cellularis RNS-t a fert6zést
kovet6 24 orat kovetben Trizol (Invitrogen) segitségével vontuk ki és RNeasy mini kittel
tisztitottuk (Qiagen). Az RNS integritdsat gélelektroforézissel ellenériztiik. A teljes RNS
amplifikacidja az Eberwine RNS amplifikacids protokollt kbvette, eukaridta target prepardld
el6irast hasznalva (Affymetrix). Az amplifikdlt biotin jelolt RNS-t hibridizaltattuk Affymetrix
Mouse 430A teljes genom DNS chipre. Az adatok analizisét a direkt parok dsszehasonlitasaval
végeztik Affymetrix MicroArray Suite (MAS) programot (version 5.0; Affymetrix) hasznélva,
ahogyan mar kordbban leirdsra kerilt [208]. A szignifikdnsan up- és downreguldléddé gének
lathatova tételére, a szignal intenzitasokat normalizdltuk, és a vizualizdlasra TIGR
MultiExperiment Viewer programot hasznaltunk [209]. A szignifikdnsan valtozott géneket a
DAVID Web-based Gene Ontology analizist alkalmazva funkcionalisan csoportositottuk [210].
A Pathway Studio program (version 6.0; Ariadne), valamint a STRING Web-based program
segitségével végeztiik az Utvonal és haldzatanaliziseket [211]. Az eredmények validaldsara
ugyanazt az RNS preparatumot hasznaltuk kvantitativ PCR (qPCR) vizsgalatra, melyet a DNS
chip analizis soran alkalmaztunk. A validalas soran a kordbban leirt gPCR koriilményeket és
primereket hasznaltuk [53].
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2.36. Human kisérletek

2.36.1. A C. pneumoniae és cardiovasculdris betegségek kézétti kapcsolat

Az akut ischaemias stroke (AIS) és a C. pneumoniae szerostatusz kozotti Osszefliggés
vizsgalatdra 59, egymds utan érkezd, stroke-os beteget valogattunk be a tanulmanyunkba a
Szegedi Tudomanyegyetem, Neuroldgiai Klinikdjanak beteganyagdbdl. A betegek
atlagéletkora 52.8 év volt (32-65 év) és a kovetkezd kritériumoknak feleltek meg: 1) elsé nem
cardiogén ischaemids stroke; 2) a stroke kezelése az osztalyon kellett, hogy megvaldsuljon; 3)
az osztalyra felvételnek a stroke kezdete utan 72 érdn beliil kellett megtorténnie; 4) az életkor
<65 év. Az AlS diagndzisa az Ujonnan kialakult fokalis neuroldgiai jelek valamint vizsgdlatok
(komputer tomografia, magneses rezonancia képalkotds, elektrokardiografia és
echokardiografia) alapjan tortént. A korabbrdl ismert myocardialis infarctus, pitvarfibrillacio,
szivbillenty(i kdrosodas illetve szivizombetegség fennallasa tartozott a kizaré kritériumok kozé.
A kontroll csoportba 52 beteg kerilt (atlagéletkor: 50.4 év, tartomany: 22-76 év), akik ebben
az id6szakban nyertek felvételt az osztalyra, de nem volt AIS-uk. A kontroll betegek hatfajas
(spondylarthrosis, ischias szindroma, discus degeneracid) vagy polyneuropathia miatt keriltek
kdérhdazba. A vérmintat a tlinet kezdete utan egy héten belil gydjtottik. A szérumok specifikus
ellenanyag tartalmat a kovetkez6 ELISA kitek segitségével hataroztuk meg: HSV-1 és 2 IgG (ETI-
HSVK-G 1/2; Diasorin); HSV-1 IgA (EIAgene; Adaltis); CMV IgM és IgG (Enzygnost, Dade
Behring); EBV IgG (Captia EBV VCA (P18); Trinity); HHV-6 IgG (EIA; Biotrin); és C. pneumoniae
IgM, 1gG and IgA (NovaTec Immundiagnostica).

2.36.2. A HCMV specifikus CTL aktivitds vizsgdlata véraddkban

A 34 egészséges vérado bevalogatdsa részben a Wistar Intézetben (Philadelphia, PA), valamint
az SZTE-n tortént. A tanulmanyba bevont egyének CMV szerostatuszat mikroneutralizacios
teszttel, valamit az altalunk kifejlesztett hazi ELISA teszttel mértik. A donorok HLA tipizalasat
komplement dependens citotoxicitassal vagy PCR moddszerrel a Szegedi Vértranszfuzids
Allomas végezte.

A vérado donorok periférids sejtjeinek transzformdldsa

A CTL teszthez sziikséges target sejtek elGallitasara a véraddkbdl izolalt lymphoid sejteket EBV-
t tartalmazd B95.8 sejt fellluszojaval kezeltiik. A 2-3 hét alatt transzformalddott
lymphoblastokat 15% FBS-t tartalmazé RPMI-ben tartottuk fenn, majd kell6 szdmu sejtet
nyerve lefagyasztottuk és — 80°C-on taroltuk azokat felhasznalasig.

A CTL teszt

A véradodk vérmintdibol a PBMC-ket Ficoll gradiensen torténd centrifugalassal nyertik. A
tesztek sordn friss, illetve fagyasztott sejtekkel is dolgoztunk, miutan meggy6z6édtink arrdl,
hogy a sejtek citotoxikus képességét a fagyasztdas nem befolyasolja. A donorokbdl szdrmazo
sejtek egy részét kiilonb6z6 CMV gént expresszald canarypox rekombindnsokkal fert6ztiik,
ezek a sejtek szolgdltak stimuldtorként, a sejtek maradék része képviselte a ,responder”
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sejtpopulaciot (a stimuldtor responder arany 1:5 volt). A sejteket ezt kdvetdéen 24-lyukas
tenyészt6edénybe helyeztiik és IL-2 valamint IL-7 jelenlétében inkubaltuk 8-13 napig. A target
sejtként hasznalt kilénb6z6 szamu lymphoblastokat (donorok lymphocytajabdl EBV-vel
el6zetesen transzformdlva) vaccinia rekombinansokkal (CMV géneket hordozd) fert6ztik
(MOI:1) 16 6ran at, majd megmostuk és 100 uCi Na>'CrOs-tal jeloltiik (Amersham, Arlington
Heights, IL) tovabbi 1 éran at. A jel6lt sejteket 3 draval a mérés el6tt megmostuk. Az effektor
sejteket kilonb6z6 aranyban 6sszekevertlik a fert6zott target sejtekkel, majd 4 6éras krom
felszabaduldsi teszt alkalmazasdval mértik a citotoxikus aktivitast. A tesztek soran
kontrollként haszndltunk nemcsak autoldg HLA-1 azonos, hanem eltéré HLA tipusu, heterolog
targeteket is. A radioaktiv krém felszabadulast Cobra Il Packard Instrument (Meriden, CT)
segitségével mértik. A szazalékos fajlagos lizist a kovetkez6képpen hatdroztuk meg:
100x(kisérleti mintabdl mért felszabadulds-spontan felszabadulas)/(maximalis felszabadulas-
spontan felszabadulds). Az effektor sejtek CTL aktivitasat akkor tekintettik pozitivnak, ha a
tesztelt mintak szazalékos fajlagos lizise > 10%-kal tért el a hattér lizistol.

Memdria CTL prekurzor frekvencidjdnak meghatdrozdsa véghigitdsos modszerrel

A frissen izoldlt, vdltozd szamu effektor PBMC-ket 30 egymast koveté mélyedésbe mértiik 96-
lyukas lemezbe és egyitt inkubaltuk y-besugarzott (3000 rad, MKA 68A; Shepherd, Glendale,
CA) autoléog EBV-vel transzformdlt Vac-pp65-tel vagy Vac-IEl-exon4d-gyel fert6zott
lymphoblastokkal (4x103/lyuk stimulator) autolég PBMC-ket hasznélva ,feeder” sejtekként (6x
10%/lyuk). A 12—14 napos inkubdaciét kévetSen a pp65 vagy IE1-exon4-specifikus CTL aktivitast
minden lyukban ugy hataroztuk meg, hogy a CTL-eket dsszekevertiik Vac-pp65- vagy Vac-IE1-
exond fert6z6tt autoldg és eltéré HLA tipusu célsejtekkel, majd a litikus aktivitast krém
felszabadulasi teszttel detektaltuk.

A CTL-ek fenotipusdnak meghatdrozdsa

Az CTL teszt fejezetben emlitett mdédon effektor sejtkulturat nyertiink a PBMC-k kezelésével.
Ezen 8-13 napig inkubalt effektor sejteket hasznaltunk a depléciods eljards soran. A sejtek egy
részét anti-CD4, a masik részét anti-CD8 ellenanyaggal, illetve a harmadik részét mindkét
ellenanyaggal (Caltag Lab, Burlingame, CA) kezeltiik tengerimalac komplement (Accurate,
Westbury, NY) jelenlétében 37°C-on, 45 percig. A mosast kovetéen 4 érds krom felszabaduldsi
tesztben vizsgaltuk a kiilonb6z6 fenotipusu sejtek CTL aktivitasat, a fentebb leirt médon.

2.37. Statisztikai modszerek

A kapott adatok statisztikai elemzését SigmaPlot for Windows Version 11.0 vagy GraphPad
Prism 8 vagy Rstudio program segitségével végeztiik. Az adatok tulajdonsagaitdl figgben
Student’s t-tesztet vagy Welch-probat szikség esetén Wilcoxon-Mann-Whitney-prébat
alkalmaztunk. Tobb, mint két csoport Osszehasonlitasara variancia analizis (ANOVA)
vizsgdlatot Tukey post-hoc teszttel végeztik. A kilonbségeket akkor fogadtuk el
szignifikdnsnak, ha a P<0.05.
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3. Célkitiizések
Kisérleteink soran a kdvetkezé 6 témakérben megfogalmazott kérdésekre kerestiik a
valaszt:
1. Akiilonb6z6 Chlamydia fajok altal okozott infekcidkat és reinfekciokat kiséro
immunoldgiai valtozasok a gazdaszervezetben
2. A chlamydia fert6zések szerepe kronikus betegségekben
3. Az IFN-y szerepe a chlamydia fert6zésekben
4. A chlamydiak okozta fert6zések megel6zésének lehetGségei
5. A chlamydidk okozta fert6zések terapiajanak lehetGségei és a szaporodasukat
befolyasolo tényez6k

6. A CMV fertdzést kisérd cellularis és humoralis immunvalasz
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4. Eredmények és megbeszélés

4.1. Akiilonboz6 chlamydia fajok altal okozott infekcidkat és reinfekcidkat kiséré
immunoldgiai valtozasok a gazdaszervezetben

Ebben a témadban az alabbi kérdésekre kerestiik a vdlaszt

1. Indukalédnak-e az IL-17 cytokin csalddba tartozé cytokinek a C. pneumoniae
fert6zés soran?

Mi a szerepe az IL-17A-nak az akut C. pneumoniae fert6zés soran?

Milyen fenotipusi PBMC-k felelések az IL-17A termel6déséért?

Hogyan valtozik az IL-17A és IL-17E gének expresszidja a reinfekcidk soran?

vk wnN

Indukalja-e a C. muridarum az IL-17E expresszidjat a primer és a szekunder

fert6zést kovetben?

6. Milyen sejtek tehetdk felel6ssé az IL-17E termelddéséért a C. muridarum fert6zés
soran?

7. Mennyi ideig, milyen képiaszamban fordul elé a C. pneumoniae az ismételt
fert6zések soran a tiid6ben és az egerek vérében az ismételt fert6zések sordn?

8. Milyen tipusu és szubtipust immunglobulinok termel6dnek és meddig
mutathatok ki az ismételt fert6zéseket kovetéen?

9. Hogyan alakul a chlamydia specifikus cellularis immunvalasz reinfekciot
kovet6en?

10. Képes-e szaporodni a C. trachomatis béleredet(i Caco-2 sejtekben?

11. Milyen mechanizmusok jarulhatnak ahhoz, hogy a C. trachomatis tulélhessen a

gastrointestinadlis traktusban?

A C. pneumoniae ferté6zés hatdsa az IL-17 csaldd kifejez6désére BALB/c egerekben

Annak tisztazasara, hogy a kilénb6z6 IL-17 cytokinek indukalédnak-e C. pneumoniae fert6zés
soran és milyen szereppel birnak a koérokozd elleni immunvalaszban BALB/c egereket
fert6ztlink intranasalisan C. pneumoniaeval. A fert6zést kévet6 1., 2., 4., 7., 14. és 28. napokon
az egerek egy-egy csoportjat felaldoztuk, és a tiidejliket feldolgoztuk: egy részébdl teljes RNS-
t vontunk ki a kilénb6z6 IL-17 cytokinek, IL-23 mRNS-ének kimutatasara, a masik részbdl
cytokin meghatdrozast és visszatenyésztést végeztiink. A visszatenyészthet6 chlamydia
mennyisége a fert6zést kovetd kiilonb6z6 id6pontokban hasonlitott a kordbbi vizsgalataink
eredményéhez [83], (2a abra). Az IL-17A mRNS expresszidja mar az els6 naptdl megindult, de
a csucspontjat a fert6zés legmagasabb szintjén, a 7. napon érte el, az expresszié 26.1-szeres
volt a kontrollhoz képest. Ezt kovetSen a kifejez6dése folyamatosan csokkent, de még a
fert6zést kdvets 28. napon is emelkedett volt (8.57-szeres), amikor mar él6 chlamydiat nem
tudtunk kimutatni (2b dbra). Az IL-17 csaladba tartozo IL-17A-hoz a leginkdbb hasonld IL-17F
kifejezGdése egy kicsit eltért az IL-17A-jétdl, az expresszidja a 4. napon tet6zott (16.25-szeres)
ezt kovetben csokkent. Az IL-17C, az IL-17D és IL-17E expresszidja nem valtozott az egyszeri C.
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pneumoniae fert6zést kovetben az egerek tlidejében. Az IL-17A legfontosabb inducerének, az
IL-23-nak az mRNS expresszidja mar az elsé napon megemelkedett és a legmagasabb
kifejez6dését (62.0-szeres) a 2. napon mutatta (2c dabra). Az IL-17A cytokin mennyisége a
tudéfellliszéban az mRNS expresszioval korreldlt, vagyis mar a 2. napra megemelkedett, a
legnagyobb mennyiségben viszont a 7. napon mértiik (2d abra).
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2. abra. A C. pneumoniae fertézés hatdsa BALB/c egerek tiidejében. a: A fertézétt dllatok tiidejébdl
visszatenyészthetd C. pneumoniae mennyisége (IFU/tiidé). b: az oszlopok a fert6z6tt egerek tiidejében mért IL-
17A, IL-17C, IL17D, IL-17E és IL-17F, valamint c: az IL-23 mRNS exresszidjat mutatjak. A tiidék teljes RNS tartalmadt
specifikus primereket haszndlva RT-qPCR sordn vizsgdltuk. Az adatokat a 16S rRNS tartalomra normalizaltuk és a
kontroll egerekben mért expresszidhoz viszonyitottuk. A vonal az dltalunk meghatdrozott szignifikancia kiisz6bét
mutatja. d: A fert6z6tt egerek tiidejének IL-17A protein koncentrdcidja. Az oszlopok az adott id6pontban hét egér
mintdiban mért mennyiségek dtlagat+SD-t jelélik.

A periférias IL-17A termelé sejtek fenotipusanak meghatdrozasa

ELISpot vizsgalatot végeztiink annak tisztazdsara, hogy milyen fenotipusu és szamu periférias
sejtek képesek az IL-17A termelésére. A teszt soran C. pneumoniaeval fert6z6tt és nem
fert6zott egerek deplécidval szelektalt CD4* és CD8* lépsejtjeit hasznaltuk. Az el6zetes C.
pneumoniae fert6zés szignifikansan emelte az in vitro C. pneumoniaeval restimuldlt periférias
IL-17A termel6 sejtek szamat. 24 o6ras proliferaciot kovetéen 150 IL-17A termeld sejtet
mutattunk ki egy millié periférids sejtbél, mig a fert6zetlen egerekben ez a szdm 2 volt az in
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vitro C. pneumoniae restimuldciot kovetGen. Szignifikdnsan tobb IL-17A termeld sejtet
detektaltunk a C. pneumoniaeval fert6z6tt és C. pneumoniae antigénnel kezelt |épsejtek
kozott, mint a fert6zott, de in vitro mock kezelt 1épsejtek kozott. A CD8* sejtek deplécidja, igy
kizarasa a rendszerbdl nem befolyasolta szamottevGen az IL-17A termeld sejtek szamat. Ezzel
ellenkez6leg, a CD4* sejtek eltavolitasa az IL-17A-termelé sejtek szdmanak szignifikans
csokkenéséhez vezetett az in vitro restimulalt, és el6zetesen C. pneumoniaeval fert6zott
egerek |épsejtjeiben (3. abra). Ez az eredmény arra utalt, hogy az IL-17A 6 forrasa a CD4* T-
sejt a C. pneumoniaeval fert6z6tt egerekben.

180 1 | = ﬁ:/l.opéﬂeumomae 3. abra. C. pneumoniae fertéz6tt egerek IL-17A
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Az IL-17 A in vivo neutralizdaciojanak hatdsa egerekben

Munkdank soran kivancsiak voltuk arra, hogy mi lehet a szerepe az IL-17A-nak a C. pneumoniae
fert6zés sordn, ezért a fert6zés el6tt 24 oraval, majd a fert6zést kovetben 20 és 48 éraval az
egereket anti-IL-17A monoklonalis ellenanyaggal kezeltiik, az IL-17A cytokin hatasanak
felfiggesztésére. Kontrollként izotipus kontroll ellenanyaggal oltottuk az egereket. Az
allatokat a fert6zést kovet6 1. és 4. napon aldoztuk fel. A BAL-bdl meghataroztuk a
lymphocytak, macrophdgok és neutrophil granulocytak szamat. A tiid6homogenizatumbol
visszatenyésztettiik a C. pneumoniaet, valamint szendvics ELISA-val meghataroztuk kiilénb6z6
chemokinek szintjét. Az in vivo anti-IL-17A kezelés szignifikansan csokkentette a BAL IL-17A
mennyiségét az izotipus kontroll ellenanyaggal kezelt egerekéhez képest a negyedik napon
(17.2 vs. 64.8 pg/ml). A neutrophil granulocytak szama a fert6zést kovets 1. és 4. napon is
szignifikansan kevesebb volt, mint az izotipus kontroll ellenanyaggal kezeltekben. Az IL-17A
neutralizacidja nem befolydsolta a macrophagok és a lymphocytdk szamat a BAL folyadékban
(1. tablazat).
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FertGzés Kezelés IL-17A Neutrophil Macrophag Lymphocyta
utani napok 3 3 3
(pg/ml) (x 10°/ml) (x 10°/ml) (x 10°/ml)
anti-IL-17A 22.6x1.1 2.2+0.15* 15+1.2 2.5+0.19
1 izotipus 482423  21247.1 22+1.1 2.7+0.3
ellananyag
anti-IL-17A  17.2+0.6* 1.5+0.12* 5614.2 4.1+0.56
4 izotipus 64.8+1.4 450+10.1 72135 5.4£0.44
ellenanyag

1. tablazat. Az IL-17A mennyisége, valamint a kiilbnb6z4 sejtek szama az anti-IL-17A vagy izotipus ellenanyaggal
kezelt, majd C. pneumoniaeval fert6z6tt dllatok BAL-jaban. Az értékek az dtlag+SD-t jelélik. *P<0.05

A visszatenyészthetd, él6 chlamydia szdma szignifikdnsan magasabb volt az anti-IL-17A
monoklonalis ellenanyaggal kezelt csoportban a fert6zést kdvetd 7. napon, mint az izotipus
kontroll ellenanyaggal kezelt és fert6z6tt egerekben (2.06x10° IFU/ml vs. 6.69x10% IFU/ml) (4a
abra). A LIX protein mennyisége szignifikdnsan alacsonyabb volt az anti-IL-17A-val kezelt
egerek tudé felliliszojaban, mint a kontroll csoportban a fert6zést kovetd 1. napon (4b abra).
A masik két vizsgalt chemokin a KC és a MIP-2 mennyisége is szignifikdnsan alacsonyabb volt
a tid6ben az izotipus kontroll ellenanyaggal kezelt egerekben mérthez képest a 4. napon. (4c
abra). A chemokinek csokkent mennyiségét a csokkent tlid6 granulocyta szdammal hoztuk
kapcsolatba, mely az anti-IL-17A kezelés eredménye.

Arra is kivancsiak voltunk, hogy vajon az IL-17A in vivo neutralizaldsa hogyan befolyasolja a
Th1l és Th2 tipusu valaszt, ezért ELISA mddszerrel meghataroztuk az anti-IL-17A, illetve az
izotipus ellenanyaggal kezelt, és kés6bb C. pneumoniaeval fert6z6tt egerek IL-4, IL-10, IL-12 és
IFN-y cytokin szintjét a tudd&fellluszokban. Az IFN-y szint szignifikansan alacsonyabb volt az
anti-IL-17A ellenanyaggal kezelt csoportban, mint a kontrollban (1222.8 + 465 vs. 9304.8 + 287
pg/ml). IL-12 termelést a vizsgalt napokban nem tudtunk detektdlni, a Th2-es csoportba
tartozo IL-4 és IL-10 tekintetében a szintek megemelkedtek, de nem volt szignifikans eltérés a
kontroll csoport cytokin szintjeihez képest (4d abra).
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4. abra. Az IL-17A in vivo neutralizdcidjanak hatdsa. a Az egereket in vivo kezeltiik anti-IL-17A, valamint a kontroll
csoportot izotipus ellenanyaggal. A 4. napon a visszatenyészthetd C. pneumoniae mennyisége IF tesztben. b: (1.
nap), c: (4. nap): a tiid6k KC, MIP-2, LIX koncentrdcidja. d:a tidSk IFN-y, IL-4 és IL-10 tartalma. Az oszlopok 7 egér
tiidejében mért értékek datlagat+SD-t jelélik. *P<0.05

Az ismételt fert6zés hatdsa a kiilonb6z6 IL-17 cytokinek expressziojdra

Az irodalombdl ismert az a tény, hogy a kiilonb6z6 fert6z6 agensekkel térténd reinfekcidk
szerepet jatszhatnak krénikus léguti fert6zések (pl. asthma, COPD) pathogenezisében [212].
Emellett azt is leirtdk, hogy az IL-17E elGsegitheti a proallergids Th2-es immunvalasz
kialakulasat [213]. Kisérletiinkben ennek tanulmanyozasara BALB/c egereket fertéztink C.
pneumoniaeval 3 alkalommal négy hetes id6kozonként, és minden fert6zés utan 2 és 4 héttel
az egerek egy csoportjat feladldoztuk, hogy vizsgdlhassuk az IL-17E mRNS kifejez6dését. Az elsé
fert6zést kovetben a visszatenyésztheté C. pneumoniae mennyisége hasonld volt az el6z6
kisérletlinkhoz. A masodik és a harmadik fert6zést kovetGen a vizsgdlt id6pontokban nem
tudtunk kimutatni él6 chlamydiat az egerek tlidejébdél. Az IL-17E expresszidja az elsé
inokulalast kovet6en nem emelkedett meg, de a masodik és a harmadik fert6zést kévetben a
kifejez6dése dramaian nétt, a fert6zést kovet6 kései id6szakban. Az IL-17E expresszidja a 3.
fert6zést kovet6 4. héten 400-szoros volt a kontrollhoz képest. Az IL-17E cytokin
termel6désének kinetikdja kovette az mRNS kifejez6dését. Az IL-17A mRNS kifejez6dése is
emelkedett volt, de nem szamottevéen, annak ellenére, hogy él6 chlamydiat nem tudtunk
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kimutatni a tlid6 felGluszébdl (5a abra). Abban az esetben, ha a kisérletet ugy valtoztattuk,
hogy az egereket el6szor fert6ztiik él6 C. pneumoniaeval, utdna viszont héinaktivalt chlamydia
inokuldlasban részesiiltek, az IL-17A szintje megemelkedett az elsé és a masodik hdinaktivalt
chlamydia kezelést kdvetéen (5b abra). Az IL-17E expresszidja viszont nem valtozott a
hdinaktivalt kezelés hatasara. Nem valtozott az IL-17A és IL-17E expresszidja az egerek azon
csoportjaban, melyben csak hékezelt chlamydidval végeztiink inokulaldst 3 alkalommal.
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5. abra. Az ismételt C. pneumoniae fertézés, valamint a héinaktivdlt C. pneumoniae kezelés hatdsa az IL-17A és
IL-17E mRNS expressziora. a: az egereket a primer fertézést kévetéen 4 hetes idGintervallummal még két
alkalommal fertéztiik. b: az egerek egy mdsik csoportjat a primer fert6zés utdn két alkalommal héinaktivdlt C.
pneumoniaeval kezeltiik. Az egereket a fert6zések, illetve a kezelések utdani 2 és 4 héttel feldldoztuk, tiidejiikbél
teljes RNS-t vontunk ki, majd specifikus primereket haszndlva megmeértiik a cytokin gének expressziéjat. A kapott
adatokat [-aktinra normalizdltuk és kontroll egerekben mért génkifejez6déshez viszonyitva dbrdzoltuk. A vonal
szignifikancia kiisz6bét mutatja. A nyil a fert6zés/kezelés idépontjdt jeléli.

Ellentétben az IL-17A pathogén hatdsdval az autoimmun betegségekben, az IL-17A fontos
szerepet jatszik a mucosalis és epithelidlis védelemben a kiilonb6z6 pathogének ellen,
kiléndsen a belekben és a bér felszinen [214]. Jelen kisérletlinkben bizonyitottuk, hogy az
egyszeri C. pneumoniae fert6zés indukalja az IL-17A és IL-17F expresszidjat, viszont nem
befolyasolja az IL-17C, IL-17D és IL-17E termel6dését. Az IL-23 mRNS expresszidja megelbzte
az IL-17A termel6dését. Nemrégen megjelent egy tanulmdany, amelyben beszamoltak arrdl,
hogy egy masik chlamydia, a C. muridarum fokozta az IL-17A mRNS expressziét, valamint a
Th17-kapcsolt cytokinek kifejez6dését az egerek tiidejében, de az IL-17A mRNS expresszid
kinetikdja mas volt, mint a mi kisérletiinkben [124]. Az eltérés lehetséges oka, hogy mas
fert6z6 dozist, chlamydia fajt, illetve egérfajt haszndltak. Ezek mellett masok is azt talaltak,
hogy a korai IL-17A termelés a pathogén doézisatél fligg, és sziikséges hozza a baktérium
szaporodasa [215][216].

Az IL-17A protektiv szerepe a pathogének ellen irdnyulé immunvalaszban meglehetGsen
ellentmonddsos. Mycobacterium fert6zés esetén az IL-17A fontos szerepet jatszik a
gyulladasban és a granuloma kialakitasaban, de nem sziikséges a védelemhez [217][218]. Az
IL-17A kiilonb6z6 szerepét leirtak Salmonella speciesek esetében is: az IL-17A nem sziikséges
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a Salmonella (S). enterica elleni védelemben, ezzel szemben a Th17-sejtek deplécidja a
belekbdl dramaian megemelte a S. typhimurium mennyiségét Simian deficiencia virus fert6zés
soran majmokban [219][220]. Az IL-17A fontos szerepet jatszik korai Listeria monocytogenes
(L. monocytogenes) fert6zés soran a majban, mivel IL-17A génkilitott egerekben csokkent
protektiv valaszt mértek [221]. K. pneumoniae fert6zés soran az IL-17A tultermelése lokalisan
a TNF-a, IL-1B és MIP-2 termeléshez vezetett, valamint fokozddott a polimorfonukledris
leukocytdk vandorlasa a gyulladas helyére, melyek aztan fokozott baktérium kitirliléshez és az
egerek fokozott tuléléséhez vezettek [116]. Kisérletiinkben a CD4* lépsejtek depletdlasa
drasztikusan csokkentette az IL-17A termel6 sejtek szamat ELISpot rendszerben vizsgalva, ami
arra utalt, hogy f6éleg a CD4* sejtek felel6sek az IL-17A termelésért C. pneumoniae fert6zést
kovetSen. A kdzlemények tobbsége szerint az IL-17A termel6 sejtek féleg CD4* T-sejtek, de
bizonyos intracelluldris pathogének esetén (Mycobacterium tuberculosis, M. bovis BCG, L.
monocytogenes) a Yo T-sejtek is fontos szerepet jatszanak az IL-17A termelésében [221][222]
[117]. Mas sejttipusok, igy az NK sejtek és a CD8* T-lymphocytak IL-17A termelését is leirtak
[223], de kisérletiinkben a CD8* sejtek eltdvolitdsa nem befolyasolta az IL-17A ELISpot
maodszerrel mért SFC szamot. Irodalmi adatok alapjan az IL-17A fokozza a neutrophil gyulladast
a KC, LIX és MIP-2 termelésének indukaldsdaval kiillonbo6z6 sejttipusokban. Ennek megfelelGen,
ezen chemokinek jelenlétében fokozédik a neutrophil sejtek vandorldsa a fert6zés helyére
[224]. Kisérletinkben az anti-IL-17A monoklondlis ellenanyaggal kezelt egereinkben
lecsokkent a LIX, a KC és a MIP-2 szintje a fert6zést kovet6 1. és 4. napon. Ezen felll az IL-17A
in vivo neutralizdlasa szignifikdnsan csokkentette a neutrophil granulocytak szamat a BAL
folyadékban az izotipus kontroll ellenanyaggal kezelt egerekhez képest. Az IL-17A
k6zombositésének tovabbi hatasaként megnétt a visszatenyészthet§ baktériumok szama a
korai fert6zés soran, az él6 chlamydia szdma 3-szoros volt az izotipus kontroll ellenanyaggal
kezelt egerekhez képest, ami arra utalt, hogy az anti-IL-17A kezelés kdvetkeztében lecsokkent
KC, MIP-2 és LIX szintek miatt csokkent a neutrophil sejtek bearamldsa, ami kisebb mérték
baktérium eliminaciéhoz vezetett. Ezen eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy az IL-17A
indirekt antimikrobialis hatast mutatott chlamydia ellen a fert6zés korai szakaszaban, ami arra
hivja fel a figyelmet, hogy a kiilonb6z6 autoimmun eredet( kérképek kezelésében hasznalatos
monoklondlis anti-IL-17 tartalmu szerek a fennallé chlamydia fert6zések sulyosboddasat
eredményezhetik. Az IL-17A hasonld antibakteridlis hatasat mutattak ki az extracellularis K.
pneumoniae fert6zés soran is [116]. Masok arrél szamoltak be, hogy az IL-17A-nak nincs direkt
antimikrobialis hatdsa, mivel nem gatolta sem a C. muridarum, sem pedig a C. trachomatis L2
szaporodasat L-929 sejtekben [216]. Ezen eredményt az el6zetes kisérleteinkben mi is
aldtamasztottuk, ugyanis az el6zetesen IL-17A-val kezelt C.  pneumoniae
visszatenyészthetGsége nem csokkent a kezelés hatasdara. Tovabbi fontos megfigyelésiink volt,
hogy az IL-17A neutralizcidja visszafogott intenzitdsu Thl-es valaszt eredményezett, amit a
csOkkent IFN-y szint jelzett, valamint csokkentette, de nem szignifikans mdédon a Th2-es
cytokinek, mint pl. az IL-4 és az IL-10 szintjét.
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A természetes Uton torténd primer, human C. trachomatis fert6zés kialakit egyfajta
immunitdst, de nem teljeset, a chlamydia minimalis szaporodast mutat a reinfekcié sordn,
viszont sulyos gyulladast indukal, ami késébb irreverzibilis szoveti kdrosodashoz vezethet
[225]. Ezzel 6sszhangban a primer C. pneumoniae fert6zés részleges rezisztenciat biztosit a
reinfekcidkkal szemben egér modellben, de nem védi meg az allatokat a sulyos, gyulladasos
szovédményektdl [226]. Ezen megallapitasoknak megfelel6en az eredményeink azt sugalljak,
hogy az ismételt chlamydia fert6zések soran a chlamydia antigén szintézise és kijutasa az
ismételten fert6zott mucosalis epithel sejtekbdél vagy az alveoldris macrophagokbdl elhtizédé
antigén stimuldciét okoz, ami jelentésen fokozza a kroénikus gyulladas kialakuldsat. A
reinfekcids egér modelliinkben kimutattuk, hogy az ismételt fert6zés emelte az IL-17E mRNS
expressziot az egy alkalommal fert6z6tt egerekhez képest, kiléndsen a fert6zés kései
szakaszaban, amikor az allatok kiils6leg mar a gydgyulas jeleit mutattak. Az IL-17A mRNS
kifejez6dése szintén emelkedett volt, akkor is, amikor él6 C. pneumoniaet mar nem tudtunk
kimutatni a tidében, ami arra utal, hogy az IL-17A-nak fontos szerepe van a krénikus
gyulladasos folyamatokban. Ezen megfigyelések nagyon érdekesek annak tiikrében, hogy
olyan léguti pathogének, mint pl. a chlamydidk vagy a mycoplasmdk altal okozott
reinfekcioknak szerepe lehet az asthmds tlnetek aktivadlasaban. Ennek a folyamatnak a
részletes, pontos pathomechanizmusat még kevéssé vizsgaltak.

Egy publikidciéban beszamoltak arrdél, hogy a tiddé epithel sejtek transzgenikus IL-17E
tultermeltetése emelkedett nyak produkcidhoz és léguti macrophag és eosinophil
infiltraciéhoz vezetett, mig az IL-17E gatlasa csokkentette a léguti gyulladast és a Th2-es
cytokinek termelését allergén indukalta asthma modellben [213]. Az altalunk elvégzett
kisérletek alapjan él6 pathogénre volt szlikség az IL-17E mRNS kifejez6déséhez a fert§zés és
az ismételt fert6zés soran, ugyanis nem tapasztaltuk az IL-17E mRNS expresszié novekedését,
ha az elsé és a masodik, illetve a harmadik kezelés is hinaktivalt C. pneumoniaeval tortént.
Akkor sem emelkedett meg az IL-17E expresszid, ha el6szor él6 chlamydiaval fert6ztik az
egereket, majd a kés6bbiek soran inaktivalt pathogénnel kezeltiik. Az IL-17A mRNS
kifejez6dése viszont fokozddott az él6 chlamydiaval tortént fert6zés utan, valamint abban az
esetben is, ha azt inaktivalt chlamydidval tortént kezelés kovette, ami arra utal, hogy az IL-17A
jelatvitel beinditdsahoz elegendé a baktériumon jelenlevd pathogén asszocidlt mintazat, nem
sziikséges hozza é16 chlamydia.

Mmivel az IL-17 indirekt mdédon hozzajarul az anti-chlamydiads hatds kifejtéséhez, az
eredményeink arra a lehetséges mellékhatdsra hivjak fel a figyelmet, hogy a kiilonb6z6
autoimmun eredetl korképek kezelésében haszndlatos monoklondlis anti-IL-17 tartalmu
szerek a fennadllé chlamydia fert6zések sulyosboddsat eredményezhetik.

A C. muridarum infekcio és reinfekcio indukdlja az IL-17A és IL-17E mRNS kifejez6dést az
egerek tiidejében
Annak tisztazdsdra, hogy vajon az IL-17E termelés mas faj, a C. muridarum esetében is a

fertGzés kései szakaszaban mutat fokozott kifejez6dést, BALB/c egereket fertéztink C.
muridarummal intranasalisan, és ezt kovet6en a 28. napon ismételt fert6zést alkalmaztunk.
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Az egerek mintdinak vizsgalata a fert6zést koévet6 1., 7., 14., 28., 29., 35., 42 és 56. napon
tértént. A visszatenyészthets chlamydia mennyisége a 7. napon érte el maximumot 5.23x10°
IFU/tidé mennyiséggel, ezt kdvetSen lecsokkent 3x10* IFU/tid6 a 28. napra. A reinfekcid elsd

7

napjan a chlamydia titere 5.25x10° IFU/tudé volt, viszont a késébbi idépontokban él6
chlamydiat nem tudtunk visszatenyészteni (6. abra).

107 -
6. abra. A visszatenyésztheté C. muridarum mennyisége a

fert6zést és az ismételt fert6zést kévetben. A fert6zétt dllatok
105 4 \V tiidejébdl visszatenyészthet6 C. muridarum mennyiséget
indirekt IF tesztben hatdroztuk meg (IFU/tid5). Az adatok

106 4

10* g
minden idépontban 7 egérben mért C. muridarum IFU
3 4
10 dtlagdt+SD-t jelélik. A nyil az ismételt fertézés id6pontjat
102 mutatja.
101 4
100 . . 9 —e o
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C. muridarum mennyisége (IFU) a tiidében

Fert6zés utan (nap)

Az IL-17A mRNS expresszidja a 7. napon 20-szoros volt a kontrollhoz képest, aztan
folyamatosan csokkent. A reinfekciét kovetéen hasonld kinetikat mutatott, mint a primer
fert6zés utan, de az expresszido magasabb volt, 30-, 90-, 40-szeres a 29., 35., 42. napokon (7a
abra). Az IL-17A protein termelés kinetikdja kovette az mRNS expresszidjat (7b abra), viszont
az IL-17E expresszidja er6sen eltért ettdl, a legmagasabb kifejez6dést a 28. napon mértiik
(860-szorost). Az ismételt fert6zés utani elsé napon az IL-17E expresszidja alacsony szintre
csokkent, de ezt kovetben fokozatosan emelkedett, a reinfekcid 28. napjan 1600-szoros volt,
mely a kisérlet utolsé mintavétele volt (7a abra). Az IL-17E protein termelGdése teljes
mértékben kovette az mRNS kifejez6dést a primer és a reinfekcid soran is (7b abra).
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7. dbra. Az ismételt C. muridarum fertézés hatdsa az IL-17A és IL-17E expressziora. a: Az egereket a primer
fert6zést kévetéen még egy alkalommal fertéztiik. Az dllatokat a fertézés utdn kiilonb6zé idépontokban
feldldoztuk, tiidejiikbdl teljes RNS-t vontunk ki, majd specifikus primereket haszndlva megadllapitottuk a cytokinek
MRNS-ének az expresszidjat. A kapott adatokat [-aktin expressziora normalizdltuk és a kontroll egerekben mért
génkifejezédéshez viszonyitva dbrdzoltuk. Az oszlopok 7 egérben mért expresszio dtlagot+SD-t jeldlnek. b: A
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fertézott egerek tiidejébdl az IL-17A és IL-17E cytokineket ELISA segitségével detektdltuk. A nyil a mdsodik fert6zés
idépontjat mutatja.

Az IL-17E termelése kompartmentalizalt

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy kilonb6dz6 sejtek, pl. T-lymphocytdk, epithel sejtek
képesek az IL-17E termelésére [227]. Azt viszont nem tudtuk, hogy mely sejteknek kdszonhet6
az IL-17E termelés C. muridarum fertG6zés sordn. A fert6zott egerek lépsejtjeivel lymphocyta
proliferdcids vizsgalatot végeztiink, hogy meggy&z6djlink arrdl, hogy az in vitro C. muridarum
stimulalds hatdsara képesek-e IL-17E termelésre. Nem tudtunk kimutatni IL-17E proteint, sem
az él6, sem pedig az inaktivalt chlamydia stimuldcié hatdsara. Nem mutattak tovabba IL-17A
termelést sem a fert6zetlen egerek I|épsejtjei, valamint a kontrollként alkalmazott
stimulalatlan sejtek sem. Ezzel szemben az egyszer és kétszer fert§zott egerek |épsejtjei, mind
az é16, mind pedig a hGinaktivalt chlamydia stimulaciéra IL-17A termeléssel reagaltak. Nem
volt szignifikans kiilonbség az él6 és inaktivalt chlamydia altal okozott IL-17A produkcié kozott.
Az egy alkalommal fert6zott egerek sejtjei kevesebb IL-17A-t termeltek, figgetlentl az in vitro
stimulacid tipusatdl (8. abra).

1000 1

= ?ﬂZETvan VoPn 8. abra. Fertézott és ismételten fert6zott egerek Iépsejtjeinek
800 | mmmm Mock * IL-17A termelése. Az egerek lépsejtjeit a fertézést kévetd

kiilbnbéz6 idépontokban in vitro restimuldltuk €él6 vagy

inaktivalt C. muridarummal, majd a sejtek feliiliszojabdl

meghatdroztuk az IL-17A mennyiséget ELISA mddszerrel. Az

* oszlopok hét egér lépsejtiei dltal termelt cytokin
* mennyiségének dtlagdt +SD-t mutatjdak. Szignifikansan tébb IL-

17A-t termeltek a kétszer fertézott egerek lépsejtiei az egy

0 alkalommal fert6z6tthéz képest *P<0.05.
7 14 28 7 14 28 nap
1x MoPn 2x MoPn

e}
o
o

400 -

IL-17A (pg/ml)

200 ~

Mivel a periférids sejtek nem termeltek IL-17E-t, a fert6z6tt és Ujrafert6zott egerek tiidejébdl
metszeteket készitettliink és azokat IF festésnek vetettiik ala, anti-IL-17E monoklonalis
ellenanyagot, majd FITC-jelolt anti-egér ellenanyagot hasznalva. Nem volt [|athatd
fluoreszcencia a fertézetlen egerek tlidejében (9a abra). IL-17E pozitivitast tapasztatunk
viszont az egyszer és kétszer fert6zott és azt kovetden 4 héttel feldldozott egerek tliidejében.
Az IL-17E pozitiv sejtek a bronchusok epithelidlis rétegében helyezkedtek el, csak néhany
pozitiv sejtet talaltunk a tiid6 intersticiumban (9b,c abra).
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9. dbra. Az IL-17E termelGdése a fert6zetlen (a), a fert6z6tt (b) és az ismételten fert6z6tt (c) egerek tiidejében. A
metszeteket IL-17E specifikus monoklondlis ellenanyaggal majd FITC-jelélt anti-egér IgG ellenanyaggal kezeltiik.

A C. muridarummal végzett kisérleteink 6sszhangban vannak a C. pneumoniae altal kivaltott
vdlasz vizsgdlati eredményeivel. Az IL-17A termel§ sejteknek fontos szerepik lehet a léguti
mikroorganizmusok ellen kialakult immunvalaszban. A szerepét az is aldtdmaszthatja, hogy a
pathogénnel tortént ismételt fert6zés soran a periférias sejtek tobb IL-17A-t termeltek (8.
abra). A C. pneumoniae fert6zés eredményeivel egybevdgdan azt talaltuk, hogy az IL-17E
génexpresszid és fehérjeszintézis a fert6zések utani 4. héten indult meg, ami nagyon érdekes,
mivel ebben az id6pontban szinte ki sem lehet mutatni él6 chlamydiat az egerek tiidejébdl.
Nagyon érdekes, hogy az ismételt fert6zés hatdsdra az IL-17E génexpresszidja és
fehérjeszintézise is hirtelen lecsokkent (7a,b abra). Ugy gondoljuk, hogy a fert6zés hatdsara
képz6dd, Thl-es cytokinek kozé tartozd IFN-y gatolhatta az IL-17E expresszidjat a korai C.
muridarum reinfekcid soran. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy nem a periférias sejtek
a felel6sek az IL-17E termel6déséért a megfert6zott egerekben (ellentétben az IL-17A-val),
ami azt sugallta, hogy az IL-17E termelés kompartmentalizalt, az IL-17E termel6 sejteket a
tid6ben taldltuk meg. Ezt az eredménylinket a masok altal taldltak is aldtamasztottak, a T-
sejtek, hizdsejtek és mas haemopoeticus sejtek IL-17E termelése nem volt fontos a Th2-
tipusu/eosinophil léguti gyulladds kialakulasaban, ami arra utalt, hogy az IL-17E
termel6désében nem immun eredetl sejtek jatszanak szerepet [227].

Kisérletiink 6sszegzéseként elmondhatjuk, hogy eredményeink arra engednek kovetkeztetni,
hogy a C. pneumoniae reinfekcidk kivalthatjak az IL-17E termel6dését, mely a Th2-es cytokinek
indukaldsaval az asthmds folyamatok kialakitasaban vehet részt. igy a reinfekcidknak indirekt
szerepe lehet az asthma tiineteinek kialakulasaban.

