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BEVEZETES

A szexualis uton terjed6 betegségek (STD-K) tartds, globalis problémat jelentenek. Vilagszerte tobb, mint
egymillio ember fert6z6dik meg naponta, valamilyen szexualis uton terjed6é korokozoval. Az STD jellegii
fert6zések koziil a Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) az egyik leggyakoribb. Az STD sok esetben tlinet
mentesek, vagy csak enyhe tlineteket produkalnak, mely nem elegendé a betegség felismeréséhez és
kezeléséhez. A kezelés hidnya, pedig a nemi uton torténé fert6zések kontrollalatlan terjedéséhez vezet. A
lappangd és a latenciabol reaktivalodo fertdzések szintén megnehezitik vagy ellehetetlenitik a terjedés
megakadalyozasat. A Chlamydia és herpesz virus fajokra jellemz6 intracelluléris életmod, melynek
koszonhetden a fertdzés honapoktol évekig, vagy akar életiink végéig lappanghat.

Jelen tanulmany kiilonb6z6 kémiai vegyiileteknek a Chlamydia és HSV-2 szaporodéasara gyakorolt hatasat
vizsgalja, illetve célja, hogy azonositsa azon egér géneket melyek részt vehetnek a Chlamydia kiilonb6z6
fajtdinak megsemmisitésében és az elleniik torténd védekezésben.

A Chlamydia nemzetség taxondémiaja és mikrobioldgiaja

A Chlamydiales rendbe néhany faj tartozik, melyek kozil a C. trachomatis és C. pneumoniae a
legmeghatarozobbak. Szeroldgiai osztalyzas alapjan a C. trachomatis 2 biovariansra csoportosithatd, melyek
tovabb oszlanak néhéany szerovariansra. Felnétteknél a D-K szerovariansokhoz kapcsolddd urogenitalis
fertézések olyan korképek Kkialakulasdhoz vezetnek, mint a hugycs6gyulladds, méhnyakgyulladas és
kismedencei gyulladas. Tovabba a perinatélis fert6zések, Ujszuldtteknél okozhatnak koétShartyagyulladast,
torokgyulladast és tiidégyulladast. Az LGV biovariansok altal térténé fertézések gyakorisaga lényegesen
alacsonyabb, foleg Afrika egyes teriilletein, Délkelet-Azsidban, Indidban, a Karib-szigeteken és Dél-
Amerikaban endemikusak. Ugyanakkor, az LGV fertézések gyakorisaga az elmult 10 évben Eszak-
Amerikaban és Eurdpéaban jelentésen megndvekedett a homoszexualis férfiak kdrében.

A Chlamydiae baktériumok kizardlagosan intracellularis ¢é16skodok, melyek foképp a légzérendszer és
urogenitalis rendszer hdmsejtjeit képesek fertézni. Két morfoldgiai formaban léteznek: a fertézéképes elemi
test (EB), valamint a nem fert6z6, de metabolikusan aktiv retikularis test (RB). Az EB képes hozzatapadni a
nyalkahartya hamszdvetének sejtfelszinén talalhaté heparin szulfat proteoglikanhoz, majd bejutni a sejt
belsejébe. Behatolas utan az EB-k kiilonalld membrannal hatarolt vezikuldkba, Ggy nevezett zarvanyokba
kerulnek, melyek a sejt perinukledris részére transzportalodnak. Elsédleges differencialodas kozben a
membran hatarolt és a lizist6l védett EB-k, RB-ké differencialédnak. A differencialodas utan az RB-k binaris
hasadas révén osztédnak a zarvanyban. 24-72 6ra utdn megtorténik a masodik differencialddas, mely soran az
RB-k visszadifferencidlédnak EB-ké. A ciklus végén a fert6zoképes EB-k exocitdzis vagy extr(zid révén
kiszabadulnak, készen allva tovabbi sejtek megfertézésére.

A Chlamydia trachomatis fertézés kérélettana és a gazdaszervezet reakcioja

A Chlamydia fertézések f6 célpontjai a hamsejtek, melyek nem hivatdsos immunsejtek, viszont rendelkeznek
autoném immunitéssal. A természetes immunvalasz sejtjei és a hdmsejtek toll-like receptorokkal (TLR-ek)
rendelkeznek, melyek felismerik a Chlamydia patogén-asszocialt molekularis mintazatait (PAMP-ok). A
Chlamydiae szamos olyan komponenssel rendelkezik, melyek PAMP-ként szolgalhatnak. A TLR2 és TLR4
receptorok ismerik fel a Chlamydia faj lipopoliszacharid (LPS) és hdosokk fehérjéit (HSP-k). A fert6zott
hamsejtek TLR-jei és a Chlamydia PAMP-ok kozott torténd kapcsolodas idézi elé a gyulladast serkent
metabolitok termelését. A gyulladast serkentd metabolitok, monocitikat és dendritikus sejteket (DC-ket)
toboroznak a gyulladas helyére, majd ezek a monocitdk fagocitikus sejtekké, aktivalt makrofagokka
differencialédnak. A patogen fagocitézisa utan az aktiv makrofagok még tébb citokint termelnek. Ezek a
citokinek egyben kemokinek, melyek tovabbi immunsejteket, neutrofil- és természetes 0l6sejteket (NK)
vonzanak és aktivalnak. Az NK és neutrofil sejtek citotoxikusak, csokkentik a kdzvetlen chlamydias fert6zést
és gatoljak a terjedését. A fert6zott hamsejtek, DC-k, makrofagok és neutrofilok antigént prezentalnak a f6



hisztokompatibilitasi komplex (MHC) receptoraikon. Ezek az antigén prezental6 sejtek az antigén
bemutatasaval aktivaljak a T limfocitadkat, mely altal megkezd6dik a sejt altal kozvetitett és a humoralis
immunvalaszt. A T limfociték két f6 csoportjat alkotjak a CD4+ T helper sejtek és CD8+ T citotoxikus sejtek.
A hamsejtek MHCI receptoraik révén prezentéaljak az antigént mely altal aktivaljak a CD8+ sejteket, mig a
hivatasos antigén prezentalé immunsejtek az MHCII receptorokon jelenitik meg az antigéneket és CD4+
sejteket aktivaljak. A CD8+ T sejtek a fert6zott sejtek halalat idézik el6. A CD4+ sejtek citokin termelési
profiljuk alapjan tovabb csoportosithatok Thl és Th2 sejtekre. A Thl valasz az intracellularis korokozok ellen
irdnyul. A Thl sejtek interferon-gamma (IFN-y) citokint termelnek mely eldidézi a sejt altal kozvetitett
adaptiv immunitast és a fagocita-dependens gyulladast a chlamydias fertézésekben. Az adaptiv immunitas
masik része a B limfocita valasz. A B limfocitak szabalyozzak a humoralis immunvalaszt, majd a plazmasejté
valo differencidciot kovetéen antitesteket allitanak el €s immunologiai memoriat hoznak létre a patogén
ellen. A nyalkahartyaban lokalisan specifikus antitestek termelddnek mind az elsédleges és a masodlagos
fertézések alkalmaval. Ezen antitestek jellemzéen monoklonalis immunglobulin A (IgA) és immunglobulin G
(IgG) osszetételiick. Ezen antitestek a Chlamydia MOMP és HSP fehérjéiben specifikus epitopokat ismernek
fel. A MOMP specifikus antitestek a Chlamydia extracellularis formait ismerik fel és neutralizaljak,