Az él6 chlamydia, a bakteridlis DNS kimutatdsa a tiidében, vérben és a Iépben az ismételt
C. pneumoniae fertézést kovetéen
Korabban mar leirtdk, hogy a C. pneumoniae a primer fert6zést kbvetéen a 17. napig, mig

szekunder infekcid esetén a 8. napig tenyészthets vissza a BALB/c egerek tudejébdl [198]. C.
pneumoniae DNS-t kimutattak tad6bél, periférids mononuklearis sejtekbSl  mas
egértorzsekben [228][189]. Az ember élete soran akar tobbszor is megfert6z6dhet C.
pneumoniaeval, a reinfekcidkat kévet6 immunoldgiai valtozasok viszont nem tisztazottak.
Nem 3allt rendelkezésre informacié arrdl sem, hogy a fert6zést és az ismételt fert6zést
kovet6en mennyi ideig mutathatd ki a bakterialis DNS a vérben, valamint arrdl sem, hogy
milyen kdpiaszamban van jelen a C. pneumoniae a tiid6ben és a vérben. Ennek tisztdzasara
BALB/c egereket oltottunk C. pneumoniaeval vagy mock prepardtummal. Az elsG fertGzést
még két masik kovette 8 hetes id6kozonként. A lathaté szimptdmak sokkal enyhébbek voltak
és rovidebb ideig tartottak a masodik fert6zést kovetben, és teljesen hidnyoztak a harmadik
infekciot kovetGen. Valamennyi egér feléplilt a betegséghbdl. A C. pneumoniae titere a 7. napon
volt a legmagasabb [geometriai atlag (GM) 6.9x10% IFU/tiid8]. A baktérium szdma a 2. napon
mindkét reinfekciot kovetéen hasonld volt, mint a primer fert6zés utani 2. napon, de a
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szignifikdns védelem egyértelm( jele volt, hogy a pathogén a 7. napra kilrilt az egerek
tlidejébdl (10. abra).

1007

FertSzés utdni napok 10. abra. Az egerek tiidejébél visszatenyésztheté C.
E j pneumoniae mennyisége 1, 2 és 3 inokuldciét/fert6zést
104 g kévetden. Az oszlopok 3-5 egér tiid6homogenizdtumdban

mért C. pneumoniae titer geometriai atlagat (GM) jelélik.
ND: nem detektdlhato.

| ND ND ND ND
0,1

1.inok. 2. inok. 3.inok.

C. pneumoniae x10% IFU/tidd (GM)

A primer fert6zés utan a C. pneumoniae DNS-t sikeresen amplifikaltuk ompA specifikus
primereket hasznalva nPCR segitségével a 2. naptdl 4 hétig a tlid6kbél, a PCR pozitiv egerek
szama a 8. héten kezdett csdkkenni. A madsodik és harmadik fert6zést kdvetéen a PCR
pozitivitds gyakorisdga mar a 2. héttél csokkenést mutatott az egerek tiidejében (2. tablazat).
Azért, hogy bizonyithassuk a C. pneumoniae genom jelenlétét és mennyiségét a mintakban,
meghatdroztuk a chlamydia groEL-1 gén szamdat — mely csak egy kdpidban van jelen a C.
pneumoniae genomjaban — real-time PCR vizsgdlattal azon mintdakban, melyek a nPCR
tesztben pozitivnak bizonyultak (2. tablazat). A hetedik napon a genom ekvivalens gén szama
100-szor magasabb volt a primer fert6zést kovetben, és 100-szor alacsonyabb a masodik és
harmadik oltast kévetSen, az els6 nappal dsszehasonlitva. A bakteridlis genom viszont 5x10%—
7.8x10° mennyiségben még kimutathaté volt a 25 allatbdl 14-ben a fertézést kdvetd 4-8 héttel
is az allatok tlidejében. Az egerek vérében a C. pneumoniae DNS-t nPCR segitségével
teszteltlik, mely alapjan azt taldltuk, hogy mar a fert6zést kovet6 1. és 2. napon megjelent a
vérben flggetlenll attdl, hogy els6 vagy masodik reinfekcié allt fenn. Az Gsszes egér
vérmintdja 1 héttel a primer fert6zés utdn pozitiv volt nPCR vizsgalattal, a mdasodik fert6zést
kovet6 1. és 2. napon ugyancsak pozitivitast tapasztaltunk az 6sszes egér esetében; a harmadik
inokuldlast kovet6en az 1. és 2. napon csak egy egér volt nPCR-pozitiva harombdl. Két héttel
az elsé fert6zést kovetben 6t egérbdl kettd volt nPCR pozitiv, a reinfekciéknal az ardny 6tbdl
egy volt. A vérben a maximalis kopiaszam hasonlé volt mindharom fert6zést kovetSen (1x10%
— 4x10%/ml) (2. tablazat). A bakterialis DNS a tiid6kbél a 10. hétre kitrult altaldban, azonban
az 5 egérbdl 1 tlideje PCR pozitiv maradt 24 héttel a primer fert6zést kovetben, valamint a 21
tid6bdl 2 volt pozitiv a 20. és a 33. héten a harmadik inokuléciét kdvetéen, a kdpiaszam 2x103-
3x103/ml volt a tidészuszpenzidban. Néhany egérben reinfekcid hidnyaban is detektalhatd
volt a C. pneumoniae DNS a vérben, kés6bbi id6pontokban: a vizsgalt 18 allatbdl 3 hordozott
C. pneumoniae DNS-t 10, 18 és 49 héttel a fert6zést kévetSen 1x103-5.5x10%/ml
kdépiaszamban, demonstralva, hogy az allatok kis hanyada a vérében sokaig hordozza a
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baktériumot. A C. pneumoniae DNS-t sikeresen amplifikaltunk id6nként az egerek |épébdl a
betegség akut szakaszaban.

Fert6zések szama

Fert6zés
utani idé 1 2 3
tudé vér tadé vér tidé vér
1 nap (3+/3)
2+/3 3+/3
3( 8x/10)7 (1+/3) 5(4x/10)6 (0+/3) 5'6’(1066 (1+/3),
+2 15107 <6.7x10 +3 2x10° +4.0x10 7.0x10
2na 3+/3
P @) (2+/3) (3+/3) (3+/3) B, 12/3)
1.7x10° 4.3x10° 6,3x10 1.0x10* 190107 1 OxL0*
+5.6x10° +2.7x10° +5.5x107 +8.2x10° = :
1 hét (3+/3)
(3+/3)] (3+/3) (3+/3), 7.6x10* (0+/3)
3.8x10 <6.7910° 5.6x10 (0+/3) 7 110"
+2.0x10° : +5.4x10" =
2 hét 3/5
(54/5) (24/5) (4+/5) (14/5) S, (145
1.5x107 2.8x10" 1.8x10° <6.7x10° +1.0010° 4 0x10"
+9.2x10° +2.4x10" +1.0x10° - '
4 hét (54/5) (3+/5)
3
X (1+/5) 2.2x10
+31.82xX11% i (0+/5) 5 Ox10? (0+/5) 13 8x10° (0+/5)
8 hét (4+/5)
7.8x10° (0+/5) (1+/5), (04/5) N.D. (0+/5)
+8.9x10° 1.0x10

2. tablazat. Az ompA specifikus nPCR vizsgdlattal pozitiv tid6k és vérmintdk szdma/az 6sszes vizsgdlt minta
szdma. A genom ekvivalensek szamdt groEL-1 specifikus real-time PCR vizsgdlattal nyertiik. A szdmok az nPCR
vizsgdlattal pozitiv egerek 1 ml tiidé vagy vérmintdjanak C. pneumoniae kromoszoma kdpiaszamdt +SD jelélik.

A C. pneumoniae specifikus IgM, IgG és IgA ellenanyagok szintje, 1gG2a/lgG1 ardny
alakuldsa az ismételt fert6zés sordn
A C. pneumoniae specifikus IgM, IgG és IgA ellenanyagok termel6désének kinetikaja még nem

kerult leirdsra kordbban, és az sem tisztaztak, hogy miképp valtozik az 1gG2a/IgG1 arany
ismételt fert6zések soran. Ennek megvalaszolasdra nyomon kovettik a humoralis
immunvalaszt a primer és a reinfekcidk soran az immunglobulin izotipusok és annak altipusai
tekintetében. A C. pneumoniae specifikus IgM ellenanyagot az egerek szérumdban a fert6zés
utdn 1 héttel tudtunk kimutatni, mely a maximumat a 2. héten érte el (11A abra). Az IgM
termel6dése a 8. héten elérte a kimutathatdsag hatdrat az egerek nagy részében. A masodik
és a harmadik inokulaciét kovet6en az 6sszes egérben kimutattuk az IgM ellenanyag termelést
a fert6zés utan 1 héttel. Néhany egérben szignifikdnsan magasabb IgM szintet mértink
kés6bbi id6pontokban, még azok kozott is, melyek csak egy inokuldlasban részesiltek. A
primer fert6zés soran az IgG-t a fert6zést kovets 2. héttél detektaltuk, ezt kdvetben az IgG
termel6dése perzisztalt a vizsgalat végéig, a 49. hétig (11B abra). A masodik fert6zés az IgG
titer gyors és szignifikdns emelkedését idézte el§, mely aztan a masodik fert6zést kévetd 8.
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hétre lecsokkent. A harmadik fert6zés a masodik fert6zés utani szintre emelte az IgG
produkciét, ezt kovetben az IgG titer lassan csokkent, de magas maradt. Az egér szérumok IgG
altipus osszetételének vizsgalatara meghatdroztuk a C. pneumoniae specifikus szérum IgG1 és
IgG2a szintet és a két altipus titerébd6l hanyadost szamoltunk. Az I1gG1 titer geometriai atlaga
hasonld vagy magasabb volt a primer fert6zést kovetd 1-4. hétig, de a kés6bbiekben ez
megvaltozott, az IgG2a titere magasabb lett, mint az IgG1 titere. Az 1IgG2a/IgG1 arany relative
stabil maradt a 24 hetes megfigyelés alatt; az arany 1 és 2 k6z6tt mozgott. Mind az IgG1, mind
pedig az IgG2a valasz fokozhatdnak (boosterelhet8) bizonyult az ismételt fert6zések soran, de
az 1gG2a szint magasabb volt, igy az 1gG2a/1gG1 arany is magasabb lett (11C abra). A szérum
IgA az elsé6 fert6zés utan nagyon alacsony titerben volt jelen, de a legtdébb egy alkalommal
inokulalt egér szérumaban a specifikus IgA még a 33. héten is jelen volt. A masodik fert6zés az
IgA titer gyors emelkedését idézte eld; egy héten belil elérte a maximalis szintjét, ezt
kovet6en csokkent az Gjabb fert6zésig. A harmadik fert6zés utdn az IgA szint emelkedett és
magas maradt (a titer geometriai atlaga: 1000) a vizsgdlt id6pontig (11D abra). A szérum
immunglobulin szintek mellett elemeztiik a tidé homogenizdtumban is a C. pneumoniae
specifikus IgA ellenanyag szintet (11D abra). A tidében indukalodd IgA ellenanyagok
termel8&dési kinetikaja korrelalt a szérum ellenanyagok kinetikajaval.
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11. abra C. pneumoniae specifikus ellenanyagok egy, illetve tébbszords inokuldciot kévetéen. A: A szérum IgM
tartalma a fert6zést kévetd kiilonbézé id6pontokban. Jelek: z61d kér: 1-szer fert6zétt, fekete kér 2-szer fertézott,
kék hdromszédg 3-szor fert6zétt egerek. B: A szérumok IgG tartalma. C: Egyszer vagy tébbszér fert6zétt egerek
szérumdnak 1gG2a és IgG1 titerének ardnya. Szignifikdns kiilénbséget kaptunk az ardnyok kézétt két héttel a
fert6zést kévetden az egyszer és kétszer oltott egerek mintdiban *P=0.033, az 1 és 3 alkalommal oltott egerek
két hetes mintdiban x P=0.016, valamint 4 hetes mintakban Y P=0.008. D: A C. pneumoniae specifikus IgA titerek
geometriai dtlaga egyszer és t6bbszor fert6zott egerek szérumdadban és tiidejében kiilonbézé idépontokban. A * a
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fert6zés utan eltelt napot jeldli. A nyil a fertézések idépontjat mutatja.
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A lépsejtek IFN-y termelése a C. pneumoniae fert6zést kévetden

A szisztémas IFN-y termelést, mely az adaptiv cellularis immunvalaszrél nyujt felvilagositast,
az IFN-y termeld sejtek szamszerd mérésével hataroztuk meg; a sejteket in vitro restimulalva
C. pneumoniaeval, majd ELISpot rendszert alkalmazva detektaltuk az IFN-y termel§ sejtek
szamat (12. dbra). Két héttel az els6 oltast kdvetben az IFN-y termel§ sejtek mar jelen voltak
a lépben. Az IFN-y-t termeld SFC-k atlaga egy millié sejtre vetitve 167 volt, ami lecsékkent 99-
re és 54-re a 10. és a 18. héten. Az ismételt fert6zés novelte a SFC (az atlag: 198) szamot a
masodik hétre, de ez a szam hasonlé volt, mint az elsé inokulacié utan. A harmadik fert6zés
szintén megemelte a SFC szdmot, ami elérte a 285-6t a fert6zés utani masodik hétre, ez az
emelkedés sem eredményezett szignifikans kiilonbséget.

350 - 12. adbra. Az 1, 2, 3 alkalommal C.
pneumoniaeval fert6zétt egerek lépsejtjeinek
IFN-y termelése in vitro C. pneumoniae
stimuldciéra. Az egyszer fertézitt egerek

300 A
250

W 1x fert.
B 2x fert.
B 3x fert.

E

g

LA

-

(]

Tz 200 1 Iépsejtjeinek  IFN-ytermel6 képességét a
o & 150 fert6zést kévetd 2, 10 és 18 héttel, a kétszer,
E 100 | illetve hdromszor ferté6zott egerek lépsejtjeit
‘3 0 | az utolso fertézést kbvetden 2 héttel vizsgaltuk
z ELISpot rendszerben Az oszlopok az dtlagos
- 0 SFC/10° Iépsejtet jeléinek.

2 10 2 18 2
Fertdzés utani hetek szama

A C. pneumoniae fert6zést utanzé allatmodellek, melyek ez iddig kozlésre keriltek nem
tartalmaznak egyértelm, részletes informaciot a fert6zés és az ismételt fert6zések soran
kialakult ellenanyagok termel6désének kinetikajardl, a cellularis immunvalaszrol
parhuzamosan az életképes pathogén és a bakteridlis DNS kimutatasaval [198][229]. Az
altalunk kidolgozott egér modellben a két hdnapos periddus a 3 inokulacié kozott biztositotta,
hogy az egerek klinikailag teljesen felépliljenek a betegséghdl; igy az egér modelliink szimulalja
az emberekben el6forduld ismételt fert6zéseket. Irodalmi adatok alapjan 4-6 évenként
fordulnak el6 jarvanyok a human populdcidéban [230]. Az altalunk hasznalt viszonylag alacsony
C. pneumoniae ddzis sokkal kdzelebb allt a természetes human fertézések dézisdhoz, mint a
mas kutatdk altal hasznalt nagyobb ddzis [231][232][233]. Modelliinkben, hasonldéan ahogy
kordabban beszamoltak rdla [198][234], az él6 chlamydia gyorsabban kilrilt az egerek
tidejébdl az ismételt fert6zések soran, mint az elsé inokulaciét kdvetGen. Viszont a részleges
védelem ugyanazon a szinten maradt a masodik ismételt fert6zést kovetben, tehat az
immunvalasz, amit az elsd ismételt inokulacid okozott, nem volt elég hatékony, hogy
megvédje a tlid6t a produktiv fert6zéstél. A legtobb C. pneumoniae okozta fert6zés
felnSttekben reinfekcio, és az Ujrafert6z6dott betegeknek enyhébbek a tiinetei, mint a primer
fert6zést kovetben [235], bar id6sebb emberekben sulyosabb ismételt fert&zések is
el6fordulhatnak [236]. Eredményeink szerint a C. pneumoniae DNS kilriilése a tlid6bdl sokkal
kevésbé teljes, mint az él6 baktériumé, ami a C. pneumoniae hosszu ideig tartd

perzisztalasanak a jele a fert6zést kovet6en. Hosszu ideig tartd baktériumhordozas néhany
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egérben alakult ki. Az é16 chlamydidnal nagyobb szami genom az egerek tiidejében utalhat
nem fert6z6 chlamydia partikuldk jelenlétére az inokulumban vagy a tiid6ben vald
keletkezésiikre a fert6zés soran. Modelllinkben a PCR pozitivitas aranya, valamint a genom
ekvivalensek szama gyorsabban csokkent a masodik és a harmadik fert6zés utan, mint az els6t
kovetéen. Azonban a C. pneumoniae DNS kimutathatd volt intermittdlé médon a vérben,
kés6bbi id6pontokban is. A korokozé DNS-ének mennyiségérdl a vérben, ismételt fert6zések
kovetben, els6ként szamoltunk be.

A legtdbb tanulmanyban, melyben C. pneumoniae egér modellt alkalmaztak, nem sikerilt IgM
ellenanyagot kimutatni a szérumbdl, vagy csak a primer fert6zés utdni korai idészakban, a
reinfekcidk utdn mikroimmunfluoreszcens modszert haszndlva pedig egyaltalan nem kerilt
detektaldsra [226][237][238]. Az altalunk kifejlesztett ELISA médszerrel az IgM ellenanyagot
konnyedén ki tudtuk mutatni, ami azt sugallja, hogy az IgM jelenléte az éppen folyamatban
levé fert6zés markere, fliggetleniil attdl, hogy az primer vagy szekunder. Az irodalomban
leirasra kerilt, hogy a kozdsségben szerzett pneumonidban szenved6k egy csoportjdban a
fennalld fert6zés diagndzisat a jelenlevé IgM adja [239], ami egybehangzik az altalunk
taldltakkal, miszerint az IgM ellenanyagok jelen vannak az akut és az ismételt fert6zések soran
is. Eredményeink alapjan az ismételt fert6zések emelik az 1gG2a/1gG1 aranyt és elnyujtjak a
magas IgG2a szintet, ami a Thl-es tipusu celluldris immunvalaszra utal az ismételt fert§zéseket
kovetSen. Az Ig izotipus profil meghatarozdsa a human szérumban akdr segithet azonositani
azt, hogy a betegnek primer fert6zése vagy reinfekcidja van-e. Kordbbi koézlemények azt
sugalltdk, hogy az IgA ellenanyagok, mint egyfajta marker szolgalhatnak akut vagy krénikus C.
pneumoniae fert6zésben [240]. A kisérletiinkben a primer fert6zés alacsony szintl IgA
termelést valtott ki, viszont a reinfekcidkat kovet6en hosszu ideig tartd, magas titerl IgA
ellenanyag szintet detektaltunk. A magas szint( IgA ellenanyag akkor is jelen volt az
egerekben, ha nem hordoztak C. pneumoniae DNS-t a tiidejikben, vériikben vagy a |éplikben.
Ezzel egybevagdan emelkedett IgA szintet és magas IgG titert talaltak stroke-os betegekben
[241], valamint kapcsolatot véltek felfedezni a magas IgA szint és a szimptdmas carotis
atheroscleroticus betegség kozott, bar a magas IgA szint nem korrelalt a C. pneumoniae DNS
jelenlétével a plakkokban [242]. J6 korrelaciot taldltunk a légzérendszerben, valamint a vérben
mért IgA szintek kozott, ahogy azt leirtak mar kordbban kdpet és szérum mintak esetében
[243]. Bar helyi antigén stimulus sziikséges a magas IgA szint fenntartdsahoz, az IgA szint még
akkor is magas volt a tid6ben, amikor mar az egerek tobbsége nem is hordozott C.
pneumoniaet a tidejében.

Az antigén stimulusra kialakuld IFN-y termel§ sejtek szama a gazdaszervezet cellularis
immunreaktivitdsardl ad informaciot. Primer C. pneumoniae fert6zés soran kialakult T-sejt
medialta immunvalaszt kimutattak korabban IFN-y ELISpot moddszer segitségével [229].
Kisérletiinkben ezen fellil bizonyitottuk, hogy a primer fert6zést kovetben egy id6 utdn
bekovetkezd csokkenés a cellularis immunvalaszban visszadllithatdé a masodik, illetve a
harmadik C. pneumoniae inokulacidval, bar a reinfekcié nem indukalt szignifikansan tobb IFN-
v termel6 sejtet, mint a primer fert6zés. Eredményeink fontosak lehetnek a C. pneumoniae
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okozta tobbszori fert6zés és annak kovetkeztében kialakulé gyulladasos folyamatok
tisztazasaban.

A chlamydia névekedése és a genom akkumuldcioja bél eredetii Caco-2 és permissziv
gazdasejtekben
Annak kideritésére, hogy vajon a gastrointestindlis rendszer alkalmas-e arra, hogy a C.

trachomatis perzisztens formdaban tuléljen benne és onnan esetlegesen a genitdlis rendszer
Ujrafert6z6dését okozza, béleredetl Caco-2 sejteket, valamint a C. trachomatis fert6zésre
haszndlt Hela229 sejteket fertéztiink. A C. trachomatis zarvanyok a fert6zést kdvetben
lathatdok voltak mindkét sejtben. A zarvanyok jelenléte mindkét sejttipusban a folyamatos
replikaciodt jelezte; az inklUziok morfolégiaja azonban eltéré ndvekedési kinetikat mutatott IF
modszerrel (13. abra) valamint elektronmikroszkdppal vizsgdlva. Kisérleteink sordn a
chlamydia genom akkumulaciéjat 3 napon keresztil kdvettiik a sejtekben. A fert6zott sejtek
lizdtumait hasznaltuk templatként és a C. trachomatis pyk gén mennyiségének valtozasat
hatdroztuk meg. A C. trachomatis ndvekedése zavartalan volt a Caco-2 sejtekben, a chlamydia
genom mennyisége 72 érdval hasonlé mértékben nétt, mint a HelLa229 sejtekben (14. abra).
A Hela229 sejtekben a replikdcidé tet6pontja 48 odrakor volt, majd ezutdn a mértéke
visszaesett; ez utdbbi nem volt lathatd a Caco-2 sejtek esetében. A Caco-2 sejtekben a
cycloheximid hatasa nem okozott nagyobb valtozast a replikacié mértékében.

13. abra. A C. trachomatis D IF mddszerrel festett
zdrvdnyai a Caco-2 és a Hela229 sejtekben. A C.
trachomatis D fertéz6tt Caco-2 sejteket 24 6ran at
(A) vagy 48 ordn dt (C) inkubdltuk. A fertézott
HelLa229 sejteket hasonléan 24 (B) és 48 6ran dt (D)
inkubdltuk. A megadott id6pontok utdn a sejteket
indirekt IF mddon festettiik anti-cLPS antitest és
FITC-jel6lt anti-egér 1gG mdsodlagos antitest
alkalmazdsdval.
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14. abra. C. trachomatis D névekedésének vizsgdlata a chlamydia DNS kvantitativ meghatdrozdsa alapjdn gPCR
segitségével. A chlamydia gének kimutatdsdt a fert6zétt sejtek lizatumdban a fert6zés utdn 0, 24, 48 és 72 draban
végeztiik. A chlamydia DNS mennyiségének névekedését a fertézés O Ordjaban detektdlt mennyiségekkel
hasonlitottuk 6ssze. (A) a C. trachomatis D pyk gén mennyiségének névekedése cycloheximid jelenlétében, és (B)
cycloheximid hidnydban.

Fertézéképes chlamydia szaporoddsa Caco-2 és permissziv gazdasejtekben
Annak megallapitdsara, hogy a fert6z6képes chlamydia termel6dése parhuzamos-e a DNS

akkumulacidjaval, a fert6zott sejteket a felliluszéjukkal egyltt Osszegyl(ijtottiik, és a
visszatenyészthetd, életképes C. trachomatis kvantitativ meghatarozasara a mintdkat McCoy
sejtre oltottuk. A kisérlet eredményei alapjan a fert6z6 chlamydia visszatenyészthetd, ami azt
mutatja, hogy a Caco-2 sejtvonalban a teljes replikacids ciklus lezajlott. A C. trachomatis
novekedése kissé késett a Caco-2 sejtekben, de a fert6zés utan 72 éraval hasonld mennyiségl
C. trachomatist tenyésztettiink vissza a Caco-2 sejtekbdl, mint a HelLa229 sejtekbdl (15. abra).

15. abra. A C. trachomatis replikdcidjanak kinetikdja Caco-

* * 2 és Hela229 sejtekben. A C. trachomatis fert6z6tt Caco-2
1 és Hela229 sejtek lizatumait és feliiluszoit kiilbnbézé
idépontokban gylijtéttiik be a fertézés utdn, és rdoltottuk

15 q

- *k
E McCoy sejtekre. Az inkluziokat immunfluoreszcencens
% * % .ﬁi‘;’z festéssel vizualizdltuk. Az dbra a titerek dtlagdt IFU/mi-
) ben kifejezve és az SD-t 3 pdrhuzamos tenyészet alapjdn

I mutatja. A * statisztikailag szignifikdns kiilénbségeket
mutat az azonos sejttipus, ** a kiilénféle sejttipus
feliiliszéjaban mért értékek kézdtt. P<0.05.

04 P

24h 48h 72h

Chlamydia gének transzkripciés mintazata Caco-2 és a hagyomanyos gazdasejtekben
Mivel a C. trachomatis replikdcid kinetikdja kiilonbséget mutatott a Caco-2 sejtekben, a

Hela229 sejtekkel 0©sszehasonlitva, megvizsgdltuk néhany kivalasztott chlamydia gén
expresszidjat a fertézést kdvetd 3 napos periddus alatt. Ugy gondoltuk, hogy a bélhamsejtek,
mint sajatos novekedési kornyezet, kihathatnak a chlamydia génexpressziés mintazatanak
valtozasara. A relativ génexpresszids szinteket a 16S rRNS expresszidjara normalizaltuk. A
fert6zés utan 24 éraval, a korai klaszter gén, az euo relativ expresszidja (16A abra) sokkal
alacsonyabb volt a HelLa229 sejtekben, mint a Caco-2 sejtekben, és kés6bbi id6pontokban
novekedett meg, amikor a replikacié mértéke mar alacsonyabb volt. A C. trachomatis D pyk,
ompA, ftsK és omcB génjeinek relativ expresszidja (16 abra) hasonlé tendenciat mutatott, a
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két vizsgdlt sejtvonalban, de a relativ expresszi6 magasabb szinten perzisztdlt Caco-2
sejtekben, mint a HelLa229 sejtekben. 24 éra elteltével a pyk gén expresszidja az idé muldsaval
fokozatosan csokkent, hasonlé sebességgel mindkét vizsgdlt sejtvonalban (16B abra). Az
ompA gén expresszidjanak legmagasabb szintjét a 24 drds mintdban tapasztaltuk, és hosszabb
ideig magas szinten maradt a Caco-2 sejtekben, mint a HeLa229 sejtekben (16E abra). Az ftsk
legmagasabb expresszidjat a fert6zés utdn 24 doraval, a citokinezis idején figyeltiik meg, és a
Caco-2 sejtekben ez a késGbbi idépontokban is magas szinten maradt (16D abra). A kései omcB
gén expresszidja a fert6zés utan 48 drdval tet6z6tt, és a Caco-2 sejtekben magasabb volt, mint
a Hela229 sejtekben (16F abra). A Caco-2 sejtekben folyamatosan magas groEL expressziot
figyeltiink meg, a legkordbbi, 24 éraban vizsgdlt id6épontban is (16C abra). A groEL gén
expresszidjanak novekedése csak 48 draval a fert6zés utdn kovetkezett be a Hela229

sejtekben.

A) | (B)
%% g 16. abra. A C. trachomatis D
3 s § Caco2 gének relativ expresszidjanak
%W =Hela H s idébeli alakuldsa Caco-2 és
2 Hela229 sejtekben. A cDNS-t
0g01 0 . . ' Caco-2 és Hela229 sejtekbél

4h 48h 22h an 48n Zh
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A C. trachomatis hBD-2 indukalé képessége Caco-2 sejtekben
A Caco-2 sejtek bélnyalkahdartya eredetli hamsejtek, ez a sejttipus fontos szerepet jatszik a

vastagbélben taldlhatd kérokozok elleni fiziologias védelemben. Mivel a hBD-2-t mikrobialis
elemek indukaljak, megvizsgaltuk, hogy a C. trachomatis képes-e kivaltani ezen antimikrobialis
peptid termelését. A hBD-2 fehérje emelkedett mennyiségben volt jelen a pozitiv kontrollként
hasznalt E. coli Nissle torzzsel stimuldlt Caco-2 tenyészetek felliliszojaban (17. abra). A C.
trachomatis D indukalta a sejtekb6l a hBD-2 felszabaduldasat, azonban ennek szintje
szignifikdnsan alacsonyabb volt az E. coli Nissle-stimulalt feltluszdéval 6sszehasonlitva.

17. adbra. Chlamydia fertézésre kialakult hBD-2
termelés Caco-2-sejtekben. A nem fert6z6tt
sejtek (g), a C. trachomatis D-vel (Ctr D) vagy
hékezelt E. coli Nissle térzzsel fert6zott sejtek
feliiluszoit kiilénb6z6 id6pontokban gydljtéttiik

be. A hBD-2 termel6dését ELISA-val teszteltiik.

| CtrD Az oszlopok a koncentrdcié dtlagdat és SD-t

B E. coli Nissle  mutatjdk (3 pdrhuzamos tenyészetben). A

] * 1) *statisztikailag  szignifikdns  kiilénbségeket

* % * mutat a chlamydia  fert6z6tt  sejtek

feliiluszojaban mért értékek és az E. coli Nissle-

T T lel kezelt sejtek feliiluszojaban mért értékek
e - i i kéz6tt; P<0.05.

Oh 2h 24h 48 h 72h

Kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy a C. trachomatis képes replikdlodni a bél eredet(i Caco-

2 sejtekben, bar a szaporodasi kinetikaja eltért a HeLa229 sejtekben tapasztalthoz képest, ezt
aldtamasztotta, hogy kisebb genom és visszatenyészthet6 chlamydia mennyiséget mértiink a
fert6zés utan 48 ordval, bar a fert6zés utdn 72 orara ezek az értékek hasonldak voltak a két
sejttipusban. Ezek alapjan arra a kovetkeztésre jutottunk, hogy a Caco-2 sejtek alkalmasak
arra, hogy megfelel6 kdrnyezetet biztositsanak a bélben a perzisztalé chlamydia tulélésére.

A chlamydiak fejlédési ciklusa transzkripcids szinten szabdlyozott [244]. A transzkripcids profil
megvaltozasat in vitro modellekben kimutattak, amelyekben kiilénb6z6 stimulusok (IFN-y,
penicillin) segitségével indukaltdk a chlamydidk perzisztens alakjanak kialakuldsat. Bizonyos
sejttipusok nem megfelel6 ,,gazddk” a chlamydia szdmdra (bennik a chlamydia nem tud a
»klasszikus” médon szaporodni), ezekben a sejtekben a transzkripciés mintazat a perzisztens
formara emlékeztet [245]. Mivel a chlamydia szaporodasanak (iteme a Caco-2 sejtben eltért
az optimalis gazdasejtben tapasztalttdl, kivancsiak voltunk arra, hogy a chlamydia melyik
génjei fejez6dnek ki eltér6en a Caco-2 sejtben 6sszehasonlitva azt a HelLa229 sejtben kapott
génexpresszidoval. A génexpresszids vizsgalatunkhoz a chlamydia fejl6dési ciklusanak korai
(euo), kozépidds (ompA, GroEL, pyk) és kései (omcB) szakaszabdl, valamint a sejtosztddassal
(ftsK) kapcsolatos géneket véalogattunk, és a kifejez6désiiket a 16S rRNS kifejez6désére
normalizaltuk. Az eou gén termékérdl leirtak, hogy gatolja a kései géneket [246], igy ezen gén
csokkent kifejez6dése a Caco-2 sejtekben magyarazhatja a magasabb omcB kifejez6dést (mely
az EB fontos membranproteinjét kddolja) még a fert6zés kései szakaszdban is. Az EOU protein
kotédését az ftsK promoterhez mar korabban leirtak [247], a cytokinesissel kapcsolatos ftsK
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gén folyamatos magas szintjét okozhatja az euo gén csokkend kifejez6dése Caco-2 sejtekben.
A sejtosztodashoz sziikséges ftsK transzkritumokat mar a chlamydia szaporodas els6 napjatol
magas szinten mértiink, amikor a baktérium a legnagyobb mérték(i osztédast mutatja.
Eredményeink alapjan ugy tlnik, hogy a bakteridlis sejtosztédds a Hela229 sejtekben
hamarabb lezajlik, mint a Caco-2 sejtekben. A C. trachomatis ATP szintézissel kapcsolatos pyk
génjének expresszidja 48 éra utdn csokkent a Hela229 sejtekben. Ez szinkronban volt az ezen
sejtvonalban kimutatott chlamydia kromoszdma mennyiségének csdkkenésével. Ezzel
Osszhangban a pyk hosszabb, magas szint(i expresszidja a Caco-2 sejtekben a genom
folytatdlagos halmozéddsdval jart egyitt. Az ompA gén expresszids szintjének valtozasanak
tendencidja hasonlé volt mindkét sejtvonalban. A pyk és ompA géneket a kozépidbs géneknek
(amikor a RB-k felhalmozddnak és az EB-k kezdenek kialakulni) tekintik [244]. A C. trachomatis
groEL génje, a Hsp60-at (GroEL-1) kddolé génje a Caco-2 sejtekben erdsen expresszalodott a
megfigyelési id8szak alatt. A stressz hatdsara létrejové GroEL-1 termel6désének ndvekedését
leirtdk a C. trachomatis esetében kordbban [248]. Eredményeink arra utalnak, hogy a C.
trachomatis replikacidja a Caco-2 sejtekben bizonyos stressz valaszt valt ki a baktériumban.
Kutatdsok arra utalnak, hogy a genitalis traktusban a kis antibakteridlis molekuldk
hozzdjarulhatnak a tartds gyulladdsos reakciéhoz [249], vagy szabdlyozhatjdk a gyulladdsos és
adaptiv immunvalaszt [250]. Niyonsaba és munkatdrsai szerint [251] a hBD-2 hatékony
neutrophil chemoattraktansnak tekinthet6. A fokozott hBD-2 expresszié hozzajarulhat a
gazdaszervezet védekezéséhez a neutrophil sejtek toborzasaval. A hBD-k szerepét az éretlen
dendritikus sejtek és a memdria T-sejtek mikrobialis invazié helyére torténé vonzdsaban is
leirtak [252]. A hBD expresszidjardl irtak olyan nékben, akik cervicovaginalis mintdja C.
trachomatis pozitivitast mutatott, bar szignifikansan alacsonyabb szintrél szamoltak be, mint
a nem fert6z6tt kontrollokban [253]. A Caco-2 sejtvonallal végzett kisérleteinkben a C.
trachomatis fert6zés kismértékben indukalta a hBD-2 termelését, 6sszehasonlitva egy erGs
induktor (az E. coli Nissle torzs) altal indukdlt mennyiséggel. Egér modellben, a C. muridarum
oralis alkalmazdsa hosszu hordozast és a gyulladasos reakcio hidanyat okozta a vastagbélben; a
nemi szervek fert6zése azonban intenziv gyulladdst kovetSéen rovid id6 elteltével
felszamolddott [254]. A chlamydia fert6zott Caco-2 sejtvonal alacsony hBD-2-termelése jele
lehet a szuppresszalt természetes immunvalasznak, és potencidlisan a kés6bbi csékkent
adaptiv valasznak is.

Eredményeink alapjan a vastagbél eredetl epithelidlis Caco-2 sejtvonal kelléen permissziv
gazdasejt a C. trachomatis szamara lehetGvé téve a baktériumoknak a test ezen helyén torténd
életben maradasat. Az alacsony hBD-2 indukald tulajdonsagaval egyiitt a C. trachomatis képes
arra, hogy ott szaporodjon anélkiil, hogy gyulladdsos reakciot valtana ki. Ezek az eredmények
aldtamasztjadk azt az elméletet, miszerint a gastrointestinalis traktus a nemi szervek
extragenitalis tulélésének helyszine lehet, és potencidlisan a genitdlis traktus
Ujrafert6z6désének forrasa lehet, kiilonésen a nékben. Adataink Osszecsengenek azon
kordbban leirtakkal, miszerint az urogenitalis chlamydia fert6zés gyakran jar egyitt anorektalis
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fert6zéssel n6kben [255], tovdbbd mds kutaték szerint a homoszexudlis férfiakbdl vett
végbélmintdkban is magas a fert6zottségi arany [256].

Osszefoglalds

10.

Munkank eredményeként az alabbi uj megallapitasokat tettiik ebben a témaban
Kimutattuk, hogy a C. pneumoniae fert6zés indukalja az IL-17A kifejez6dését mRNS és
protein szinten a fert6z6tt egerek tlidejében.

Igazoltuk, hogy a C. pneumoniae fert6zés soran fGként a CD4* sejtek felelGsek az IL-17A
termel6déséért.

Kimutattuk, hogy az IL-17A in vivo neutralizdlasa csdokkent chemokin termel6déshez és
neutrophil granulocyta bedramlashoz, kovetkezményesen nagyobb mennyiségi
visszatenyészthetd chlamydidhoz vezetett. Tehat az IL-17A indirekt modon képes a
chlamydidk szamdanak csdkkentésére.

Megallapitottuk, hogy az ismételt C. pneumoniae fert6zések kései szakaszaban fokozddik
az IL-17E mRNS kifejez6dése, és ez a fokozddas él6 chlamydia jelenlétét igényelte.
Kimutattuk, hogy a C. muridarummal tortént ismételt fert6zés is indukalja a kései
szakaszban az IL-17E expresszidjat mRNS és protein szinten.

Bizonyitottuk, hogy a C. muridarum fert6z6tt allatok in vitro stimulalt 1épsejtjei IL-17A-t
termelnek, viszont nem képesek IL-17E termelésére. Kimutattuk, hogy a C. muridarummal
fert6zott egerekben az epithel sejtek felel6sek az IL-17E termel6déséért.

A C. pneumoniae fert6zéses modellben detektdltuk a baktérium DNS-ét, mely nemcsak a
tiddében, de a periférids vérben is nagy kdpiaszamban szinte azonnal megjelent a primer
és az ismételt fert6zések utan is, valamint a csokkend kdpiaszamot mutattunk ki a fert6zés
késbébbi szakaszaiban, viszont a C. pneumoniae DNS a tiid6ben és a vérben még sokaig
perzisztalt az egerek egy kis hanyadaban.

Igazoltuk, hogy az IgM ellenanyag a reinfekcidk soran is Ujra megjelenik az egerek
keringésében valamint néhdny egérben az IgM szint perzisztalasat tapasztaltuk az egyszeri
és az ismételt fert6zést kovetSen.

Alacsony 1gG2a/IgG1l aranyt mértink a primer fertGzést kovetSen, ezzel szemben
magasabb 1gG2a/IgG1l aranyt a reinfekcidk utan, mely hasznos marker lehet annak
elkiilonitésében, hogy primer fert6zéssel vagy reinfekcidval allunk-e szemben.
Bizonyitottuk, hogy a C. trachomatis szaporodik, bar eltér6 kinetikaval, és megvaltozott
génexpressziés mintdzattal bél eredetl Caco-2 sejtekben, valamint azt, hogy ezen
sejtekben alacsony szintl hBD-2 termelést eredményez, ami hozzajarulhat a pathogén
gastrointestindlis tuléléséhez, valamint az onnan torténé rekurrens genitdlis
fert6zésekhez.

Eredményeink fontosak a C. pneumoniae okozta tobbszori fert6zés és annak kdvetkeztében

kialakuld gyulladasos folyamatok megértésében. Emellett eredményeink hasznosak lehetnek

a human fert6zések diagnosztikajaban.
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4.2. A chlamydiak szerepe krénikus betegségekben

A kérokozdk altal okozott kronikus/perzisztald fert6zések szerepét a kronikus betegségek
(atherosclerosis, asthma) kialakuldsdban igazoltdak. PhD értekezésemben vizsgaltam a C.
pneumoniae és az atherosclerosis kapcsolatat in vivo egér modellben valamint kiilonb6z6
cardiovasculdris betegségben szenveddk szérumdban. Ezt a nyomvonalat folytatva
Osszefliggéseket kerestiink a pathogének és tovabbi cardiovasculdris megbetegedések kozott.
Kisérleteink soran megvizsgaltuk tovabbda azt is, hogy az ApoB100only/LDLR” egértdrzs
alkalmas-e a C. pneumoniae fert6zés atherosclerosist fokozé hatasanak tanulmanyozasara.
Ebben a témdban az aldbbi kérdésekre kerestiik a vdlaszt

1. Van-e Osszefliggés a C. pneumoniae szeropozitivitas és az ischaemids stroke kozott?

2. Kimutathaté-e a C. pneumoniae az arteria cerebri mediaban?

3. Az ApoB100only/LDLR”- egerek megfertézheték-e C. pneumoniaeval?

4. Megfigyelhet6-e az atherosclerosis progresszidja C. pneumoniae fert6zés
kévetkeztében normal illetve atherogén diéta mellett az ApoB100only/LDLR
egerekben?

5. Kimutathatd-e az életképes C. pneumoniae az ApoB100only/LDLR”- egerek aortajaban
a fert&zést kovetben?

A C. pneumoniae fertGzés és a cardiovascularis betegségek kapcsolata

Annak vizsgdlatara, hogy kiilonb6z6 pathogének altal okozott fert6zések szerepet jatszhatnak-
e az akut myocardialis infarctus (AMI) kialakuldsaban, 6sszehasonlitottuk korabban a stabil
effort anginds (SEA) és AMI-ban szenved6 betegek szérumdnak kilonféle kérokozdkra
specifikus 1gG ellenanyag titereit (C. pneumoniae, CMV és HSV-1) a kontroll szérumokban mért
szintekkel. Szignifikans kiilonbség mutatkozott az AMI betegek és a kontroll alanyok kdzoétt a
C. pneumoniae titer tekintetében korrigalds nélkil (P=0.012, OR=4.7), tovabba logisztikus
regresszioval korrigalva a potencidlisan befolydsolé adatokra nézve, beleértve az anti-hHsp60
szintet is (diszkrét valtozék, P=0.029, OR=4.7, vagy folyamatos valtozék, P=0.037, OR=5.1). A
CMV és a HSV-1 ellenanyag titerek hasonldak voltak az AMI, SEA és a kontroll egyedekben.
Nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a SEA és az AMI betegek kozott egyik kockazati
tényez6re vonatkoztatva sem. Eredményeink azt sugalljdk, hogy a magas C. pneumoniae
ellenanyagszint a perzisztens fert6zés aktivalédasanak vagy egy folyamatos aktiv fert6zésnek
koszonhet6 az AMI betegekben. Az elemzéseink alapjan az AMI betegekben a magas C.
pneumoniae ellenanyagszint valamint a hHsp60 ellenanyagszint fliggetlen rizikéfaktoroknak
bizonyultak a cardidlis esemény kialakuldsaban, ami arra utal, hogy a kisérletlink sordn nem a
vizsgalt pathogének vagy nem fert6zéses eredet( faktorok is indukdlhattak endothel sériilést
és nagymértékd hHsp60 termel6dést [102]. Ez a fajta Osszefliggés nem volt kimutathatd az
akut ischaemias stroke (AlS)-on atesett betegekben. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
kisérletbe bevont AIS betegek szérumdnak C. pneumoniae specifikus ellenanyag (1gG, I1gA, IgM)
szintje és a kontrollok kozott. Ezen eredményeink megegyeznek mas kutatok altal kozolt
eredményekkel [257]. Hasonléan a C. pneumoniae esetében tapasztaltakhoz, nem
kil6nbozott a két csoport szérumaban a HHV-6 és EBV specifikus IgG ellenanyagszint. Viszont
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szignifikdnsan emelkedett CMV specifikus IgG (P=0.015) és HSV-1 IgA (P=0.006) szintet
detektdltunk az AlS-ban szenvedd betegek kdzétt, ami arra utal, hogy mas pathogéneknek
szerepe lehet a kérkép kialakitdsdban. Egy tovabbi vizsgalatunkban 15 atheroscleroticus
arteria cerebri media mintabdl C. pneumoniae DNS-t 5-bél amplifikaltuk, amit a 206 bp méret(
DNS-fragmentum jelenléte igazolt, mig a 4 egészséges, baleset daldozatainak mintadja
negativnak bizonyult a C. pneumoniae specifikus nPCR tesztben. Az nPCR-fragmensek
szekvenaldsa az 5 atheroscleroticus mintabdl 2-ben azonositotta a C pneumoniae ompA
szekvencidjat. Az 5 nPCR pozitiv eset kozil harom szenvedett tiinetes cerebrovascularis
betegségben (agyi infarktus), mig a 10 nPCR negativ eset kozil 2-ben volt tlinetes
cerebrovascularis betegség. Az esetek kis szdma azonban nem tette lehet6vé a statisztikai
0sszehasonlitast. A 15 cadaverbdl 9 esetben a kdzvetlen haldlozas fert6z6 léguti betegségekkel
volt Osszefliggésben, az nPCR pozitiv és negativ egyének kozott egyenletes eloszlds volt
tapasztalhaté. Mivel nem volt kiilonbség a légz6szervi betegség, mint a kozvetlen halalok
incidencidjdban az nPCR pozitiv és a negativ esetek kozott, valdszinltlen, hogy a C.
pneumoniae nPCR pozitivitds a fennalld fert6z6 betegség miatt alakult ki. A léguti
megbetegedés esetiikben inkdbb egy termindlis betegség, amelyek néhany nappal a halal
el6tt fejlédhetett ki. Az intimalis plakkok TEM képe az 5 nPCR pozitiv atheroscleroticus artéria
mintabdl a C. pneumoniae EB-re emlékeztets strukturakat mutatott. Ezek a strukturdk korte
alakuak, nagy denzitdsu maggal rendelkeztek és atmérgjik kb. 0.3 um, azaz hasonldak a
kontroll fert6z6tt szovettenyészet sejtekben kimutatott EB méretéhez. A TEM segitségével
vizsgdlt 5 nPCR negativ atheroscleroticus minta egyike sem mutatott C. pneumoniaere utald
strukturakat. A C. pneumoniae szamos olyan tulajdonsaggal rendelkezik, amelyek az érfalak
kronikus fert6zéséhez és végill az atherosclerosishoz vezethetnek lokalis trombdzissal. A
baktérium in vitro replikalédik az endothel, a simaizom sejtekben és macrophagokban,
indukdlja az adhézids molekuldk expresszidjat, megemeli a vérlemezke adhéziét, a
prokoagulans aktivitast az endothel sejtekben, és indukalja olyan cytokinek termelését, mint
a TNF-a, IL-1B és IL-6 a monocytakban [258] [258] [259] [260]. A C. pneumoniaet kimutattak
az érrendszer kiilonféle helyein az atheroscleroticus szovetekben, beleértve a nyaki ereket, a
coronaridkat, az aorta billenty(it, az aortat és az alsé végtag artériait. Egy 23 vizsgdlat
eredményeinek 6sszefoglaldsa azt mutatta, hogy immunhisztokémiai aton vagy PCR-rel a C.
pneumoniae a beteg artéridk 52%-aban (497-b6l 257-ben), a kontroll erek 5%-aban mutathaté
ki [261]. A C. pneumoniae jelenléte a kozéps6 agyi artérids atheroscleroticus plakkokban nem
feltétlenl jelenti azt, hogy a C. pneumoniae a betegség oki tényezdje; inkabb felveti annak a
lehet6ségét, hogy a baktérium szerepet jatszik a betegség pathomechanizmusaban.