ugyanakkor az Ujra-fertézések alkalmaval erésitik a cellularis immunvalaszt. HSP specifikus antitestek
stilyosabb fert6zések esetében jellemzOk, a szérumban emelkedett szintet mutatnak. A természetes immunitas
a legfontosabb, mivel ez az els6 védelmi vonal a Chlamydia fertézések alkalméval, mig az adaptiv
immunvélasz a korokoz6 végleges elimindlasaban vesz részt, ugyanakkor az immunol6giai memodria
létrehozasaval védelmet nyujt a késobbi fert6zések ellen. SzOveti szinten az adaptiv és természetes immunitas
kozt szoros a kapcsolat, az elemeik kozotti kommunikaciot és koordinaciot citokinek hatarozzak meg. A
fert6zott hamsejtek altal els6ként termel6d6 citokinek, mint példaul az interleukin-1-alfa és interleukin-1-béta
(IL-1a, IL-1PB), valamint a tumor nekrézis faktor-alfa (TNFa), IL-8 és IL-6 az Ugynevezett pro-
inflammatorikus citokinek. Az IL-8 kemo-attraktanskeént viselkedik és megndveli az ICAM-1 és VCAM-1
adhézios molekulak kifejez6dését, illetve serkenti az immunsejtek toborzasat a fert6zés helyére. Sok egyéb
citokin, mint az IL-10, I1L-12, IL-15 szintén jelen vannak, kiilonb6z6 szerepekben a fertézések soran. Az
immunvalasz 0sszetett Utvonalaiban, ezen szerepek kiilonbozéek lehetnek, helyenként aktivalé vagy gatld
hatéssal birhatnak. Az IFN-y egy kulcs fontossagu citokin a chlamydias fert6zésekben, az NK és Thl sejtek
termelik. Szamos kiilonb6z6 hatasa mellett az IFN-y indukalja a gazda sejt indolamin 2,3-dioxigenaz (IDO)
enzim termelését a fertdzott sejtekben, ez altal befolyasolva a triptofan hozzaférhetéségét a sejten beliill. A
triptofan bomlasa a kinurenin degradacids Gtvonal folyaman torténik, ahol is az IDO katalizalja az Gtvonal
els6 1épését, melyben az L-triptofan N-formilkinuneriné oxidalédik. Mivel a Chlamydia triptofan auxotrof, a
triptofan hozzaférés gatldsa a patogén szdmaéra, hatékony védekezési stratégianak bizonyul. Az IFN-y mas
védekez6 gének kifejez6dését is noveli, mint amilyen az indukalhatd nitrogén-monoxid-szintaz (iNOS) enzim,
mely reaktiv nitrogén intermedierek termelését katalizalja, mint amilyen a nitrogén-monoxid (NO). E mellett
csokkenti a transzferrin receptorokat a fert6zott sejtek feliiletén, mely intracellularis vashianyhoz vezet, igy
korlatozva a kérokozok szaporodasat. Az IFN-y és egyéb lokalisan termelt citokinek komplex hatassal birnak
mind a szdvetre, a fehérjék és gének expresszidjara és a metabolizmusra. Kiilonb6z6 vegyiiletek termel6déset
valthatjak ki, mint példaul a reaktiv oxigén fajtak, a matrix metalloprotedzok, elasztazok, kollagenazok,
kathepszinek, valamint lizozimekét is. Ezen fehérjék termelddése mind az akut és kronikus gyulladas
alkalmaval szOvet-atrendez6déshez és a fibroblasztok burjdnzasdhoz vezethetnek. Az agressziv immunvélasz
ellenére a legtdbb C. trachomatis altal okozott fertézés viszont tiinetmentes, igy kezelésre sem keriil sor. A
ferfi populacioban az esetek 75%-a tunetmentes marad, a ndéi populacidban viszont akar 76.7%-a is
tlnetmentes lehet.

A vagindlis gélek hatasa a Chlamydia fertézésekre

A Chlamydia fert6zések kockazatat nagy mértékben ndvelik a méhnyak és a vaginalis mikrokdrnyezet elemei,
beleértve a vagindlis laktobacillusokat és az indol pozitiv baktériumokat. A vaginalis gélek sikositdéként, vagy
terapids gélek formajaban keruilhetnek ebbe a mikrokdrnyezetbe. Ezen vaginalis gélek jelen vannak a
szexudlis kozosulés folyaman ezaltal nagy jelent6séggel lehetnek a Chlamydia és mas STD jellegii fertézések
terjedésére. A vaginalis gélek f6 alkotd eleme a gélképz6 agens. A hidroxietil-celluléz (HEC) az egyik
leggyakrabban alkalmazott gélképz6 anyag, mely sikositokban és terapias gélekben egyarant megtalalhato.



Annak ellenére, hogy milyen potencialis jelentosége lehet a fert6zés terjedésére a gélképzo agenseknek, alig
van rola tudomanyos adat.

A Chlamydia fertézések in vivo modelljei

A fertézések véddoltassal torténé megeldzése jO megoldas lenne, azonban hatékony véddoltast még nem
sikerult kifejleszteni. A véddoltasok fejlesztésében foként egérmodelleket hasznalnak, viszont az emberek és
egerek immunrendszerei kozti killénbségek, mint az igynevezett sejt-autondm immunitas, megnehezitik a két
rendszer sszehasonlitasat. A sejt-autondm immunités a gazdasejtek alapvetd tulajdonsaga, mely elinditja az
intracellularis korokozok szaporodasat gatlé védelmi mechanizmusokat. Ezek a védelmi gének tébbnyire
indukalhatok, a IFN-y pedig egy jelentds indukalo citokin. Korabban leirtuk, hogy a fé intracellularis anti-
chlamydias védelmi mechanizmus human sejteknél az IFN-y altal elidézett IDO kifejez6dés, mely az
intracellularis triptofan készlet degradacidjahoz vezet, majd a triptofan-auxotréf C. trachomatis haldlahoz. E
védekezé mechanizmus in vitro hatékony mind a humén C. trachomatis és a genetikailag igen hasonld egér
Chlamydia fajra, a C. muridarum-ra. Ugyanakkor az in vitro adatok azt mutattak ki, hogy az IDO-t nem a
Clamydia fert6zés és/vagy IFN-y idézi el6 egér hamsejtekben. Ezzel szemben az IFN-y altal kezelt és
Chlamydia altal fert6zott egér hamsejtek microarray-es vizsgalata arra utal, hogy az IFN-indukalhato
GTPazok a Vélt gazdagének, melyek interferalnak a human Chlamydia fajtak fejlodési ciklusaval. Az egér
Chlamydia fajtak vélhetden olyan mechanizmusokat fejlesztettek ki melyek hatastalanitjadk a GTPéaz vélaszt.
Ennek ellenére a C. muridarum kdrokozd gyorsan eliminédlodik az egér méhnyak-vaginalis rendszerébdl, tehat
az egerekben mindmaig ismeretlen megsemmisitd mechanizmusok léteznek, melyek in vivo hatékonyak az
egér specifikus Chlamydia ellen.

A herpesz szimplex virusok

A herpesz szimplex virus a Herpesviridae csalad tagja és két faj a HSV-1, mely a herpesz labialis kérokozoja,
illetve HSV-2, a herpesz genitélis kdrokozdja tartozik kozéjik. A HSV-1 és HSV-2 egyarant okozhat herpesz
genitalist, de az esetek tobbségében a HSV-2 okozza. A HSV-1 altal okozott herpesz genitalis gyakorisaga
ndvekedésben van, foképp a fiatalok korében, melynek oka az orélis szex gyakorlata.

A herpesz szimplex virusok mikrobioldgiaja és patolégiaja

A HSV virionok viszonylag nagy virus részecskék, melyek ikozahedrélis protein kapszidba agyazott kettds
szalu linearis DNS-b6l allnak. A HSV-2 altal torténd fertézések kdzvetlen kapcsolat révén valdsulnak meg és
tobbnyire tunetmentesek. A virion a hdmsejteket és a neuronokat képes fertézni. A fert6zést kovetden a virus
lappang, majd az érz6 idegeken keresztiil ujra aktivalodhat és visszatérhet a fert6zés elsddlegese létrejottének
helyére. A fertézés Gjra aktivalodasat okozhatja szamos fizioldgiai és kornyezeti faktor, mint példaul 14z,
érzelmi hatasok, hormonalis valtozasok, trauma, stressz, kimerultség, immun-szupresszid, vagy mas fertézés.
A tineteket produkal6 és tiinet mentes személyek egyarant képesek tovabb fertdzni a szexualis partnereiket.
Terhes n6knél mind az els6dleges és a rekurrens HSV fert6zések képesek a méhen beliil a magzat fertézésre.

Herpesz szimplex virus altal okozott fertézések terapiaja

A HSV-k viralis timidin kindzokat kédolnak, melyek felhasznalhatéak a szelektiv toxicitas ndvelésre, mely
kizarolag a fert6zott sejteket érinti. Az acyclovir (ACV), valacyclovir, penciclovir (PCV), famciclovir
szelektiv mechanizmusa abban rejlik, hogy sokkal nagyobb valdsziniiséggel foszforilalodnak a virus TK-ja
altal, mint a gazdasejti TK altal. Az els6 foszforilaciot kovetden a tovabbi foszforilaciok mar a gazdasejt
kinaza altal torténik meg, mely altal 1étre jon a trifoszfat forma, mely beéplil az Gjonnan szintetizalt DNS
szalba. A beépilt nukleozid analogok szerkezet valtozast idéznek el6 a DNS-ben ez altal megakadalyozva a
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DNS szintézist. Jelenleg ezen nukleozid anal6gok a sztenderd, els6dleges gyogyszerek a HSV fert6zések
ellen.