Az ApoB100only/LDLR”- egér modell jelentésége a fert6zés hatdsdnak vizsgdlatdban az
atherosclerosis kialakuldsara
Bar az ApoB100only/LDLR”" egerek hiségesebben tiikrézik a human atherosclerosis

lipidprofiljat, alkalmazhatésagukat még nem vizsgdltak kordbban a C. pneumoniae fert6zés
atherosclerosis progresszidjara gyakorolt hatasanak tanulmanyozdsara. Annak tisztazasara,
hogy a C. pneumoniae képes-e megfertézni ezt az egértorzset, a kdrokozét intranasalisan

juttatuk be az allatokba. Kisérletiink eredményeként az Osszes fert6zott egér termelt C.
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pneumoniae specifikus ellenanyagot. A normdl vagy magas zsir-/koleszterintartalmu
taplalékkal etetett egerek hasonld szintl C. pneumoniae specifikus IgG antitesteket termeltek
(OD 0.36—0.41, 100-szoros higitdsban vizsgalva). A haromszor C. pneumoniaeval fert6zott
atherogén étrenddel taplalt egerek aorta sinusaban hasonlé patholdgids elvaltozasokat
figyeltink meg, mint a fert6zetlen egerekben. A kvantitativ értékelés nem mutatott
szignifikans kulonbséget a lumen plakkokkal boritott kerliletének hosszdban, (18A abra) és a
plakk dltal elfoglalt lumen teriilet méretében (18B abra). A normal étrenddel taplalt, nem
fert6zott allatok aorta szakaszai nagyon korai stadiumu, kis kiterjedés(i atherosclerosis jelét
mutattak, egyetlen réteg habos sejttel. Ugyanakkor a C. pneumoniaeval tobbszor fert6zott
egerekben (normal diétan tartott) jelent6s novekedést tapasztaltunk a lumen plakkokkal
boritott kerliletének hosszaban (P<0.05) (18A abra) és a plakk altal elfoglalt teriilet méretében
(P<0.05) (18B abra) is, 6sszehasonlitva a normal étrenden tartott nem fert6zott allatok aorta
elvaltozasaival. Megvizsgaltuk a hossziranyban felnyitott leszallé aorta lumindlis felszinét is. A
normal étrenddel taplalt, nem fert6zott allatok aortdjanak kis teriletén Ilattunk
atherosclerotikus elvaltozasokat. Az atherosclerosis altal érintett terlletet szignifikdnsan
nagyobbnak mértik a fert6zott allatok leszallo aortajaban. A magas zsir-/koleszterintartalmu
tdppal etetett allatokban a plakkokkal boritott felszin szignifikansan megndévekedett a normal
taplalasu egerekkel 6sszehasonlitva; azonban a fert6zés nem fokozta a léziok képz6dését a
leszallé aorta falaban (18C abra).
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18. abra. Atheroscleroticus plakkok morfometriai elemzése ApoB100only/LDLR”" egerekben. (A) Plakkokkal
boritott aorta luminalis keriiletének mérése (PAP/APx100); (B) a plakkok dltal elfoglalt aorta lumen teriilet
szdzalékos ardnya (PLA/LAx100) az aortagyék keresztmetszetében. (C) a leszdllé aorta plakkokkal boritott
teriiletének %-a. ND: normdl diéta, HFD: magas zsirtartalmu diéta, 3x Cpn: 3x C. pneumoniae fert6z6tt, *P<0.05.
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Az életképes C. pneumoniae kimutathaté az ApoB100only/LDLR”- egerek aortdjaban
A baktérium perzisztencidjat a korai szakaszban, azaz egy héttel az elsé fert6zés utan és négy

héttel az egyszeri fert6zés utan, valamint a haromszori C. pneumoniae fert6zés utani 9 és 12
hetes id6pontokban real-time PCR segitségével teszteltiik. Egy és négy héttel az elsé oltds utdn
a chlamydia 16S rRNS expresszidja kimutathaté volt, a negyedik héten kb. 1000-szer
alacsonyabb relativ expresszids szinttel, mint az egy hetes idépontban. Ot héttel a harmadik
fert6zést kovetéen az aortaban metabolikusan aktiv C. pneumoniaet detektaltunk, melynek
relativ expressziés szintje hasonld volt az egyszer fert6z6tt egerek 4. heti mintdjanak
expressziojaval.

Az atherosclerosis sulyossdgdnak fokozdoddsa normdl étrenddel tdplalt C. pneumoniae
fert6zétt ApoB100only/LDLR” és ApoE”- egerek aortdjdban

A fenti eredmények alapjan 06sszehasonlité kisérletet végeztliink, ugyanazt a fert6zési
protokollt alkalmaztuk az ApoB100only/LDLR”" és az ApoE’" egerekben, normal étrend
mellett. A C. pneumoniae specifikus ellenanyagvalasz (IgM, 1gG, IgA) nem kilénbozott
szignifikdnsan a két egér térzsben. Az IgA szint altaldban alacsonyabb volt az ApoE”
egerekben; a kilonbség azonban nem volt szignifikdns. Normal tdplalékkal taplalt
ApoB100only/LDLR”- egerekben az aorta lézidk féként egy vagy tdbb rétegben habos
macrophdgokat tartalmaztak, de néhdny érettebb plakkot is észleltiink koleszterin
kristalyokkal és nekrotikus maggal. Az ApoE”- egerekben szamottevs el6rehaladott [ézi6t
talaltunk nekrotikus maggal és koleszterin maradékkal. A C. pneumoniae fert6zo6tt
ApoB100only/LDLR”- egerekben nagyobb, érett plakkokat, a fert6zétt ApoE”- egerekben tdbb
plakkot, nekrotikus magot és koleszterin kristalyt taladltunk. Az eredmények azt mutattdk, hogy
ApoE”" egerekben az atherosclerosis kifejezettebb, mint az ApoB100only/LDLR”- egerekben
(19A abra). Az aorta sinusban az eltérést a plakk altal elfoglalt lumenterilet méretéke (19B
abra), és az aorta fellletének plakkokkal boritott keriilete (19C abra) mutatta. A leszallé aorta
|ézi6i szintén nagyobbak voltak az ApoE”- egerekben, mint az ApoB100only/LDLR”- egerekben
(19D,E abra). A C. pneumoniae fert6zés hatasanak elemzésekor szignifikdns fokozddast
tapasztaltunk a mért értékekben. Az aorta sinus metszeteiben a lumen plakkokkal boritott
terilete (19B abra), a plakk altal elfoglalt lumen keriilet (19C abra) és a plakk mérete a leszalld
aortdban (19E abra) 2.08-szoros (P=0.035), 1.7-szeres (P=0.004) és 2.5-szeres (P=0.001) volt
az ApoB100only/LDLR”" egerekben, mig az ApoE”" egerekben 2.04-szeres (P=0.019), 1.32-
szeres (P=0.026) és 2.56-szoros (P= 0002).
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19. abra. Az atherosclerosis 6sszehasonlité mennyiségi értékelése ApoB100only/LDLR”- és ApoE” egerekben. (A)
aorta gydki keresztmetszet H&E festve. (B) plakkal boritott aorta lumen teriilete %-ban, (C) Plakkal boritott aorta
lumen keriilete %-ban (D) proximdlis aorta in situ mikroszkopos képe, (E) leszallé aorta plakkal boritott
teriiletének %-a. PLA/LA: plakk dltal boritott teriilet, PAP/AP: plakk keriilete, 3xCpn: 3-szor C. pneumoniae oltott,
a nyilak az atheroscleroticus elvdltozdsra mutatnak, *P<0.05.
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Plazma lipidszint alakuldsa az ApoB100only/LDLR”- és az ApoE”- egerekben
Az egerek plazmamintdiban megvizsgaltuk a lipidszinteket. Minden egyes vizsgalt id6pontban,

fliggetlenll a fert8zés statuszatdl az ApoE” egerek magasabb 6sszkoleszterin szintet
mutattak, mint az ApoB100only/LDLR”" egerek (20A &bra). A nem fertézott
ApoB100only/LDLR”- egerek plazmajaban a triglicerid-koncentracié magasabb volt, mint az
ApoE”- egerekben (20B &bra). Az 1. és 2. fertézés nem okozta a trigliceridszint emelkedését,
de a harmadik C. pneumoniae oltds az ApoE”/" egerekben szignifikdns emelkedést
eredményezett (P=0.001). Az ApoB100only/LDLR”- egerek esetében nem volt egyértelmd a
fert6zéssel kapcsolatos trigliceridszint valtozds. Az LDL plazmakoncentracidja magasabb volt
az ApoE”" egerekben, mint az ApoB100only/LDLR”- egerekben (20C &abra). A fert&zéssel
kapcsolatos szignifikans LDL-szint névekedés csak az ApoB100only/LDLR”- egerekben volt
(P=0.04). A HDL plazmakoncentracidja altaldban magasabb volt az ApoB100only/LDLR”-
egerekben, mint az ApoE”" egerekben, és ezekben az egerekben ennek koncentracidja a
megfigyelési id6szak végére csokkent, viszont magas maradt az ApoB100only/LDLR”-
egerekben (20D abra). A fert6zés nem befolydsolta a HDL szintet.
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20. abra. Plazma lipidszint alakuldsa egerekben. Az ApoB100only/LDLR”- és ApoE”" valamint a kontroll egerek
szérum mintdi az elsé (1x), a mdsodik (2x) és a harmadik (3x) C. pneumoniae fert6zés utdn 1 héttel, valamint a
kisérlet végén (12. hét), (a) teljes koleszterol, (b) triglicerid, (c) LDL és (d) HDL tartalom tekintetében. A lipid
koncentrdciékat mmol/L-ben fejeztiik ki; az egyes egérszérumokban mért értékek dtlaga és SD alapjdn. *P=0.01
vsz=végsl szérum

Az ApoE”’- egereket széles korben hasznaljak az atherosclerosis allatmodelljeként; ezen
egértorzs lipoprotein metabolizmusa azonban kilonbozik a hiperkoleszterinémidban
szenvedd emberek metabolizmusatdl. Az ApoE” egerek a plazmajukban nagy mennyiségli
ApoB48 tartalmu, nagyon alacsony sdr(iség( lipoprotein (VLDL) osztalyba tartozo lipoproteint
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halmoznak fel, mig az atherosclerosisban szenvedé emberek szinte mindig magas szintd
koleszterin-gazdag LDL-lel rendelkez6 ApoB100-at [111]. Szamos publikacié, amely a C
pneumoniae és az atherosclerosis kapcsolatat vizsgalta, az ApoE”- modellt hasznalta arra, hogy
feltarja a kdérokozd atherosclerosist indukald képessége és/vagy a progresszidja kozotti
kapcsolatot [262] [263]. A vizsgalataik soran arra jutottak, hogy a C. pneumoniae fert6zés a
hiperlipidémiaval egyltt sulyosbitja az atherosclerosist; valamint az ApoE hidnya
befolydsolhatja a kérokozdval szembeni immunvalaszt és fokozottabb ellendlldst biztosit az
érrendszeri fert6zésekkel szemben [263]. Kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy a tobbszori C.
pneumoniae fert6zés miképp befolydsolja az atherosclerotikus plakkok kialakuldsat
ApoB100only/LDLR” egértérzsben, melyet a human familidris hiperkoleszterinémia
legmegfelel6bb modelljének lehet tekinteni [109].

Az ApoB100only/LDLR”- egértdrzset ugy hoztak létre genetikailag, hogy a plazma koleszterin
nagy részét az LDL osztalyba tartozé ApoB100 tegye ki, és atherosclerosis alakuljon ki bennik
alacsony zsirtartalmu ragcsalo diétan. Kisérleteink soran el6szor azt akartuk tisztazni, hogy az
ApoB100only/LDLR”- egerek szolgalhatnak-e modellként a C. pneumoniae atherosclerosist
fokozd szerepének vizsgdlatara. Ezért az egerek csoportjait normal vagy magas zsir-
/koleszterintartalmu téplalékkal etettlk, tobbszor megfert6ztiik, hogy nyomon kovethessik
az atherosclerosis kialakuldasat C. pneumoniae uUjrafert6z6déssel Osszefliggésben. A
kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy az ApoB100only/LDLR”- egerekben, amelyeket
normal étrenddel taplaltunk, a haromszori C. pneumoniae fert6zés fokozta az atherosclerosis
kialakuldsat az aorta sinusban és a leszallo aorta falaban. A magas zsir-/koleszterintartalmu
étrend dltal indukalt fokozott atherosclerosist a C. pneumoniae fert6zés nem sulyosbitotta
tovabb. Igy minden tovabbi kisérletet a normal étrenden tartott egerekkel végeztiink.
Eredményeink részben 6sszhangban allnak Moazed és munkatdrsai altal leirtakkal, miszerint
a C. pneumoniae fert6zés gyorsitja az atherosclerosist a normal étrenden tartott ApoE”
egerekben. Az atherosclerosis azonban sulyosbodott azon ApoE”" egerekben is, melyeket
magas zsirtartalmu étrendben tartottak és egy vagy harom ismételt C. pneumoniae
fert6zésnek tettek ki [262] [264].

Azt feltételeztiik, hogy az ApoB100only/LDLR”- és az ApoE’- egerek genetikai kiilénbsége
mellett maga a C. pneumoniae fert6zés és az altala indukalt atherosclerosis jellegzetességei
eltérhetnek, ezért 6sszehasonlitottuk a baktérium fert6zés hatasat a két egér torzsben.
Infekciés modelliinkben a sikeres fert6zést a C. pneumoniae specifikus 1gG, IgA és IgM
jelenléte mutatta. Kisérleteink alapjan az IgG antitest szint tekintetében nem volt szignifikans
kiildnbség az ApoB100only/LDLR7- és ApoE”- egerekben. Nazzal és mtsai. [263] arrdl szamoltak
be, hogy az ApoE”" egerek tébb C. pneumoniae specifikus antitestet termeltek, mint a vad
tipusu egerek, amelyet az ApoE hidnyanak tulajdonitottak. Eredményeink nem tdmasztjak ala
ezt az elméletet, tekintve, hogy az ApoB100only/LDLR”- egerekben az ismételt C. pneumoniae
fert6zés magas szintl ellenanyag termelést eredményezett az ApoE deficiencia nélkil is.

A fert6zés masik jeleként, (a Koch posztulatum igazoldsaként) az aorta mintdkban az elsé
fert6zés utan 9 héten keresztil metabolikusan aktiv C. pneumoniaet tudtunk detektalni az
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ApoB100only/LDLR”- egerekben. Korabbi vizsgalatok kimutattak az él6 C. pneumoniae
jelenlétét az ismételten fert6zott ApoE”" egerek aortadjaban, ezenkiviil a bakterialis DNS-t
kés6bbi id6pontban [265]. Amint azt Campbell és Rosenfeld [266] Osszegezte, szamos
bizonyiték mutat arra, hogy a C. pneumoniae képes in vivo tartds fert6zést kialakitani.
Eredményeink megeré6sitik a perzisztdld chlamydia jelenlétét, mivel a 16S rRNS gén
kifejez6dése arra utal, hogy a metabolikusan aktiv baktérium is megtaldlhaté a lézidban, nem
csak a fert6zések utan megmaradd a DNS vagy antigén. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az
életképes chlamydia hosszu tavu jelenléte egyes fert6zott egerek aortajaban hozzdjarulhat a
fert6zés atherogén hatdsahoz.

Az azonos koru, néstény ApoE”7- egerekben elérehaladottabb atherosclerosist talaltunk, mint
az ApoB100only/LDLR”- egerekben a 12 hetes megfigyelési id6szak végén. Kevésbé kifejezett
kiilonbséget Powell-Braxton és mtsai. is leirtak [109]. Korabban leirtak, hogy a C. pneumoniae
a maj zsirsav-egyensuly zavarat [267], a lipid metabolikus gének diszregulacidjat [268] és a
macrophagok megvaltozott koleszterin homeosztazisat [269] okozhatja; azonban az egerekkel
végzett vizsgalatok tobbsége nem észlelte a plazma lipidprofiljanak jelentés véltozasait a C.
pneumoniae fert6zés utan ApoE’ egerekben [189] [262]. A triglicerid koncentracié
novekedését az ApoE”’ egerek ismételt fert6zése utdn, az eredményeinkhez hasonldan,
Rothstein és mtsai is megfigyelték [188]. Az ApoE hidnya lehet az oka a trigliceridszint
emelkedésének krénikus fert6zésben, amelyet a tobbszdri oltas okozott ApoE”- egerekben. Az
ApoE-rél ismert, hogy védelmet nyudjt a bakterialis lipopoliszacharid [270] altal kivaltott
gyulladas és a lipid-anyagcsere gyulladasos valtozasaival szemben [271]. Az
ApoB100only/LDLR" egerekben az elsédleges fertézés utan az LDL szint korai emelkedésének
a fert6zés altal okozott gyulladds is oka lehet [272]. Kisérleteink alapjan sziletett
megallapitasaink alatdmasztjak Kontula és mtsai. altal leirtakat, [273] mely szerint szignifikans
Osszefliggés lehet a C. pneumoniae krénikus fert6zés és a szivkoszoruér-betegség fokozott
kockdazata kozott a familiaris hiperkoleszterinémiaban szenvedd betegek esetében.

Az ApoB100only/LDLR” egértérzset eddig még nem alkalmaztdk a fert6zések
atheroschlerosist fokozo hatasanak vizsgalatara. Eredményeink szerint ebben az egértorzsben
a chlamydia fert6zést az érfal hosszan tartd fert6zése koveti, ami hozzajarulhat a fert6zés
érfalra gyakorolt direkt hatdsahoz. Mivel az ApoE hidny megvaltoztathatja a C. pneumoniae
fert6zéssel szembeni immunvalaszt a vad tipusu egerekéhez képest, az ApoB100only/LDLR -
egerek alkalmazdsa Ujabb informacidval szolgalhat a C. pneumoniae indukalta fokozott
atheroschlerosisban szerepet jatszd6 immunmechanizmusokrél. A  human familiaris
hiperkoleszterinémia e modelljében végzett kisérleteink eredményei tovabbi bizonyitékkal
szolgalnak a C. pneumoniae fert6zés proatherogén szerepére. Mivel ebben az egértorzsben az
ismételt C. pneumoniae fert6zés képes sulyosbitani az atherosclerosis fejlédését a normalistél
eltéré lipoprotein szintekkel magas zsir/koleszterin tartalmu diéta alkalmazasa nélkil,
javasoljuk ennek az egértérzsnek, mint egy alternativ modellnek a haszndlatat a fert6zésnek
az atherosclerosis kialakulasaban jatszott szerepének vizsgalatara.
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Osszefoglalds
Munkank eredményeként az alabbi Gj megallapitasokat tettiik ebben a témaban

1. Nem taldltunk osszefliggést a C. pneumoniae szeropozitivitas és az ischaemids stroke

el6forduldsa kozott.

2. Sikeresen detektdltuk a C. pneumoniae DNS-t a vizsgalt szklerotikus arteria cerebria
medidk 33 %-aban, a korokozot nem tudtuk detektalni a balesetben elhunyt egyének
artéria cerebri media szakaszaiban.

3. Bizonyitottuk, hogy az ApoB100only/LDLR”- egerek megfertézheték C. pneumoniae-

val, és az él6 kérokozoé kimutathatd az aortdjukbdl.
4. Bizonyitottuk, hogy az ApoB100only/LDLR”- egerekben vizsgalhaté a C. pneumoniae
fert6zés kovetkeztében kialakuld atherosclerosis progresszidja normal diéta mellett.

4.3. Az IFN-y szerepe a chlamydia fert6zésekben

Ebben a témaban az alabbi kérdésekre kerestiik a vdlaszt:

10.

11.

Miképp befolyasolja az IFN-y kezelés a C. trachomatis L2 és C. muridarum
fert6zott petevezeték eredetl epithel sejtek génexpressziojat?

Indukdlddnak-e potencidlisan antimikrobialis hatassal bird gének a chlamydia
fert6zés soran?

Indukalja-e a C. pneumoniae fert6zés az egerek tiidejében a MIG/CXCL9 és egyéb
CXC chemokinek termel6dését?

Van-e kilénbség a C. pneumoniae fert6z6tt és IFN-y kezelt kiilonb6z6 sejtek in
vitro MIG/CXCL9 termelése kozott?

Rendelkezik-e anti-chlamydias hatdssal a MIG/CXCL9, az IP-10/CXCL10 és az |-
TAC/CXCL11?

A C. pneumoniae melyik felszini proteinje felel6s a MIG/CXCL9 kot&déséért?
Milyen potencidlis anti-chlamydias gének indukaléddnak a C. muridarum fert6zo6tt
egerek tlidejében?

Hasonlé-e a C. muridarum és a C. pneumoniae altal kivaltott antimikrobidlis
hatdsu fehérjék mintazata fert6zott egerek tiidejében?

Eltér6-e a C. muridarum fert6zésre kialakult antimikrobialis fehérjék termel6dése
kiilonb6z6 egértorzsekben?

Az emelkedett szinten kifejez6do6tt antimikrobialis fehérjék in vivo neutralizacidja
befolyasolja-e az egerekbdl visszatenyészthet6 chlamydia mennyiségét?
Indukalja-e a C. pneumoniae fert6zés a dendritikus sejtek IFN-y termel&dését és
az befolyasolja-e a visszatenyészthetd C. pneumoniae mennyiségét?

82



dc_1937 21

A chlamydia fert6z6tt és/vagy IFN-y kezelt egér epithelidlis sejtek tanulmdnyozdsa DNS
microarray modszerrel

Kisérleteink célja volt, hogy altalanos képet kapjunk arrdl, hogy az IFN-y hogyan befolyasolja a
chlamydidval fert6zott egér epithelidlis sejtek transzkripcidjat. Kétféle chlamydidval
dolgoztunk, a human eredet( C. trachomatis L2 tipussal és az egér pathogén C. muridarummal,
hogy ellenérizhessiik, hogy a létrejott transzkripcids valtozdsok mennyire torzsspecifikusak.
Egér epithelidlis sejteket fert6ztiink és/vagy kezeltlink IFN-y-val, majd 24 éra mulva a kezelést
kovet6en a mintakat DNS microarray analizissel elemeztiik, a statisztikai adatokat Affymetrix
MAS 5.0 program segitségével nyertiik [208].

A DNS chip analizis azt mutatta, hogy a chlamydia fert6zés és az IFN-y egyuttes kezelés fokozta
az epithelidlis sejtek génexpresszidjat. Abban az esetben, ha csak IFN-y-val kezeltik a sejteket
a fokozott kifejez6dést mutaté gének szama 82 volt, a csak C. trachomatis L2 térzzsel fert6zott
sejtekben 185 gén esetében taldltunk fokozott expressziot. A kombindlt kezelés (chlamydia és
IFN-y) viszont 503 gén expresszidjat fokozta. A negativ irdnyban elmozdult génkifejez6dés
hasonld mintazatot mutatott, de még dramaiabbak voltak a valtozasok. Az IFN-y kezelés 5 gén
kifejez6dését negativ irdnyba szabalyozta, a chlamydia fert6zés hatdsara 28 gén
downreguldlédott, ezzel szemben, ha egyuttesen alkalmaztuk az IFN-y-t és a chlamydiat a
downreguldlt gének szama 513 volt (24A abra). Hasonldan szignifikdns, fokozott hatast
figyelhettiink meg a C. muridarum fert6zés esetén is, de a valtozdsok kevésbé voltak
kiemelkedGek (24B abra). A kett&sen kezelt sejtek egyedi génexpresszids profilja akkor is
egyértelmd volt, ha f6komponens analizist (Principal Component Analysis, PCA) végeztiink a
génexpresszids adatokkal. A PCA egy matematikai megkozelités a komplex adathalmazok
kiterjedésének csokkentésére, segitségével egy egyszer(isitett haromdimenzids megjelenitést
nyerlink. A mintak koézil a C. trachomatis L2+IFN-y, valamint a C. muridarum (MoPn)+IFN-y
kezelt mintak bizonyultak a legjellegzetesebb f6 komponenseknek; egy csoportban jelentek
meg, a lehet6 legtavolabb helyezkedtek el a tobbi csoporttdl, mutatva az egyedi transzkripcios
mintazatukat (24C abra). A leginkdabb upregulalodott és downregulalodott gének is a
chlamydia fert&zo6tt+IFN-y kezelt mintakban voltak. Az immunoresponsive génl (IRG-1)
mutatta a legmagasabb expresszidt, 1845.7-szeresre upregulalédott a kontrollhoz képest. A
leginkabb upreguldldédd (1100-szoros) gének kozott talaltunk szamos cytokint, chemokint,
mint példaul a CCL20 (MIP3a)-at, CXCL1 (GROw)-et, CXCL10 (IP-10)-et és a CSF2-t kédold gént.
A génkifejez6dés downregulacidjanak mértéke dltaldban kisebb volt. A legjobban
downreguldlodott gén a manndz-koté lektin szerin proteaz 1, a komplement aktivacids
kaszkad lektin Utjanak a tagja [274] esetében a downregulacié 28.8-szoros volt. A DNS
microarray adatokat validaltuk gPCR mddszerrel, 6 gént vizsgaltunk minden mintdban. A DNS
microarray modszerrel valamint a qPCR eljardssal kapott adatok meglehetdsen jél korrelaltak
egymassal (0.81-0.99) (24D abra).

A DNS chip analizis eredményeit az a tény is alatamasztja, hogy azok a gazdasejti gének,
amelyek indukdlhattdk a megfigyelt génexpresszids valtozasokat, szintén upreguldldodtak a
fert6zott, és a fert6zott és IFN-y kezelt mintakban. Ezek k6zott a gének kozott talaltunk TLR-t,
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IFN-y receptort, és downstream szignélutakat kddoldkat (25A abra). Altaldnos informaciot
akartunk nyerni az dsszes szignifikansan megvaltozott funkcionalis génrél, ezért gén-
ontoldgiai (GO) analizist végeztiink [210][275]. Az upregulalddott géncsoportok GO vizsgalata
alapjan a szignifikansan megvaltozott gazdasejti bioldgiai funkcidk harom f6 terilettel
hozhatdk kapcsolatba, ezek a ,cytokin szekrécié”, az ,,antigén feldolgozas és prezentacid”,
valamint az ,apoptosis”. A GO ,sejthalal” csoport jelentésen kiterjedt funkcionalis
kategdrianak bizonyult, a csoport mind apoptotikus, mind pedig antiapoptotikus géneket is
tartalmazott. Ennek megfeleléen a GO analizissel nyert masik két csoport “az apoptosist
pozitivan regulalék” és az “apoptosist negativan reguldldk” is egy meglehetfsen nagy
csoportot alkottak. Az antagonizmust a proapoptotikus és az antiapoptotikus gének kozott az
is tikrozte, hogy nem lattunk apoptotikus valtozasokat a kezelt sejtekben. A jelent8s valtozast
mutatd “természetes és adaptivimmunvdlasz” kategéridk rdvilagitanak arra a tényre, hogy az
emelkedd cytokin szintézisnek és antigén prezentacidnak az immunvalasz mindkét agaban
fontos szerepe van. A 25B abran kiemeltiik azokat az upreguladlédott szekretalt géneket
(szekretom) és receptorokat, amelyek befolydsolhatjak az immunrendszer sejtes tagjait.
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24. abra. Génexpresszids vdltozdsok chlamydia fert6zésben IFN-y kezelés jelenlétében vagy hidnydban. A C.
trachomatis L2 (A) és C. muridarum (MoPn) (B) fert6zés hatdsdra IFN-y jelenlétében és hidnydban jelentdsen
megvdltozott gének Venn diagramja. C: A kiilonbdzé kezelésen dtesett mintdk f6 komponens analizise. D: A DNS
chip adatok megerdsitésére szolgdlo qPCR vizsgdlat eredménye. A qPCR sordn ugyanazokat a mintdkat
haszndltuk, mint a DNS chip analizis sordn. A tengelyek a qPCR génexpresszids értékeit és a microarray analizis
génexpresszios eredményeit mutatjdk. A linedris regresszios vonalak a két mérés kézétti korreldciot tiikrézik.
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25, abra. A chlamydia fertézés és/vagy IFN-y kezelés dltal okozott vdltozdsok epithel sejtek génkifejezédésében.
A: ATLR receptor és az IFN-yjeldtviteli utak chlamydia fertézétt és IFN-y kezelt egér epithel sejtben. Az upreguldlt
gének térképe a mdr ismertek alapjan Pathway Studio 6.0 program haszndlatdval késziilt. Az upreguldlt gének
lila szinnel vannak kiemelve. A JAK-STAT kaszkad aktivdlodhatott a szekretdlt cytokinek dltal autokrin parakrin
modon. Az exogén IFN-yés a chlamydia z6ld szinnel vannak jel6lve. A chlamydia kapcsolddhat a mdr leirt TLR2 és
TLR4 receptorokhoz és potencidlisan a TLR3 és ZBP1 mintdzat felismerd receptorokhoz (szaggatott vonal). A

expressziojanak 6sszehasonlitdsa melyek potencidlisan hatdssal birnak a chlamydia fert6zésre, immunitdsra. A
kék szin a kisfoku, a piros szin a magas foku upreguldciot mutatja.
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A downregulalédott géncsoportok a GO analizis alapjan teljesen mas funkcionalis kategdriaba
tartoztak. Ezek a kategdridk a celluldris metabolizmussal, kiildnésen a zsirmetabolizmussal, az
adhézidval és az extracelluldris matrix termelédéssel kapcsolatosak. A gazdasejti metabolikus
valtozdsokat, amelyek befolyasolhatjak a chlamydia szaporoddsat, a 26. abra tartalmazza.
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26. abra. Gazdasejti metabolikus vdltozdsok, melyek befolydsolhatjgk a chlamydia szaporoddst. A: A
downreguldlt zsirsav béta-oxiddcids ciklus. B: az atlagos downreguldcié a mock fert6zétt mintdhoz hasonlitva. C:
Az upreguldlddott hisztidin dekarboxildz és uridin-foszforildz gének. D: Az dtlagos upreguldcié a mock fertézott
mintdkkal ésszehasonlitva. ACADM, acetil-koenzim A dehidrogendz; ECH1, enoil-koenzim A hidratdz 1, HADHB,
hidroxiacil-koenzim A dehidrogendz/3-ketoacil-koenzim A tioldz/enoil-koenzim A hidratdz (trifunkciondlis
mitokondridlis fehérje) béta alegység; HADHSC, L-3-hidroxiacil-koenzim A dehidrogendz; HDC, hisztidin
dekarboxildz; UPP1, uridin-foszforildz 1
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A MIG/CXCL9 hatdsa a C. trachomatis L2 és C. muridarum fert6zéképességére

A DNS microarray analizis alapjan a MIG/CXCL9 mRNS expresszidja er6sen emelkedettnek
bizonyult a fert6z6tt és IFN-y kezelt egér epithel sejtekben. A DNS chip vizsgalat eredményét
alatdmasztotta az a tény is, hogy a MIG/CXCL9 szekretdlt protein elérte a 11.46 pg/ml
koncentraciot a sejtfeltliszékban (27A abra). Annak kideritésére, hogy mi lehet a MIG/CXCL9
feladata a fert6zések sordn, in vitro antibakterialis tesztben megvizsgaltuk a rekombinans egér
MIG/CXCL9 hatdsat human és egér chlamydia torzsekre. A két chlamydia meglehet&sen
kilonbozott egymastdl a MIG/CXCL9 irdant mutatott érzékenységben. A C. muridarum
fert6z6képességét 10 ug/ml MIG/CXCL9 26.8%-ra redukalta a kezeletlen kontrollhoz képest,
ugyanakkor a C. trachomatis L2 tipusanak infektivitasat lecsokkentette 1.7%-ra (27B abra). A
tovabbi kisérletek azt mutattdk, hogy a MIG/CXCL9 koncentracio- és id6fliggé mddon gatolta
a C. trachomatis L2 szaporoddsat. 10 ug/ml koncentraciéban alkalmazva a MIG/CXCL9-et az
€16 chlamydidk szdma 98.7%-kal csokkent, még az altalunk vizsgalt legkisebb koncentracid
(1.25 pg) esetén is 77%-os volt a redukcié. A hGinaktivalt MIG/CXCL9 nem mutatott anti-
chlamydias hatast (27C abra). A MIG/CXCL9 idGbeli hatasanak vizsgalata soran azt kaptuk,
hogy az anti-chlamydias hatas kifejtéséhez legalabb 15 perces kezelés sziikséges, mely id6
alatt a MIG/CXCL9 52%-kal csokkentette a C. trachomatis L2 infektivitasat (27D abra).
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27. abra. A MIG/CXCL9 anti-chlamydids hatdsdnak koncentrdcio- és iddfiiggése. A: A chlamydia indukdlta
MIG/CXCLI termelés. Egér epithel sejteket fertéztiink C. trachomatis L2 és C. muridarum térzsekkel, és a mintdk
egy részét IFN-yval kezeltiik. A sejtfeliliszé MIG/CXCL9 tartalmdt ELISA mddszerrel hatdroztuk meg. B: A
MIG/CXCL9 anti-chlamydids hatdsa chlamydia térzstél fiiggs. C. trachomatis L2 és C. muridarum EB-ket
inkubdltunk egyiitt 10 ug MIG/CXCL9-cel. C: A MIG/CXCL9 anti-chlamydids hatdsa dézisfliggé. C. trachomatis L2
EB-ket vdltozé mennyiségli MIG/CXCL9-cel kezeltiink. D: A MIG/CXCL9 anti-chlamydids hatdsa iddfiiggd. Az 5 ug
MIG/CXCL9-cel kezelt C. trachomatis L2 EB-k infektivitdsdt fogékony sejtre térténéd inokuldldssal mértiik, majd a
chlamydia inkliziék szamdt IF médszerrel hatdroztuk meg. inakt MIG= héinaktivdlt MIG/CXCL9.

Munkank soran fontos megallapitas volt, hogy az IFN-y kezelésnek szignifikans hatasa van a
chlamydia 3altal indukdlt génexpresszi6 up- és downregulacidjara. Azért, hogy
megvizsgalhassuk a chlamydidk fajspecifitdsat a gazdasejti génexpresszidra, kétféle
chlamydiat, egy human és egy egér pathogén fajt hasznaltunk. A vartnak megfelel6en a kétféle
chlamydia altal indukalt és represszalt gének meglehetésen atfed6ek voltak, viszont nem
teljesen azonosak (24. abra). Nagyon érdekes felfedezés, hogy az egér chlamydia egymagdban
alkalmazva nagyobb szamu humian gén expressziéjat valtoztatta meg, mint a human
chlamydia, ha viszont a chlamydidkat IFN-y kezeléssel egyutt alkalmaztuk, akkor a human
chlamydia kezelés eredményezett nagyobb szdmu gén expresszidjdban valtozast. Ezen
kiilonbség oka lehet mind a kiilénb6z6 korai kdlcsonhatas a gazdasejttel [276], mind pedig a
human és az egér chlamydia életkoriilményeinek megvaltozasa az IFN-y kezelés kapcsan [53].
Mindazonatal az alapvet6 megallapitds, miszerint az IFN-y a gazdasejti génexpresszid
indukcidjat vagy represszidjat is fokozhatja, mindkét chlamydia esetében megfigyelhets volt.
A fert6zo6tt és IFN-y kezelt sejtekben a gének szignifikans upregulaciéjanak az oka feltehet8en
a TLR, valamint az IFN-y receptor szignalizaciés utak szimultan bekapcsolasa, aktivalédasa.
Korabban is leirtak, hogy kapcsolat van a TLR-MAL/TIRAP-IRAK-NF-kB halézat és az IFN-[-JAK-
STAT haldzatok kozott [277]. A legfontosabb TLR-ek, amelyek részt vesznek a chlamydiak
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felismerésében a TLR2 és TLR4 [278][279]. A kisérleteink sordn a csak chlamydia fert6zott,
illetve chlamydia fert6z6tt és IFN-y kezelt sejtek esetében a TLR2 szignal kaszkad kilonbozé
tagjainal lattunk upreguldciét (TLR2, MyD88, I-kB, NF-kB, NF-kB altal regulalt gének). A TLR
utvonal mellett az IFN-y receptor upregulacidja mutatta az IFN-y receptor szignal utvonal -
STAT1, STAT2, JAK2, IRF9 és SOCS1 - parhuzamos aktivaciéjat a fert6zott és IFN-y kezelt
mintakban. Szamos IFN-y indukalt és IFN-y-val kapcsolatos gén upregulalddasat tapasztaltuk
még a csak fert6zott, de IFN-y-val nem kezelt sejtekben is, beleértve kiilonb6z6 p47 GTPazokat
(OAS1G, IFIT1, STAT2, és IRF7). Ez a fajta upreguldcié azt mutatja, hogy bizonyos TLR-ek
felismerik a chlamydiat (a fert6z6tt mintakban), és rajtuk keresztil indukaljak az I. tipusu IFN-
eket. Bar azt talaltuk, hogy a TLR3 (ez a mintazat felismerG receptor ismeri fel a duplaszalu
DNS-t, és indukdlja az IFN-a és - expresszidt) kifejez6dése is upregulalédott, ennek a
receptornak a szerepe az I. tipusu IFN-ek indukaldsdban még kérdéses [280]. A TLR3 mellett
az intracellularis mintazat felismerd receptor, a Z-DNS kot6 protein 1 (ZBP1) is meglehetdsen
upreguldlodott a chlamydia fert6zés sordn. Bar ellentmondd adatok is vannak [281], a ZBP1-
rél kimutattak hogy szerepet jatszik a duplaszali DNS-ek intracelluldris felismerésében és az 1.
tipusu IFN-ek indukciéjaban [282]. Bar az IFN-y befolyasa a fert8z6tt sejtek génexpresszidjanak
mechanizmusok még nem ismertek. A leginkabb downreguldlédott két gén a D vitamin
receptor gén és a MYB gén volt. A D vitamin receptor, a D vitamin nukledris receptora, direkt
szabdlyozza a kiilonb6z6 celluldris folyamatok célgénjeit [283], a MYB pedig a kozponti
jelent6séggel bird, kulcs transzkripcids faktor, mely a sejtek proliferaciojat és
differencialédasat szabalyozza [284].

Kisérletiink egyik fontos eredménye az emelkedett cytokin szekrécié kimutatdsa a fert6z6tt és
IFN-y kezelt sejtekben. Ezek a cytokinek és/vagy chemokinek odavonzhatjék és aktivalhatjak a
természetes és a tanult immunvalasz kilénbozd sejt tipusait. Figyelemre mélté az a tény is,
hogy a kiloénb6z6 T-sejt chemokinek, mint pl. a MIG/CXCL9, I-TAC/CXCL11, IP10/CXCL10,
MIP3a, RANTES és a CXCL16 szignifikdns upregulacidja tovabbi IFN-y termel§ T-sejt
infiltracidhoz vezethet, pozitiv visszacsatolast okozva. A fert6z6tt és IFN-y aktivalt epithel
sejtek a lokalis proinflammatorikus vélaszt is fokozhatjak. Kisérletlink soran magas expressziot
mértiink olyan cytokinek esetében, melyek a neutrophil sejtek, monocytak vonzasaért,
aktivalasaért felel6sek (MCP1, MCP3, GRO2, CXCL5, M-CSF, GM-CSF, IL-6 és a LIF). A cytokinek
és chemokinek mellett mds proinflammatorikus és fibrosist fokozé gének is indukalddtak, ide
sorolhatdk a komplementrendszer kiilénb6z6 tagjai, a prosztaglandin endoperoxiddz szintaz
2, a CTGF és a TGF-P. Az IFN-y stimulalé hatasa a proinflammatorikus citokinek expresszidjara
a human chlamydia torzzsel tortént fert6zés esetén nagyobb volt. A chemokin-cytokin
medialta immunaktivacié mellett az IFN-y emelte az antigén feldolgozasban és prezentacidban
szerepet jatszé fehérjék génkifejez6dését mindkétféle chlamydia torzzsel tortént fert6zést
kovet6en. Ez a funkcionadlis csoport magaba foglalt olyan géneket, mint pl. egér MHC-I
variansokat, a B2 mikroglobulint, 7 proteosoma gént és az antigén peptid transzporter, TAP1
és TAP2 proteinek génjeit. Az a tény, hogy féleg az MHC-I Uuttal kapcsolatos elemek
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aktivalédtak, arra a hipotézisre vezetett, hogy ezek a sejtek fGleg a cytotoxikus CD8* T-
lymphocytaknak képesek prezentalni az antigént. Irodalmi adatok alapjan a CD4* T-sejtek
fontos szerepet jatszanak a chlamydia fert6zések lekiizdésében [54], igy tovabbi vizsgalatok
szliikségesek annak megallapitdsdra, hogy a MHC-II altali CD4* T-lymphocyta indukcid
elmaradasa chlamydia kozvetitette-e.

A kisérleteink soran upregulalddott T-sejt chemokinek, a MIG/CXCL9, az I-TAC/CXCL11 és az
IP10/CXCL10 hasonléak az 4ltaldanos antimikrobidlis peptidekhez, kis méretik,
hidrofobicitdsuk és normdl pH melletti kationos toltésiik tekintetében. Ezek a cytokinek
antimikrobialis hatassal rendelkeznek E. coli, L. monocytogenes és Streptococcus pyogenes
ellen [285][286]. Tovabba emelkedett MIG/CXCL9 expressziot mértiink a C. pneumoniaeval
fert6zott egerek tiidejében, valamint mennyisége emelkedett volt az aktivalt human epithel
sejtekben is [287]. Kisérleteink alapjan a MIG/CXCL9 potencialis antibakterialis aktivitassal
rendelkezett a chlamydidk extracellularis formdja ellen. Nagyon érdekes, hogy a C. muridarum
kevésbé érzékeny az egér MIG/CXCL9-re, mint a human chlamydia torzs. Ennek lehetséges
magyarazata, ahogy azt mar korabban leirtak [53], hogy a C. muridarum jobban adaptalddott
a MIG/CXCL9-hez a természetes gazdajaban, mint a human chlamydia. Mivel a MIG/CXCL9
csak akkor mutatott antimikrobidlis hatast, ha egyutt inkubaltuk az EB-kkel, nem valdszind,
hogy a kifejez6d6tt MIG/CXCL9-nek hatasa lenne a mar fert6zott epithelialis sejtekre Ggy, mint
az IFN-y-nak, a MIG/CXCL9 inkabb direkt akadalyozhatja meg a chlamydidk terjedését
lokalisan. Kiilonb6z6 antimikrobidlis hatdssal rendelkez6 IFN-indukalt GTP-azok szintjét is
er8sen upreguldltnak mértiik, ahogy korabban mar leirtak [53] a fert6z6tt és IFN-y kezelt
sejtekben. Tovabbi két, eddig még nem jellemzett, de potencidlisan antimikrobialis IFN-
indukalhaté GTPaz, a GBP8 és a GBP10 kifejez6dése is nagyon erdsen indukalodott (157-
szeres, 1351-szeres) a fert6zott és IFN-y-val kezelt mintakban.

A kulcsfontossagu metabolitok megvonasa, kilondsen az IFN-y kozvetitett gazdasejti IDO
indukdlasa és az ennek kovetkeztében kialakuld triptofan hidny a gazdasejt legfontosabb
stratégidja, hogy megzavarja a chlamydia szaporodasat [288]. Az egerekben még ez idaig nem
irtdk le, hogy a gazdasejt mely anyagcsere Utjai felel6sek az anti-chamydids hatasért. Ebbdl a
szempontbdl érdekes, hogy mind az upreguldlédott, mind a downreguldlédott génkészlet
tartalmaz olyan géneket, amelyek megvaltoztathatjdk az alapvet6 gazdasejti anyagcsere
folyamatokat. A GO funkcionalis elemzés alapjan a downreguldlédott gének kozott béta-
zsirsav-oxidacié utvonal volt a leginkdbb megvaltozott. Kisérletiinkben ugy talaltuk, hogy
ennek az utvonalnak a kulcsenzimei — HADHSC, HADHB, ECH1, és ACADM — downreguldlédtak
a chlamydia fert6z6tt és IFN-y-val kezelt sejtekben. Ez az utvonal felel6s a zsirsav lancok
lebomlasaért, mialatt nagy mennyiségl adenozin-trifoszfat (ATP) keletkezik. Mivel a
chlamydia ATP auxotrof [289], a gazdasejt csokken6 ATP készlete megvaltoztathatja a
chlamydia novekedését. Az upreguldlédott gének tekintetében a HDC nagymértékben
indukalédott a fert6zo6tt, valamint a fert6zott és IFN-y kezelt sejtekben; ez az enzim felelds a
gazdasejtben a hisztidin proinflammatorikus hisztaminna konvertaldasaban. Ezen enzim
termel8dését mar korabban leirtuk C. pneumoniae fert6z6tt egerek tiidejében [83]. Amellett,
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hogy a gyulladdsos valaszt kivaltja, a megnovekedett HDC tevékenység csokkentheti is a
hisztidin mennyiséget. A rendelkezésre allé intracellularis hisztidin csékkentése hatékony
stratégia lehet a gazdasejt részérél, mert a chlamydia nagyon érzékeny a hisztidin
koncentracidra [290]. Az IFN-y bekapcsolta az uridin foszforilaz (UPP) szintézist is a chlamydia
fert6zott sejtekben. Ez az enzim bontja a gazdasejti uridint uracilra és ribdz-foszfatra. Az uracil
tovabb degradalédik mas metabolikus termékekké, igy a gazdasejt UTP szintje csokkenhet
uridin hidnydban. Ezt a feltételezést tamasztja ala az a megfigyelés, hogy UPP génkilitott
egerekben szignifikdnsan emelkedett az uridin és az UTP szint [291]. A C. trachomatis nem
képes UTP-t szintetizdlni az uracilbdl; ezért a gazdasejt UTP készletére tdmaszkodik [250].
Erdekes, hogy az IFN-y-ra kevéshé érzékeny egér pathogén C. muridarum térzs rendelkezik egy
bakteridlis enzimmel, az uracil-phosphoribosyltransferdzzal, ami az uracil uridin-5-
monophosphattd (UMP) torténé konverzidjat végzi, tovabba vannak enzimei az UMP-UTR
szintézisre is [52], talan ez lehet az oka annak, hogy el tudjak kerilni a gazda kozvetitette
metabolit korlatozast. Mivel az egér chlamydia kevésbé érzékeny az IFN-y-ra egér epithel
sejtekben [53][63], a direkt anti-chlamydia gének és/vagy fehérjék és a fent emlitett
metabolikus valtozadsok valdszin(ileg kevésbé hatékonyak a C. muridarum torzs esetén, ahogy
ezt mar leirtdk a gazdasejti p47 GTP-ase esetében [53], valamint az altalunk végzett
MIG/CXCL9 kisérletben is ezt lattuk. Bar ezek az anyagcsereutak elméletileg gatolhatjak a
chlamydia novekedését, az is lehetséges, hogy ezek csak mellékes metabolikus valtozasok,
korlatozott anti-chlamydids hatassal. Ennek megfelel6en ezen anyagcsere-valtozasoknak a
pontos szerepét egyénileg kell megvizsgalni.

A C. pneumoniae fert6zés indukdlja a CXC chemokinek termel6dését mRNS és fehérje
szinten in vivo BALB/c egerekben
Abbdl a célbdl, hogy megtudjuk, vajon a C. pneumoniae fert6zés indukalja-e az ELR

(glutaminsav-leucin-arginin)-CXC chemokinek termel&dését, BALB/c egereket inokulaltunk C.
pneumoniae CWL-029 toérzsével. A fert6zést kévetd 1., 2., 4., 7., 14., és 28. napon egerek egy-
egy csoportjat feladldoztuk, a tiidejlikbSl meghatdroztuk a visszatenyészthet6 C. pneumoniae
mennyiségét, valamint a MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10, I-TAC/CXCL11 mRNS expresszidjat, és a
MIG/CXCL9 és az IFN-y protein mennyiségét. Kordbbi vizsgadlatainkhoz hasonldéan a
visszatenyészthet6 C. pneumoniae a 14. napra nagymértékben visszaesett [214] (28A abra).

A MIG/CXCL9 mRNS expresszidja mar az els6 napra megemelkedett, a legmagasabb
expressziot, 156-szorost, a fert6zést kovets 7. napon mértiik (28B abra). A masik két ELR-CXC
chemokin, az IP-10/CXCL10 és az I-TAC/CXCL11 mRNS expresszidja a MIG/CXCL9-hez
hasonléan megemelkedett mar az 1. napon, de azzal ellentétben az expresszidjuk a
legmagasabb szintet a 4. napon érte el, ami az IP-10/CXCL10 esetében 85-szords és az |-
TAC/CXCL11 esetén pedig 579-szeresnek bizonyult (28C, D abra). A MIG/CXCL9 fehérje szinten
tortént kifejez6dése teljesen korreldlt az mRNS kifejez6déssel, a legmagasabb szintet a 7.
napon mértiink (28E dabra). A MIG/CXCL9 nemcsak lokalisan, hanem a keringésben is
megjelent a 7. napon 360+124 pg/ml, a 14. napon pedig 798+252 pg/ml mennyiséget
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mutattunk ki az egerek szérumaban. Az IFN-y koncentracidja, amely a MIG/CXCL9
termel6désének legfontosabb kivaltdja, a fert6zés utdn kozvetlenil kezdett el emelkedni, a
csucspontjat viszont a 7. napon érte el 12.5 ng/ml mennyiséggel (28F abra).
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28. dbra. A C. peumoniae fert6zés hatasara bekovetkezd valtozdsok a egerek tiidejében. (A): A visszatenyészthetd
chlamydia mennyisége. Az egerek tiidészuszpenzidjabol a C. pneumoniaet HEp-2 sejten tenyésztettiik, majd
indirekt IF mdédszerrel detektdltuk az inkluziékat. A MIG/CXCL9 (B), IP-10/CXCL10 (C) és az I-TAC/CXCL11 (D) gének
expresszioja a fertézétt egerek tiidejében. A tiid6kbél kivont teljes RNS-t gPCR analizis sordn specifikus primereket
haszndlva vizsgdltuk. Az adatokat [-aktinra normalizdltuk és a fertézetlen egerek mintdinak expresszidjadhoz
viszonyitottuk. A fertézott egerek tiidejének MIG/CXCL9 (E) és IFN-y (F) protein tartalma, melyeket ELISA
mdodszerrel hatdroztunk meg.

A C. pneumoniae fert6zés indukdlja a MIG/CXCL9 termel6dését in vitro sejtkultirakban

Annak tisztazasara, hogy a C. pneumoniae képes-e stimuldlni a MIG/CXCL9 termelSdését in
vitro korilmények kozott, macrophdg eredetl J774A, valamint a laboratdriumunkban egér
embridkbdl tripszinezéssel elallitott fibroblaszt sejtkulturakat fertéztink C. pneumoniae
CWL-029 torzsével, és a felliluszobdl meghataroztuk a MIG/CXCL9 tartalmat ELISA médszerrel.
A fert6zést kovet6 24 oraban nem tudtunk kimutatni MIG/CXCL9 produkciot egyik
sejtkultiraban sem (29A abra). A C. pneumoniae azonban a 2. naptdl indukalta a MIG/CXCL9
szekréciojat (122.7+22.3 pg/ml) az egér fibroblasztokban (29B abra), a J774A MIG/CXCL9
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termelése viszont csak a fert6zést koveté 3. napon indult meg (156.9+56.7 pg/ml). A
héinaktivalt chlamydia preparatum hasonld szintli MIG/CXCL9 termelést valtott ki mindkét
sejtvonalban, mint az él6 C. pneumoniae.

In vivo egérkisérletiinkben azt tapasztaltuk, hogy a C. pneumoniae fert6zést kovetGen
jelentésen megemelkedett a MIG/CXCL9 termel&dését indukald IFN-y szintje. Ezért az in vitro
kisérletlink soran megvizsgaltuk az IFN-y és a C. pneumoniae egylttes hatasat, a sejtkulturakat
kilonb6z6 mennyiségli IFN-y-val (10, 100 vagy 1000 U/ml), valamint C. pneumoniaeval
kezelve. A kettGs kezelés mindkét sejtkultiraban az els6 naptdl kezdve dézisfliiggd mddon
fokozta a MIG/CXCL9 termelG6dését. A fibroblaszt sejtkultiraban a C. pneumoniae fertGzés
jelentGsen fokozta az IFN-y hatasat, 10 U/ml alkalmazott koncentracié mellett 25.8-szoros
emelkedést lattunk 100 U/ml adagoldsaval 27-szeres, 1000U/ml IFN-y-val tortént kezelés a
MIG/CXCL9 termel6dését 51.8-szorosdra novelte a csak IFN-y-val kezelt sejtkulturak
MIG/CXCL9 expresszidjahoz képest. A MIG/CXCL9 szekrécié hasonldan fokozott volt abban az
esetben is, ha az él6 C. pneumoniae helyett héinaktivalt C. pneumoniaet alkalmaztunk a
kisérlet sordn: 10, 100 és 1000 U/ml IFN-y 25.8, 31.5 és 75-sz6rosére fokozta a MIG/CXCL9
termel6dését a fert6zést kdvets 24 ora utan a csak kiilénbdz6 mennyiségil IFN-y-val kezelt
sejtkulturakhoz képest.

A macrophdg eredetli J774A sejtekben a C. pneumoniae és a 10, 100 vagy 1000 U/ml IFN-y
kezelés 10.8, 7.4 és 21.6-szoros MIG/CXCL9 szint emelkedést okozott a fertGzést kovets 24
Oraban azon sejtekhez viszonyitva, melyek csak kilénb6z8 mennyiségl IFN-y-val lettek
kezelve. A MIG/CXCL9 produkcié fokozdédasa a macrophdg eredet(i sejtekben a fibroblaszthoz
hasonldan akkor is megnovekedett, ha héinaktivalt C. pneumoniaeval és 10, 100 és 1000 U/ml
IFN-y-val kezeltiik a sejteket. Az emelkedd IFN-y dozisnak megfelel6en 13.3, 8.7 és 25.3-szoros
termel6dést kaptunk a fert6zést kdvet6 24 draval a csak IFN-y-val kezelt macrophagokhoz
képest. A fent emlitésre kerilt Osszes tenyésztési, kezelési korilmény esetén az egér
fibroblaszt sejtek szignifikansan tébb MIG/CXCL9-et termeltek, mint a J774A (P<0.05) (29A
abra). Hasonlé eredményeket kaptunk az 6sszes kezelési forma esetén a fertézést kovets 48
Ora utdn is (29B abra). Egy tovabbi kisérletiinkben azt tapasztaltuk, hogy a betegbdl izolalt
cardialis eredet(i C. pneumoniae CV6 és annak hginaktivalt formdja is indukalta a MIG/CXCL9
termel6dését az egér fibroblasztokban és a macrophdag eredet(i J774A sejtvonalban a fert6zést
kdvetd 48 és 72 6ra mulva.
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A MIG/CXCL9 hatdsa a C. pneumoniae fert6z6képességére

A MIG/CXCL9 termel6désének okat, illetve funkcidjat kutatva kivancsiak voltunk, hogy
hasonldan a C. trachomatis L tipusahoz, a MIG/CXCL9 rendelkezik-e C. pneumoniae ellenes
hatdssal is (amit a kordbbiakban mar leirtunk). Ennek bizonyitasdra in vitro antimikrobialis
vizsgdlatot terveztiink, melynek soran a chlamydia EB-ket egyitt inkubdltuk kilonb6z6
mennyiségli rekombinans MIG/CXCL9 proteinnel. A koinkubdci6 a MIG/CXCL9
dézisdependens antibakterialis aktivitasat mutatta. A MIG/CXCL9 10 pg/ml koncentracidja
esetén, a visszatenyészthet6 C. pneumoniae inkluzidk szamat 98.4%-kal redukadlta, és a még
az altalunk hasznalt legkisebb doézis (1.25 ug/ml) is 79%-os csokkenést eredményezett. A
hékezelt rekombindans MIG/CXCL9 nem mutatott anti-chlamydids hatast (30A &bra). A
MIG/CXCL9 anti-chlamydids hatasanak idé kinetikajat vizsgalva azt taldltuk, hogy a C.
pneumoniae fert6z6képességének 50%-os csokkentéséhez a chlamydia EB-knek és a
MIG/CXCL9-nek legaldbb 15 perces koinkubacidja sziikséges (30B abra). Az altalunk vizsgalt
masik két ELR-chemokin, az IP-10/CXCL10 és az I-TAC/CXCL11 10 pg/ml koncentracidéban
egyltt inkubalva a C. pneumoniae EB-kkel nem mutattak anti-chlamydias hatast.
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A MIG/CXCLI kétédésért felelés chlamydia ligand azonositdsa

Kisérleteink soran fontosnak tartottuk azonositani azt a chlamydia fehérjét, amely a
MIG/CXCL9 megkotésében jatszik szerepet. Ennek érdekében Far Western blot kisérletet
terveztiink, melynek soran koncentrdlt C. pneumoniae EB-ket és az ugyanazon elGallitasi
folyamaton atesett fertGzetlen sejteket tartalmazé mock preparatumot SDS-PAGE
segitségével szeparaltuk, majd a kapott fehérjéket filterre vittiik (blotoltuk) és rekombinans
MIG/CXCL9-cel kezeltiik. Ezt kovet6en a lek6t6dott chemokint HRP-konjugalt anti-MIG/CXCL9
ellenanyaggal inkubaltuk, majd a szubsztrat hozzaaddsaval lathatéva tettik a specifikus
kot6dést. Negativ kontrollként olyan C. pneumoniae minta szerepelt, melyet nem kezeltink
rekombinans MIG/CXCL9-cel, csak HRP-konjugalt anti-MIG/CXCL9 ellenanyaggal.

A rekombinans egér MIG/CXCL9 a chlamydia lizatum egy 60 és egy 30 kD-os proteinjéhez
kot6dott (31A abra). A rekombinans MIG/CXCL9 nem mutatott kotddést a mock lizatumhoz,
és a chlamydia lizdtumhoz 6nmagaban nem kot6dott a hozzdadott HRP-konjugalt anti-
MIG/CXCL9. A poliakrilamid gélbél a MIG/CXCL9 kotédésnek megfeleld 60 és 30 kDa tomegd
fehérje csikokat kivagtuk, és tovabbi vizsgalat céljabdl tomegspektrometrias (LC-MSMS)
vizsgalatnak vetettik ala. Az LC-MSMS analizis eredményeként azonositottuk azokat a
chlamydia fehérjéket, amelyek felel6sek a MIG/CXCL9 kotédéséért. Az analizis soran két 60
kDa-os és egy 30 kDa-os chlamydia fehérje kerilt azonositasra (31B abra). Azonositottunk egy
60 kDa tomegl cisztein-gazdag proteint (OmcB illetve Omp2 néven is szerepel az
irodalomban), mely a C. pneumoniae EB-k fontos felszini proteinje és a heparin molekulak
lehorgonyozasara alkalmas [292]. A 60 kDa tomegl teljes OmcB fehérjén kivil azonositottuk
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a 30 kDa-os degradalt formajat is. A harmadik identifikdlt fehérje a C. pneumoniae GroEL

proteinje volt.

Annak bizonyitasara, hogy a MIG/CXCL9 nemcsak a denaturadlddott fehérjéhez tud kotddni,
ahogy azt a Far Western blot sordn tapasztaltuk, aramlasi citometria analizist végeztiink. A
32B abran jol lathatd, hogy a rekombinans MIG/CXCL9-cel inkubalt él6 C. pneumoniae EB-k
megkototték a PE-konjugalt anti-MIG/CXCL9 ellenanyagot. A MIG/CXCL9 chemokinnel nem
kezelt C. pneumoniae EB-k nem festédtek a PE-konjugalt anti-MIG/CXCL9 ellenanyaggal (32C

abra).
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31. dbra. A MIG/CXCL9 és a C. pneumoniae kélcsénhatdsa. A: MIG/CXCL9 kétéséért felelds ligand azonositdsa Far
Western blot analizissel. A C. pneumoniae és a mock prepardtumokat SDS-PAGE segitségével szepardltuk,
blotoltuk, majd a membrdnt MIG/CXCL9-cel, és HRP-konjugdlt anti-MIG/CXCL9 IgG-vel kezeltiik. 1.: molekulasuly
marker, 2.: mock prepardtum, 3.: chlamydia EB MIG/CXCL9-cel és HRP-conjugdlt anti-MIG/CXCL9-cel kezelve, 4.:
chlamydia EB csak HRP-conjugdlt anti-MIG/CXCL9-cel kezelve. B: A MIG/CXCL9 kétéséért felelds ligand
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putative GroEL protein [C. pneuwmoniae]

1 MAAFNIEYMNE EARKEIHEGY ETLAEAVEVT LGPEGEHVVI DESFGIPCVT
51 EDGVTVAREI ELEDEHENHG AQMVEEVASE TADFAGDGTT TATVLAEATY
101 SEGLRNVTAG AMMPMDLERGI DEAVEVVVDE LEEISEFVOH HEEIACWATT
151 SANND3EIGN LIAEAMERVG FNGIITVEEL EGFETVLDWY EGMHFHRGTL
201 S3YFSTWPET QECVLEDALI LIYDEKISGI EDFLPVLOC AE3GRPLLIT
251 AEEIEGEALL TLYVWVNELERALG FREVCAVEAPG FGDRREAMLE DIATLTRGYL
301 VSEELGMELE HTTLAMLGKL EEVIVTEEDT TIVEGLGAEF DIQARCDNIE
351 EQIEDSTSDY DEEKLCERLL ELIGEIAVIE VGAATEIEME EEFDEVDDALQ
401 HATIAAVEEG ILPGGGTALY RCIPTLEAFL PHMLINEDEAI GTRIILEALT
451 APLEQIASHA GEEGALIICOD VLARSANEGY DALRDALYTDM IDAGILDPTE
501 VTRSALESAR 3TAGLLLTTE ALTADIPEEE 323APAMPSL GMDY

60 kDa Cysteine-Rich OMP/ OmcBf OMP2 [C. pneumoniae]

1 M3KLIREUVWT VLALTSMASC FASGGIEAAY AESLITHIVL SAETEKPAPVE
51 MTAFEVELVE FNEQPVEQES RGAFCDEEFY PCEEGRCQFV EAQQESCTGR
101 LY3IVEVNDDC NWEICCSVPE TATWGIPYPI EILAIGEEDC VDVVITOQOLE
151 CEAEFVISDF ETTPTSDGEL VWEIDRLGAG DECEITVIIVE PLEEGCCFTA
201 ATVCACPELR SYTECGUPAI CIEQEGPDCA CLRCPVCYEI EVVHTGSAIA
251 BMVTVDNPVE DGYSHASGOR VLSFNLGDMR PGDERVFTVE FCPOQRRGOIT
F01 NVATVTYCGG HECIANVTTV VNEPCVOVNI SCGADWITVCE PVEYS ISVIN
351 PGDLVLHDYVY IQDTLPIGVT VLEAPGGEIC CHEVVWRIKE MCPGETLOFE
401 LVVEAQVPGE FTNOVIVTIE SMCGTCTICA ETTTHWEGLL ATHMCVLDTH
451 DPICVGENTY VRICVINRGS AEDTHVSLIL EFSFELQPIA SSGPTHGTIS
501 GNTVWFDALP FLGSEESVEF SVTLEGIAPG DARGEATLZS DTLTIPVSDT
5351 ENTHVY

truncated form of outer membrane protein 2f OmcEf MP2
[C. pnewmoniae]

1 IGEEDCVDWVY ITCQLPCELE FVISDPETTE TRDGELVWEI DRLGALGDECE
51 ITVWEPLEE GCCFTAATVC ACPELRIYTE CGQOPAICIFQ EGPDCACLRC
101 PVCYEIEVVM TGSLIARNVT VDNPVPDGYS HASGORVLSF NLGDHMRPGDE
151 EVFTVEFCPQ FRGOITHNVAT WTYCGGHECS ANVTTWVNEP CVCRNIZGLD
201 WEYWCHEPVEY 3ISVINPGDL VLHDVWIQDT LPESGVTVLEL PGGEICCHEW
251 VWEIEEMCPG ETLQFELVVE AQOVPGRFTNQ VAVTIESNCG TCTSCAETTT
301 HWEGLAATHM CWLDTNDFPIC VGENTVYRIC VINEGSAEDT WWSLILKFIE
351 ELQPIASSGE TEGTISGNTV VFDALPFLGS EESVEFSVTL KGIAP

azonositdsa LC-MSMS mddszerrel. A proteint meghatdrozo fragmensek aldhuzva ldthatok.
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Fluoreszcencia intenzitasa

32. abra. A MIG/CXCL9 és C. pneumoniae interakcio kimutatdsa dramldsi citometridval. A: Kezeletlen nem festett
chlamydia partikuldk B: MIG/CXCL9 proteinnel és PE-jelélt anti-MIG/CXCL9-cel festett C. pneumoniae EB-k C: Csak
PE-jelélt anti-MIG/CXCL9-cel festett chlamydia EB-k.

A vellink sziletett vagy mas néven természetes immunvalasz a legfontosabb maddja a
baktériumok hatékony elimindlasanak a tidébdl [293]. Az antimikrobidlis peptidek, mint
példaul a defenzinek a természetes peptid antibiotikumok kdzé sorolhaték. Amikor az ember
taldlkozik egy mikroorganizmussal, ezek a peptidek adjdk a természetes immunvalasz els6
védelmi vonaldt, még miel6tt az adaptiv immunvdlasz aktivdloddsa megtorténne. A
defenzinek és bizonyos chemokinek pl. a MIG/CXCL9 hasonlé paraméterekkel rendelkeznek,
beleértve a molekulasulyt, a diszulfid kotéseket, kationos toltést neutralis pH-n és azt, hogy az
IFN-y indukalja a termel6désiiket. Az is k6z6s a defenzinek és néhany chemokin esetén, hogy
antimikrobidlis hatassal rendelkeznek [285]. A természetes immunvalasz sokkal hatékonyabb,
ha bizonyos Thl-es cytokinek, pl. az IL-12 és az IFN-y jelen vannak [294][295]. A Thl-es
immunvalasz elengedhetetlen az intracellularis pathogének elleni harcban [296]. Kisérleteink
sordan igazoltuk, hogy a C. pneumoniae fert6zés in vitro és in vivo is indukalja a MIG/CXCL9
expresszidjat. Ezen felll azt is bizonyitottuk, hogy a MIG/CXCL9 anti-chlamydias hatdssal
rendelkezik. C. pneumoniae fert6zés soran a MIG/CXCL9 legfontosabb stimulatoranak, az IFN-
y-nak a termel&dés kinetikdjat mar kordbban leirtuk [83]. A MIG/CXCL9 mRNS expresszios
kinetikaja kovette a fert6zés sordn visszatenyésztheté chlamydia EB-k szamanak valtozasat,
vagyis a MIG/CXCL9 kifejez6dés akkor volt a legmagasabb, amikor a legtobb
visszatenyészthet6 chlamydiat mértik az egér tiid6 fellliszékban, a 7. napon. A 28. napon a
MIG/CXCL9 mRNS kifejez6dése még emelkedett szintet mutatott a kontroll egerekhez
viszonyitva, viszont ekkor mar fert6z6képes mikroorganizmust nem tudtunk
visszatenyészteni. Az IP-10/CXCL10 és az I-TAC/CXCL11 mRNS kifejez6dése eltéréen a
MIG/CXCL9 mRNS kifejez6désétsl a 4. napon érte el a csucspontjat, ezen eredménylink
megegyezik Maxion és Kelly altal leirtakkal, akik a fels6 genitalis traktust érinté C. trachomatis
fert6zést kovet6en a 4. napon mérték a legmagasabb IP-10/CXCL10 szintet az egerekben.
Protein szinten a MIG/CXCL9 szintén a 7. napon jelent meg a legmagasabb mennyiségben,
nem véletlen, hiszen ekkor volt a legtobb chlamydia az egerek tiidejében. A Thl-es cytokinek
kozé tartozo IFN-y rendkivil fontos szerepet jatszik az akut chlamydia fert6zések lekiizdésében
és a perzisztens fert8zés létrehozasaban [297]. Az IFN-y tovabba fontos regulatoros szerepet
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is jatszik a chlamydidk elleni védelemben azaltal, hogy megvaltoztatja a Th1/Th2 egyensulyt.
Ennek megfelel6en az IFN-y génkilitott egerekben a Th2-es tipusu cytokinek okozta
immunpatholdgiai valtozdsok disszemindlddé chlamydia fert6zéssel jartak egyitt [298].
Elképzelhetd, hogy a ndvekvé antimikrobidlis hatds az oxigén independens baktericid
mechanizmusoknak kdszénhetd, melybe beletartozik az IFN-y és az ELR-chemokinek hatasa is.
Varhatéan a chemokint szekretdld sejtek kozvetlen mikrokdrnyezetében még magasabb
chemokin koncentracié alakul ki, valamint a chemokin nemcsak egyediil lehet felel6s az
antimikrobidlis hatasért, hanem hatasa kombinalodhat, 6sszeaddodhat mas chemokinek
hatdsaival. Nagyon fontos tény, hogy a MIG/CXCL9 nem kompartmentalizalt médon csak a
tiddében jelent meg, mivel a C. pneumoniae fert6zést kdvetGen kimutattuk a 7. és 14. napon
is a vérben. Hasonlé mddon mas fert6zésben, igy Burkholderia pseudomallei fert6zés soran
emelkedett MIG/CXCL9 szintet mértek human plazmaban [299].

Kisérleteink soran azt taldltuk, hogy in vitro koriilmények kozott a C. pneumoniae a fert6zést
kovet6 2. naptdl indukalta az egér fibroblasztok MIG/CXCL9 termelését, mig a macrophag
eredet(i J774A sejtvonal MIG/CXCL9 termelése a 3. naptdl indult meg. Ezzel a kisérlettel
kapcsolatban az is nagyon érdekesnek bizonyult, hogy a fibroblasztok tobb MIG/CXCL9-et
termeltek, mint a macrophag eredet(i sejtek (29. abra). Az is meglepé eredmény, hogy a
fibroblasztokban 24 o6raval a C. pneumoniae fert6zést kovetéen nem indukalodott a
MIG/CXCL9 kifejez6dés, viszont 10 U IFN-y-val kezelve a fert6zott sejtet a MIG/CXCL9
kifejez8dés az 51.8-szorosara emelkedett a csak 10 U IFN-y-val kezelt fibroblasztokhoz képest.
A C. pneumoniae egyfajta kostimuldcios szignalt indukalt a mintazat felismeré receptorokon
keresztil, mely az IFN-y-val egyitt fokozta a MIG/CXCL9 kifejez6dését. Az a megfigyelésiink,
hogy a hd&inaktivalt C. pneumoniae és az IFN-y egylttes alkalmazasa 75-szordsre fokozta a
MIG/CXCL9 expresszidt a csak egymagaban IFN-y-val kezelt sejtekhez képest, arra utal, hogy a
héstabil chlamydia LPS lehet a feltételezett komponens, ami a MIG/CXCL9 stimulaciot kivaltja.
A respiratorikus eredet( C. pneumoniae t6rzs mellett a cardiovascularis eredet( CV6 torzs is
stimulalta a MIG/CXCL9 termel&dését a kisérleteinkben.

Munkank soran demonstraltuk tovabba, hogy a rekombinans MIG/CXCL9 dézisdependens
modon gatolta a C. pneumoniae szaporodasat. Az irodalomban leirtak, hogy a MIG/CXCL9 és
az IP-10/CXCL10 antibakteridlis hatdssal birnak E. coli és L. monocytogenes esetén [285]. Az is
nemrégen latott napvilagot, hogy a CXCL9, CXCL10 és a CXCL11 elpusztitja a S. pyogenest.
Figyelemre mélto, hogy gyulladasos koériilmények k6zott az epithelidlis sejtek in vivo és in vitro
is baktericid koncentracidban termelik a MIG/CXCL9-et [300]. A MIG/CXCL9 szerepe a
bakteridlis fert6zések sordn azonban nem ennyire egyértelm(. A fent emlitett pozitiv példa
mellett masfajta eredmények is sziilettek. A Finegoldia magna esetében a MIG/CXCL9 nem
mutatott antibakteridlis hatast, s6t a baktérium rendelkezik egy SufA nevl enzimmel, amely
képes elhasitani, igy inaktivalni a MIG/CXCL9-et [301]. A kisérleteinkben az ELISA mddszerrel
mért MIG/CXCL9 koncentracidja alacsonyabb volt az egerek tiid6 felilUszéjaban, mint az in
vitro koralmények kozott hatasosnak bizonyult minimalis baktericid koncentracid, de a
természetes fertGzés soran, a szervezetben in vivo viszonyok kozott lokalisan a tiid6 érintett
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régidjaban a chemokin koncentraciénak magasabbnak kell lennie. Mar csak azért is
magasabbnak kell lennie, mert a MIG/CXCL9 nagy affinitdst mutat a heparinhoz. A
glikézaminoglikdnnal (GAG) kialakult kapcsolat a MIG/CXCL9-et az epithelidlis felszinen
tarthatja, tovdbb emelve a lokalis koncentracidjat. A GAG-ok egyfajta kemotaktikus
gradiensként is szolgdlnak a fehérvérsejtek vonzdsaban a gyulladas soran [286][302]. Mivel a
MIG/CXCL9 csak akkor mutatott anti-chlamydias hatast, ha legalabb 15 percig egyiutt
inkubaltuk a chlamydia EB-kkel, valdszinGsithetjuk, hogy a MIG/CXCL9 nem mutat
antimikrobidlis hatdst a mar megfert6z6dott epithelidlis sejtekben, inkdbb az EB-k terjedését
akaddlyozza meg az extracelluldris térben.

Tomegspektrometrias vizsgalat segitségével haromféle chlamydia proteint azonositottunk,
amelyek szerepet jatszhatnak a MIG/CXCL9 megkotésében. A MIG/CXCL9 kot6dott az OmceB
proteinhez, melyet korabban a chlamydia kiils6 membran protein komplexének f6
fehérjéjeként azonositottak, és amely meglehetésen konzervdlt molekula az 0&sszes
chlamydidban [303]. Régebben gy gondoltak, hogy nagyon szoros a kapcsolata a kiilsé
membran komplexszel. Mdasok szerint viszont rezisztens a tripszines emésztésre, ami azt
sugallja, hogy mégsem jelenik meg nyilvanvaldéan a baktérium felszinén [304]. Moelleken és
Hegemann [305] azonban olyan élesztégomba adhézids rendszert hoztak létre, melyben
tanulmanyozhaté az OmcB-prezentalé élesztGsejt kotédése a human sejtekhez. A kisérletben
azt talaltak, hogy a C. pneumoniaebdl szarmazé OmcB fehérje fokozza az adhéziét a HEp-2
sejtekhez. Azt is fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy az OmcB erételjes ellenanyagvalaszt
indukal, ami arra utal, hogy a protein elérheté a humoradlis immunvalasz szdmara, tehat mégis
valdszinUsithetjik, hogy a felszinen kell elhelyezkednie [306][307]. Ha az OmcB a felszinen
talalhatd, akkor pedig a MIG/CXCL9 hozza tud kétédni. Ezt az elgondolasunkat az is tdmogatja,
hogy a teljes 60 kDa-os fehérjén kiviil az LC-MSMS vizsgdlattal azonositottuk a protein egy
degradalt/intermedier valtozatat is, egy 30 kDa-os fehérje formdjaban. Valdszin(sithetjlk,
hogy ez az intermedier 30 kDa-os molekula a denaturacids folyamatok eredményeként valt
elérhet6vé a teszt soran. Eredményeink 0sszecsengenek azzal, hogy a MIG/CXCL9 affinitast
mutat a heparin molekuldkhoz [302]. Az emlGs sejtek felszinén taldlhatd heparinszer(
strukturdk, mint pl. a GAG-ok fontos szerepet jatszanak a baktériumokkal kialakuld
interakcidkban és a chlamydia OmcB proteint is kotik [305]. Mds baktérium, pl. a S. pyogenes
esetén azt talaltak, hogy az M1, a f6 felszini fehérjéje — mely sziikséges a baktérium epithel
sejt GAG-hoz valé adhézidéjaban — emelkedett MIG/CXCL9 termelést indukal [308]. A
tomegspektometrids vizsgalattal azonositott harmadik protein, a C. pneumoniae GroEL
proteinjének véleményezett fehérje, mely fehérje |évén dajkafehérje intracellularis
elhelyezkedés(i. Wuppermann és munkatarsai [309] azonban beszamoltak arrdl, hogy a
GroEL1 az EB-ek felszinen jelenik meg, és igy nem lehet kizarni, hogy a MIG/CXCL9 esetlegesen
a GroEL1-hez k6t6dott. Mivel a kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a MIG/CXCL9 nemcsak
a teljes OmcB-hez hanem annak intermedier, 30 kDa-os valtozatahoz is kot6dott, valamint az
OmcB fehérje szerepét a chlamydia fert6zés kezdeti szakaszdaban mar leirtdk, azt
valészindsitjiik, hogy a MIG/CXCL9 partner molekulaja az OmcB fehérje. Aramlasi citometria
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analizissel bizonyitottuk tovabba, hogy a MIG/CXCL9 nemcsak a denaturalt proteinhez, hanem
az él6 EB-ekhez is képes kotddni.

A C. muridarum indukdlta antimikrobidlis jelatviteli utak jellemzése egerekben

Az intracellularis chlamydia ellen a sejtek antimikrobialis jelatviteli utakat aktivalnak a
korokozo elimimaldsdra. A human sejtekben a C. trachomatis ellen f6ként az IDO aktivalodik,
mely a triptofdn lebontdsa kovetkeztében — chlamydia triptofanra auxotrof tulajdonsdga miatt
—a chlamydia éheztetésével, annak pusztuldsdhoz vezet. Kordbbi munkak azt sugalltdk, hogy
az egerekben, legaldbbis in vitro koérilmények kézott az IDO nem aktivalddik, helyette az
antimikrobialis GTPazok jatszanak szerepet a chlamydia elpusztitdsaban [53]. Kisérleteink célja
volt az egerekben mikodds, a chlamydia ellenes védelmiket szolgalé gének megtalalasa.
Munkdnk soran az allatmodelliinkben kiilonboz6 fert6z6 dozist alkalmaztunk a C. muridarum
(1x103 IFU) és a C. pneumoniae (4x10° IFU) esetén, ennek oka, hogy el6zetes vizsgdlatainkban
az egerek sokkal érzékenyebbnek bizonyultak C. muridarum fert6zésre, igy alacsonyabb
fert6z6 dozis szikséges, hogy ugyanolyan hisztopatolégiai elvdltozdsokat okozzon, mint a C.
pneumoniae [83] [214]. Ennek megfelel6en kisérletinkben a fert6z6tt BALB/c egerek
tidejében a visszatenyészthet6 C. muridarum és a C. pneumoniae IFU szdma hasonlé volt a
fert6zést koveté 7. napon (33A abra). Mindkét fert6zés lymphoid hiperplazidt valtott ki,
lymphoid, plazmocytoid sejtek és macrophagok intersticidlis felhalmozddasaval a
megvastagodott horgéfalakban. A szovettani kép megfelelt az indukdlhaté bronchus-
asszocialt nyirokszovet (iBALT) formanak. A fert6zés ezen id6pontjaban a neutrophil sejtek
jelenléte csak kisfoku volt, a leukocytak f6 populacidit a lymphocytdk és a macrophdagok (33B,
C abra) alkottdk. A kontroll tlid6szévet metszeten vékony alveolaris falak latszottak
gyulladasos sejtek nélkul (33D abra).
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33. dbra. A chlamydia fert6zés és a chlamydia indukdlt hisztopatoldgiai kép BALB/c egerek tiidGszévetében.
A visszatenyészthetd IFU-k C. muridarum fert6zétt és C. pneumoniae fert6zétt egerek tiidejébél a fert6zés
utani 7. napon (A). C. muridarum fertézétt (B) és C. pneumoniae fert6zétt (C) és nem fertézétt (D)
tiiddszévetek H&E festve. A mérték: 50 um.
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A C. muridarum fertézott egértiidé génexpresszios valtozdsai

Az egér chlamydia torzs altal szoveti szinten indukalt globdlis génexpresszids valtozdsok
feltdrasara 7 nappal a fert6zés utan lllumina Uj generdciés RNS szekvenalast végeztlink
fert6zo6tt BALB/c egerek tiid6szoveteibdl. Az RNS-seq analizis kimutatta, hogy 755 egér gén
expresszidja magasabb, 251 gén expresszidja viszont alacsonyabb szintl volt, mint a nem
fert6zott kontrollokban. Az upreguldldddas mértéke és az upreguldlédott gének szama
magasabb volt (1.48-345-szeres), mint a downreguldlédott gének esetén (1.5-14.36-szoros).
A leginkdbb upreguladlédott gén a CXCL11 (I-TAC) volt, de szamos cytokin/chemokin gén
tartozott ebbe a csoportba, beleértve a CXCL9-t (MIG), a CXCL10-et (IP-10), a CCL8-at (MCP2),
a CCL2-t (MCP-1), az IFN-y-t, az IL-21-et, az IL-10-et, valamint a védelemben szerepet jatszé
géneket; az IRG1-et, az lIIGP-t és az IDO1-et. A leginkdbb downreguldldédott gén a BC023719
cDNS szekvencia volt (14.36-szoros), a downreguldlédott gének funkcié tekintetében nagy
valtozatossagot mutattak.

A kilonb6z6 mértékben expresszalddott gének Voronto méddszerrel torténd funkcionalis
elemzése szamos KEGG-utat (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) tart fel, amelyek
kapcsolatban allnak a chlamydia indukalta gyulladdssal és az anti-chlamydids velesziiletett és
adaptiv védekez6 valasszal (34A abra). Szamos upregulalddott gént taldltunk, amelyek a
sejttipus-specifikus KEGG utvonalakhoz tarsulnak, példaul a T-sejt, a B-sejt, az NK-sejt és a
hematopoietikus sejt specifikus utak, jelezve ezen leukocytdk bejutasat a fertézott
tuddészovetekbe. Ennek megfelel6en fokozott kifejez6dést mértlink kilénbdz8 sejtspecifikus
gének és CD markerek esetén, példaul a T-sejt markerek: CD3, CD4, CD5, CD6, CD7, CD226; B-
sejt markerek: CD5, CD7; DC marker: CD4; NK sejt markerek: CD4, CD7; NK lektinszerd
receptorok: KLRA2, KLRB1F, KLRK1, KLRI2, KLRC2, KLRD1 és a macrophag specifikus gének:
CD4, MSR1 és MPEG1 esetén, jelezve ezen sejtek bearamlasat és/vagy helyi proliferaciéjat a
fert6zott  tiid6szovetben. Erdekes moddon, amikor az upreguldlédott géneket
Osszehasonlitottuk a Mouse Gene Atlas gén expresszids adatbazis adataival [310], a
legjelentGsebb atfedést az LPS-sel kezelt macrophag gén expresszidval taldltunk, jelezve az
aktivalt macrophdagok szerepét a chlamydia altal indukdlt génexpresszids valtozasokban.
Szamos upreguldlédott chemokint detektdltunk, beleértve a lymphocyta chemokineket,
amelyek a sejtek bedramlasat indukalhatjak pl. a CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), CCL8 (MCP2),
CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP10), CXCL11 (I-TAC), a monocyta chemokineket: CCL2, CCL4 (MIP1B ),
CCL7 (MCP3), CCL8 (MCP2), CXCL10 és neutrophil granulocyta chemokineket: CXCL5 (ENA78).
A chemokinek hatdsanak fokozasa érdekében kilonféle chemokin receptorok (CCR2, CCR4,
CCR5, CXCR3) is upregulalodtak.

A GO molekuldris funkcié elemzés aldtdmasztotta a KEGG Ut elemzést (34B abra). Az a tény,
hogy a kilonféle ,,sejtciklus” Utvonalhoz kapcsolédd gének upregulalédtak, azt jelzi, hogy az
aktivalt sejtek beleértve a BALT-ot is, felgyorsult osztédast mutatnak. A sejt aktivalédasat a
ligand-receptor kolcsonhatasok indukaljadk mind az adaptiv, mind a velesziletett
immunitasban. Az altalunk azonositott legnagyobb funkciondlis csoportok kdzott szerepelt a

III

»cytokin aktivitds”, a ,transzmembran jelatvitel” és a ,protein kindz aktivitas”, amelyek
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upreguldlédott és erésen upreguldlodott cytokineket, cytokin receptor géneket tartalmaztak.
Szdmos az adaptivimmunitassal kapcsolatos gén, els6sorban az MHC-| antigén prezentacidval
kapcsolatos gének upregulalédtak. A kérokozo felismerésével/a proinflammatorikus allapottal
kapcsolatos utak, pl. a TLR-ok (TLR1, TLR6, TLR7, TLR12), a citoszolban DNS-érzékelS, a NOD-
szer(, a RIG-I-szer( utak is upreguldlédott géneket tartalmaztak, ami azt mutatja, hogy a
kdrokozd extra- és intracellularis formai is felismerhet6k, és azok gyulladasos valaszt
valthatnak ki. A cytokin jelatviteli utvonalak kozil az IFN-nel kapcsolatos jelatviteli utvonalak
és az IFN-indukalta génexpresszid kiilonosen figyelemre méltd volt, beleértve az upregulalédé
IFNG, STAT1, STAT2, IRF7, IRF9 géneket és az IFN altal indukalt géneket, mint példaul tobb
hisztokompatibilitasi komplex gént, valamint az IFN-indukalhaté GTPdazokat, és a triptofan
katabolizmusban szerepet jatsz6 géneket, az IDO1-et és a KYNU-t.
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34. abra. A C. muridarum fert6zés kévetkeztében megvdltozott génkifejez6dés funkciondlis analizise Voronto
moadszerrel. A: A szignifikinsan megvdltozott KEGG utak kiilénb6z6en expresszalddott génjeinek analizise. B: A
szignifikans molekuldris funkciok kiilbnbézéen kifejez6dott génjeinek GO analizise. A kiilénb6z6 mértékben
indukdlodott IFN-indukdlta GTPdzok az aminosav sorrend szerint csoportositva szepardltan Idthatok az
upreguldcio mértékével egyiitt. A Voronto szoftver az un. Voronoi tesszeldciét haszndlja, hogy dbrdzolja az
ontoldgiai fogalmakat és utvonalakat. A térkép celldi ontoldgiai fogalmakat jel6inek, a kézelebbi fogalmak
kézelebb helyezkednek el egymdshoz. A kéz6s eredbvel rendelkezé fogalmakat vastagabb vonal hatdrolja. A



dc_1937 21

Voronto diagramm cella szinei az adott Voronto-celldhoz kapcsolddd, kiilbnbéz6 mddon expresszdlt gének
dtlagos génkifejez6dését (log2) mutatjdk. Mind a Voronto celldk, mind a gének esetében a log2-szeres vdltozdsok
a skdla szerint szinkodoltak. Az upreguldlodott gének szine a vildagos kéktél a pirosig terjed, mig a
downreguldlédott gének a sététkék szinliek.