Gybgyszerrezisztens herpesz szimplex virusok

A HSV fert6zések kezelésére, mint feljebb leirtuk, van péar sztenderd elsddlegesen alkalmazhatoé nukleozid
analdg, viszont a fertézések jelent6s problémat jelentenek a gyogyszerrezisztens HSV esetében, kiilondsen az
immunkompromittalt populacioban. A HSV rezisztencia négy mechanizmus révén johet létre. (1) Hianyzik
vagy csokkent a TK aktivitasa a rezisztens fajnak, vagy (2) alacsony mennyiségli a TK termelése. Szintén
lehetséges, hogy (3) a virusos TK proteinnek megvaltozott a szubsztrat specificitasa, valamint az utolso,
legkevésbé valoszinli eset, amikor (4) a DNS polimerdz génnek valtozik meg a szubsztrat specificitasa.
Globélisan az ACV-rezisztens HSV fert6zések eléfordulasa 2.5% és 10% kozott van immunkompromittalt
betegek esetében. Az ACV-rezisztens fajok szinte mindig rezisztensek mas TK-dependens gyogyszerekre is,
mint a PCV és famciclovir.

Ujszerii antiviralis szerek a herpesz szimplex virusok ellen

Hatranyai ellenére az ACV még mindig az elsd szamu valasztas a kezeléskor. Ennek ellenére, siirgésen
szlikség van 0 antiviralis szerek felfedezésére és fejlesztésére, melyek képesek enyhiteni a virusos
fertézéseket mellékhatdsok nélkiil. Ezt illetben a gyogyndvények és természetes hatdoanyagaik biztonsagos
alapot jelentenek. Kiilonbozé aromatikus gydgynovények esszencialis olajai igen aktivak egyes virusos
megbetegedések ellen, példaul a balzsamolaj, teafaolaj, valamint a borsmentaolaj jelentds antiherpetikus
hatassal birnak in vitro. Ezek az esszencialis olajok szintén erésen aktivak az ACV-rezisztens HSV fajtak
ellen. Erdemes észben tartani, hogy ezek az antiviralis gyogyszerek nem gyogyitjak meg a fertézéseket. Az
antiviralis kezelés csupan csokkenti a kitdrések sulyossagat és hosszat, gyorsitja a sebek gyogyulésat,
meggatolja az Uj sebek kialakuléséat, illetve csokkenti a fajdalmat és a viszketést. A virus latenciat alakit ki a
testben még a kitorések kozott is. Amig a virusos fertézések teljes megsemmisitése nem lehetséges, a HSV
elleni Uj szerek kifejlesztése fontos marad.

JELEN KUTATAS CELJAI

1. cél: A vaginalis gélek 6 alkotd elemének, a hidroxietil-cellul6z (HEC) gélképz6é agensnek a Chlamydia
trachomatis novekedésére gyakorolt hatasat in vitro és in vivo felmérni.

2. cél: Azon egér védelmi gének megtalalasa, melyek szerepet jatszanak az egér Chlamydia fajtak
megsemmisitésében, illetve azon gének azonositasa, melyek hatékonyak lehetnek az human Chlamydia fajtak
ellen.

3. cél: Azonositani egy potencialisan Ujszerii antiviralis vegylletet, mely a homoktovis, Elaeagnus
rhamnoides (E. rhamnoides) termésének kivonata.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtvonalak

Jelen tanulmanyban az alabbiakat hasznaltuk: HelLa 229 (ATCC), McCoy (ECACC) és Vero sejteket (ATCC)

Chlamydia fajtak

C. trachomatis (D szerovarians, UW3/CX referencia fajta, és E szerovarians DK20 fajta; ATCC) és C.
muridarum Nigg fajokat McCoy sejtekben szaporitottuk. C. pneumoniae, HEp-2 sejtekben szaporitottuk.