C. muridarum fertézés altal indukdlt antimikrobidlis gének

Az altalunk GO analizissel azonositott kategdriakon beliil kiemelked6en fontos molekularis
funkcionalis kategdrianak bizonyult ,a GTP-k6t6” csoport. Az ebben a kategdridban talalhatd
legtobb GTPAaz részt vesz az intracelluldris patogének elleni védekezé mechanizmusokban (34B
abra). Alapvetéen az egér IFN-indukdlhaté GTPazok mind a négy osztalydnak kifejez6dése
upregulalddott volt, beleértve a kilonféle guanilat-koté fehérjéket (GBP2-9, GBP11), a
myxovirus rezisztencia-protein 1-et (MX1), az immunitassal kapcsolatos GTPaz IRGM1-et
(LRG47), IRGM2-6t (GTPI), IRGA6-ot (IIGP), IRGM3-at (IGTP), IRGB6-ot (TGTP1-2), IRGB10-et
(Gm12250) és egy nagy IFN-indukalta GTPazt, a GVIN1-et. Figyelemre méltd, hogy harom, az
[IGP szekvencidval homoldgiat mutaté gén (Gm4841, Gm4951, F830016B08Rik) és harom, a
TGTP szekvencidval homoldgiat (Gm12185, Gm5431, 9930111J21Rik1l) mutatd gén
upreguldlédottnak vagy erGsen upreguldldodottnak bizonyult a fert6z6tt egerek tiidejében
(34B abra). Erdekes médon a Gm12185, a Gm5431 és a 9930111J21Rik is a 11. kromoszdman
helyezkedik el, annak a régidnak a kézelében, ahol a C. trachomatis elleni potencidlisan védé
gének taldlhatok [311] [312]. Az IFN-indukdlhaté GTPaz gének mellett mas gének, mint példaul
a CXCL9, az iNOS és az IDO1, amelyek korabbrdl ismert anti-chlamydids hatasiak mind az
emberi, mind az egér chlamydia torzsekkel szemben, er6sen upregulaltak voltak (127-szeres,
14-szeres és 24,7-szeres). Tovabbi gének, amelyek ismert antimikrobialis aktivitassal
rendelkezhetnek, de eddig még nem irtdk le anti-chlamydids aktivitasukat, fokozottan
upregulaltak voltak: CXCL11 (345-sz06rds), IRG1 (252,7-szeres), lipocalin-2 (11-szeres), mucin-
5 (8,7-szeres).

Az IDO1 és IDO2 RNS-Seq adatok validdlasa qPCR modszerrel

Varatlan felfedezés volt az a tény, hogy az IDO1 gén erGsen upregulalédott volt (24.76-szoros)
a fert6zott egerek tidejében, mivel kordbban mas kutatdk azt talaltdk, hogy az IDO1 nem
indukalhaté a C. trachomatis vagy a C. muridarum fert6zés soran in vitro egér epithel és mas
sejtekben [53] [313]. Az IDO1 gén esetében szignifikdnsan magasabb expressziét (P=0.037)
detektaltunk a C. muridarummal fert6z6tt mintdkban a nem fert6z6tt mintdkkal
Osszehasonlitva, mig az IDO2 esetében az eltérés nem volt szignifikans. Az IDO2 esetében a
szekvenaldssal azonositott mRNS szakaszok (readek) szdma nem volt elég ahhoz, hogy
észlelhet6 legyen a szignifikans eltérés (35A,B abra). Az IDO1 és IDO2 RNS-Seq adatok
validalasara gPCR-t haszndltunk. Emellett annak ellenérzésére, hogy az IDO1-2 indukcid csak
az egér chlamydia torzs jellemzGje-e, megmértilk az IDO1-2 gének expresszidjat a C.
pneumoniae fert6zott egér tidémintakban is. A qPCR eredmények aldtdmasztottak az RNA-
Seq adatokat, a C. muridarum fert6zés az IDO1 20.38+11.3-szoros és az IDO2 38.2+25.2-szeres
expressziojat eredményezte a nem fert6zott egerekkel 6sszehasonlitva. A C. pneumoniaeval
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fert6zott tlid6szovetben a qPCR hasonld mértékd: az IDO1 15.5+14.1-szeres és 88.9+73.9-
szeres expresszids novekedést mutatott az IDO2 esetében (35C abra).
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35. abra. IDO1 és IDO2 mRNS expresszios mérések RNA-Seq és qPCR mddszerrel. Az Integrative Genomics Viewer
képei [314], IDO1 (A) és IDO2 (B) gének C. muridarum ferté6zétt és nem fert6zétt kontroll mintakban. (C) Az
indukdlt IDO1 és IDO2 gén expresszio qPCR-rel mérve C. muridarum és C. pneumoniae fertézétt tiidészévetekben.
Az IDO1 és IDO2 gén expresszio vdltozdsait az egyes fert6ztt egerekben tgy szamoltuk, hogy dsszehasonlitottuk
a nem fertézétt kontrollokban mért dtlagos IDO1 és IDO2 kifejez6déssel. Az IDO1 és IDO2 gén expresszidkat a [-
aktin gén expresszidjara normalizdltuk, **P<0.01, *P<0.05.

IDO1-2 fehérje expresszio és funkciondlis aktivitds a C. muridarum és a C. pneumoniae
fertézott BALB/c egerek tiidGsz6veteiben

Annak bizonyitasara, hogy a megfigyelt IDO1 és IDO2 mRNS valtozasok megmutatkoznak-e
fehérje szinten, valamint azért, hogy meghatarozzuk, hogy ezeket a fehérjéket milyen sejtek
expresszaljak, a C. muridarum és a C. pneumoniae fert6z6tt, és a nem fert6z6tt kontroll egerek
tudémetszetein immunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink. Mérsékelt IDO1-2 pozitivitast
lehetett kimutatni a horgd és esetenként az alveolaris hamsejtek citoplazmajaban, viszont
kozepes/erds pozitivitas volt lathaté a C. pneumoniae és C. muridarum fert6z6tt egerek
tid6szoveteiben a macrophagokban (36. abra). A kontroll, nem fert6z6tt tliidészovetek
kisszdamu IDO1-2 pozitiv hérg6hamsejtet és macrophagot tartalmaztak.

FertGzetlen C. muridarum C. pneumoniae 36. abra. Az IDO1-2 fehérje expresszio
PETY |t . o x kimutatdsa immunhisztokémiai Uton
Ei?‘% ' chlamydia ferté6z6tt és nem fert6zétt
3 }""JA# egér tiidében. Az IDO pozitiv
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pepe——— . — - IDO pozitiv macrophdgokat fekete
IR oS hdromszégek mutatjék. Mérték: 50
um. Az epithelidlis  sejtek  és
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Annak meghatdrozdsara, hogy az expresszalt IDO1 és IDO2 fehérjék funkcidképesek-e, nagy
teljesitmény folyadékkromatografia (HPLC) analizist végeztiink az egerek tidémintdibdl. Az
IDO1-2 funkcionalis aktivitast ugy mértiik, hogy meghataroztuk a teljes triptofan szintet és a
triptofan lebomlasi metabolitjdnak, a kinureninnek a szintjét a BALB/c egerek
tudéfeltluszéiban. A HPLC médszerrel nem tudtunk kimutatni kinurenint a nem fert6zott
tiddkben, mig a C. muridarum és a C. pneumoniae fert6zott tiidékben 369.6£199.8 nM és
508.7+£176.6 nM mennyiség volt mérhetS. Mivel a fert6z6tt és a kontroll szovetekben nem
tudtuk megdllapitani a sejtek szdmdat, a mintdakban mért értékeket a kordbban leirt
kinurenin/triptofan arany alkalmazasaval normalizaltuk [315]. A kinurenin/triptofan arany
0.12 és 0.22 kozott volt a C. muridarum fert6z6tt mintdkban, 0.13-0.20 a C. pneumoniae
fert6zott mintakban, mig ez az érték 0 volt a kontroll mintakban (37A abra). Az IDO-aktivitas
C. muridarum szaporoddsdra gyakorolt hatdsanak tisztazasdra 1-MT kezeléssel gatoltuk az
IDO1-2 aktivitdst az egerekben in vivo, a fert6zést megel6z6 hét naptdl, a fertézést kovetd
hetedik napig (37B abra). Az 1-MT kezelés a fert6zést kdvetd 7. napon mérsékelt, de
szignifikdns, 1.98-szoros novekedést eredményezett a visszatenyészthet6 C. muridarum IFU
szamaban.
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37. abra. A triptofdn lebomldsdnak mérése a chlamydia fert6zétt egér tiidGszévetekben és az IDO1-2 gdtlds
hatdsa a C. muridarum szaporoddsdra. (A) A C. muridarum, a C. pneumoniae fert6z6tt és a nem fert6zott

ardnya ldthatd. A nem fert6z6tt mintdk kinurenin koncentrdcioja a kimutatdsi hatdr alatt volt. (B) Kezeletlen és
1-MT-vel kezelt BALB/c egereket fert6ztiink C. muridarummal, és a visszatenyészthetd IFU-kat a fert6zést kbvetd
7. napon mértiik. Az dbra az egyes vizsgadlt tiid6kbdl visszatenyészthetd IFU-t mutatja, * P<0.05.

IDO1-2 mRNS expresszi6 és aktivitdss a C. muridarum fertéz6tt C57BL/6 egér
tiidészévetekben
Annak feltarasara, hogy a chlamydia indukalt IDO1-2 aktivitds nem kizardlag BALB/c

egerekben figyelhet6 meg, hanem masik egér térzsben is, gPCR és HPLC analizist végeztink C.
muridarum fert6z6tt és nem fert6z6tt C57BL/6 egerek tidd mintdival. A gPCR adatok az IDO1
MRNS szint szignifikdns novekedését mutattdak a C. muridarum fert6zott tid6ben (az
upregulacié tartomanya: 8.14-13.88). Bar az IDO2 mRNS kifejez6dése nem fokozddott
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szignifikdnsan, upregulacios tendencia megfigyelhet6 volt (upreguldcié tartomanya: 1.71-
21.49) (38A abra). A nem fert6zott C57BL/6 egér tud6k kis mennyiségl kinurenint
tartalmaztak a HPLC analizis alapjan (kinurenin/triptofan arany: 0.045-0.075) viszont a C.
muridarum fert6zés szignifikdnsan novelte az IDO aktivitast (0.185-0.773 kinurenin/triptofan
arany) (38B abra) az egerek tliidejében.
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38. abra. Az IDO1 és IDO2 gén expresszidjanak qPCR mérése C. muridarum fert6z6tt C57BL/6 tiidGszévetekben.
(A) Az egyes fert6zétt egerekben az IDO1 és IDO2 gén expresszids vdltozdsok. **P<0.01. N/A: az IDO2 mRNS
expresszioja nem volt kimutathato. (B) A triptofdn lebomldsdnak mérése a C. muridarum fertézétt C57BL/6
tiiddszévetekben. A C. muridarum fert6z6tt és nem fertézétt tiiddszévetek kinurenin/triptofdn koncentrdcio
ardnya ldthatd, **P<0.01.

A C. muridarummal fert6zott egér tiidék RNS szekvencia elemzése azt mutatta, hogy széles
korben valtozott a gazdagének expresszidja, és tobb upreguladlt gén szerepet jatszhat a
gazdaszervezetben a chlamydia-indukalta gyulladasban és a chlamydia ellenes védekezésben.
Megallapitottuk, hogy mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunitdssal kapcsolatos gének
indukdlodtak a C. muridarum fert6zott tlid6szovetben. A f6 funkcionadlis ,kategéridk” a
cytokin/chemokin expresszidval, a chemotaxissal, a szignal-transzdukcidval, az antigén
bemutatasaval, a sejtosztdddssal és a velesziiletett antimikrobidlis védekezéssel
kapcsolatosak. A chlamydia patogenezis cellularis elmélete szerint a nem immunsejtek is
kivalthatjak a gyulladast proinflammatorikus cytokinek és chemokinek szekretalasaval [30]. A
cytokinek/chemokinek celluldris forrasat nem lehet azonositani a szoveti szintd
génexpresszids elemzéssel, de az in toto chemotaxis indukcidjaval és a celluldris bedramlassal
kapcsolatos génexpresszid hatasa felismerhet6 volt a C. muridarum fert6z6tt egerek
tudejében. A szekretalt cytokinek autokrin-parakrin hatasai, valamint a rezidens és az Gjonnan
érkez6 sejtek kozotti kolcsonhatas olyan mili6t eredményezhet, amely komplex gén
expressziot indukal, magaban foglalva bizonyos anti-chlamydias gének indukalasat.

Az IFN-indukalta GTP4z csalad szdmos tagjat er6sen indukaltnak taldltuk. Bar nem mértik a C.
pneumoniae dltal kivaltott génexpresszidés valtozasokat (csak a C. muridarum esetén), a
korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy mind az egér, mind az emberi chlamydia térzsek
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képesek voltak beinditani az IFN-indukalta GTPazok termelését [53][316]. Az IRGM1 (LRG47),
IRGM3 (IGTP), IRGA6 (IIGP) és IRGB10 GTPazok upregulaltak vagy erésen upregulaltak voltak,
és korabban bizonyitottak, hogy részt vesznek a human C. trachomatis torzs eliminalasaban
[53][312][64], de valdsziniileg nem hatékonyak az egér chlamydia ellen [53][64]. Ugy talaltuk,
hogy bizonyos GTPaz gének a C. muridarum fert6zést kovetden erésen upregulalddnak és részt
vehetnek a chlamydia ellenes védekezésben. Ezen gének koziil hdrom (Gm12185, Gm5431,
9930111J21Rik1) szekvencia hasonldsagot mutat az IRGB10-zel, egy ismert, C. trachomatis
elleni védelemben szerepet jatszé egér génnel [312]. Coers és munkatdrsai viszont kimutattak,
hogy a C. muridarum képes megkerilni az IRGB10 anti-chlamydids hatdsat [64]. Az IFN-
indukalta GTP4zokkal szembeni kiilonboz6 érzékenység magyarazhatja azt a tényt, hogy annak
ellenére, hogy 400-szor tobb C. pneumoniae |FU-t hasznaltunk a fert6zésre, mint C.
muridarumbdl, 0Osszehasonlithatd IFU-kat (visszatenyészthet6 chlamydiat) nyertink a
fert6zott egér tidGkbdl. Egy masik, anti-chlamydids hatassal rendelkezd gén, az iNOS is erésen
upregulalddott volt (14-szeres). Az iNOS indukcidja az egerekben fontos mechanizmusnak
bizonyult a C. muridarum fert6zés kései szakaszaban a nemi szervbdl torténé eliminaldsban
[317], tovabba a RAW 264.7 egér macrophdgokban is [318]. A C. muridarum fert6zés soran az
IRG1-et, egy IFN-indukalta gént is [319] er6sen upreguldléodottnak (252,7-szeres) taldltuk.
Kimutattdk, hogy az IRG1 expresszalddik macrophagokban [320], megtaldlhatd a Legionella
pneumophila vakuoldkban macrophagokban, és antimikrobidlis aktivitdssal rendelkezik a
reaktiv oxigén gyokok termelésének fokozdsa [321] és a kdzvetlen baktericid hatasu itakonsav
termelése révén [320]. A CXC chemokin MIG szintén erésen upregulalt volt (127-szeres) a C.
muridarum fert6zést kovetGen. Kordbban kimutattuk, hogy a MIG-nek koncentracié-figgé
direkt toxicitasa van a C. muridarum, a C. trachomatis [316] és a C. pneumoniae EB-kre is [322].
Az RNS szekvenalds és a gPCR kimutatta, hogy az IDO1 és IDO2 gének is nagymértékben
kifejez6dnek a fert6zott tidében. Az IDO aktivitas forrasanak megallapitdasara IDO1-2
immunhisztokémiai vizsgalatot végeztink a fert6z6tt és a kontroll tlid&szoveteken.
Megallapitottuk, hogy a tiid6 hérgé hamsejtjei mind a kontroll, mind a fert6zott szévetekben
mérsékelt IDO1-2 pozitivitast mutatnak, ami alacsony szint(i, nyugalmi allapotu expresszidra
utal. Magasabb IDO1-2 pozitivitds volt kimutathatd a leukocytdkban, kilondsen a
macrophdgokban, mind a nem fert6z6tt, mind a fert6z6tt szovetekben, de a pozitiv sejtek
szadma nagyobb volt a chlamydia fert6zott szovetekben. A kimutatott IDO1-2 pozitiv
macrophagok nagyobb szama lehet az in situ IDO1-2 indukcié és/vagy a mar IDO1-2 pozitiv
monocytak gyulladt szovetbe vald bedramlasanak kévetkezménye. Az is lehetséges, hogy az
IDO1-2 pozitiv macrophagok helyileg aktivalédtak, ami magasabb ID0O1-2 aktivitast
eredményezett. A kordbbi in vivo vizsgalatok szovetszint(i IDO indukciét mutattak ki kiilonb6z6
egér szovetekben, amelyeket E. coli [323], Plasmodium berghei [324] és Toxoplasma gondii
[325] korokozdkkal fert6ztek. Erdekes médon a C. pneumoniae indukalta tidé IDO1
expressziot RAG”- egerekben is kimutattak, de a vad tipust C57BL/6 kontrollokban nem [326].
In vivo sejtszint{ IDO indukciot egér bélhamsejtekben detektaltak Eimeria falciformis fert6zés
utan [327], tid6hamsejtekben influenza A virusfert6zés utan [328] és tidShamsejtekben,
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endothel sejtekben, macrophagokban, dendritikus sejtekben M. tuberculosis fert6zés utan
[329]. A génkiltott egér modelleken végzett tanulmanyok alapjan - hasonldéan az emberhez -
az IDO expresszidjanak egyik f6 induktora in vivo az IFN-y és az IFN-o/f [323][328].
Génexpresszids adataink szerint a C. muridarum fert6zés dltal aktivalt egyik legfontosabb
haldzat az IFN jelatviteli ut, ennek megfelel6en az IDO1-2 gén indukcié egyértelm(ien jelen
volt a chlamydia fert6zott szovetekben. A HPLC vizsgalat a BALB/c egér tid&ben a kinurenint,
a triptofan bomlastermékét nem tudta detektdlni a fert6zetlen egér tiidészévetekben, bar a
nem fert6zott hamsejtekben és macrophagokban mutatkozott alacsony szintl IDO1-2 fehérje
pozitivitds, ez nem eredményezett jelentés triptofant katabolizmust, viszont az IDO1-2
enzimek indukalddtak és funkciondlisan aktivak voltak mind az egér, mind az emberi
chlamydidval fert6zott tlidGszovetekben. Kvantitativ immunhisztokémiai vizsgalatot nem
végeztiink, de hasonld szintl IDO1-2 pozitivitast figyeltink meg az epithelidlis sejtekben
infekcid el6tt és utan, ami arra utal, hogy az IDO1-2 nem indukalddik, és az IDO1-2 aktivitas
valdszinlileg nem vesz részt a chlamydia elimindlasaban az egér tlid6 hamsejtekben. Tovabbi
mennyiségi vizsgdlatokra lenne sziikség az egér epithelidlis IDO expresszidnak és pontos
szerepének tisztazasara. Az a tény, hogy a C57BL/6 egerek tiudeje is IDO aktivitast mutatott
chlamydia fert6zés hatasara, aldtamasztja azt, hogy a megfigyelt IDO indukcié nem egér torzs-
specifikus valasz. Az egér IDO szerepe a chlamydia in vivo eliminaldsdban nincs pontosan
leirva. Az IDO1 génkiltott egerek a vad tipusokhoz hasonlé médon, de nem azonos kinetikaval
eliminaltak a C. muridarumot az urogenitalis traktusbol [53], de meg kell jegyezni, hogy
ezekben az allatokban az IDO2 gén jelen volt [330]. Az IDO1-2 aktivitas antimikrobidlis
szerepének tisztazasa céljabol a BALB/c egereket 1-MT-vel (amely az IDO1 [331] és az IDO2
[332] korabban leirt inhibitora) kezeltiik. Az IDO gétldsa azt mutatta, hogy mérsékelt, de
szignifikans, megkozelit6leg kétszeres mennyiségl chlamydia IFU tenyészett vissza az 1-MT-
vel kezelt egerekben, jelezve, hogy az IDO aktivitas befolyasolja a C. muridarum replikacidjat
in vivo. Mind a C. muridarum, mind a C. pneumoniae fert6zés egyértelm(ien IDO1-2 pozitiv
macrophagok jelenlétéhez vezetett, és ez a leukocyta bedramlas/aktivacié fontos tényezé
lehetett a megndvekedett IDO1-2 aktivitdsban. A monocytdk szerepet jatszanak a C.
pneumoniae terjedésében a fert6zések elsGdleges helyérdl [333], de az emberi monocytdk
képesek voltak meggatolni a C. trachomatis szaporodasat IDO-fliggd [334] és -figgetlen
mechanizmusokkal is [335]. Tovabbi vizsgdlatot igényel annak kideritése, hogy az egér
macrophdgok IDO aktivitasa hozzajarul-e a C. muridarum és a C. trachomatis szaporoddsanak
kontrollaldasahoz.

A C. pneumoniae fert6zétt dendritikus sejtek (DC-k) és az IFN-y kapcsolata

Kordbbi tanulmanyokban beszamoltak arrél, hogy az IFN-y tdpfolyadékhoz addsa korlatozza a
fert6z6képes chlamydia utédok kialakulasat macrophagokban, ami azt sugallja, hogy az IFN-y
részt vesz a C. pneumoniae perzisztencia kialakitasaban ezekben a sejtekben [336]. Munkank
sordn arra a kérdésre kerestlk a valaszt, hogy bizonyos cellularis faktorok, beleértve az IFN-y-
t is, melyek a fert6zés soran termel6dnek, vajon meg tudjak-e gatolni a C. pneumoniae
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szaporodasat az egészséges véradok periférids monocytdibol daltalunk érlelt DC-kben.
Munkdnk sordn el&szor azt vizsgaltuk, hogy a C. pneumoniae fert6z6tt DC-k termelnek-e IFN-
v-t. A C. pneumoniae fert6zést és mock kezelést kdvetSen a sejtek fellluszojat kiilonbdz6
id6kozonként begylijtottiik. Az eredmények szerint a fert6zott DC kulturakban az IFN-y az 1.-
t6l a 10. napig volt kimutathato, a maximalis koncentraciét az 5. napon mértik (3000 pg/ml),
a koncentracié ezek utan csokkent (39A abra). A kontaminacidként jelen levé lymphocytakat
a DC-k dltal prezentalt chlamydialis antigének valdszin(ileg stimuldlhattak, igy az is kérdéses
volt, hogy a DC-k, illetve a kontaminans lymphocytak milyen mértékben felel6sek az IFN-y
termel&désért. Ennek kideritésére megvizsgdltuk a DC kultura celluldris komponenseinek IFN-
v expresszidjat kilonbdz6 id6pontokban a fertdzést kdvetben. Az 39B abran lathatd, hogy a
fert6zést kovetd 12 és 48 draban a lymphocytak nagyobb szazaléka expresszalt IFN-y-t mint a
DC-ké. Azonban az IFN-y jelen volt olyan sejtekben is, melyek negativak voltak T- és B-
lymphocyta, NK sejt, monocyta, valamint macrophdg markerekre, viszont kifejez6do6tt rajtuk
a human monocyta eredetli DC-kre jellemz6 HLA-DR és CD11c felszini antigén [337][338],
vilagosan mutatva, hogy a DC-k egy alcsoportja a C. pneumoniae fert6zésre IFN-y termeléssel
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39. dbra: A DC-k IFN-ytermelése. A: C. pneumoniae fert&zést kévetden a DC feliiltisz6bdl kiilénb6z6 id6pontokban
meghatdroztuk az IFN-y tartalmat ELISA mddszerrel. A megosztds az oszlopon a >3000 pg termel&détt IFN-y-t
mutatja. B: a DC-k és a kontamindcidként jelenlevé lymphocytdk IFN-y termelését sejt szinten ellenériztiik. A
fertézétt és mock fertézétt sejteket kiilbnbéz6 idépontokban begylijtéttiik és megfelel6 monoklondlis
ellenanyagokkal festettiik. A DC sejtek azonositdsa dramldsi citometrids vizsgdlattal tértént (CD11c, HLA-DR és
IFN-y pozitivitds). A lymphocytdk kimutatdsdra lineage cocktailt és anti-humdn IFN-y monoklondlis ellenanyagot
haszndltunk.

s 1r

Az IFN-y neutralizalds hatdsa a DC-k fert6z6 EB termelésére

A DC-k a periférian telitédnek az antigénnel és vandorlasuk soran érési folyamaton esnek at,
de gazdaul is szolgalhatnak pl. latens/perzisztens pathogének szamara. A monocytak, a
monocyta-eredet(i DC-ék és a macrophagok kolcsonhatasa a C. pneumoniaeval kevéssé
dokumentalt. A kilénboz8 faktorok — kdztik az IFN-y, melyet a fert8z6tt DC-k termelhetnek —
lehetséges gatld hatasat vizsgdltuk olyan médon, hogy a fert6zo6tt altalunk in vitro érlelt DC-k
neutralizald hatasu anti-IFN-y ellenanyaggal kezelt, vagy nem kezelt felliluszéjat transzferaltuk
C. pneumoniaeval fert6zott HEp-2 sejtkulturdra. A C. pneumoniaeval fert6z6tt, de nem kezelt
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DC feliiluszo csokkentette a C. pneumoniae hozamot a HEp-2 sejteken, a gatlas 168-szoros volt
a kontrollhoz képest. A gatlas viszont csak 39-szeres volt akkor, ha a fert6z6tt HEp-2 sejtekre
a C. pneumoniae fert6z6tt és anti-IFN-y ellenanyaggal kezelt feltiluszo kerilt. Azon hipotézis
igazoldsara, hogy a fert6zott DC-k altal termelt IFN-y gatolja-e a fert6z6 EB-k termel&dését
(magaban a DC-kben), a fert6z6tt DC-ket neutralizald anti-IFN-y-val kezeltiink 5 napon
keresztiil, és teszteltik a fert6z6képes EB-k mennyiségét HEp-2 sejteken torténd
visszatenyésztéssel. Az IFN-y neutralizacidja megfelelé volt, mivel az IFN-y koncentrdcidja
lecsdkkent <9.4 pg/ml-re az anti-IFN-y kezelt DC kulturdkban, 6sszehasonlitva azt a nem kezelt
kultarak >3000 pg/ml IFN-y koncentrdcidjaval. Ennek ellenére az anti-IFN-y-kezelt vagy nem
kezelt DC-kben termel&dott fert6z6képes EB-k mennyiségében nem volt kilonbség. Ezek az
eredmények ramutatnak arra, hogy els6sorban nem az IFN-y felel6s a C. pneumoniae
szaporodasdnak gatlasaért a DC-kben. Irodalmi adatok alapjan a C. pneumoniae fert6zott DC-
k TNF-a-t termelnek [339]. Annak elddntésére, hogy a TNF-a lenne felel6s a DC-kben a C.
pneumoniae szaporodasanak gatldsdért, az IFN-y neutralizaciés kisérlethez hasonlét
végeztiink. Az eredmény hasonld volt, vagyis az anti-TNF-o. sem édnmagaban, sem pedig anti-
IFN-y-val kombinacioban hasznalva nem valtoztatta meg a DC-k EB produkcidjat.

A DC sejtek mint egyfajta kapocs szolgalnak a természetes és az adaptivimmunvalasz kdzott,
szereplk a fert6zések, kiléndsen az intracellularis pathogének ellen kiemelkedd. A
chlamydidk szaporodasat kiilonb6z6 epithelidlis sejtekben az IFN-y gatolja [340][341][342].
Raadasul a monocyta eredetli macrophagok kezelése IFN-y-val nem replikalodo,
morpholdgiailag aberrans inkllzids testek termel6dését eredményezte, melyek kilénboz6 C.
pneumoniae géneket fejeztek ki, és ezek C. pneumoniae perzisztenciat kozvetitettek a
sejtekben [336]. A kutatdk ugy gondoljdk, hogy néhany szolubilis molekula, beleértve az
altalunk vizsgalt IFN-y-t és TNF-a-t, mely jelen lehet a human DC kulturak feliiluszéiban,
hozzdjarulhat az ezen sejtekben megbujé baktériumok teljes kor( replikadcidjanak a gatlasahoz
[339]. Kisérleteink soran azt az eredményt kaptuk, hogy 6t napos C. pneumoniae fert6zésen
atesett DC-k felliliszoit transzferalva C. pneumoniae fert6z6tt HEp-2 sejtekre, csokkentette a
C. pneumoniae replikaciét, ami arra utalt, hogy az IFN-y és/vagy a TNF-a, vagy mas celluldris
termékek gatléd koncentracidban voltak a DC-k fellliszéjaban. Abban az estben, ha a C.
pneumoniae fert6zott DC kulturakat probaltuk neutralizadlni anti-IFN-y és anti-TNF-a
ellenanyagokkal és ezt kdvet6en visszatenyészteni a DC sejtek C. pneumoniae tartalmat HEp-
2 sejtkultdran, azonban nem jartak sikerrel (ugyan annyi chlamydiat tenyésztettiink vissza
mint a kezeletlen sejtbdl) ami arra utal, hogy a DC kulturakban a C. pneumoniae perzisztens
allapot kialakitdsaban az IFN-y-t6l és a TNF-a-tol fuggetlen mechanizmusok jatszhatnak
szerepet. Annak ellenére, hogy in vitro rendszeriinkben a kontaminansként jelenlevé
lymphocytak termelték a DC kulturakban mért IFN-y egy részét, a DC sejtek IFN-y szintetizald
képességének is jelent6sége lehet az intracellularis pathogének ellen kialakulé immunvalasz
korai szakaszaban. A DC altal termelt IFN-y-nak, pl. autokrin amplifikdl6 szerepe lehet vagy a
TLR kozvetitett valasz kostimulatora lehet a DC-kben, ahogy ezt leirtak a human DC-k

Mpycobacterium indukalta IFN-y termelésével kapcsolatban [343].
110



dc_1937 21

Osszefoglalds

Munkank eredményeként az alabbi uj megallapitasokat tettiik ebben a témaban

10.

11.

Kimutattuk, hogy az exogén IFN-y emelte a természetes és az adaptiv immunitassal
kapcsolatos gének expresszidjat chlamydia fert6zott egér epithel sejtekben, ami
pozitiv visszacsatolasként megnodvekedett neutrophil granulocyta és lymphocyta
infiltracidt és aktivaciét eredményezhet.

Kimutattuk, hogy exogén IFN-y serkentette a direkt anti-chlamydidas hatdssal
rendelkezd gének expressziojat.

Bizonyitottuk, hogy a MIG/CXCL9 anti-chlamydids hatdssal rendelkezik, és a hatdsa
fligg a koncentraciotol, az id6tél és az alkalmazott chlamydia torzstdl.

Kimutattuk, hogy a C. pneumoniae fert6zés indukdlta az egerek tlidejében a
MIG/CXCL9, az IP-10/CXCL10 és az I-TAC/CXCL11 expresszidjat.

Detektaltuk, hogy az él6 C. pneumoniae és inaktivalt formdja in vitro indukalta a
MIG/CXCL9 termelSdését J774A macrophdg, valamint egér fibroblaszt sejtekben. A
chlamydidval egyutt alkalmazott IFN-y kezelés jelentGsen novelte a MIG/CXCL9
termelést, kiilondsen a nem immuneredet( fibroblasztok altal.

Bizonyitottuk tovabba, hogy a C. pneumoniae 60 kDa molekulasulyu proteinje felel6s
a MIG/CXCL9 kotGdésért.

Bizonyitottuk, hogy a C. muridarum - ellentétben a mas kutatodk altal in vitro talaltakkal
- fokozza az antimikrobiadlis hatassal bird IDO kifejez6dését az egerek tiidejében.
Igazoltuk, hogy az IDO fehérje szinten is kifejez6dik mind a C. muridarum, mind pedig
a C. pneumoniae fert6z6tt egerek tiidejében és a kinurenin/triptofan arany mérésével
bizonyitottuk funkcionadlis aktivitasat.

Bizonyitottuk, hogy a chlamydia fert6zés kiilonb6z6 egértérzsekben is képes az IDO
aktivitds fokozasara.

Az IDO in vivo neutralizaldsaval bizonyitottuk, hogy az enzimnek szerepe van a fert6zés
soran a chlamydia szaporodas gatlasaban.

Kimutattuk, hogy a C. pneumoniae fert6z6tt DC szubpopuldcid IFN-y termelésre képes,
ami hozzdjarulhat C. pneumoniae elleni immunvalasz formaldsahoz és a C
pneumoniaehoz tarsitott krdonikus betegségek immunpatholégidjdhoz, viszont nem
befolyasolja a kérokozé szaporodasat a DC-kben.
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4.4. A chlamydiak okozta fert6zések megel6zésének lehetdségei

Ebben a témaban az alabbi kérdésekre kerestiik a vdlaszt:

1. Kivalt-e a C. pneumoniae 3altalunk el8allitott rekombindns LcrE harmas tipusu
szekrécids rendszer proteinje immunvalaszt egerekben kiilonb6z6 adjuvansokkal
bejuttatva?

Van-e protektiv szerepe az LcrE protein vakcinanak?

3. Osszemérhet6-e az altalunk LcrE proteinnel tértént immunizélds sordn hasznalt
Alum adjuvans a Freund adjuvans hatasaval?

4. Kulénb6z6 genetikai hatterli egerekben kialakul-e humordlis immunvalasz
chlamydidval tébbszor fert6zott dllatokban a chlamydia plazmid proteinek, a pGP3
és a pGP4 ellen?

5. Azonos formaban ismerik-e fel a kilonb6z6 fenotipusu egerek a plazmid
fehérjéket?

6. A chlamydia fert6zés stimuldlja-e a pGP3 és pGP4 specifikus T-sejtek képz6dését?

7. A pGP3 és pGP4 proteinekkel tortént immunizalds indukalja-e a specifikus
ellenanyagok termelédését az egerekben?

8. Képes-e csokkenteni a patoldgias kép sulyossagat és a gyulladdsos cytokinek
mennyiségét a pGP3 és a pGP4 vakcina?

9. Protektiv-e a pGP3 és a pGP4 vakcina, azaz képes-e csokkenteni a
visszatenyészthet6 C. muridarum mennyiségét?

10. A vakcinalas hatasara létrejott protekcidért az egerekben a kialakult cellularis vagy
humoralis immunvalasz-e a felel8s?

A Freund illetve Alum adjuvdns kiséretében alkalmazott LcrE protein indukdlta
immunvadlasz és protektiv hatdsa egerekben C. pneumoniae fertézés sordn

Chlamydia betegségek elleni immunizacios kisérleteink el6tt szerettiik volna tisztazni azt, hogy
a mas kutaték dltal, a chlamydia vakcindk adjuvansaként hasznalt Freund adjuvans (mely
allatkisérletekben elfogadott) 4dltal kivaltott immunvdlasszal 0Osszevethet6-e a human
gyogydszatban elfogadott Alum adjuvalé hatdsa. Ennek vizsgalatara az altalunk rekombinans
technoldgiaval el6allitott C. peumoniae TTSS komponens LcrE fehérjével Alum, vagy Freund
adjuvanssal keverve immunizaltunk BALB/c egereket. Az immunizalast kovetGen magas titerd
Lerk specifikus 1gG-t detektaltunk ELISA médszerrel az egerek szérumdban, nem volt
szignifikdns kilonbség a kétféle adjuvans altal indukalt ellenanyag szintek kozott (GM:
LcrE+Freund: 172 216; és az LcrE+Alum esetében 164 540). Az ELISA rendszerben kapott
eredményt megerdsitettiik Western blot vizsgalattal is. Annak vizsgdlatdra, hogy az LcrE
protein Freund, illetve Alum adjuvanssal bejuttatva képes-e protektivimmunvalaszt indukalni
az egerekben C. pneumoniae fert6zéssel szemben, 6sszehasonlitottuk a C. pneumoniae
titereket immunizalt és nem immunizalt csak fert6zésen atesett egerek tidé felliliszéiban. A
visszatenyészthet6 C. pneumoniae titerének csokkenése a nem immunizalt kontrollokkal
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Osszehasonlitva 60% volt a Freund adjuvans hasznalata esetén, és 63%, ha Alum adjuvanst
alkalmaztunk (40. abra). A protekcid szignifikdns volt az LcrE fehérje+Freund adjuvanssal
végzett immunizalas esetén: P<0.0007, és az LcrE+Alum immunizdlas esetén is: P<0.0003,
tehat nem mutatkozott kiilénbség a hasznalt adjuvansokkal elért protektivitds tekintetében.

6,00E+05

>006105 40. abra. Az LcrE immunizdlt egerek
& 4,00E+05 tiidejében mérhetd C. pneumoniae titer a C.
z pneumoniae fertézést kévetSen. Az
§ #00E405 e vas oszlopok 20-20 egér tiidé C. pneumoniae
§ 2,006405 titerének a geometriai dtlagdt jeldlik.
Y (**P<0.0007; ***P<0.0003).

1,00E405

0,00E+00

MNem immunizalt LerE + Freund LorE + Alum

Kezelés

Az LcrE immunizalt egerekben az alkalmazott adjuvanstdl fliggetleniil a szérumban magas IgG1
szintet mértiink, azonban a Freund immunizalt egerek csoportjdban az IgG2a szint
magasabbnak bizonyult (41. abra). Mindkét adjuvans kevert Th1/Th2 ellenanyag izotipus
mintazatot indukalt: a magasabb IgG2a szint a Th1-es tipusu valaszra utal a Freund adjuvanssal

immunizalt egerekben.

- R R
41. abra. LcrE specifikus 1gG1 és IgG2a szintek az LcrE
S TLLEELLEEE LD A . e Rd fikus Ig 9 p P
AAA A immunizalt majd C. pneumoniae fertézott egere
SA AAAAAA 5 szérumdban. Az LcrE specifikus IgG szubtipusokat az
NS AAA ¢ immunizdlt egerek szérumdban ELISA teszttel mértiik. A
00O ©° szimbolumok egyedi egerek szérumdnak OD értékét
oo ¢ mutatjgk.
A 6 00°
o & LcrE + Alum IgG2a
M LcrE + Alum 1gG1
© A LcrE + Freund's 1gG2a
X LcrE + Freund's IgG1

individualis egerek

Az immunizalas hatékonysagara utalé LerE specifikus T-sejt reaktivitds vizsgalatara lymphocyta
proliferacios tesztet végeztiink. Az egerek |épsejtjeit in vitro restimulaltuk LcrE fehérjével vagy
C. pneumoniaeval vagy mock antigénnel. Meghatdroztuk a proliferacids indexeket. Az LcrE
fehérjére és a C. pneumoniae antigénre is ki tudtunk mutatni proliferacids valaszt mind a két
maodon immunizalt allatok |épsejtjeit vizsgalva (42. abra).

113



dc_1937 21

42, abra. LcrE immunizdlt egerek Iépsejtjeinek
proliferdcidos képessége. Immunizdlt egerek Iépsejtjeit
Osszekevertiik, majd in vitro LcrE proteinnel vagy C.
pneumoniae antigénnel vagy mock antigénnel kezeltiik
és a proliferacio mértékét MTT tesztben hatdroztuk
meg. Az oszlopok proliferdciés indexek dtlagdt
mutatjgk. A proliferdcids indexek szignifikdnsan
magasabbak voltak LcrE protein vagy C. pneumoniae
antigén, mint a mock stimuldlds hatdsdra [P<0.005**
Alum  adjuvdns;  P<0.005**  (LcrE  protein),
P<0.0005*** (C. pneumoniae antigén) Freund
adjuvdns esetén].

LcrE+Alum LerE+Freund

Az LcrE immunizalds altal aktivalt T-sejtek kozil a Thl-es csoportba tartozd sejtek szamanak
megbecsulésére meghataroztuk az IFN-y termel6 sejtek szamat ELISpot modszerrel. Az LerE
proteint akdr Freund, akar Alum adjuvanssal kombindltuk, az in vitro restimulacids tesztben
hasonlé szamu IFN-y termeld sejt indukalddott. Egymillio periférids sejtre nézve az IFN-y
termel6 sejtek szama a Freund immunizalt csoportban az LcrE stimulaciéra 850, a C.
pneumoniae antigén stimuldciét kdvetéen 630 volt, az Alum immunizalt csoportban hasonlé
stimulusok hatasara 820, illetve 530 SFC volt.

Az elmult évtizedekben nagy figyelem fordult a C. pneumoniaera, nemcsak mint léguti
pathogénre, hanem olyan mikroorganizmusra, amelyet kapcsolatba hoztak krdnikus
megbetegedésekkel [344][345][346]. Mivel a C. pneumoniae fert6zés sokszor nem keril
diagnézisra, igy az alkalmazott antibiotikumok nem képesek teljesen gatolni a chlamydia
szaporodasat, valamint a természetes fert6zés altal kialakitott védelem sem komplett, fontos
lenne egy hatékony vakcina kifejlesztése, amely kontrollalni tudna a meglehet6sen gyakori, a
kdorokozo dltal okozott megbetegedéseket. A chlamydia genomika és proteomika legujabb
el6relépéseinek koszonhetben, alegység vakcinak kifejlesztése kerilt elGtérbe. A tobb
alegységet tartalmazé chlamydia vakcina valdszinlileg hatékony, hosszu tavd immunitast
alakithatna ki. Az egyik potencidlis alegység vakcina jelolt az LcrE (CopN) protein, amely egy
szekretdlt effektora és negativ reguldtora a C. pneumoniae TTSS rendszerének [347]. Jelen
kisérleteink eredményei alapjan alatamaszthatjuk azokat a korabbi tanulmanyokat, melyben
leirtak az LcrE-t mint jelent@s, potencialis vakcina alegységet [348][349]. Az alegység vakcindk
természetiiknél fogva viszonylag kevéssé immunogének, ezért hatékony adjuvans rendszer
sziikséges hasznalatuk soran. Tammiruusu és munkatarsai LcrE immunizacid kapcsan a protein
hé-aggregalt formajat kombindltak E. coli hélabilis toxinjaval egér modellben [348]. Sambri és
csoportja az LcrE proteint komplett Freund adjuvéns kiséretében haszndlta horcsogok
immunizalasara [349]. Jelen munkdnkban az altalunk elGallitott rekombinans LcrE protein altal
indukalt immunitas protektiv képességét és tipusat vizsgaltuk. Az LcrE fehérjét Alummal
formuldltuk és hatdsat Osszehasonlitottuk a Freund adjuvanséval bejuttatott LcrE
immunogenitasdval, protektivitdsaval. Valasztasunk a Freund adjuvansra mint egyfajta pozitiv
kontrollra azért esett, mert az allatkisérletekben ez az adjuvans a ,gold standard”, kitdinik
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ellenanyag és T-sejt valaszt, kilondsen Thl-es valaszt indukaléd hatdsdval [350][351]. A
cellularis immunvalasz alapvet§ a gazdaszervezet védelmében intracellularis pathogének,
mint pl. a C. pneumoniaeval szemben. A sejt medidlta immunvalasz mechanizmusai a
chlamydidk okozta betegségekben még nem tisztdzottak. A human C. pneumoniae fert6zések
soran mind a CD4*, mind a CD8* sejtek aktivalddnak [352]. Chlamydia fert6zések sordn az
ellenanyagok szerepe a védelemben meglehet6sen ellentmonddsos. Mindkét immunizalasi
protokollunk szerint szignifikansan csdkkent a visszatenyésztheté C. pneumoniae szama a
fert6zést kovetSen az egerek tidd felliluszéjaban a kontroll egerekkel 6sszehasonlitva. Mivel
az adjuvansoktol az elvarhato, hogy polarizaljdk a Th1/Th2 egyensulyt kilonbozé iranyba,
ezért kisérletlink soran az antigénilinket kiilonb6z6 adjuvansokkal formulaltuk, és elemeztiik a
hatasukra kialakulé immunvalaszt, kiilonos tekintettel a cellularis immunvalaszra.

Az LcrE proteintiink mindkét adjuvanssal beadva magas, specifikus IgG szintet idézett el6 az
egerekben. Az ellenanyagok felismerték a tisztitott C. pneumoniae EB-k lizatumaban az LcrE
proteint Western blot tesztben is. Kordbbi eredményekkel egybevdgdan ez azt igazolja, hogy
az LcrE fehérje az EB-kben megtaldlhaté [78]. Az LcrE protein elérheté az immunrendszer
szdmadra a C. pneumoniae fert6zés alatt, ahogy ezt a tébb alkalommal oltott egerek szérumai
(40. abra), valamint a mikroimmunfluoreszcens tesztben, a C. pneumoniae szeropozitiv
emberek szérumai is mutatjak, melyek tartalmaznak LcrE specifikus ellenanyagokat [353].
Mivel az antitest izotipus profil, azaz a magas 1gG2a/lgG1 arany szorosan korrelal a Thl-es
tipusu sejt medidlta valasszal, meghataroztuk az LcrE specifikus 1gG2a és IgG1l antitestek
szintjét a szérum mintakban. A Freund, illetve az Alum immunizalast kovet6en is a Th2-es
immunvalaszra jellemz6 magas IgG1 ellenanyag szintet mértlink, az IgG2a ellenanyagszint
fokozottabb emelkedését figyeltik meg a Freund immunizdlas kapcsan az Alum
immunizaldssal 06sszehasonlitva, ami arra utal, hogy Thl-es immunvalasz erésebb az
LcrE+Freund immunizalt allatokban. Az IFN-y szekretdld sejtek meghatdrozasat a vakcinacid
protektiv hatdsanak markerének tekintik [354]. A sejt-medialta immunitds kimutatasa
lymphocyta proliferacidos teszt segitségével azt sugallta, hogy mindkét immunizalasi méd
képes kivaltani hasonlé szintl T-sejt kozvetitette valaszt. Hasonléan Thorpe és mtsai
munkajahoz, akik egy C. pneumoniae fehérjét (ID Cpn0029) hasznaltak az immunizalasra CFA-
val kombindlva [355]. Kisérletiikben nagymérték( protekciét mértek és protein specifikus
CD4* és CD8* IFN-y termel§ sejteket azonositottak az allatok Iépében. Azt fontos megjegyezni,
hogy a Thorpe és csoportja altal hasznalt LcrE protein (ID CPn0029 molekula sulya: 14.32 kDa)
nem azonos az altalunk vizsgdlt C. pneumoniae LcrE fehérjével (GenBank ID 15618244,
CPn0324 molekulasulya: 43.42 kDa). Bar az Alum adjuvansrél azt tartjdk, hogy féleg a
humoralis immunvalaszt fokozza a Th2-es sejtek aktivalasaval, az irodalomban vannak olyan
tanulmanyok, amelyek beszamolnak arrél, hogy az Alummal formuldlt vakcinak, pl. a malaria
altipus vakcina kivaltotta a Th-1-es immunvalaszt [356], hasonlét tapasztaltak influenza
vakcina esetén is [357]. Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy az LcrE immunizacié Alum
adjuvanssal kombindlva hasonlé védelmet nydjtott C. pneumoniae fert6zés ellen, mint a
Freund adjuvanssal adott protein, annak ellenére, hogy kiilonbség mutatkozott az indukalt 1IgG
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izotipus kozott viszont az IFN-y szekretald sejtek tekintetében nem volt kiilonbség. A protektiv
hatas jol érzékelheté volt, mivel szignifikdnsan csokkent a visszatenyésztheté chlamydia
mennyisége a tudében, és IFN-y termeld sejtek is indukalddtak. Ezek alapjan az LcrE fehérje
egy lehetséges komponense lehet egy kés6bbiekben kifejlesztett multi-subunit vakcinanak. A
kilénb6z8 C. pneumoniae antigének formulalasa Alum adjuvanssal segithet azonositani a
protektiv jelolteket és megtervezni egy multi-subunit vakcinat, mely képes az optimalis
védelem indukdlasara a C. pneumoniae fert6zés ellen.

A pGP3 és pGP4 plazmid fehérjék szerepe, protektiv hatdsdnak vizsgdlata C. muridarum
fertézés sordan
Annak tisztdzdsdra, hogy vajon a kiilonb6z6 egértorzsek eltér6 mddon reagdlnak-e a

chlamydia fert6zésre, valamint a chlamydia vakcinara irdnyulé immunvalaszban mutatnak-e
variabilitast, a kisérleteink soran két egértorzs, a C57BL/6N és a BALB/c érzékenységét
vizsgaltuk C. muridarummal szemben. Az egereket intranasdlisan fertéztiik 1x103 IFU C.
muridarummal és feldldoztuk a fert6zést kovetd 1., 7., 14., 28. és 56. napon. A BALB/c egerek
a fert6zést kovetd elsé naptdl sulyosabb klinikai tiineteket mutattak, mint a C57BL/6N egerek,
melyet borzolt sz6riik, passzivitdsuk, étvagytalansdguk és a sulyvesztésiik mutatott. A
visszatenyészthet6 C. muridarum mennyiségét indirekt IF teszt segitségével hataroztuk meg.
A BALB/c egerekben a C. muridarum titere az elsé napra mar emelkedett és a 7. napon érte el
a cslcspontjat és aztan folyamatosan csokkent. A 28. napon a C. muridarum titere 3x10!
IFU/tid6 volt, viszont a fert6zést kovets 56. napon mar nem tudtunk kimutatni é16 chlamydiat
a tud6kbél. A C57BL/6N egerekben a legtobb chlamydiat ugyancsak a 7. napon detektaltuk,
viszont a 28. napon nem sikerlilt egyetlen egérbdl sem él6 chlamydiat kimutatni, ezzel
szemben az Osszes BALB/c egér még pozitivnak mutatkozott ezen idSpontban a
visszatenyésztés soran (43. abra).

107 -

108 4 —e— C57BL/6N 43. abra. A visszatenyészthetd C. muridarum IFU-k szdma
T BALBle fertézott BALB/c és C57BL/6N egerek tiidejében. Az
adatok, minden idépontban 7 egér tiidejében mért C.
muridarum titerek dtlagai #SD; *P=0.007.

10° A
10¢ 1
108 4
102 A \ *

10t

10°

C. muridarum mennyisége (IFU) a tiidében

1 7 14 28 56
Fertézés utan (nap)

MoPn plazmid gének expresszidja kiilonb6z6 genetikai hatterii egerekben

Emelkedett génexpressziét figyeltliink meg a kiilonb6z6 plazmid gének esetén a fert6zést
kovet6 7. napon a BALB/c egerekben. A TCAO1, TCA02, TCA03, TCAO6 és TCAO7 gének
kifejez6dése 3-5-sz6r magasabb volt ebben az id6pontban a kontrollhoz képest, és a
kifejez6désiik 5-7-szeresre emelkedett a 14. napra. Erdekes médon a TCA04 és TCAOS gének
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kifejez6dése 3-szoros volt a 7. és 14. napon is (44A abra). Ez az eredmény azt sugallta, hogy a
két gén kapcsolatban lehet egymassal. Nemrégiben latott napvilagot Song és munkatarsai
vizsgalata [164], amelyben beszdamoltak arrél, hogy a pGP4 protein szabdlyozza a plazmid
kodolt pGP3 protein és sokféle mas kromoszomalis gén kifejez6dését a C. trachomatis fert6zés
soran. Raadasul az is bizonyitdst nyert, hogy a pGP3-at kddold 30 nukleotidot tartalmazé
szekvenciaja sziikséges a pGP4 optimalis expresszidjahoz [358]. A C57BL/6N egerekben a
MoPn plazmid gének kifejez6dése a BALB/c egerekéhez viszonyitva késett. A 14. napon viszont
a MoPn gének expresszidja 7-47-szerese volt a BALB/c egerekben megfigyeltnek (44B abra).
Plazmid specifikus génexpressziéot nem tudtunk kimutatni a 28. naptdl egyik egértdrzsben

sem.
b
a 60 1 == TCAOL
10 4 50 ez TCAO2
— TCAOL BN TCAO3
wzz TCAO2 0 40 EEER TCAO04
8 | mmm TCAO3 N == TCAOS
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o B TCAOS < = TCAO7
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2 =
1 4
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1 7 14 28 1 7 14 28
Fert6zés utan (nap) Fert6zés utan (nap)

44, abra. A kiilénbéz6 pMoPn gének kifejez6dése C. muridarummal fert6z6tt BALB/c és C57BL/6N egerek
tiidejében. A tiid6kbdél teljes RNS kivondst végeztiink, majd plazmid specifikus primereket haszndlva RT qPCR
analizissel vizsgdltuk a génexpresszidkat. Kiilbnb6z46 idépontokban mért pMoPn génexpresszids szintek a BALB/c
(A) és a C57BL/6N (B) egerek tiidejében. Az adatokat a 16S rRNS tartalomra normalizdltuk és a kontroll egerekben
(4 éraval a fert6zés utdn dldoztuk fel) mért expressziohoz viszonyitottuk. A vonal az dltalunk meghatdrozott
szignifikancia kiisz6bét mutatja.

A pGP3- és pGP4-specifikus ellenanyagok termelédése és a C. muridarum fert6zott egerek
dltal felismert proteinek azonositdsa
A kisérleteink sordn a pGP4 protein szerepét prébaltuk kideriteni, ugyanis kordbban ennek a

proteinnek nem vizsgaltak az immunogenitasat. A pGP4 fehérje kédolasaért felelés gén a
pGP3-at kddolé TCAO4 gén kozelében taldlhato, igy azt feltételeztik, hogy a pGP4 fehérjének
szerepe lehet a pathogén dltal okozott korkép mechanizmusaban. A pGP3 proteint a
kisérleteink soran kontrollként haszndltuk, mivel ezen fehérje immunogenitasat C.
trachomatis fert6zést kovet6en mar korabban leirtak [162].

Annak tisztazasara, hogy termel6dnek-e pGP3 és pGP4 specifikus ellenanyagok C. muridarum-
mal fert6z6tt egerekben, C57BL/6N és BALB/c egerek csoportjait fert6ztiilk harom alkalommal
C. muridarummal négy hetes id6k6zonként. Csoportonként 10 egeret a fert6zést kdvets 14
nap mulva feldldoztunk, a vériiket begyjtottik, és a szérumokkal Western blot vizsgdlatot
végeztink. A blot sordan antigénként az altalunk el6allitott rekombinans pGP3 és pGP4
fehérjéket hasznaltuk, kontrollként fertGzetlen egerek szérumat alkalmaztuk. A C57BL/6N
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egerekben az egyszeri C. muridarum fert6zés indukdlta a pGP3 specifikus ellenanyagok
termel8dését. Az egyszer, illetve kétszer fertdzott allatokban nem tudtunk pGP4 specifikus
ellenanyagot kimutatni, viszont a haromszor fert6z6tt egerekben a Western blot vizsgalat
soran kimutattuk a specifikus ellenanyagok jelenlétét (45A abra, d panel). A Western blot
analizis alapjan valamennyi hdromszor fert6zott allat rendelkezett pGP4 specifikus
ellenanyaggal, ugyanis a vizsgalatot elvégeztiik kilon-kiilon minden allat szérumaval, melyek
reaktivitdst mutattak a tesztben. A C. muridarum fert6z6tt egerek széruma jol reagalt a
koncentralt, lizalt C. muridarum EB-kkel (45 abra, b,c,d panel).

A - - . - . o . .- 45. abra. pGP3 és pGP4 specifikus
2 5 3 8 § g o8 8§88 8 8, (kD) ellenanyagok vizsgdlata 1-3 alkalommal C.
= i 2 muridarummal fertzétt C57BL/6N egerek

= = esetén. A: 2 ug C. muridarum EB-t vagy pGP4

|~ - an 2 vagy pGP3 rekombindns proteint vittiink fel

a gélbe. Az elektroforézist kévetden,

17 membranra blotoltuk, és 1x (b panel), 2x (c

= b c |- d panel), 3x (d panel) fertézétt C57BL/6N

egerek szérumdval kezeltiik; kontrollként

- - - fertézetlen C57BL/6N egerek széruma

B QU; ?-;; ?-;; MW (kDa) szolgdlt (a panel). B: Az 1x (a panel), 2x (b
panel) vagy 3x (c panel) C. muridarummal

72 fertbzott egerek szérumai a pGP3 28 kDa-os

42

17

monomer formdjdval reagdltak.

A C. muridarummal inokuldlt BALB/c egerek szérumai eltér6en a C57BL/6N egerektsl nem
reagaltak a 28 kDa molekulatomeg( pGP3, valamint a pGP4 fehérjékkel sem. Viszont mind az
egyszer, mind pedig a tobb alkalommal C. muridarummal oltott egerek szérumai felismertek
és kotddtek egy kb. 80-85 kDa molekulasulyu fehérjéhez (46A abra, b,c,d panel). Az egyszer
vagy tobbszor oltott C57BL/6N egerek szérumai viszont nem reagaltak ezzel a nagyobb méret(i
proteinnel (45B abra). Mar korabban is leirtdk azt a tényt, hogy a pGP3 protein dimer és trimer
formaban is el6fordul [359]. Azért, hogy meggy6z8dhessiink arrél, hogy a felismert protein
ténylegesen a trimer pGP3, a csiknak megfelel6 gél részletet LC-MSMS tomegspektrometrias
vizsgalatnak vetettiik ald. A vizsgdlat eredményeit tovabbi analizissel megerdsitettiik, mellyel
bizonyitottuk, hogy a C. muridarummal fert6z6tt BALB/c egerek széruma a pGP3 protein
trimer (84 kDa) formajaval reagalt (46B abra). A fert6zetlen BALB/c egerek széruma nem
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reagalt a monomer pGP3 és pGP4 proteinekkel, valamint a teljes C. muridarum lizatummal
sem a Western blot tesztben (46A abra, a panel).

A gl < ™ < g < [\g) <
m 3 5 a5 5 @ 585 a 5 5
= 2 o m o Q. m a o m a2 a MW (kDa)
| 95
P —
- ~a = 62
-~ a———
i 55
P e —
40
35
a b c d 25
B gi|10957573 Score: 142 virulence protein
pGP3-D [Chlamydia muridarum Nigg]
(kDa) MW 1 2 3 Nominal mass (M,): 25280; Calculated pl value:
95 o S .
axonomy: Chlamydia muridarum Nigg
62 k2 _—y Sequence Coverage: 11%
55 1 MTEPLTDQQI ILGTSTTPVA AKITASEGIS
LTITNNAQAN SSVNIGLDAE
40 51 KAYQLILDKL GDQIFDGITG SIVESAVQDI
IDKITSDPSL GLLKAFYNFQ
101 ITGKIQCNGL FTSSNVTTLL GGTEIGRFTV
35 TPRSSGSMFL VSADIIASRM
151 EGGVVLALVK EGDTQPCAIS YGYSSGVPNL
25 CSLKTCVTNS GSTPTTYSLR

201 IGGLESGVVW VNALSNGNDI LGITNTSNVS

FLEVIPQKNT

A pGP3 és pGP4 specifikus celluldris immunvdlasz

46. abra. pGP3 és pGP4
specifikus ellenanyagok
vizsgdlata 1-3 alkalommal C.
muridarummal fert6z6tt BALB/c
egerek szérumdban. A: C.
muridarum EB-t vagy pGP4 vagy
pGP3 proteint vittiink fel a
gélbe. Az elektroforézist
kévetéen a mintdkat blotoltuk,
és 1x (b panel), 2x (c panel), 3x
(d panel) fertézétt BALB/c
egerek szérumdval kezeltiik;
kontrollként fert6zetlen egerek
széruma szolgdlt (a panel). B: A
proteinek azonositdsa. Azt a
protein csikot, mely megfelelt
annak a proteinnek, amivel a C.
muridarum  fert6z6tt BALB/c
egerek széruma reagadlt,
kivagtuk a gélbél és LC-MSMS
vizsgdlatnak vetettiik ald. A
peptid fragmenseket amelyek
meghatdroztdk a  keresett
proteint, aldhuzdssal jeléltiik.

Abbdl a célbdl, hogy 6sszehasonlithassuk a két egértoérzsben kialakult pGP3 és pGP4 specifikus

T-sejt valaszt C. muridarum fert6zést koévetben, lymphocyta proliferaciés vizsgalatot

végeztink. Haromszor C. muridarummal oltott egerek lépsejtjeit in vitro rekombinans pGP3

vagy pGP4 fehérjével, héinaktivalt C. muridarum EB-kkel vagy mock antigénnel stimulaltuk.

Fert6zetlen egerek lépsejtjei szolgaltak kontrollként. A fert6zott BALB/c egerek Iépsejtjei nem

mutattak reaktivitast a pGP4 proteinre, de felismerték a pGP3 fehérjét és proliferacidval

reagdltak 72 dra inkubdcidés id6t kovet6en az in vitro restimuldcié sordn (47a abra). A

stimulacids index szignifikansan magasabb volt az in vitro pGP3, illetve pGP4 restimulalt, C.
muridarum fert6zo6tt C67BL/6N egerekben, mint a kontroll csoportban (P<0.05) (47b abra).
Mindkét egértorzs lépsejtjei proliferacidval vélaszoltak a hinaktivalt C. muridarum EB-re.
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47. abra. Harom alkalommal (3x) C. muridarummal fert6zé6tt egerek pGP3 és pGP4 specifikus celluldris valaszanak
vizsgdlata MTT teszttel. A BALB/c (a) és C57BL/6N (b) egerek Iépsejtjeit az utolso fertézést kévetben két héttel
eltdvolitottuk és in vitro pGP3, pGP4, hdGinaktivalt C. muridarummal (EB) vagy mock antigénnel stimuldltuk.
Fertézetlen egerek szolgdltak kontrollként. Az oszlopok a stimuldcids indexeket mutatjak. Az adatok hdrom
kisérletnek az dtlagat+SD mutatjdk. A BALB/c esetében (a):*P=0.03; P<0.001. A C57BL/6N esetében (b):*P=0.012;
P=0.025; P=0.02.

A pGP3 és pGP4 plazmid fehérjék protektiv hatasdnak vizsgdlata C. muridarum fertézés
sordn C57BL/6N egerekben
Annak érdekében, hogy megtudjuk, vajon a pGP3 és pGP4 fehérjék kivaltanak-e protektiv

immunvalaszt C. muridarummal szemben, C57BL/6N egereket subcutan médon immunizaltuk
3 alkalommal 3 hetes id6kdzokkel az altalunk el6allitott rekombindns pGP3 és pGP4
proteinekkel. Adjuvansként Alumot hasznaltunk, melyrél bizonyitottuk korabban, hogy az
altala biztositott immunvalasz hasonlé a Freund adjuvanséhoz. A kialakult humordlis
immunvalasz kimutatasara Western blot vizsgdlatot végeztliink, melyben az utolsé
immunizalast kovetd két héttel vett szérumokat hasznaltuk. A teszt soran antigénként pGP3
és pGP4 proteineket alkalmaztunk, negativ kontrollként pedig a csak Alummal oltott egerek
szérumai szolgdltak. A tobbszori immunizalas pGP3 vagy pGP4 fehérjékkel indukalta a
specifikus ellenanyagok termel6dését (48. abra, a,b panel). A pGP3 és pGP4 immunizalt
egerek szérumai nem reagadltak a teljes chlamydiat tartalmazo EB lizdtummal. A kontrollként
hasznalt Alum oltott egerek széruma nem kapcsoldédott a pGP3 és pGP4 proteinekhez és az EB
lizdtumhoz sem a tesztben (48. abra, c panel).

MW
(kDa) EB pGP3 EB pGP4 EB pGP3 pGP4
a b ¢ 48. abra. Hdrom alkalommal pGP3 vagy pGP4
— proteinnel immunizdlt egerek pGP3 és pGP4
72 . A specifikus ellenanyagainak kimutatdsa. A denaturdlo
42 gélbe C. muridarum EB-t, vagy pGP3 vagy pGP4
d proteint vittiink fel. Az elektroforézist és blottoldst
26 - kévetéen a membrdnokat pGP3 (a panel), pGP4 (b
panel), vagy csak Alum adjuvdns oltott egerek
17 q szérumdaval (c panel) kezeltiik.

Két héttel az utolsé immunizaldst kovetben az egerek egy masik részét megfert6ztiik

intranasalisan C. muridarummal, hogy megtudhassuk, hogy a pGP3 és pGP4 specifikus

immunvalasz képes volt-e megvédeni az egereket a C. muridarum fert&zéstél. A fert&zést
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kovetd 4. és 7. napon a nem immunizalt allatokban a sulycsdkkenés 8.5+0.2% és 10.210.3%
volt, ezzel szemben az immunizalt allatok silya nem véltozott a fert6zést kovetSen. A pGP3 és
pGP4 védbhatdsat az egerek tlidejébdl visszatenyészthet6 C. muridarum mennyiségével
mértik. Az egerek immunizaldsa a rekombindns fehérjékkel szignifikdnsan csokkentette a
chlamydidk szamat az egerek tldejében filiggetlenil attél, hogy melyik proteinnel
immunizaltuk az egereket. A baktérium mennyiségének csokkenése a pGP3 immunizalast
kovet6en kb. 1 log, mig a pGP4-gyel tortént vakcindlas utdn tébb mint 1 log volt a kontrollként
hasznalt csak Alummal kezelt egerekben mérthez képest (49. dbra). A gyulladasos besz(rédés
a tudében jelentésen csokkent mind a pGP3, mind a pGP4 proteinekkel immunizalt egerekben
a kontrollokéhoz képest (50. dbra). Az alveolaris szerkezet tisztan felismerhet6 az immunizalt

egerek tiidémetszetein, a kontroll tidémetszetekben nem.
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49, dbra. A pGP3 és pGP4 proteinekkel immunizalt egerekbdl
visszatenyésztheté C. muridarum mennyisége a fertézést
kévetben. Az egereket az utolsé immunizdlds utdn két héttel
2 x 10° IFU C. muridarummal fertéztiik, majd a fertézés utdn
egy héttel feldldoztuk. Az oszlopok 10-10 egér tiidejének
dtlagos C. muridarum titer+SD értékét mutatjdk *P<0.001.
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o
]
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104 d
pGP3 pGP4 Alum

50. abra. A tiidGsz6vetben bekévetkezett patholdgids vdltozdsok kimutatdsa H&E festéssel. A pGP3 (A) vagy pGP4
immunizadlt (B) és az Alum oltott (C) egerek tiidejét a C. muridarum fertézést kbvetéen 7 nappal megmetszettiik
és H&E-nal festettiik.

A lehetséges vakcina jelolteknek két fontos kritériumnak kell megfelelniiik: egyrészt
aktivalniuk kell a szervezet immunvdélaszat, de masrészt olyan maddon, hogy kés6bb, a
természetes Uton tortént fert6zés sordn ne indukaljanak patholdgias mértékd gyulladast. A
gyulladds nagysaganak vizsgalatara ELISA rendszerben teszteltiik a fehérjével immunizalt és
csak Alum-kezelt, majd fert6z6tt egerek tiid6 feliiliszdinak IL-4, IL-10, IL-12, és IFN-y tartalmat.
Nem mutatkozott szignifikdns kiilénbség az immunizalt és a kontroll csoport kézott a tiid6
felliluszok IL-4, IL-10 és IL-12 koncentracidja kozott. Az IFN-y szintje azonban szignifikansan
alacsonyabb volt az immunizalt csoportokban a kontrollhoz viszonyitva (51. abra).
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51. abra. A pGP3 vagy pGP4 vagy Alum

40000 - ﬁ immunizdlt egerek tiidejének gyulladdsos cytokin
= pGP3 M tartalma a C. muridarum fertézést kévetden. A
m— pGP4 tiidGszuszpenzidkbdl ELISA médszerrel
30000 | m Alum

meghatdroztuk az IL-4, IL-10, IL-12 és IFN-y
szinteket. Az adatok 10 egér tiidejében mért

. . : *p— KK D
20000 szintek dtlagai+SD. *P=0.004;** P=0.011.

10000
8000 -
6000 -
4000 -
2000 -

pg/ml

IL-4 IL-10 IL-12 IFN-vy

A pGP3 és pGP4 specifikus ellenanyagokkal tértént passzivimmunizalds és a pGP3 és pGP4
specifikus lépsejt transzfer hatdsa a C. muridarum fert6zés kimenetelére

A kisérletlink soran azt az eredményt kaptuk, hogy a pGP3 és pGP4 immunizalas specifikus
ellenanyag termeléshez vezetett, ezt kovetGen arrél is informaciét akartunk kapni, hogy
rendelkeznek-e ezek az ellenanyagok protektiv, neutralizalé hatdssal. A C. muridarum in vivo
neutralizalasanak céljdbdl a haromszor pGP3, illetve pGP4 immunizalt, valamint a kontroll
egerek szérumait intraperitonealisan naiv dllatokba oltottuk a C. muridarum fert6zést
megel&z6en, majd a fert6zést kovetben. Az dllatokat a fertézést kovets 7. napon feldldoztuk,
és a tudejuket feldolgoztuk az él6 chlamydia kitenyésztésére. Az immunszérummal kezelt
allatok él6 C. muridarum titere nem kilonb6z6tt a kontroll szérummal kezelt allatokétdl (52.
abra). Annak tisztazasara, hogy esetleg az immunszérumok képesek direkt a chlamydia EB-
khez kotédni, és ilyen formaban megakadalyozni a fert6zést, in vitro inkubaltuk az EB-ket
pGP3, pGP4 specifikus, illetve kontroll egerek szérumdval, majd az in vitro
"k6z6mbositett”chlamydiat intranasdlisan az allatokba juttattuk. Az eredmény az el6z6
vizsgalathoz hasonldéan negativ volt, vagyis az ellenanyaggal in vitro kezelt EB-kkel oltott
egerekben sem csokkent a visszatenyészthet6 chamydia mennyisége (52. abra). Mivel nem
tudtunk kimutatni neutralizalé aktivitast a pGP3 vagy pGP4 proteinekkel immunizalt egerek
szérumaban, Ugy véltik, hogy a protektiv hatdsért a pGP3 és pGP4 specifikus cellularis
immunvalasz tehetd felel§ssé

52. dbra. A C. muridarum in vitro és in vivo neutralizdldsa

5x105 1 pGP3 vagy pGP4 vagy Alum oltott egerek szérumdval. A

_— :: x:;’r‘(’) naiv egereket in vivo kezeltiik az immunizdlt egerek

szérumdaval a fertézés elétt és utdn. Az egerek eqgy mdsik

csoportjdt olyan C. muridarum EB-kkel oltottuk, melyeket

105 - in vitro inkubdltunk el6zetesen immunizdlt egerek

szérumdval. Az egereket a fert6zést kéveté 1. héten

leéltiik, és meghatdroztuk a visszatenyésztheté C.

muridarum mennyiséget a tiid6ben. Az oszlopok 10 egér
C. muridarum titerének dtlagdat+SD jelélik.

5x10% |

104 E
Alum pGP3 pGP4

C. muridarum mennyisége (IFU) a tiidében
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Ennek bizonyitasara rekombinans plazmid proteinnel immunizalt, valamint kontroll egerek
Iépsejtjeibbl deplécidval eltavolitottuk a CD4* vagy CD8* sejteket in vitro, majd ezt kovetben a
Iépsejteket naiv egerekbe vittik at. Az adoptiv transzfert kovet6 24 éra mulva az egereket
megfertéztik C. muridarummal. A pGP3 és a pGP4 specifikus anti-CD8 ellenanyaggal kezelt
sejtek szignifikdnsan csokkentették a chlamydia mennyiségét a kontroll egerekhez képest (53.
abra). Abban az esetben, ha az adoptiv transzfert olyan lépsejtekkel végeztilk, melyeket
el6zetesen anti-CD4 ellenanyaggal kezeltiink, nem csokkentették a visszatenyésztheté
chlamydia mennyiségét.

* %

106 4 :

53. dbra. A visszatenyészthet6 C. muridarum
mennyisége a Iépsejtek adoptiv transzferét
kévetden. Naiv egereket kezeltiink pGP3 vagy pGP4,
illetve Alum immunizdlt egerek lépsejtjeivel CD4*,
illetve CD8* sejtek deplécidja utdn. A transzfert
10° 1 kéveté els6 napon az egereket fertéztiik C.
muridarummal, majd 1 hét mdilva az dllatokat
feldldoztuk és meghatdroztuk a tiidejiikbél a
visszatenyészthet6 C. muridarum mennyiséget. Az
oszlopok 10 egér tiidejébbl visszatenyészthetd

C. muridarum mennyisége (IFU) a tiidében

10% | chlamydia  mennyiség  dtlagdt+SD-t  jeldlik.
5 I F & I & *P=0.029;**P<0.001. (Alum anti-CD4 vagy Alum
NN OO O N S SN NS . [ .
S & & & & g anti-CD8 = csak Alummal kontrollként oltott dllatok
o o N o e 1t e
v\§ v\§ QOQ QOQ Qéz QOQ depletalt lépsejtjei)

A C. trachomatis szerovarians A, B, D, L1 és L2, valamint a C. muridarum Nigg torzsének a
plazmidjat mar korabban szekvenaltak [52][160][360][361][362]. A szekvencia azonossag a
plazmidokban aminosav szinten nagyobb, mint 96%, a kilénb6z8 C. trachomatis
szerovariansok és a C. muridarum kozo6tt pedig 82% [150]. Ezen kriptikus plazmidot mint a C.
trachomatis virulencia faktorat tartjdk szamon, mivel a ritkdn talalt, plazmidmentes C.
trachomatis formak kevésbé invazivak és kevésbé sulyos patholdgias elvdltozast okoznak az
egerek fels6 genitalis szoveteiben [363]. A C. muridarum plazmid elvesztése két virulenciaval
kapcsolatos fenotipusra van hatdssal, a fert6z6képességre és a TLR aktivacidra, valamint a
chlamydia glikogén akkumuldacids képességére [159]. A chlamydia plazmid gének expresszids
kinetikajat koradbban még nem vizsgaltak kiilonboz6 egértorzsekben.
Kisérleti eredményeink megerdsitették azt a korabban leirt tényt, hogy a BALB/c egerek
érzékenyebbek magéara a chlamydia fert6zésre, mint a C57BL/6N egerek [364]. Viszont
meglep6 eredményekre jutottunk a plazmid gének expresszids kinetikajanak vizsgalata sordn
a két egértorzsben. A C57BL/6N egerekben a plazmid gén expresszid a fert6zés korai
szakaszaban nem nagyon emelkedett, viszont a 14. napon sokkal kifejezettebb volt, mint a
BALB/c egerek esetében. A BALB/c egerekben a plazmid gének expresszidja inkabb kdvette a
fertG6zés intenzitasat, a visszatenyészthetd chlamydia mennyiségi valtozasait. Tovabbi érdekes
eredmény volt, hogy a TCA04 és TCAOS gének — melyek a pGP3 és pGP4 fehérjéket kddoljak —
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kifejez6dése 3-szorosara emelkedett a BALB/c egerekben a fert6zést kovetd 7. és 14. napon.
A C. trachomatis plazmidjanak a f6 antigénjét (mely a C. trachomatis fert6zés soran
szekretalddik), a pGP3-at a pORF5 kddolja. A pORF6 altal kédolt 101-102 aminosav hosszusagu
pGP4 protein funkcidja még nem ismert [163]. A kiillonb6z6 haplotipussal rendelkez6 egerek,
mint pl. a C3H/HeN, C57BL/6N, BALB/c és DBA/2 kilénb6z6 mddon valaszolnak a léguti
chlamydia fert6zésekre [365][366][367]. Raadasul a BALB/c egerekrdl leirtak, hogy bennik
nagyobb szamban vannak IL-4 termel6 T-sejtek, melyek az NK1.1* sejteknek felelnek meg,
ezzel ellentétben a C57BL/6N egerek f6leg IFN-y szekretald NK és NKT sejtekkel rendelkeznek
[368][369]. A Western blot kisérletiink alapjan a C. muridarum fert6z6tt C57BL/6N egerek
széruma a pGP3 plazmid fehérje monomer (28 kDa) formajaval mutatott reaktivitast. Emellett
a C. muridarummal haromszor fert6z6tt egerek széruma két6dott a pGP4 proteinhez is a teszt
soran. Ezzel ellentétben a tobb alkalommal C. muridarummal fert6z6tt BALB/c egerek széruma
nem reagdlt a pGP3 monomer formajdval, viszont erGsen kapcsolddott egy magasabb
molekulasulyd fehérjéhez (80-85 kDa). Mivel a pGP3 plazmid proteinrl mar korabban leirtak,
hogy trimer formaban is létezik és ennek molekulasilya megegyezett a BALB/c egerek
széruma altal kotott fehérje méretével, azt valdszin(Usitettiik, hogy ez a pGP3 protein trimer
formaja. Az LC-MSMS analizis megerdsitette hipotézisiinket, vagyis a fert6zott BALB/c egerek
széruma a pGP3 fehérje trimer formajaval reagdlt. Li és munkatdrsai beszamoltak arrél, hogy
urogenitdlis fert6zés soran a pGP3 trimer formaként szekretalddik a citoszolba, a human
szérum csak a trimer formaval reagdlt a monomerrel pedig nem, ennek megfeleléen szerintiik
a pGP3 trimer formaban keriil prezentacidra [163]. Mdasok azonban ugy taldltak, hogy a
chlamydia szeropozitiv human szérum a monomer pGP3 formaval reagalt [370]. A C57BL/6N
egerekben az els6 fert6zés utan mar megjelent a monomer pGP3 specifikus ellenanyag
termelés. A pGP4 specifikus ellenanyagvalasz viszont csak a harmadik fert6zést kovetéen
fejl6dott ki, ami arra utal, hogy az ismételt fert6zés vezet az antigén jobb prezentacidjahoz, és
igy az ellenanyag termeléshez. Rdadasul nem csak a kevert egér szérumok reagaltak a pGP4
proteinnel a Western blot tesztben, hanem az individualis egerek széruma is, ami azt sugallja,
hogy a pGP4 fehérje mint antigén feldolgozésa, felismerése létrejott minden egyes C57BL/6N
egérben. Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a gazda genetikai hattere meghatarozza, hogy a
pPGP3 monomer vagy trimer formaja keril-e felismerésre. Emellett beszamoltunk arrél, hogy
a fert6z6tt C57BL/6N egerek in vitro pGP3 és pGP4 stimulalt Iépsejtjei proliferaciot mutattak.
A cellularis reaktivitas a BALB/c egerekben hasonlénak bizonyult a humoralis immunvalaszhoz,
miszerint a BALB/c egerek nem mutattak proliferaciot a pGP4 fehérjére, viszont felismerték a
pGP3 fehérjét 72 éras, in vitro restimulacids tesztben.

A pGP3 immunoldgiai szerepe és feladata ismert, viszont a pGP4 plazmid fehérje tekintetében
meglehetbsen kevés informacio all a rendelkezésre. A pGP4 protein szerepének tisztazdsara
terveztik meg kisérletiinket, melynek soran C57BL/6N egereket oltottunk rekombinans pGP3
vagy pGP4 proteinnel Alum adjuvanssal keverve. A valasztasunk azért esett erre az adjuvansra,
mivel kordbbi kisérleteink soran 0Osszehasonlitottuk az LcrE  chlamydia fehérje
immunogenitasat Alum, illetve Freund adjuvans kiséretében, és azt az eredményt kaptuk,
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hogy az Alum hasonlé védelmet indukalt, mint a Freund adjuvans (bar a kialakult immunvalasz
kozott kilonbségek mutatkoztak az 1gG szubtipusok tekintetében). Az Alum adjuvans
haszndlatanak elénye, hogy nem okozott sulyos szoveti karosodasokat az egerekben [164].
Western blot vizsgdlattal igazoltuk, hogy a pGP3 és pGP4 proteinekkel tébbszordsen
immunizalt egerek széruma tartalmaz plazmid protein specifikus ellenanyagokat. Viszont a
pGP3 vagy pGP4 immunizalt egerek széruma nem reagdlt az EB-k lizdtumadval a Western blot
vizsgdlatban. Azt mar korabban is leirtdk, hogy a pGP3 protein nagyon kis mennyiségben van
jelen az EB-kben és mar a fert6zést kovetd 24 oratdl szekretalddik az Osszes kriptikus
plazmidot hordozé chlamydidbdl [163]. igy azt gondoljuk, hogy a Western blot tesztiink nem
elég érzékeny ilyen kis mennyiségl proteinnel reagdld ellenanyag kimutatasara. Viszont a
rekombinans plazmid proteinekkel tortént immunizalas protektivimmunvalaszt alakitott ki az
egerekben. A pGP4 proteinnel tortént immunizalds hasonld mértékben csokkentette a
visszatenyészthet6 chlamydia mennyiségét, mint a pGP3 protein. A pGP3 immunolégiai
szerepét kordbban Donati és csoportja tanulmanyozta, akik DNS immunizalasi technikat
alkalmaztak a C. trachomatis pgp3 gén bejuttatasara C3H/HeN egerekbe, és azt tapasztaltak,
hogy az immunizalds megakaddlyozta a chlamydia terjedését az alsé genitalis traktusbdl a
fels6be [148]. Ezen tulmendGen a pORF5 vakcina intranasalis adagoldsa robusztus cellularis és
humoralis immunvalaszt indukalt és szignifikansan gyorsitotta a genitalis fert6zés gydgyulasi
folyamatat, és az immunizalt allatokban csak minimalis patholdgias elvaltozdsok jottek létre a
petevezetékben [371]. Bar a modelliink meglehetdsen kiilénbdzott ettél; mas egértorzset,
mas chlamydia fajt hasznaltunk, és az immunizalds mddja is mas volt, hasonld protekciét
tudtunk kialakitani, vagyis a visszatenyészthet6 chlamydiak szama hasonlé mddon csdkkent a
fert6zés utdn 1 héttel. A pGP4 fehérje protektiv hatdsa meglepd, de nagyon érdekes, mivel a
pGP4 nem szekretalddd, nem strukturalis fehérje, egy nemrégiben megjelent tanulmany
szerint chlamydia gének expresszidjanak transzkripciés regulatora [164]. A
mikroorganizmusok vildgaban viszont nem egyedi, hogy egy funkcionadlis protein protektiv
valaszt indukal. Kordbban kutatécsoportunk is beszamolt arrél, hogy a CMV funkcionalis
proteinje (immediate early protein, IE) immunogén, és humordlis valaszt, valamint cellularis,
IE specifikus cytotoxikus CD8* T-lymphocytak termel6dését indukalja [372]. Kisérletiinkben az
immunizalt egerek tiidejében a gyulladas nagysdga is csokkent, amelyet jol jelzett a csokkent
IFN-y mennyisége a tlid6szuszpenzid fellluszéban. Hogy kideritsiik, az immunrendszer melyik
tipusa felel6s a pGP3 és pGP4 specifikus protektiv valaszért, in vivo és in vitro neutralizacids
kisérletet terveztliink. Sem a pGP3, sem pedig a pGP4 protein nem indukalta neutralizalé
ellenanyagok termelését, a visszatenyészthet6 C. muridarum szama nem valtozott az
ellenanyaggal kezelt egerekben a kontrollhoz képest. A plazmid protein specifikus
ellenanyagoknak mas szerepe lehet a fert6zés soran, pl. segithetnek a celluldris
immunvalaszban, novelve az antigén felvételt és a prezentaciét [373].

Az adoptiv transzfer kisérletlinkkel bizonyitottuk, hogy a pGP3 és a pGP4 plazmid proteinek
védd hatasdért a CD4* sejtek felel6sek. A pGP3 és pGP4 specifikus CD4* sejtek atvitele
szignifikansan csokkentette a visszatenyészthetd chlamydia EB-k szamat miutan az egereket
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C. muridarum fert6zésnek tettiik ki. Ezen eredményeink tdmogatjdk azt a kordbbi munkat,
mely arrél szamolt be, hogy a CD4* lymphocytaknak elengedhetetlen szerepe van a chlamydia
okozta betegségek megoldasaban [374]. C. trachomatis genitalis fert6zés esetén a CD4* T-
sejtek aktivalédnak, proliferdlnak és a genitdlis mucosdba vandorolnak [375][376][377]. A
CD4* sejtek fontos szerepét az is bizonyitja, hogy a CD4 génkilitott egerek fert6zése C.
trachomatisszal novelte a primer fert6zés soran a visszatenyésztheté baktériumok szamat,
valamint csOkkentette a protekciét a szekunder fert6zés soran [375]. A kozolt tanulmdanyok
azonban nem mentesek az ellentmondasoktol a CD4* T-sejtek protektiv hatasanak
tekintetében C. trachomatis fert6zés soran. Az egyik kisérletben, melyben a C. trachomatis
fert6zés lefolydsat vizsgaltdk B-sejt hidnyos microMT egerekben, valamint vad tipusu
tarsaikban, a CD4* T-sejtek sziikségesnek bizonyultak a protektivimmunitdshoz a szekunder
fert6zés eredményes lekiizdésében [378]. Ezzel ellentétben egy masik tanulmanyban, ahol a
CDA4* sejteket deplécidval eltavolitottdk, ugy taldltak, hogy a CD4* sejtek nem jatszanak kritikus
szerepet a human térzsek eliminalasaban [379]. A kisérletlinkben azt tapasztaltuk, hogy a CD8*
sejtek transzfere az immunizdlt egerekbél naiv egerekbe nem csdkkentette jelentésen a
tud6bdl visszatenyészthet6 chlamydia mennyiségét. Az MHC-I korlatozott cytotoxikus CD8* T-
lymphocytak fontossdga a chlamydidk elleni protektivimmunitasban még bizonytalan, mivel
sok ellentmondds van az in vitro és in vivo kisérletek kozott. Chlamydia fert6zést kovet6en
kialakult CD8* T-lymphocytdk cytotoxikusnak bizonyultak in vitro tesztekben chlamydia
fert6zott human és allati eredet(i sejtekre [380][381][382]. Néhdany tanulmany szerint a CD8*
T-sejtek mérhet6 védelmet képesek kialakitani [42], masok viszont arrél szamoltak be, hogy a
hatdsuk nagyon korlatozott [383][384].

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a tébb alkalommal végzett pGP3 immunizalds
szignifikdnsan csokkentette a chlamydia mennyiségét a tiid6ben a fert6zést kovetben. A pGP4
regulatoros proteinnel tértént immunizalds hasonld protekciét alakitott ki, mint a pGP3
protein. A kialakult védelemért nem a plazmid protein specifikus ellenanyagok, hanem a CD4*
sejtek tehetSk felel6ssé C. muridarum fert6zés folyamdan. Munkdnk eredménye fontos
informdcidkkal szolgalhat egy esetleges chlamydia elleni multi-subunit vakcina tervezése
soran.

Osszefoglalds

Munkdank eredményeként az alabbi uj megallapitasokat tettiik ebben a témaban:

1. Bizonyitottuk, hogy a chlamydia LcrE proteinnel tortént immunizalasra az egerek
ellenanyag termeléssel reagalnak, a humoralis immunvalasz mellett a T-sejtes valasz is
aktivaladik.

2. Bizonyitottuk tovdbbda, hogy az LcrE vakcina protektiv hatassal rendelkezik az
immunizalt egerekben, a fert6zést kovetéen kevesebb C. pneumoniaet tudtunk
kitenyészteni, mint az immunizalatlan allatokbdl.

3. Kimutattuk, hogy az LcrE antigénnel kapcsolatban az Alum adjuvans hasonld
mértékben képes stimulalni az egerek immunvalaszat, mint a Freund adjuvans.
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Mindkét adjuvans alkalmazdsaval tortént immunizalds indukalt Thl tipusu
immunvalaszt az egerekben.

Megallapitottuk, hogy a kilonb6z6 genetikai hattérrel rendelkezé egerek, kilonb6z6
formdban ismerik fel a pGP3 chlamydia plazmid proteint, és arra ellenanyag
termeléssel reagélnak.

Bizonyitottuk, hogy a chlamydia fert6zés soran pGP3 specifikus T-sejtek képz&dnek a
BALB/c egerekben, és pGP3 és specifikus T-sejtek indukalédnak a C57BL/6N
egerekben.

Kimutattuk, hogy a rekombinans pGP3 és pGP4 proteinnel tortént immunizalas
specifikus ellenanyag képz6déshez vezetett.

Bizonyitottuk, hogy a pGP3 és pGP4 immunizalasnak protektiv hatasa van a késébbi
fert6zés soran, az immunizalt egerekben kisebb foku gyulladas alakult ki, valamint a
visszatenyészthet6 chlamydia mennyisége is csokkent.

Bizonyitottuk, hogy a pGP3 és pGP4 indukalta protekcidért nem a humordlis, hanem a
celluldris immunvalasz felelbs.
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4.5. A chlamydidk okozta fert6zések terapidjanak lehetdségei és a szaporodasat
befolyasolo tényez6k

A chlamydidk okozta fert6zések sokszor nem keriilnek diagndzisra, igy az alkalmazott
antibiotikumok nem képesek teljesen gatolni a chlamydia szaporodasat, valamint szamolni
kell az atibiotikum rezisztencia kialakulasaval is, igy amig nem rendelkeziink hatékony,
protektiv vakcinaval ellenik nagyon fontos lenne Uj, potencialis anti-chlamydids szerek
vizsgalata. A klinikai gyakorlatban szdmos olyan hatdanyag, készitmény hasznalatos melyek
hatdssal lehetnek a chlamydidk szaporodasdra, ezek ismerete fontos lehet a terapia
hatékonysaganak érdekében.

Ebben a témdban az alabbi kérdésekre kerestiik a vdlaszt:

1. Rendelkeznek-e anti-chlamydias hatassal az NCR peptidek?

2. Befolyasolja-e a C. pneumoniae szaporodasat a NAC in vitro?

3. Milyen hatassal van a NAC a C. pneumoniae szaporodasara egerekben?

4. Befolyasolja-e a C. pneumoniae szaporodasat az Ax?

5. Van-e kilonbség az inhalacids szteroidok (FP és BUD) C. pneumoniae fert6zésre
gyakorolt hatdsaban?

6. Milyen médon hat a HEC a C. trachomatis szerotipusok szaporodasara in vitro?

7. Befolydsolja-e a HEC a C. trachomatis szaporodasat a fert6z6tt egerekben?

A C. trachomatis a szexualisan atvihets bakteridlis megbetegedések legfontosabb kérokozdja
a fejlédé és a fejlett orszagokban egyarant, évenként kb. 90 millié Gj genitalis fert6zést okozva.
Hatékony, Uj antimikrobialis szerek kifejlesztése elengedhetetlen addig is, mig nem all
rendelkezésiinkre hatékony vakcina, hogy a sulyos szévédmények, mint pl. a méhen kiviili
terhesség és az infertilitas elkeriilhet6k legyenek [385]. Az AMP-k potencialisan igéretes
jeloltek lehetnek erre a célra. Bar az antimikrobialis szereplik széles korben tanulmanyozott
gombak, protozoonok, baktériumok kozott, anti-chlamydias szerepiiket még nem vizsgaltak
[386]. A Medicago truncatula altal termelt, majd szintetikus Uton el8allitott tébb NCR (nodule
cysteine-rich) peptidrél bizonyitast nyert, hogy hatékonyan pusztitjak el a kiilonb6z6 Gram-
negativ (E. coli, S. typhimurium, Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas aeruginosa és
Xanthomonas campestris) és Gram-pozitiv baktériumokat (Bacillus megaterium, Bacillus
cereus, Clavibacter michiganensis, Staphylococcus aureus és L. monocytogenes), melyek
kozott human/allat, illetve novény pathogének is fellelheték [387]. Mas jellegli AMP-krél azt
is leirtdk, hogy hatékonyak voltak a Staphylococcus epidermidis ellen in vivo egér modellben,
valamint gyulladasellenes hatassal is rendelkeztek [388].

A névényi eredetli peptidek anti-chlamydids hatdsa

Annak vizsgalatara, hogy a novényi eredet( peptidek rendelkeznek-e anti-chlamydias hatassal
11 NCR peptidet (NCR030, NCOR44, NCR0O55, NCR095, NCR137, NCR168, NCR169, NCR183,
NCR192, NCR247 és NCR280) inkubaltunk C. trachomatis EB-kkel. Az él6 és visszatenyészthetd
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C. trachomatis inklGzidk szamolasa alapjan a 11 NCR peptidbél 7 (NCR044, NCRO55, NCR095,
NCR183, NCR192, NCR247 és NCR280) rendelkezett kifejezett antimikrobialis hatdssal in vitro
10 pug/ml peptidet hasznalva, az NCR0O30 és az NCR168 gyengébb aktivitast, viszont az NCR137
és az NCR169 nem mutatott anti-chlamydias hatast. Ezt kévetéen a C. trachomatis EB-ket
kiilonb6z6 koncentracioju peptidekkel kezeltiik. A vizsgalat alapjan azt kaptuk, hogy a
legerésebb anti-chlamydias hatdssal az NCR044, NCRO55 és az NCR183 rendelkezett, ugyanis
a legkisebb alkalmazott 1.25 ug/ml koncentrdcidban a C. trachomatis szaporodasat 95-78%-
kal csokkentették, mig a tobbi peptid ebben a koncentraciéban nem mutatott antimikrobialis
aktivitast. Az NCR192 és az NCR247 2.5 pug/ml koncentraciéban mutatott szignifikans anti-
chlamydias hatdst. Ezt kovet6en megvizsgaltuk az NCR044, NCRO55, NCR183 és NCR247
peptidek antimikrobidlis hatdsanak idébeli lefolydsdt 5 pg/ml koncentrdciéju peptidet
alkalmazva. Az NCR044 peptid mutatta a leggyorsabb hatdst, a visszatenyészthet6 chlamydia
EB-k szdmat 80%-kal csokkentette mar 15 perces inkubaldas utdn. A masik harom NCR
peptidnek hosszabb id§ kellett a chlamydia inaktivaldsahoz.

s s

Az NCR247 peptid kotédéséért felelés chlamydia ligand azonositdsa

A tovdbbiakban azt vizsgaltuk, hogy az anti-chlamydias hatassal biré NCR247 peptid miképp
kotédik a chlamydia EB-khez. Ennek kideritésére koncentrdlt EB-ket szepardltunk SDS-PAGE
segitségével, a blotolast kdvetéen a membranokat NCR247 peptiddel, majd poliklonalis nyul
anti-NCR247 IgG ellenanyaggal, ezt kovet6en pedig HRP-jel6lt anti-nyul ellenanyaggal
kezeltiik. A kontrollként haszndlt chlamydia EB-t tartalmazé membrant nem inkubaltuk
NCR247 peptiddel, csak az el6z6leg emlitett két ellenanyaggal. A szintetikus NCR247 peptid
egy 60 kDa molekulasulya fehérjéhez kot6dott (54A abra, 4. oszlop). A szintetikus NCR247
nem kotddott a mock antigénhez (54A abra, 2. oszlop), és a chlamydia EB-k lizatuma nem
reagalt a HRP-jelolt anti-nydl ellenanyaggal (54A abra, 3. oszlop). A gélbdl kivagtuk a
chlamydia EB-k lizatumanak azon részét, mely a Far Western blot soran kot6dést mutatott, és
tovabbi analizisre bocsatottuk. Az LC-MSMS tomegspektrometrids vizsgalat kimutatta, hogy a
chlamydia 60 kDa-os GroEL fehérjéje felel6s az NCR247 peptid kotédéséért (54B abra).
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54. abra. A C. trachomatis EB-k és az NCR247 peptid kélcsénhatdsa. A: Az NCR247 kétddéséért felelés chlamydia
ligand azonositdsa Far Western blot analizissel. EB-ket és mock antigént szepardltunk SDS-PAGE segitségével. A
blotoldst kévetéen a membrdnt (2,4 oszlop) szintetikus NCR247-tel kezeltiik, majd nyudl anti-NCR247
ellenanyaggal, aztan HRP-jelélt poliklondlis anti-nyul ellenanyaggal festettiik. 1. oszlop: molekulasuly marker, 2.
oszlop: mock prepardtum, 3. oszlop chlamydia EB lizatum csak HRP-jeléit poliklondlis anti-nyul ellenanyaggal
kezelve, 4. oszlop chlamydia EB lizatum szintetikus NCR 247-tel és nyul anti-NCR247 ellenanyaggal, majd HRP-
jelélt poliklondlis anti-nyul ellenanyaggal kezelve. B: A C. trachomatis proteinek azonositdsa LC-MSMS
vizsgdlattal. A fehérje azonositdsdra szolgald peptid fragmensek a tabldzatban taldlhatok.

Annak ellen6rzésére, hogy a peptid nem csak a denaturalt fehérjékhez tud kétédni, aramlasi
citometria analizist végeztiink. Az 55. dbran lathatd, hogy a chlamydia EB-k reagaltak a FITC-
konjugalt NCR247 peptiddel (B). A kezeletlenlil hagyott EB-k (A), valamint a kordbban anti-
chlamydids hatdst nem mutaté NCR0O35 peptiddel kezelt EB-k nem mutattak emelkedett
fluoreszcenciat (C).

Sejtszdm
=

Fluoreszcencia intenzitasa

55. dbra: A C. trachomatis és az NCR247 peptid kézétti kapcsolat vizsgdlata FACS analizissel. A: kezeletlen
chlamydia EB-k, B: FITC-konjugdlt NCR247 peptiddel kezelt chlamydia EB-k, C: FITC-konjugdlt NCRO35 peptiddel
kezelt EB-k.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk in vitro 11 NCR peptid anti-chlamydids hatdsat. Ezek kozil 7
mutatott szignifikans antimikrobialis hatdst a C. trachomatis ellen 10 pg/ml koncentracidban
alkalmazva. Az LC-MSMS tomegspektrometrids vizsgalat alapjan a chlamydia EB-k NCR247
peptid kotédéséért felelGs fehérjéje a GroEL protein. A GroEL protein (Hsp60) a chlamydidk
azon proteinje, melynek bizonyitottan nagy szerepe van a chlamydiak pathogenezisében. Ez a
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fehérje a dajkafehérjék (chaperon) I. csoportjaba tartozik, csaknem az 6sszes prokariota és
eukariota sejt képes a termelésére, és a normalis koriilmények kozott keletkez6, valamint a
stressz hatdsdara felszabaduld és a denaturalt fehérjék megfelel6 foldingjaban jatszik szerepet,
mint intracelluldris segité molekula [389]. Szamos tanulmany beszamol arrdél, hogy a pathogén
baktériumok altal termelt dajkafehérjék mikddhetnek intracellularisan, a sejt felszinén vagy
extracellularis szignalként a fert6zés sordn [390]. A chlamydia GroEL ellenes immunvdlasz
korrelalt a humdan megbetegedések sulyossdgaval, és a C. trachomatis fert6z6tt betegek 80-
90%-a hordoz GroEL specifikus ellenanyagot [399]. A betegekben levé magas foku GroEL
antigenitas azt jelenti, hogy ez a protein elérhetd azimmunrendszer szamara, talan, mert jelen
van az EB-k felszinén is. A korai tanulmanyok, melyek a C. trachomatis és a C. psittaci EB-k
membran komplexének azonositdsaval foglalkoztak, rdmutattak, hogy a GroEL protein a
chlamydia membrdnban is jelen lehet [392]. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy
bizonyos NCR peptidek jelent6s in vitro aktivitast mutatnak a C. trachomatis ellen. A jév6ben
egér modell beallitdsa sziikséges annak vizsgdlatara, hogy az in vitro vizsgalatokban talalt
antimikrobialis hatds mennyire paralel az in vivo megfigyelésekkel. Pozitiv esetben a jov6ben
az AMP-k hasznosak lehetnek, mint anti-chlamydias szerek.

A NAC hatdsa a C. pneumoniae in vitro szaporoddsdra
Az N-acetil-cisztein (NAC) Magyarorszagon a léguti fert6zések soran a leggyakrabban hasznalt

nyakoldd. A NAC esetleges anti-chlamydids hatasat in vitro kivantuk tanulmdanyozni, mivel
kordbban ezt a terliletet, még nem vizsgaltak. Ennek vizsgalatara a kisérleteink soran
kiilonb6z6 koncentraciéban alkalmaztuk az NAC-ot kétféle megkozelitésben. El6szér a NAC-ot
csokkend koncentraciéban adtuk a C. pneumoniaehoz, és ezt kovetSen a sejteket azonnal
fert6ztuk. Az altalunk haszndlt 0.1 mg/ml NAC doézis korulbeliil 6-szorosara novelte a
visszatenyészthet6 chlamydia mennyiségét a nem kezelt, de fert6z6tt kontrollhoz képest.
Ennek megfelel6éen a tovabbi kisérleteket ezzel a koncentraciéval végeztik. A masik
megkozelitésben a NAC kilonb6z6 koncentracidival kezelt chlamydiat egy 6ran at
szobah&mérsékleten razatva inkubaltuk és ezt kbvetden raktuk fogékony sejtre, és a kétnapos
inkubacio utan vizsgaltuk a visszatenyészthet6 C. pneumoniae mennyiségét. Ahogy az az abran
lathatd, nem volt kiloénbség a C. pneumoniae infektivitasaban a két kiilonb6z6 maddon
végrehajtott kisérletben (56. abra).

. 18403 ¢ 56. abra. A kiilbnb6z6 NAC koncentrdciok és
£ 16E+03 + * T kezelési kérilmények hatdsa a C. pneumoniae
; iiigi 1 replikdcidra. A sejteket C. pneumoniaeval fertéztiik
2 10e+03 és egy idében kezeltiik kiilénb6z6 koncentrdcidju
§ 8,0E+02 + (0.01-1 mg/ml) NAC-cal, vagy az EB-ket
E%Eii 1 el6inkubdltuk (1 6ra (h)) kiilénb6z6 NAC
2 50rm 4 koncentrdcidokkal és azutdn fertéztiik a sejteket. A
5 0,0E+00 - C. pneumoniae zdrvdnyok szamdt, IF festést
& ‘y“’ & 009” K > v"@ b@" kévetden UV-mikroszkdp segitségével hatdroztuk

& e @\‘“ e;»“ “\;\‘\‘ N‘s‘“ meg. Az oszlopok 5 pdrhuzamos kultdra

& & & Gtlagdt+szordst mutatnak; * P<0.05.
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A NAC fokozza a C. pneumoniae kétédését a gazdasejthez
Annak tanulmdanyozdsara, hogy mennyire befolydsolja a NAC a C. pneumoniae kdt6dését a

sejtekhez a McCoy szovetkultira mellett egy relevansabb, léglti eredetl epithel sejtet, az
A549 sejtet is megfertéztiink NAC kezelt (57A,E dbra) és nem kezelt (57B,F abra) C.
pneumoniaeval. Az eredmények alapjan a NAC kezelt mintakban, mindkét sejttipusban
fokozott intenzitasu fluoreszcenciat tapasztaltunk 6sszehasonlitva a csak C. pneumoniaeval
fert6zott mintakkal (57D,) dbra). A kontroll sejtek nem mutattak immunfluoreszcenciat (57C,G
abra).
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A-549

Cpn+NAC Cpn Fert6zetlen sejtek

57. abra. A NAC kezelés hatdsa a C. pneumoniae kétédésére. A McCoy vagy A549 sejteket NAC kezelt (0.1 mg/ml)
és nem kezelt (A, E) C. pneumoniaeval fertéztiik (Con) (B, F). Fertézetlen sejtek (C, G). Az inkubdcids periodust
kévetden a sejteket festettiik. A fluoreszcencidt UV-mikroszkdppal detektaltuk, és a C. pneumoniae fert6zétt és
kezelt valamint a fert6zo6tt, de nem kezelt sejtek dltal mutatott fluoreszcencidt kvantitativ médon elemeztiik (D,
J) az ImageQuantTL 8.1 szoftver segitségével, *P <0.05.

Tovabbi kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a chlamydia 1 éras NAC kezelése utdn a NAC
mosassal vald eltavolitdsa nem befolydsolta a visszatenyészthet6 C. pneumoniae mennyiségét
a nem mosott chlamydidval 6sszehasonlitva. Szintén nem lattunk valtozast a chlamydiak
szamaban, ha a NAC-ot 6 illetve 24 érdval a fert6zés utan adtuk a C. pneumoniaeval fert6zott
szOvetkulturahoz (58. abra)., ezen kiviil akkor sem lattunk valtozast a chlamydidk szamaban,
ha a sejteket 48 draval el6kezeltiik NAC-cal (nem szerepel az abran).

58. abra. A fertézés el6tti vagy utdni NAC kezelés

9,008+02 hatdsa a C. pneumoniae szaporoddsdra.
g 800802 Vizsgdlati  kériilmények: kezeletlen C.
pneumoniae (Cpn); NAC-cal elGinkubdlt majd
mosott EB-k (Cpn+NAC mosott); NAC-cal
el6kezelt, mosatlan EB-k (Con+NAC mosatlan); C.

‘3 7,00E+02 1
B 6006102 L

nkluzid|

2 5000402 +
$ 2000002
=

§ 300002 4 I pneumoniaeval fertéz6tt sejtek, a fert6zést

§ 5 poms0n L kévetden 6 illetve 24 éraval NAC-cal kezelve. Az

g 1:00E+02 j i i oszlopok 5 pdrhuzamos kultura mennyiségének
0,00E+00 - az atlagdt+SD-t jel6lik.

Cpn+NAC Cpn+NAC  Cpn+NAC6h CpntNAC24 h
mosott mosatlan
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A NAC kezelés fokozza a chlamydidk szaporoddsdat és elnyujtia a fertézés kimenetelét
egerekben
Egerek egy csoportjat a C. pneumoniae fertézést kovet6en a human dézisnak megfelel§ NAC-

cal kezeltiik per os hat napon keresztil, a fert6zott egerek masik részét nem részesitettiik
mukolitikus kezelésben. Az allatokat a fert6zést koveté hetedik napon feldldoztuk és a
tidejliket eldorzsoltiik és a visszatenyészthetdé chlamydia mennyiség meghatarozdsara
szOvetkulturara oltottuk. Az eredményeink alapjan a NAC fokozta a gyulladas sulyossagat, a
NAC kezelt egerekbdl haromszor tobb chlamydiat tudtunk visszatenyészteni a csak fert6zott
egerekhez képest (59A abra). Ezt kovetSen kivancsiak voltunk arra, hogy a NAC miként
befolydsolja a C. pneumoniae elimindlasanak itemét a szervezetbdl. Ennek kideritésére az
egerek egy masik csoportjat fert6ztik és kezeltiik, illetve kezelés nélkiil hagytuk. A fert6zést
kovet6 20. napon az egereket feldldoztuk és a tudejlikb6l chlamydia visszatenyésztést
végeztink. A NAC kezelt csoportban az sszes egér tiidejébdl kitenyészthetd volt a pathogén
és a chlamydia mennyisége 2.5-szer nagyobb volt a nem kezelt egerekkel 6sszehasonlitva,
rdadasul a nem kezelt csoport 3 egerében mar nem tudtunk kimutatni chlamydiat
tenyésztéssel (59B abra).
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59. dbra. A visszatenyészthets C. pneumoniae mennyisége NAC kezelt és kezeletlen egerek tiidejébdl. Az NAC
kezelt és nem kezelt egereket a 7. (A) és 20. (B) napon feldldoztuk és a tiid6homogenizatumbdl meghatdroztuk IF
modszerrel az életképes C. pneumoniae mennyiségét. Az oszlopok az egyes egerekbdl visszatenyészthetd
chlamydidk datlagat+SD-t mutatjdk; * P<0.05.

Az Ax nem fokozza a visszatenyésztheté C. pneumoniae mennyiségét

A NAC-nal megfelel6bb alternativat keresve, a mukolitikus hatasu Ax-szel végeztink a
korabbiakhoz hasonlé kisérleteket. In vitro rendszerben az Ax kiilonb6z6 koncentracidja
jelenlétében fert6zve nem tapasztaltuk a chlamydia replikaciét fokozé hatasat, s6t a 0.05
mg/ml koncentracid szignifikans antimikrobialis hatast mutatott (60A abra). Az alkalmazott Ax
koncentraciok nem befolydsoltak a sejtek szaporodd képességét (60B abra). Ezt kdvetSen
megprobaltuk kideriteni az Ax antimikrobialis hatdsanak az okat. A NAC kisérlethez hasonldan
az Ax kezelt és nem kezelt EB-ket inokuldltuk McCoy és A549 szovetkulturara. Ez esetben nem
tapasztaltunk fluoreszcencia novekedést, tehat az Ax nem befolyasolta a chlamydia két6dését
a gazdasejthez. Az irodalomban jdl ismert, hogy a chlamydia fert6zések az antimikrobidlis
hatdsu IDO termelését fokozzak [393]. Annak kideritésére, hogy az Ax befolyasolja-e az IDO
expressziojat, a kezelt és nem kezelt C. pneumoniaeval fert6z6tt sejtekbdl teljes RNS kivonast,
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majd IDO specifikus qPCR vizsgalatot végeztiink. Az eredményeink alapjan az Ax 2.5 szeresére
fokozta az IDO expresszidt. Ezt kdvetSen egereket fert6ztiink, és egy csoportjukat a human
ddézisnak megfelel6 Ax-szel kezeltiik naponta per os. A kontroll dllatok az itatas okozta stressz
mimikalasara hasonlé modon pipettabdl 50 ul vizet kaptak. Az egereket a hetedik napon
feldldoztuk, a tlidejikbdl chlamydia visszatenyésztést végeztiink. A visszatenyészthet6 C.
pneumoniae mennyisége nem kilonb6zott a két csoportban (60C abra).

60. abra. Az Ax kezelés hatdsa in vitro és in vivo C.

| pneumoniae fertézés sordn. (A) A McCoy sejteket

] C. pneumoniaeval fertéztiik és ezzel egyidejiileg
1 kiilbnb6z8 mennyiségl Ax-szel (0.002—0.05 mg/ml)

i kezeltiik. A C. pneumoniae zdarvdnyokat IF festéssel
o l detektdltuk. Az adatok 6t pdrhuzamos tenyészet

cpn,,Axom CPN+AX0.01  Cpn+Ax 0.05 dtlagat+SD-t  jelzik. (B) Az Ax kiilénb6zé
1,40E+06 - koncentrdcidinak hatdsa a sejtekre. Tripdnkék
festét kévetben az életképes sejteket ot

1,20E+06 -|

1.00E+06 pdrhuzamos  kulturdban  mikroszkép  alatt
2 00Es05 | szamoltuk. (C) C. pneumoniaeval fertézott egerek
' egy csoportjdt Ax-szel (1.25 mg/kg) kezeltiik. Az
6.00E405 7 egereket a fert6zés utdn 7 nappal feldldoztuk, és a
#008+05 7 fert6zé C. pneumoniae szamdt a homogenizalt
2,00E+05 7 tiid6bél IF festés segitségével hatdroztuk meg. A
0,00E+00 | S . o

szimbolumok e: C. pneumoniae fertézott; o: C.
0.002 Ax 0.01 Ax 0.05 Ax . e . .. s e
pneumoniae fert6z6tt+Ax  kezelt individudlis

C egereket jelélik.
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A NAC egy igen széles korben, leginkdbb mukolitikumként haszndlt gydgyszer, mely vény
nélkil beszerezhet6, és az ara is kedvez6. Kordbban kimutattak, hogy fokozza a szervezet f6
antioxidansanak a GSH-nak a mennyiségét emelve a glutathion-S-transzferaz aktivitast [175].
A NAC terdpias opcid krdnikus obstruktiv pulmonalis betegségekben, egy 1392 beteget
magaba foglald tanulmany szerint csokkentette a sputum viszkozitdsat, a kohogés
intenzitasat, és konnyitette a levalt nyak felkohogését két hdnapos terapia soran [394]. Ezen
felil a NAC nagymértékben csokkentette az influenza tineteit a placebot kapd
kontrollcsoporttal 6sszevetve [395]. A NAC direkt antimikrobialis szerepe nem teljesen
definidlt, de adatok elérhetéek arrdl, hogy képes gatolni a biofilm kialakuldsat. A NAC direkt
antimikrobidlis hatdst mutatott kiilonb6z6 extracelluldris baktériumokkal szemben, bar az
alkalmazott koncentraciok meglehetésen kulonboztek (0.003-80 mg/ml) [396][397].
Tuberculosis esetén Ugy talaltak, hogy a NAC gatolja a M. tuberculosis intracelluldris
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szaporodasat [398]. Ezzel ellentétben csoportunk azt taldlta, hogy a NAC ahelyett, hogy
csokkentené, fokozta a C. pneumoniae szaporoddasat in vitro és in vivo egyarant. In vitro
vizsgdalatainkban kimutattuk azt, hogy a NAC fokozta a pathogén kapcsoléddsat a gazdasejthez
(57 abra). Lazarev és munkatdrsai vizsgaltak az intracellularis GSH szerepét C. trachomatis
fert6zés soran és azt taldltdk, hogy a buthionine sulfoximine (mely a GSH bioszintézisének
a C. trachomatis inkluzidk szdmat. A kutatdk az eredményeikbdl arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a GSH fontos szerepet jatszik a chlamydidk szaporoddsaban [399]. Fontos
megemliteni, hogy a kisérleteik sordn az NAC-ot mint GSH prekurzor alkalmaztak és nem
vizsgaltdk a NAC direkt anti-chlamydias hatdsat. Az ismert tény, hogy a chlamydiak
infektivitasa a sejtmembranban taldlhaté OmcB redukalt statuszatdél fligg [400]. A kisérleteink
eredményei egybevagtak hipotézislinkkel, vagyis a chlamydia EB-k NAC kezelése fokozta a
pathogén sejthez kapcsolddasat, valdszinlleg az OmcB redukaldsaval és ez nem fligghetett
Ossze az emelkedett GSH-val, mivel a NAC-ot eltavolitottuk a rendszerbél a kisérleteinkben
alkalmazott mosasi [épések sordn. Ennek megfelel6en érdemes lenne mas redukald szereket,
pl. az aszkorbinsavat megvizsgalni, hogy miként befolyasoljdk a C. pneumoniae kdtédését a
gazdasejthez. A NAC kedvezé6tlen, a C. pneumoniae replikacidot fokozd képességén tul
szamolnunk kell esetlegesen mas, a Chlamydia genusba tartozé species pl. a C. trachomatis
szaporodasara gyakorolt hatdsdval is. A C. trachomatis az egyik, a szexualis élet soran
leggyakrabban atvihet6 kdrokozo, és az esetek tobbségében, igy 70-90%-ban, az dltala okozott
fert6zés tlnetmentes. Ez azt vonja maga utdn, hogy az infekcié altaldban nem keriil
felfedezésre. A krénikus fert6zés legsulyosabb szév6dménye a méhen kiviili terhesség, a
terméketlenség vagy a krdnikus kismedencei gyulladas [401]. A legrosszabb esetben a fels6
légutifert6zés kezelésére rendelt és szedett NAC fokozhatja nemcsak a C. pneumoniae, hanem
a fennadllé, de nem diagnosztizalt C. trachomatis szaporodasat is. Németorszagban a NAC a
masodik leggyakrabban hasznalt mukolitikum (az 0Osszes vénymentesen kivalthatd
expectorans 23.5%-a) akut kohogésben [402]. A C. pneumoniae egy meglehetésen gyakori
léguti pathogén, de sajnos ritkdn diagnosztizaljdk korrekt mdédon. Ennek megfelel6en, ha az
orvos NAC-ot rendel nyakoldéként a beteg szamara, késleltetheti betege felépiilését. A C.
pneumoniaera vonatkozd prevalencia adatok ismeretében sok beteg szenvedhet hosszabb
ideig fert6zésben a NAC kezelés kovetkeztében.

Annak érdekében, hogy elkeriljiik a NAC a C. pneumoniaera gyakorolt replikaciét fokozd
hatdsat egy masik mukolitikumot az Ax-et vettiik gércsé ala. Az Ax szignifikans anti-chlamydias
hatdst mutatott in vitro, viszont nem befolyasolta a baktériumok sejthez vald kotédését. Az Ax
komplett antimikrobialis hatasat nem vizsgaltuk, de az Ax fokozta az IDO2 expresszidjat, mely
dokumentdltan anti-chlamydias hatdsa miatt, ha részlegesen is, de hozzajarulhatott a C.
pneumoniae szamanak a csokkenéséhez. Az in vivo egérkisérletiinkben a human ddzisnak
megfelel6 Ax nem befolydsolta a visszatenyészthetd C. pneumoniae szamat. Mas kutatok pl.
Yang és munkatarsai azt tapasztaltak, hogyha az Ax-et 10 mg/kg/nap dézisban alkalmaztak,
ami a normal human ddzis 8-szorosa, szignifikdnsan csokkentette a mortalitast a letdlis ddzisu
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H3N2 influenza virussal fert6zott egerekben [403]. Az utdbbi id6kben megjelent
kdzleménylinkben eredményeink alapjan a human ddézis 4-szerese egerekben szignifikansan
csokkentette a C. pneumoniae mennyiségét. [404]

Osszefoglaldsként megéllapithatd, hogy a NAC fokozza és elnyujtja a C. pneumoniae fert6zést
az egerekben. Ha ezigazemberben is, ennek ismerete elgondolkodtaté lehet az alapelldtasban
dolgozd orvosok szdmdra, akik nem tisztazott etioldgidju léguti fert6zés esetén NAC
haszndlatat javasoljak. C. pneumoniae fert6zés esetén a korrekt, laboratériumi diagnozis
alapvet6 elvaras, ugyanis ennek hidnyaban az esetlegesen javasolt NAC ronthatja a beteg
feléplilési esélyét. Klinikai vizsgalatok szlikségesek az allatmodellben tapasztalt eredményeink
igazolasara.

Inhalacids kortikoszteroidok, a flutikazon-propionat (FP) és a budezonid (BUD) hatasanak
vizsgalata a C. pneumoniae replikacidjara léguti eredetli A549 sejtekben és in vivo egér
modellben

Az inhalativ kortikoszteroidokat (ICS) gyakran hasznaljak az asthma kezelésében. Az asthmds
epizédok fellangoldsdban szerepiik lehet a kiilonb6z6 virdlis, bakteridlis kérokozdknak,
kozottliik a C. pneumoniaenak is. Korabban még nem vizsgdltdk az ICS-ek C. pneumoniae
szaporodasara gyakorolt hatasat. Kisérletiink soran a C. pneumoniae szaporoddasat fert6zott,
kezelt és kontroll A549 sejtekben direkt gPCR-rel mértiik, mely sordn meghataroztuk az egyes
kiiszobértékeket (Ct). Az FP kezelést kbvet6en szignifikdansan magasabb Ct értékeket kaptunk,
Osszehasonlitva a BUD-dal kezelt (32.35+0.51 vs. 30.81+0.55, P<0.01) illetve a nem kezelt,
kontroll sejtekével (32.35+0.51 vs. 31.41+0.39, P<0.01), mely csokkent C. pneumoniae
szaporodasra utalt (61. abra).

ns
34— 61. abra. Az FP és a BUD hatdsa a C.
* %k * %k pneumoniae szaporoddsdra léguti eredetii
= 334 I A549 sejtekben. Az A549 sejteket 24 drdval a
) fertézés el6tt el6kezeltiink FP-vel vagy BUD-
= i dal, majd C. pneumoniaeval (MO! 0.01)
[ 32 — — v « (. .
E fertbztiik. Ezt kévetéen 48 OJrdval direkt
S 31- qPCR-t végeztink és meghatdroztuk a
N kiiszobértékeket  (Ct).  Mintdnként 5
§ 30 pdrhuzamossal dolgoztunk. **P<0.01, ns:
nem szignifikdns kiilénbség
29 T T 1

Kontroll FP kezelt BUD kezelt

Az in vitro eredményeket in vivo kisérletben is igazolni kivantuk. Az egereket FP-vel vagy BUD-
dal inhaldltattuk a fert6zést megel6z6en 3 napig, majd a kezelést folytattuk még 7 napon
keresztlil. Az allatok tlidejébdl a visszatenyészthets C. pneumoniae mennyiségét indirekt IF
maddszerrel hataroztuk meg. Kisérleteink alapjan az FP kezelt, fert6z6tt egerek tlidejébdl
szignifikansan kevesebb C. pneumoniaet detektaltunk, 6sszehasonlitva a BUD-dal kezelt és a
kontroll csoporttal (P<0.0001) (62. abra).
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= 62. abra. Az FP és a BUD hatdsa a C. pneumoniae
S szaporoddsdra egerek tiidejében. A homogenizadlt tiidék
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A FP és BUD kezelés hatasa az IFN-y és altala indukalt gének illetve a kortikoszteroid

valaszban szerepet jatszé6 gének relativ expresszidjara C. pneumoniae fert6zott egér
tidékben

Kisérletlink soran kimutattuk, hogy az IFN-y relativ expresszidja szignifikdnsan megnétt az FP-
vel kezelt egerekben (P<0.001) a BUD-dal kezelt és a kontroll egerekhez képest (63A abra).
Eredményeink szignifikansan fokozott IDO2 expresszidt mutattak az FP-vel kezelt egerekben,
a kontroll és a BUD-kezelt csoporthoz hasonlitva (P<0.05) (63B abra). Tovabbd azt
tapasztaltuk, hogy a BUD szignifikdnsan csokkentette a MIG/CXCL9 (P<0.05) és az IP-
10/CXCL10 (P<0.01) expresszidjat a kezeletlen, C. pneumoniae fert6zott kontroll egerekhez
képest (63C abra). Eredményeink alapjan a FP kezelés szignifikansan novelte a VDR (D-vitamin
receptor) expressziot 6sszehasonlitva a kontroll és a BUD kezelt egerekkel (P<0.01), miga BUD
kezelés nem befolyasolta azt (63D abra).
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63. abra. Az FP és a BUD kezelés hatdsa a C. pneumoniae fert6zétt egerek tiidejében. Az egereket a fert6zést
kévetd 7. napon feldldoztuk, az eldérzsélt tiid6kbSl RNS-t vontunk ki. Az IFN-y (A), IDO1, IDO2, TDO (B), és IFN-y-
indukdlt chemokinek (C), illetve VDR és GR (D) gének relativ expressziéjat gPCR maddszerrel hatdroztuk meg. A
relativ expresszio értékét a f-aktin génre normalizdlva adtuk meg. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: nem
szignifikdns kiilbnbség

Az FP és a BUD hatasa a C. pneumoniae fert6zésben szerepet jatsz6 gyulladasos proteinek
termel6désére
Eredményeink alapjan az IFN-y termelése szignifikdnsan emelkedett volt FP kezelést kbvetSen,

0sszehasonlitva a nem kezelt, kontroll egerekkel (P<0.05). Az FP kezelt egerek tiidejében
szignifikdnsan emelkedett MIG/CXCL-9 fehérje szinteket mértink, dsszevetve a nem kezelt,
kontroll illetve a BUD-dal kezelt egerekkel (P<0.01) (64. abra).
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A FP-vel kezelt egerek tiidejében szignifikdnsan magasabb IL-17A szinteket mértiink a kontroll
egerekéhez képest (P<0.05). Az FP és a BUD kezelés nem valtoztatta meg az IL-4 termelését
jelentés mértékben, azonban, az IL-10 mennyisége szignifikansan tobb volt a FP-vel kezelt
egerek tlidejében, 6sszehasonlitva a BUD-dal kezelt illetve a kontroll egerekkel (P<0.05) (65.
abra).
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65. dbra. Az FP és a BUD hatdsa a C. pneumiae fert6zésben szerepet jatszo gyulladdsos proteinek termel6désére.
Az IL-17A (A), IL-4 és IL-10 (B) mennyiségét a homogenizalt tiid6k feliiltiiszjabdl ELISA médszerrel hatdroztuk meg.
Az eredményeket minden csoportban (n=12) dtlag +SD. *P<0.05, ns: nem szignifikdns kiilénbség

Az 1CS-ekkel végzett kisérleti eredményeink szdmos Uj eredményt tartak fel, amelyek
gyakorlati jelent6séggel birhatnak a gyakorld orvosok szdmdra is. Az in vitro eredményeink
alapjan a FP csokkentette a C. pneumoniae szaporoddsat léguti epithel sejtekben, ezért
hipotézisiinket, hogy az FP gatolja-e a C. pneumoniae szaporodasat, teszteltik in vivo, egér
modellben. Kisérleteink soran az FP kezelés csokkentette a visszatenyészthetd C. pneumoniae
mennyiségét, ellentétben a BUD-dal. Mivel az IFN-y anti-chlamydias hatassal bir, tovabbi
munkank soran az IFN-y és az IFN-y indukalt mechanizmusokat vizsgaltuk. Az IFN-y fokozza az
IDO aktivitast, melynek kovetkezményeként csokken a triptofan mennyisége. Mivel a
chlamydiak triptofan-auxotrofok, a fokozott IDO aktivitas gatolja a chlamydiak szaporodasat
mind in vitro és in vivo [62] [405]. Ezen kiviil az IFN-y fokozza a velesziiletett immunitasban
szerepet jatszd gének expresszidjat, igy tovabb hozzajarulva a chlamydia fert6zéseket gatld
mechanizmusok beindulasdhoz [316]. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy az FP nemcsak a
transzkripcid szintjén, hanem a fehérje szinten is jelent&sen indukalja az IFN-y-t, ellentétben a
BUD-dal, alatamasztva a korabban leirtakat, miszerint az FP nem csokkenti az IFN-y-val
kapcsolatos utakat [406]. Azt mar korabban leirtuk, hogy az IFN-y fokozza az antimikrobialis
hatasi MIG/CXCL9 termel6dését C. pneumoniae [322] valamint C. trachomatis és C.
muridarum fert6zés [316] esetén. Az FP kezelés soran az IFN-y-val parhuzamosan emelkedett
a MIG/CXCL9 fehérje termelGdése, 6sszehasonlitva a kezeletlen kontroll és a BUD-dal kezelt
egér tudbkkel. Az FP nem valtoztatta meg az IFN-y indukalhaté chemokinek expresszidjat, ami
arra utal, hogy mas mechanizmusok is szerepet jatszhatnak a chemokinek expresszidjaban. A
BUD kezelés szignifikansan csokkentette a CXCL-10 és a CXCL-11 génexpresszidjat, ahogy azt
mar masok is korabban leirtak [407], mely nem volt megfigyelheté FP esetén. Kisérleteink
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alapjan a fert6zés sordn a kiilonb6z6 ICS kezelések eltérd hatdssal voltak az IFN-y valaszra és
a chemokin termelésre, valamint a génexpressziora is.

Az IDO aktivitas a triptofan kimeriléséhez és igy a chlamydia szaporoddsanak gatlasahoz
vezethet sejttenyészetekben és egerekben. Ezenkivil az IDO aktivitdasa szdamos
tid6betegséghez kapcsolddik, beleértve a tlid6rakot is [408]. ICS-ben részesilé asthmas
betegeknél a kdpet IDO aktivitasa IL-10-fligg6 mddon fokozddott; az ICS-ek az IDO aktivitassal
parhuzamosan fokoztak a macrophagok IL-10 szekrécidjat, jelezve, hogy az ICS hasznalat IDO
aktivitast generalhat IL-10 termelés révén [409]. Eredményeink az IL-10 termelés jelent6s
novekedését is jelzik az FP beadasa utdn fert6zott egerekben; ezzel ellentétben, a BUD-nak
nem volt ilyen hatdsa. Mivel koztudott, hogy az FP in vivo névelheti az IL-10 helyi szekréciéjat
[410], arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a megfigyelt IDO aktivitds szarmazhatott az IFN-
y és akar az IL-10 hatasabdl is. Ezen tul kisérleteink eredménye szerint az FP-vel kezelt egerek
szignifikdnsan t6bb IL-17A-t termeltek C. pneumoniae fert6zést kovetéen, mely arra utalhat,
hogy az IL-17A fokozott termel6dése is hozzdjarulhat a C. pneumoniae gatlasdhoz, amint azt
egy korabbi tanulmany is kdzolte, az IL-17A szinergizalhat az IFN-y-val és igy szerepet jatszhat
a chlamydia fert6zés eliminaldsaban [411].

Végiil elemeztiik a GR és a VDR proteinek kddolasaért felelés gének relativ expressziojat, és
azt taldltuk, hogy az FP kezelés szignifikansan novelte a VDR expressziét a kontroll és a BUD
kezelt egerekhez képest. A VDR a chlamydia fert6z6tt egérsejtek egyik erésen alulszabalyozott
transzkripciés faktora [316], ami arra utal, hogy a kisérletlinkben megnovekedett VDR
expresszio az egerekben az FP hatdsdnak koszonhet6. Ez az eredmény felveti annak
valdszinliségét, hogy az FP jétékony hatdsa a VDR aktivalasabdl is eredhet; egy kordbbi
tanulmany bebizonyitotta, hogy a csokkent VDR aktivitas magasabb chlamydia mennyiséggel
jar atiuddében [412]. A D-vitamin szerepet jatszik a bakterialis fert6zések visszaszoritasaban, és
szamos hatdsa van az adaptiv és velesziletett immunitds moduldlasaval a bakteridlis
fert6zések eradikalasaban [413]. Ezért eredményeink felvetik annak lehet&ségét, hogy az FP
tdmogatja a VDR funkcidkat, amelyek aztan tovabb befolyasolhatjak a cytokin és chemokin
termelést. Kisérleteink alapjan fontos lenne az ICS hasznalat és a VDR aktivitas kozotti
kdlcsonhatas tovabbi vizsgalata, mivel a D-vitamin kiegészitése széles korben ajanlott
asthmaban.

A HEC hatdsa a kiilonb6zé C. trachomatis szerotipusok szaporoddsdra in vitro és in vivo
rendszerben
A HEC egy altalanosan hasznalt gélesits6 szer, amely megtalalhaté f6 komponensként a sikositd

anyagokban és a terapids gélekben egyarant [414][180]. Annak tisztdzasara, hogy a HEC milyen
hatdssal lehet a chlamydia atvitelére, szaporoddsdra, megvizsgaltuk hatasat a C. trachomatis
D és E szerovariansok tekintetében. A cervicovagindlis kornyezet utanzdsa céljabdl vaginalis
kozeget szimuldalo folyadékot (szimulanst) hasznaltunk a HEC higitdsara és a C. trachomatis EB-
k inkubalasara. A hiivelyvaladék szimulans pH-jat 4.2-re vagy 7-re allitottuk be, hogy utanozzuk
a vaginalis kdornyezet normal és megemelkedett pH-jat. A 66. dbra a chlamydia szaporodas
HEC-koncentraciétdl fligg6 fokozddasat mutatja. A C. trachomatis D szaporoddsanak
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maximalis novekedése 23.7-szeres volt a maximalis 1.5 tomeg/térfogat% HEC
koncentracional. Erzékelhets, de nem szignifikans replikaciét fokozé tendencia jelentkezett
0.188 tomeg/térfogat% HEC koncentracidig (pH 4.2) (66A abra). A HEC pH 7-nél jelentsen
fokozta a chlamydia szaporoddsat, 13.8-szoros novekedéssel 1.5 tomeg/térfogat%
koncentracié mellett (66B abra). Erdekes, hogy a C. trachomatis E szerovarians esetében a
szaporodas maximalis novekedését (22.25-sz6ros és 26.1-szeres pH=4.2-, illetve 7-nél) a
masodik legmagasabb HEC-koncentracional (0.75 tomeg/térfogat%) figyeltik meg, amely jelzi
az eltéré HEC-EB kolcsdnhatast a szerovaridnsok kozott (66A,B dbra). A qPCR eredmények
validdlasa céljdbol ChlamyCount moddszerrel elvégeztilk a chlamydia inkluzié szamlalast
pH=4.2 vagy 7 értéken 1.5 tomeg/térfogat% és 0.75 tomeg/térfogat% HEC koncentracidknal a
vizsgdlt két szerovarians esetében. Az inkluzidé szamok hasonlé, bar kevésbé intenziv
novekedés fokozédasat mutattak, mint a qPCR mddszerrel végzett chlamydia genom mérések,
a D szerovarians esetében 5.9-6.5-sz0r0s, az E szerovaridnsnal pedig 5.95-6.05-sz0r0s
novekedés volt észlelhet6 (66C abra). Ez a kiilonbség valdszinlileg annak kdszonhetd, hogy a
ChlamyCount a chlamydia inkliziék szdmat, mig a qPCR az inkluzidk bakteridlis genom
tartalmat méri. Az egérkisérletekb8l szarmazé in vivo adatok is kimutattak, hogy a HEC
szignifikdnsan megndveli a C. trachomatis D szerovarians novekedését az allatok genitalis

traktusaban, miszerint 2.57-szeres novekedést mértiink 3 nappal a fertG6zés utan (66D abra).
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66. abra A HEC hatdsa a C. trachomatis D és E szaporoddsdra in vitro és egér modellben. A HEC hatdsa a C.
trachomatis D és E szaporoddsdra Hela229 sejtkulturdban pH 4.2 (A) és pH 7.0 (B) esetén. A qPCR-rel
meghatdrozott genom mennyiség validdldsa automata ChlamyCount modszerrel (C). HEC-cel kezelt és nem kezelt
egerek cervicovagindlis mintdjdbdl visszatenyészthetd C. trachomatis D mennyisége. Az adatok dtlagok+SD,
*P<0.05;, **P<0.01.

141



dc_1937 21

A HEC C. trachomatis szaporoddasdra gyakorolt hatdsat vizsgdld kisérleteink eredményei
kiilonboznek Sater és mtsai. eredményeitdl, akik a C. trachomatis L2 lymphogranuloma
venereum torzset alkalmaztdk kisérletiik soran, és abban a HEC koncentraciétdl és pH-tol
flggd gatld hatdsat mutattak ki a chlamydia in vitro névekedésére [415]. A két vizsgalat kozott
azonban fontos kilonbségek vannak, az egyik, hogy csoportunk olyan komplex puffert
hasznalt, amely jobban utanozza a vagindlis valadék fizikai-kémiai tulajdonsagait. A masik,
hogy az altalunk megfigyelt névekedés fokozé hatas 0.75-1.5 tomeg/térfogat% (7500-15 000
ug/ml) HEC koncentracioknal nyilvanult meg, amelyek a hlvely gélekben gyakoriak [180],
[416], mig Sater és csoportja szignifikdnsan alacsonyabb HEC koncentracidkat hasznalt (2—-200
ug/ml), valamint az L2 szerotipus (mely az LGV kérokozdja) helyett csoportunk a joval
gyakoribb D és E urogenitalis szerotipusokat haszndlta a kisérletek soran. Mig a C. trachomatis
D és L2 kozott a genetikai kilonbségek kisebbek [417], a fenotipusos kilonbségek a két
szerotipus kozott nagyok. A masok altal vezetett vizsgalatok azt mutattak, hogy korai
kdlcsonhatasuk az epithelidlis sejtekkel eltéréek [418], pl. a gazda hdmsejtek centrifugdlasa és
dextran el6kezelése noveli az urogenitdlis C. trachomatis szerotipusok fert&zési
hatékonysagat, de nincs hatdssal az L2 szerotipusra. Ezen tulmenden az E szerotipus fertézés
a heparintdl fliggetlen, mig az L2 szerotipus fert6zés erGsen fligg a heparintél [419]. Mivel a
HEC valdszinlleg befolydsolja a korai interakcidkat az EB-k és a gazdasejtek kozott, ez a hatas
eltérhet a LGV és az urogenitalis szerovaridnsok kozott.

Osszefoglalds

Munkank eredményeként az alabbi Gj megallapitasokat tettiik ebben a témaban:

1. Kimutattuk, hogy az altalunk vizsgalt 11 NCR peptid kozll 7 anti-chlamydias
hatdssal rendelkezik.

2. Azonositottuk a GroEL fehérjét, mint az anti-chlamydias hatassal bir6 NCR247
peptid kotéséért felel6s ligandot.

3. Kisérletileg igazoltuk, hogy a mukolitikumként gyakran haszndlt NAC in vitro és in
vivo egerekben is fokozza a C. pneumoniae szaporodasat.

4. lgazoltuk, hogy in vitro a NAC fokozza a C. pneumoniae kot6dését a gazdasejthez
és ezaltal elGsegiti a szaporodasat.

5. Bizonyitottuk, hogy az Ax in vitro csokkenti a C. pneumoniae szaporoddsat bizonyos
koncentracidoban, viszont a human ddzisnak megfelel6 koncentraciéban
alkalmazva nem befolydsolja a C. pneumoniae szaporodasat az egerek tlidejében.

6. Megallapitottuk, hogy az asthma kezelésében hasznalt FP, ellentétben a BUD-dal
in vitro és in vivo is csokkenti a C. pneumoniae szamat, mely 6sszefliggésbe hozhato
az altala indukalt cytokinek termelédésével.

7. lgazoltuk, hogy a gél képz6ként haszndlt HEC fokozza a C. trachomatis D és E
szerovariansok szaporoddsat in vitro, valamint az D szerotipus szaporoddsat in vivo
intravaginalisan fert6zott egerekben is.
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4.6. A CMV fertOzést kisérd cellularis és humoralis immunvalasz

A HCMV okozta congenitdlis karosoddsok valamint a primer illetve reaktivaldédo
virusfert6zések megakadalyozasara sziikség lenne egy az immunszupprimalt emberek részére
is adhato vakcindra. A virusfertézések, igy a CMV elleni kiizdelemben kiemelkedd szerepet
jatszik a szervezet cellularis immunvalasza. Kisérleteink sordn ennek vizsgalatara egészséges
véradok CMV specifikus CTL aktivitasat, valamint a kilénféle CMV antigént kifejez6 DNS
vakcindra kialakult immunvalaszt tanulmanyoztuk egér modellben.

Ebben a témdban az aldbbi kérdésekre kerestiik a vdlaszt:

1. Milyen szazalékban mutatnak HCMV IE1-exon4, pp65, ppl50, gB és pp28 specifikus
CTL aktivitast az egészséges véradok?

2. Milyen MHC molekuldk képesek prezentalni az altalunk vizsgalt HCMV antigéneket?

3. Milyen fenotipussal rendelkeznek az altalunk vizsgalt HCMV antigének felismerésére
képes CTL-ek?

4. Van-e hatdsa a bupivakain el6kezelésnek a teljes hosszisagl membrankotott (pVR-
gB) vagy a szekretdlt (pVR-gBAtm) gB-vel DNS-immunizalt egerekben kialakult
ellenanyagvalaszra?

5. Befolyasolja-e az intramuscularis oltds moddja az alkalmazott pVR-gBAtm altal
kivaltott immunvalaszt egérben?

6. Milyen hatassal van a gB alegység (protein) emlékeztet6 (booster) oltds a gB
szekretalt formajaval (pVR-gBAtm) DNS-immunizalt egerek antitest vdlaszara?

7. Indukalddik-e a pVR-pp65 plazmiddal DNS-immunizalt egerekben CTL vdlasz; és az
IFN-a hogyan befolyasolja a pp65-specifikus CTL és gB-specifikus antitest valaszt?

A CMV IE1-exond, pp65, ppl50, gB és pp28 specifikus CTL valasz egészséges véraddkban

A kisérletbe bevont CMV szeronegativ donorok nem mutattak CTL aktivitast CMV antigének
ellen. A szeropozitiv egyének 92%-a mutatott pp65, 76%-a IE1-exon4 specifikus CTL aktivitast,
mig a donorok csak 33%-a rendelkezett pp150 és 30%-a gB specifikus CTL kapacitassal. Az
altalunk vizsgalt szeropozitiv donorok nem mutattak aktivitast a pp28 antigénnel szemben a
CTL tesztben. A donorok kozil 2 egyén 3 antigénre (pp65, IE1-exon4, ppl50), 9 egyén 2
antigénre, 6 pedig 1 antigénre mutatott CTL aktivitdst a vizsgdlatok soran. Ezen utdbbi
csoportbdl 2 csak IE1-exon4 antigénre reagalt, és a donorok CTL profilja a vizsgalt 27 hénapos
periddusban stabil maradt. A donorok erés CTL aktivitasa a pp65 és IE1-exon4 antigének ellen
korrelalt a CTL-ek prekurzor frekvencidjaval. A prekurzor CTL-ek szdmanak meghatdrozasara
higitasos mddszert alkalmaztunk, melynek eredményeként az egyik donor esetében egy millié
PBMC-re szdmitva az |IE1-exon4 specifikus prekurzor CTL-ek szdma 566/10° PBMC, a pp65
esetében pedig 699/10° PBMC volt. Mas donorok esetében is hasonld eredményeket kaptunk.
Annak vizsgalatara, hogy a stimulalt effektor CTL-ek milyen MHC restrikcié ald esnek a CTL-
eket részlegesen HLA azonos (matched) és kilonb6z6 HLA molekuldt hordozé (mismatched)
targetekkel hoztuk 6ssze, melyek kiilonb6z6 HCMV antigéneket fejeztek ki. Kisérleteink soran
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a H-36-os donor magas pp65, IE1-exon4, és pp150 specifikus aktivitdst mutatott. Esetében a
pp65-specifikus Olés a HLA-A2 molekula jelenlététél fliggott, ugyanis csak azokat a target
sejteket (részlegesen matched) tudta lizalni, melyek kifejezték a HLA-A2 molekuldt. Hasonld
eredményre jutottunk az IE1-exon4 antigén esetében is, vagyis a HLA-A2 molekulat hordozé
target sejtek esetében kaptunk lizist. A pp150 specifikus lizis viszont az eredményeink alapjan
a HLA-A3 jelenlététdl fuggott. Tovabbi MHC restrikcios kisérleteink soran megallapitottuk,
hogy a pp65 prezentacio Al, A2, A28, A68, B7 és B12/44; az IE1-exon4 A1, A2, A3, B7, BS, B18,
B70; a ppl50 prezentalasa pedig A3 és B14 restrikcid ala esik. Az effektor sejtek deplécidjat
(anti-CD4, anti-CD8 vagy mindkett6 ellenanyagot haszndlva) kovet6 citotoxicitasi vizsgalatok
szerint a pp65 specifikus 6lésben a CD8* fenotipusu, mig az IE1-exon4 specifikus lizisben mind
a CD4*, mind a CD8* CTL-ek részt vettek. A korabbi vizsgalatok alapjan a HCMV dominans
antigénje, melyek kivaltja a specifikus CTL-ek képz&dését, a pp65 [420] [421]. Az, hogy a CTL-
ek felismerik az exogén Uton bejutott pp65 antigént megerdsiti, hogy a specifikus CTL-ek a
virussal fert6zo6tt sejten is hatnak kozvetlenil a fert6zés utan, még miel6tt megindulna a virus
szaporodasa, a virion 0sszeépllése. A kisérletiinkbe bevont 26 szeropozitiv donor koziil 24
rendelkezett pp65 specifikus CTL-ekkel. A pp65 specifikus CTL-ek ubikvitasa a természetes
uton HCMV-vel fert6zottek korében azt sugallja, hogy a pp65 epitépot sokféle HLA molekula
prezentdlja. Kordabban mar leirtak, hogy a HLA-B35, A2, B7, B8 és a B35 képes prezentdlni
[420], a sajat eredményeink szerint részleges ,mismatched” rendszert hasznalva a kovetkezé
HLA molekulak képesek a pp65 epitdpok prezentdlasara: Al, A2, A28, A68, B7 és a B12/44. A
pp65 mellett kisérleteink alapjan az IE1-exon4 antigén is fontos CTL targetnek bizonyult. Az
IE1 szerepe viszont egy esetleges CMV alegység vakcinaban a kutaték szamara kérdéses, mert
a teljes IE1 protein transzaktivalé szereppel birhat, viszont az IE1-exon4 szegmense nem
rendelkezik transzaktivalé hatassal, de meg6rzi a CTL indukald képességet.

Vizsgalatunk kimutatta, hogy (1) az IE1-exon4 fehérje csaknem ugyanolyan elterjedt CTL
célpont, mint a pp65; (2) a gB és a pp150 specifikus CTL-ek a szeropozitiv donorok koérilbelil
egyharmaddban mutathatok ki; és (3) a pp28 nem immundominans CTL célpont. Ezek az
eredmények, valamint a HCMV protein specifikus CTL-ek fenotipusanak, valamint tovabbi
prezentdld HLA molekuldk azonositdsa adatokkal szolgalt a CMV fert6zésre kialakult
immunvalasz jobb megismeréséhez, valamint hozzajarulhat egy olyan vakcina
kifejlesztéséhez, mely effektiv CTL-eket indukal mind az aktiv fert6zés ellen, melyben nem
strukturdlis és strukturalis fehérjék is kifejez6dnek, mind pedig latens fert6zést kovetd
reaktivaciokor, amikor a nem strukturalis antigének el6bb fejez6dnek ki, mint a strukturalisak.
Az a tény, hogy a CMV szeropozitiv dororok koziil 2 csak IE1-exon4 specifikus CTL aktivitast
mutatott, ravilagit arra, hogy esetiikben a kizardlag pp65 subunit alapu vakcina nem indukalna
megfelel6 immunvalaszt. Az altalunk tanulmanyozott CMV fehérjék (pp65, gB, IE-exon4)
napjainkban  kilonb6z6 platformu vakcindkban szerepelnek kilonb6z6 fazis 1-3
vizsgalatokban [182].

144



dc_1937 21

A bupivakain el6kezelés hatdsa a teljes hossziisagu membrankétott (0VR-gB) és a szekretalt
(pVR-gBAtm) gB-vel DNS immunizdlt egerekben kialakult ellenanyagvdlaszra

Korabbi vizsgalataink a CMV gB fehérje membrankotott vagy szekretalt formajaval, amelyeket
a teljes hosszUsagu vagy csonkolt gB gént tartalmazé pARC plazmidok expresszdltak, azt
mutattdk, hogy a csonka forma nagyobb ellenanyag vdlaszt indukal egerekben [422]. Jelen
kisérletinkben 7-10 CBA egeret oltottuk bupivakainnal 100 pug/100 pl dézisban, harom helyen
a quadriceps izomba, majd 1 nappal késGbb ugyan erre a helyre 50 pg VR-gB DNS-t oltottunk,
amely teljes hosszUsagu membrankotott gB-t vagy VR-gBAtm DNS-t (amely a szekretalt gB-t)
fejezte ki. Négy héttel kés6bb a VR-gB vagy a VR-gBAtm oltast megismételtiik azonos dozist
haszndlva, de bupivakain el6kezelés nélkiil. A szérummintdkat az elsé oltas utan 2 és 3
honappal vettiik. 2 honap elteltével a gB szekretdlt formaja szignifikdnsan magasabb
ellenanyagszintet, OD-t indukalt ELISA mddszerrel mérve, mint a membranhoz kotott forma
(atlagtSD: 1.4310.68 vs. 0.28+0.27, P<0.001) valamint a neutralizalé ellenanyag valasz is
magasabb volt. Erdekes médon nem volt korrelacié a neutralizald titerek és az OD kdzott
néhany szérumban, az eltérés oka lehet pl. az in vivo transzfektalt sejtek altal termelt gB tercier
strukturdjanak egyedi kilonbségei vagy az eltéré ellenanyag érés is. Hasonld eltéréseket
mutattak a neutralizalé és az ELISA titerek a masok altal elvégzett vizsgalatokban is [423]. A
bupivakain el6kezelést kilonféle plazmid DNS konstrukcidkkal, koztlik a HIV-1 és hepatitis E-
plazmid konstrukcidkkal végzett immunizalds soradn alkalmaztak, és ugy gondoltak, hogy
fokozza az immunvalaszt az izomrostok szelektiv elpusztitdsaval, amelyet a mitotikusan aktiv
sejtek populdcidjanak novekedése kisér, amit hatékony DNS felvétel és a bejuttatott idegen
gén expresszidja kovet [424], [425]. Kisérleteinkben azonban a bupivakain elGkezelés nem
novelte a valaszadd egerek szamat, illetve az ELISA vagy neutralizdld ellenanyag titereket
barmelyik gB format alkalmazva sem. S6t, a bupivakain el6kezelés csokkentette az ELISA és a
neutralizald ellenanyagok titerét, amelyeket a gB szekretdlt formdja indukalt (pVR-gBAtm).
Nem vildgos, hogy a bupivakain el6kezelés utdn miért csokkent a szekretalt gB-re adott
ellenanyagvalasz, de az antigének immunogenitdsa eltérhet a helyi kornyezettél fliggéen. igy
minden tovabbi kisérletben bupivakain elGkezelés nélkil hasznaltuk a pVR-gBAtm-t DNS
immunizalasra.

Az intramusculdrisan alkalmazott pVR-gBAtm dltal kivdltott immunvdlasz egérben
Kisérleteink soran CBA egereket oltottunk 50 ug pVR-gBAtm-mel a quadriceps izomba, 1 vagy
3 helyre elosztva. Az oltast 3 hdonappal kés6bb megismételtiik ugyanezzel a dézissal és oltasi
modszerrel. Az ELISA-ban OD-vel mért ellenanyag valasz minden vizsgdlt id6pontban (1., 3.
honap és 3. hdnap+3. hét) magasabb volt azokban az egerekben, amelyeket a quadriceps
harom helyén oltottuk 6sszehasonlitva az egy helyen oltott egerek eredményeivel (P <0.05, 1
hdnappal az oltast kovetSen). A tobb helyen végzett oltdsok novelik az antigén felvételének
és annak a periférids immunszervekbe juttatdsanak lehetGségét a monocytdk és a rezidens
csontvelGi eredet(i antigénbemutatd sejtek altal.
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A gB alegység (protein) emlékezteté (booster) oltds hatdsa a gB szekretdlt formdjaval (pVR-
gBAtm) immunizdlt egerek antitest vdlaszdra

A plazmid DNS-sel tortént alapimmunizalast kovet6en alkalmazott alegység protein,
emlékeztetd oltas magas titer(i és tartds ellenanyagvalaszt indukalt kiilonb6z6 antigénekre,
pl. a HIV | tipusu envelop [426] és a Plasmodium falciparum antigén esetén is [427]. Az
influenzavirus hemagglutinin-glikoproteinnel végzett DNS immunizaldas azonban nem
igényelte a fehérje booster (emlékeztetd) oltast a magas titer(i és tartds ellenanyagvalasz
eléréséhez, jelezve az antigének kozotti, vagy a plazmid-DNS-ek altal in vivo kifejezett
fehérjekoncentraciok kozotti kulonbségeket [428]. Annak meghatarozasara, hogy a gB
alegységgel végzett emlékeztetd oltds fokozhatja-e a pVR-gBAtm-mel beoltott egerekben
indukalt ellenanyag mennyiségét, perzisztencidjat és neutralizalé aktivitasat, és hogy az
egerek genetikai hattere befolyasolja-e az ellenanyagvdlaszt az elsGdleges oltast kovetben,
BALB/c és CBA egeret oltottunk be 50 ug pVR-gBAtm-mel a quadriceps izomba tébb helyre,
két alkalommal, négyhetes intervallumokban, és a 6. vagy a 9. hdnapban 1 ug alegység gB
proteinnel boostereltiik az allatokat. A kontroll egereket hasonléan immunizaltuk nem
relevans pVR-pp65-tel és a kés6ébbiekben gB proteinnel boostereltik 6ket. A szérummintakat
kilonb6z6 id6pontokban vettiik. Amint az a 67. abran lathato, a pVR-gBAtm-mel oltott BALB/c
egerek szérumanak atlagos OD értéke 1.45+0.58 volt a mdasodik oltds utani 3. héten, dm ezek
az értékek fokozatosan csokkentek (0.88+0.25 a 6. hénapra és 0.354+0.047 a 10 hénapra).
Ugyanakkor azokban a BALB/c egerekben, amelyek a 6. honapban kaptak gB booster oltast,
szignifikdnsan novekedett az ellenanyagszint (OD: 2.841+0.343) a szérumban, szemben az OD
0.756+0.186 (6. hé+3. hét) értékkel a boostert nem kapott egerekben (P<0.001). A 9.
honapban adott emlékezteté oltds utdan 5 héttel az OD 1.975+0.530 volt a szérumokban,
szemben a nem boosterelt egerek OD 0.354+0.047 értékeivel (P<0.01). Az 6sszes VR-gBAtm-
mel immunizalt egér szérumaban a vizsgalt id6pontokban kimutathatd volt a gB specifikus
ellenanyag termelés. Az immunizalt, majd a 6. hénapban booster oltast kapott, és ezt
kovet6en 3 héttel megvizsgalt egerekben a neutralizalé titer 1:146, mig a booster oltast nem
kapott egerekben a titer 1:16 volt. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a pVR-gBAtm
szignifikdns antitestvalaszt indukalt, amely elérve a platét lassan csokken az idé mulasaval, de
az els6 oltds beadasa utdn 6-9 hénappal alkalmazott gB alegység oltds a plato szint folé képes
emelni azt. A priming hatds gB specifitasat az jelzi, hogy a pVR-pp65 DNS immunizalt
egerekben a gB specifikus ellenanyagtermel6dés fokozasasa nem ment végbe (67. abra).
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67. abra. A gB protein booster hatdsa a pVR-
3 /{._' gBAtm dltal indukdlt IgG ellenanyagvdlaszra.
Sl Az egereket kétszer immunizaltuk pVR-gBAtm

/ plazmiddal (—) és 6 honap (— - —) illetve 9 hénap

(- =) mdlva boostereltiik gB proteinnel. A
kontroll egereket pVR-pp65 plazmiddal DNS
immunizdltuk és a 6. hdnapban boostereltiik gB
proteinnel (-++--:). Az dbradn jelélt id6pontokban
szérumot nyertiink és az gB specifikus
ellenanyagokat ELISA mddszerrel mutattuk ki.

1hé  1hé+3hét 6hoé 6ho+3hét  9hé 9hé+5hét , o pa
Az elsé oltas (priming) utan eltelt id6 Az adatok atlagOt +2XSD't]eIO/nek'

A BALB/c egerekbdl nyert szérumok IgG altipusainak ELISA vizsgalata soran kiderilt, hogy a
szérumok IgG1-tartalma joval magasabb volt, mint az IgG2a-tartalom. Az el6zetes kisérletek
soran megfelel6 szérumhigitasokat valasztottuk (1:1350 az IgG1 és 1:50 IgG2a vizsgalatokhoz),
igy a szérum tobbségének OD értékei a vizsgdlatban 3.00 alatt voltak. Az adatok azt mutattdk,
hogy a primer pVR-gBAtm oltas indukalta az IgG1 altipus termel6dését (az atlagos OD:
1.5440.6 1. hdénap+3. héten és 0.88+0.36 a 6. hdénapban). A kialakult 1gG1 szintet a gB
emlékeztetd oltas fokozta [atlagos OD: 2.740.23 a 6. hdnap+3. héten (P<0.001)], és az atlagos
IgG1 OD 2.7+0.4 a 9. hdénapban (P<0.01 a boosterelt és nem boosterelt egerek esetében,
valamint a pVR-pp65-tel oltott és gB alegységgel boosterelt egerek esetében (68A dbra)). Ezek
az eredmények megegyeznek a pARC-gB680-nal végzett immunizalas altal kivaltott magas
IgG1 szinttel, amely a gB csonkolt, szekretalt formajat fejezi ki [422]. A VR-gBAtm oltas
alacsony 1gG2a antitestek szintet (68B abra) indukalt (atlagos OD: 0.64+0.32 és 0.83+0.4 az 1.
hdonap+3. héten és a 6. hdnapban). Ezek a szintek emelkedtek a gB alegységgel végzett
emlékeztetd oltdst kovetben (atlagos OD: 1.84+0.77 a 6. hénap+3. héten, és 2.08+0.7 a 9.
honapban, P<0.01 a boosterelt és nem boosterelt csoportok 6sszehasonlitdsakor). A
kontrollként pVR-pp65 DNS-sel oltott egerekben a gB alegység booster utan nem indukalédtak
lgG2a antitestek (68B abra).
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A 3 * A 68. abra. A gB protein booster hatdsa a pVR-gBAtm
i —?‘— - plazmid dltal indukdlt IgG szubtipusokra. A: IgG1
€© z szubtipus. B: 1gG2a  szubtipus.  Egereket
2| © " immunizdltunk majd az dbra tengelyén ldthatd
a @ A idépontokban szérumot nyertiink és gB specifikus
o' 2 _=_ ellenanyagot mértiink ELISA mddszerrel. (O) és (A)
) P AN | 2x pVR-gBAtm oltott; (A) 2x pVR-gBAtm és a 6.
a ) - hénapban gB boosterelt; (0) 2x pVR-pp65 oltott; @)
| QP A o 2x pVR-pp65 oltott és a 6. hdnapban gB boosterelt
o =& . + egerek. A jelek individudlis egerek szérumainak IgG1
és IgG2a OD értékeit mutatjdk.
B
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: — A
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1h6+3hét 6hé  6ho+3hét 9ho
Az elsé oltas (priming) utén eltelt idé

A teljes IgG ELISA eredményei nagyon hasonld OD értékeket mutattak a CBA egerekbdl nyert
szérumokban jelezve, hogy az immunizalt egerek genetikai hattere nem befolydsolta a gB
specifikus antitestek kialakuldsat. A CBA egerekbdl szarmazd szérum virusneutralizald titer
(69. abra) az emlékeztetd oltas utdn korilbelll négyszeresére ndvekedett a 6. hdnapban, a 9.
hénapban pedig hatszorosdra (GM titer 1:170 vagy 1:250, 6sszehasonlitva a nem boosterelt
egerek 1:40 értékével ugyanezen id6pontokban). A neutralizalé titer alacsony maradt (1:30) a
9. hdénapban azokban az egerekben, amelyeket kontroll pVR-pp65-tel oltottunk és gB
alegységgel boostereltiink. Az egerekben a pVR-gBAtm alapoltds és a gB boostert kovetd
ellenanyagvalasz eredményei 6sszhangban allnak a HIV burok fehérje ,prime-boost” kisérlet
eredményeivel [428], valamint az el6zetes canarypox-gB oltast kovets gB emlékeztet oltas is
magas szekunder antitestvalaszt [429] eredményezett. A canarypox-gB prime oltds/gB booster
protokoll direkt Osszehasonlitdsa az altalunk alkalmazott pVR-gBAtm prime/gB booster
kisérlettel nagyon hasonld koté és neutralizdlé antitestvalaszokat mutatott, ami arra utal,
hogy mindkét protokoll alkalmas lehet emberben immunizalasra. IgG izotipusprofil
tekintetében viszonylag magas IgG2a antitest szintet mértiink a pVR-gBAtm-mel
alapimmunizalt egerekben a gB-boostert kbvetSen, viszont kontroll plazmiddal oltottak és gB-
fehérjével boosterelt egerekben az ellenanyag szint nagyon alacsony volt hasonléan a
canarypox-gB prime/gB boost protokollal tapasztalthoz [429], jelezve, hogy a pVR-gBAtm-mel
torténd priming az IgG altipusokat is meghatdrozza még az emlékezteté oltds utdn is. Az
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egerekben 1év6 I1gG2a antitestek feltételezhet6en a Thil tipusu vdlasszal vannak kapcsolatban,
jelezve az aktivalt T helper sejtek fontossdgat a CTL-ek szamara [430].

69. abra. A gB protein booster oltds

_.§ 90 7 hatdsa a pVR-gBAtm dltal indukdlt
Eﬂ 250 - neutralizalo ellenanyagvdlaszra CBA
g 200 - egerekben. (O): 2x pVR-gBAtm
2 oltott; (0): 2x pVR-gBAtm oltott és gB
o 150 1 boosterelt a 6. hénapban; X: 2x pVR-
:T% 100 - pp65 oltott; (A): 2x pVR-pp65 oltott
% 50 - és a 6. hdnapban gB boosterelt
2 egerek széruma. Az dbra az egerek

0 T T T T 1 neutralizald titerének GM-jét

1hé 1h6+3hét 6h6  6hé+3hét  9hé mutatja a jelzett id6pontokban.

Az elsé oltas (priming) utan eltelt idé

PVR-pp65 plazmiddal immunizalt egerekben kialakult CTL vdlasz; az plIFN-a hatdsa a pp65-
specifikus CTL és gB-specifikus antitest vdlaszra

A CTL indukciéhoz sziikséges ddzis meghatarozdsa céljdbdl 10 egérbdél allé6 csoportokat
oltottunk be a quadriceps izomba, tobb helyre, két alkalommal, 10 hetes intervallumokban, 1,
12, 25 vagy 50 ug pVR-pp65 plazmidot alkalmazva, majd az elsé oltdst kovet6en 10-14 héttel
feldldoztuk Gket. A Iépsejteket CTL-ek aktivitasanak vizsgdlatara hasznaltuk. A CTL valaszt add
egerek szama egyértelmlen mutatta a pVR-pp65 dozisfiiggését, mivel 1 ug plazmid nem
indukalta a CTL-ek kialakuldsat egyetlen egérben sem, mig 12 ug plazmid 10 egérbdl 4-ben, a
25 és 50 pg 10/5 és 10/6 egérben indukalt CTL vélaszt. Egy korabbi vizsgalatban [422]
kimutattak, hogy a pARC-pp65 80 ug dozisban az egerek kb. 50%-aban indukalja a CTL-ek
kialakulasat. A naiv CD8* és CD4* T-sejtek akkor aktivalédnak, amikor T-sejt receptoruk
megtaldlja a megfelel6 peptid/MHC komplexet az APC felilletén. A T-sejtek aktivalasat
megnovelhetjik az MHC-I, 1l és a ko-stimulalé molekuldk szintjének novelésével a CD8*, CD4*
T-sejtek és APC-k fellletén. Az IFN-a aktivdlja az érett dendritikus sejtekre jellemz6
morfoldgiai valtozasokat in vitro, tovabba az | és Il osztalyd HLA antigének magas szint(
expressziojat, jelezve, hogy az IFN-a fontos szerepet jatszik az antigénprezentdlé DC-k
fejlédésében [431]. Ezzel szemben az I. tipusu IFN-okrdél (IFN-a és -B) kimutattak, hogy
csokkentik az IFN-y altal indukalt MHC-II expressziét [432], és gatoljak mind az IL-12-fliggd,
mind a flggetlen Th1 cytokin termelést, és a Thl sejtek fejl6dését dendritikus sejt/T-sejt
tenyészetekben [433]. Ezért megvizsgaltuk, hogy az IFN-a-t kédold plazmid-DNS egyidej(i
alkalmazasa fokozhatja-e az antigénekre adott immunvalaszt, amelyet egy masik plazmid
expresszal. A kisérlet soran csoportonként BALB/c egeret oltottuk be két alkalommal 1, 12, 25
vagy 50 pug pVR-pp65-tel 10 hetes id6kdzonként, 12, 25 vagy 80 pug plFN-a-val vagy 25 ug
kontrollplazmiddal egyiitt (pARC). Az egereket az elsé oltas utdan 10-14 héten feldldoztuk, és
a lép sejtjeit CTL tesztben vizsgaltuk. Az eredmények a pp65 erds immunogenitdsat mutattak,
25-50 pg pVR-pp65-tel immunizalt egerek kb. 50% -dban CTL valasz indukalédott, ugyanakkor
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a pp65-specifikus CTL valaszt mutatott egerek szama nem noévekedett a pVR-pp65-tel és a
pIFN-a-val egyiitt oltott csoportokban, sem a pARC kontroll plazmiddal oltottakban. Erdekes
viszont, hogy mindegyik csoportban nagyobb szamid egér mutatott pp65-specifikus
ellenanyagvalaszt ELISA-val meghatdrozva, mint a CTL valaszt. Ezek az adatok azt mutatjak,
hogy az egyéni kiilonbségek nemcsak az ELISA tesztben kimutatott és a neutralizald
ellenanyagok kialakuldsdban vannak a pVR-gBAtm-mel vagy pVR-gB-vel végzett immunizalast
kdvetéen, hanem a pp65 specifikus ELISA ellenanyagok és a CTL valaszok kialakuldasaban is
mutatkoznak. A pp65-specifikus ellenanyagok jelent6sége a HCMV elleni immunitdsban nem
egyértelmd. Annak meghatdrozasara, hogy az IFN-a befolyasolhatja-e a gB-specifikus antitest
indukciot, BALB/c egereket oltottuk be kétszer, 8 hetes intervallumokban 1, 12 vagy 25 ug
pVR-gBAtm-mel (az elGzetes kisérletek az antitestvalasz platéjat 25 pg-nal nagyobb dézisoknal
jelezték) kombindlva a pIFN-a-val (12, 25 vagy 50 pg). Kontrollként 10 egeret oltottunk be
ugyanolyan dézisu pVR-gBAtm-mel és pARC-vel. A szérumot az elsé oltds utdn kiilonb6z6
id6pontokban nyertiik, és ELISA-val vizsgdltuk gB specifikus ellenanyagok jelenlétére. Az
eredmények azt mutattak, hogy a gB-specifikus teljes IgG OD-értékei nem valtoztak, ha 1 vagy
25 ug pVR-gBAtm-et kilonféle pIFN-a-ddzisokkal koinokulaltuk. Ugyanakkor 12 ug VR-gBAtm
és 12 ug plFN-a egylittesen novelte a szérumok 6ssz IgG OD értékét az 6sszes idG6pontban, bar
a novekedés az elsé oltas utan csak a 7. és 12. héten volt statisztikailag szignifikans. 12 pug pVR-
gBAtm-mel és 25 vagy 50 ug pIFN-a-val beoltott egerek széruma mérsékelt, de statisztikailag
nem szignifikans névekedést mutatott az 6ssz IgG OD értékben Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a pIFN-a és a VR-gBAtm egylttes alkalmazdasa bizonyos ddzisokban fokozza a
specifikus antitest vdlaszt. Mivel az egerekben jelenlevé IFN-a dozis kritikus lehet az
ellenanyag vagy a CTL indukcié fokozdsaban, tovabbi vizsgdlatokra van sziikség a pIFN-a
alacsonyabb vagy magasabb ddzisanak alkalmazdasaval. Az egérkisérletben leirt eredményeink
fontos adatokkal szolgdlnak a CMV pp65 és gB protein altal indukdlt immunvalasz jobb
megértéséhez, a DNS-immunizaldas mddjanak optimalizalasahoz, valamint az egymas utan
hasznalt kiilonb6zé alapu vakcinak immunvalaszt fokozé hatasaval kapcsolatban, melynek a
jelenleg is folyd SARS-CoV-2 jarvany elleni vakcinacids stratégidkban is nagy jelent&séget
tulajdonitanak [434].

Osszefoglalds
Munkank eredményeként az alabbi Gj megallapitasokat tettiik ezen témdaban:

1. Vizsgdlatunk kimutatta, hogy az IE1-exon4 fehérje csaknem ugyanolyan elterjedt CTL
célpont, mint a pp65. A gB és a pp150 specifikus CTL-ek a CMV szeropozitiv donorok
korulbellil egyharmadaban mutathaték ki; a pp28 nem immundomindans CTL célpont.

2. MHC restrikcids kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a pp65 prezentacid Al, A2,
A28, A68, B7 és B12/44; az IEl-exond Al, A2, A3, B7, B8, B18, B70; a ppl50
prezentalasa pedig A3 és B14 restrikcio6 ala esik.
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3. A citotoxicitdsi vizsgalatok szerint a pp65 specifikus 6lésben a CD8* fenotipusu, mig az
IE1-exon4 specifikus lizisben mind a CD4*, mind a CD8* CTL-ek részt vehetnek.

A bupivakain el6kezelés nem fokozta a pVR-gBAtm DNS vakcinank hatékonysagat.

5. Azellenanyagvalasz minden vizsgalt id6pontban magasabb volt azokban az egerekben,
amelyeket a quadriceps harom helyén oltottuk 6sszehasonlitva az egy helyen oltott
egerek eredményeivel.

6. A pVR-gBAtm DNS vakcinaval alapimmunizalt BALB/c egerekben, a gB alegység booster
oltas szignifikdnsan novelte a gB specifikus ellenanyagszintet.

7. Az alacsony dézisban alkalmazott pVR-pp65 DNS vakcina nem indukalta a CTL-ek
kialakuldasat egerekben, a magasabb ddzisban viszont az egerek felében CTL aktivitast
eredményezett, ugyanakkor a pp65-specifikus CTL-vdlaszt mutatott egerek szama nem
novekedett, ha a pVR-pp65-6t és a pIFN-a-t egylitt oltottuk, viszont a pIFN-a és a VR-
gBAtm egyuttes alkalmazasa bizonyos ddzisokban fokozta a specifikus antitest valaszt.

5. Az értekezés uj megallapitasai

1. Kimutattuk, hogy a C. pneumoniae fert6zés indukalja az IL-17A kifejez6dését mRNS és
protein szinten a fert6zott egerek tldejében és igazoltuk, hogy az IL-17A
termel6déséért nagyrészt a CD4* sejtek felel§sek. Bizonyitottuk, hogy az IL-17A in vivo
neutralizaldsa csokkent chemokin termel6déshez és neutrophil granulocyta
bearamldshoz, kovetkezményesen nagyobb mennyiségli visszatenyészthet6 chlamydia
hozamhoz vezetett. Megallapitottuk, hogy az ismételt Chlamydia fert6zések kései
szakaszaban fokozddik az IL-17E kifejez6dése mRNS és protein szinten, és ez a valtozas
él6 chlamydia jelenlétét igényelte.

2. A C. pneumoniae fert6zéses modellben leirtuk a baktérium DNS produkcidjanak
kinetikajat, mely nemcsak a tiid6ben, de a periférias vérben is nagy kdpiaszamban
szinte azonnal megjelent a primer és az ismételt fert6zések utan is, majd lecsdkkent a
fert6zés kései szakaszaban, viszont a C. pneumoniae DNS a tiidGben és a vérben még
sokaig perzisztalt az egerek egy kis hanyadaban. Igazoltuk, hogy az IgM ellenanyag a
reinfekcidk soran is Gjra megjelenik az egerek keringésében. Alacsony 1gG2a/IgG1
aranyt mértiink a primer fert6zést kovetéen, ezzel szemben magasabb 1gG2a/IgG1
aranyt a reinfekcidk utan, ez a primer fert6zés és a reinfekciod elkiilonitéséhez hasznos
markerként szolgalhat.

3. Bizonyitottuk, hogy a C. trachomatis szaporodik, bar eltér§ kinetikaval, és
megvaltozott génexpresszids mintazattal bél eredet(i Caco-2 sejtekben, valamint azt,
hogy ezen sejtekben a fert6zés alacsony szintli hBD-2 termelést eredményez, ami
hozzdjarulhat a pathogén gastrointestinalis tuléléséhez, valamint az onnan torténd
rekurrens genitalis fert6zésekhez.
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Bizonyitottuk, hogy az ApoB100only/LDLR”- egerek megfertézhetdk C.
pneumoniaeval, és a baktérium RNS-ének kimutatdsaval az aktivan metabolizalo
kérokozo jelenlétét igazoltuk az aortaban, valamint kimutattuk, hogy a fert6zés
fokozta az atherosclerosis progresszidjat normal diéta mellett.

Bizonyitottuk, hogy az exogén IFN-y emelte a természetes és az adaptivimmunitassal
kapcsolatos, valamint a direkt anti-chlamydids hatassal rendelkezé gének expresszidjat
chlamydia fert6zott egér epithel sejtekben, bizonyitottuk tovabbd, hogy a MIG/CXCL9
anti-chlamydids hatassal rendelkezik, és a hatasa fligg a koncentraciotdl, az id6tél és a
vizsgalt chlamydia torzstdl.

Kimutattuk, hogy a C. pneumoniae fert6zés indukdlja az egerek tiidejében a CXC
chemokinek expresszidjat, és igazoltuk, hogy a MIG/CXCL9 két6désért C. pneumoniae
60 kDa molekulasulyu proteinje felelds.

Génexpressziés, hisztopatoldgiai, funkciondlis valamint Jjn vivo neutralizacids
vizsgalattal is bizonyitottuk, hogy az IDO kifejez6dik és anti-mikrobidlis hatassal
rendelkezik chlamydia fert6zo6tt egerekben.

Kimutattuk, hogy a C. pneumoniae fert6z6tt DC szubpopulacié IFN-y termelésre
képes, viszont az nem befolydsolja a kérokozd szaporodasat a DC-kben.

Bizonyitottuk, hogy a chlamydia LcrE proteinnel tortént immunizdlasra az egerek
ellenanyag termeléssel reagdlnak, a humoralis immunvalasz mellett a T-sejtes vélasz is
aktivalédik, ami Alum adjuvdns alkalmazasaval is megtorténik. Megdllapitottuk
tovabba, hogy az LcrE vakcina protektiv hatassal rendelkezik az immunizalt egerekben.
Igazoltuk, hogy C. muridarum fert6zés soran pGP3 és pGP4 specifikus ellenanyagok és
T-sejtek képz6dnek egerekben, és megallapitottuk, hogy a kilénb6z6 genetikai
hattérrel rendelkez6 egerek a C. muridarum fert6zés soran kiilonb6z6 formdaban
ismerik fel a pGP3 chlamydia plazmid proteint.

Bizonyitottuk, hogy a rekombindns pGP3 és pGP4 proteinnel torténé immunizalas
protektiv, ellenanyag képz6déshez és cellularis immunvalaszhoz vezet az egerekben,
valamint, hogy ez utdébbi felel6s els6sorban a visszatenyészthet6 chlamydia
mennyiségének a csokkenésért.

Kimutattuk, hogy az altalunk vizsgdlt 11 NCR peptid kozil 7 anti-chlamydias hatassal
rendelkezik, azonositottuk a GroEL fehérjét, mint az anti-chlamydias hatassal bird
NCR247 peptid kotéséért felel6s ligandot.

Kisérletileg igazoltuk, hogy a mukolitikumként gyakran hasznalt NAC in vitro és in vivo
egerekben is fokozza a C. pneumoniae szaporoddsat, Bizonyitottuk, hogy az Ax in vitro
csokkenti a C. pneumoniae szaporodasat, viszont a human dodzisnak megfeleld
koncentracidoban alkalmazva nem befolydsolja a C. pneumoniae szaporodasat az
egerek tlidejében.

Megallapitottuk, hogy az asthma kezelésében hasznalt FP, ellentétben a BUD-dal in
vitro és in vivo is csOkkenti a C. pneumoniae szdmat, mely 6sszefliggésbe hozhaté az
altala indukalt cytokinek termelédésével.
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Igazoltuk, hogy a gél képzéként hasznalt HEC fokozza a C. trachomatis D és E
szerovariansok szaporodasat in vitro, valamint az D szerotipus szaporodasat in vivo
intravaginalisan fert6zott egerekben is.

Vizsgalatunk kimutatta, hogy az HCMV IEl-exon4 fehérjéje csaknem ugyanolyan
elterjedt CTL célpont, mint a pp65. MHC restrikcids kisérleteink soran megallapitottuk,
hogy a pp65 prezentacié A1, A2, A28, A68, B7 és B12/44; az IE1-exon4d Al, A2, A3, B7,
B8, B18, B70; a pp150 prezentdlasa pedig A3 és B14 restrikcio ala esik. A citotoxicitasi
vizsgalatok szerint a pp65 specifikus 6lésben a CD8* fenotipusu, mig az IE1-exon4
specifikus lizisben mind a CD4*, mind a CD8* CTL-ek részt vehetnek.

Kisérleteink alapjan a bupivakain el6kezelés nem fokozta a CMV gB antigént kddolo
DNS vakcina hatékonysagat, az ellenanyagvalasz magasabb volt azokban az egerekben,
amelyeket a quadriceps harom helyén oltottuk, tovdbba a pVR-gBAtm DNS vakcinaval
alapimmunizalt egerekben, a gB alegység booster oltas szignifikdnsan novelte a gB
specifikus ellenanyagszintet.
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9. Scientometriai adatok

Buridn Katalin tudomdnyos és oktatasi kézleményeinek 6sszefoglalasa MTA V. Orvostudomanyi

Osztaly (2021.10.05)
Tudomanyos és oktatasi kozlemények Szama Hivatkozésok™
Osszesen |Részletezve| Fiiggetlen Osszes
I. Folyéiratcikk? 83
szakcikk nemzetkozi folydiratban, idegen nyelvi - 64 694 909
szakcikk, hazai idegen nyelvi --- 6 33 40
szakcikk, magyar nyelvi --- 7 13 19
szakcikk, sokszerzés, érdemi szerzéként3 o 1 17 21
Osszefoglalo kdzlemény 3 15 16
rovid kézlemény --- 2 3 10
Il. Konyv 0 --- --- ---
a) Szakkonyv, kézikdnyv, tankdnyv szerzékent 0 -—- --- -
idegen nyelvi 0 0 0
magyar nyelvi --- 0 0 0
aa) Fels6oktatasi tankonyv --- 0 0 0
b) Szakkdnyv, kézikdnyv, konferenciakotet, tankényv 0 . . .
szerkesztokeént
idegen nyelvi 0
magyar nyelvi - 0 - ---
bb) Felséoktatasi tankdnyv --- 0 --- ---
Ill. Konyrészlet 12 --- --- ---
idegen nyelvi 4 1 1
magyar nyelvi - 0 0 0
cc) Felsdoktatasi tankonyvfejezet --- 8 0 0
IV. Konferenciakoézlemény® 0 - 0 0
Oktatasi kdzlemények 6sszesen (ll.aa,bb-lll.cc) 8 0 0
Tudomanyos kézlemények dsszesen (I-1V.) --- 87 776 1016
Tudomanyos és oktatasi kozlemények dsszesen (I-1V.) 95 -—- 776 1016
V. Tovabbi tudomanyos miivek 30
Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu --- 30 0 0
folydiratokban megjelent teljes folyoiratcikkeket is
Szerkeszt6ségi levelezés, hozzaszoélasok, valaszok - 0 0 0
Oltalmak, szabadalmak 0 0 0
VI. Hivatkozott absztraktok® 1 == 3 3
Osszes hivatkozas® 779 1019
Hirsch index® 16 - - -
g index® 31
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Elsd szerzés teljes folyoiratcikkek szama? 5 178
Utolsé szerzds teljes folyoiratcikkek szama? 30 224
A tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani (2004) teljes

. . . . 70 516
tudomanyos folydiratcikkek szama
Az utolso6 10 év (2011 - 2021) tudomanyos, teljes, 59 392

lektoralt tudomanyos folyéiratcikkeinek szama
A legmagasabb hivatkozottsagu kozlemény
hivatkozasainak szama (az 6sszes hivatkozas 127 12 ,46%
szazalékaban)

Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a

WoS/Scopus rendszerben 157

Jelentés, guideline 0 0

Csoportos (multicentrikus) kézleményben kollaboraciés

kézremiikods’ ! 46
Megjegyzések:

1. a disszertacio és egyéb tipusu hivatkozas nélkiili, a WoS és/vagy Scopus rendszerben nyilvantartott adatok
2. lektoralt, tudomanyos folyéiratban

3. a szerz6 irdsban nyilatkozik, hogy érdemi szerz8i hozzajarulasaval késziltek szerzdként jegyzett kdzleményei,
és az érdemi hozzajarulast dokumentalni tudja

4. konferenciakdzlemény folydiratban, kényvben vagy egyéb konferenciakdtetben

5. nem-hivatkozott absztrakt itt nem kerul az 6sszesitésbe

6. a disszertacio és egyeb tipusu hivatkozas nélkili 6sszes hivakozassal szamolva. A Hirsch és a g
indexdefinicidja

7. kdzrem(ikodés esetén a csoportos szerzdségi kdzlemények hivatkozottsaga kilon értékelendd, és
nemszamithatd be az dsszesitett hivatkozasok kézé

n.a. = nincs adat

Készilt: 2021. oktober 5. 18:24
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