Elaeagnus rhamnoides-bél és Rumex aquaticus-bol kivont vegyuletek

A kivont vegyiileteket partneriink, Hohmann Judit jovoltabdl kaptuk. Az 1. vegyulet (6,9-dihidroxi-1-oxo-14-
noreudesm-5,7,9-trién), 2. vegyulet (2-hidroxi-7-izopropil-1-metoxi-4-metil-1,4-naftokinon), 3. vegyulet
(metoxi-szubsztitudlt fenilpropan dimer) és 4. vegyilet (caulexin C) az E. rhamnoides kivonatai. Az 5.
vegyulet (musizin), 6. vegyllet (musizin-8-O-glikozid), 7. vegyulet (torachrysone-8-O-gliikozid) és 8.
vegyulet (2-methoxystipandron) szubsztitualt naftalének, az R. aquaticus kivonatai.

Hidroxietil-cellul6z oldat készitése vaginalis szimulans pufferben

A HEC vizes oldata az alabbi modon készilt: 30 mg HEC polimer feloldasa 1 ml fiziolégias s6oldatban (0.9%
w/v NaCl) melyet felez6-higitasok kdvettek a vagindlis szimulansban. Az alkalmazott HEC koncentracidja 1.5
—0.023% wi/v kozott volt. 1 L vaginalis szimulans puffer vegyulete az alabbiakat tartalmazta: NaCl 3.51 g/l;
KOH 1.40 g/l; Ca(OH), 0.222 g/l; szarvasmarha szérum albumin 0.018 g/l; tejsav 2.00 g/l; ecetsav 1.00 g/I;
glicerol 0.16 g/l; karbamid 0.4 g/l; glik6z 5.0 g/l melyet vizben oldottunk. A vaginalis szimulans pH értékét
4.2-re vagy 7.0-ra kalibraltuk NaOH és HCI oldatokkal.

A Hidroxietil-cellul6z hatasadnak vizsgalata Chlamydia trachomatis D és E szerovaridnsok HelLa

sejtekben torténé tenyésztésekor

HelLa 299 sejtek tenyészete 96-mélyedéses lemezeken tortént, 4 x 10* sejt/mélyedés siiriséggel 100 pl
minimalis esszenciélis médiumba (MEM) Earle s6oldattal, 10% héaktivalt magzati szarvasmarha szérummal.
A kovetkez6 nap 90%-0s konfluenciaval rendelkez6 sejteket fert6ztlik miutan kétszer megmostuk 100 pl pH
7.4 foszfat puffer sooldattal (PBS). A fert6zés el6tt az inokulumot pre-inkubaltuk HEC felez6higitasi
sorozatban (1.5-0.023 % wi/v koncentracio) C. trachomatis D és E szerovariansokkal 4.2 és 7.0 pH értéken. A
kontrollcsoport esetében az inokulumot a vagindlis szimulans pufferben 4.2 és 7.0 pH értéken pre-inkubaltuk
1 6raig 37°C, 5% CO, mellett. A pre-inkubéciét kdvetden, minden csoportot felszuszpendaltunk 0.5% (w/v)
glik6z médiumban és hozzaadtuk a sejtekhez. A fert6zést 60 perc inkubacidval értiik el 37°C, 5% CO;
mellett, centrifugalas nélkil. A fert6zés utan a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd egy 0.1 pg/ml
cycloheximide tartalmu médiumot adtunk a sejtekhez. A 48 dras inkubaci6 utdn a médiumot eltavolitottuk a
sejtekrdl, kétszer atmostuk PBS-sel és 100 pl Milli-Q (MQ) vizet adtunk a sejtekhez. A sejt lizist két
fagyasztas-olvasztas ciklus altal értiik el, egy gyors fagyasztassal (-80°C, 45 perc), majd gyors olvasztassal
sejtrazaton. A sejtlizatumot alaposan felkevertik a lemezmélyedések pereménél is, tébbcsatornas pipettaval.
Ezutan a lizatum szolgalt mint templat a qPCR elemzésnél.



A Chlamydia trachomatis D és E szerovariansok szaporodasanak vizsgalata direkt kvantitativ PCR

segitségével (QPCR)

A gPCR vizsgalatot a Bio-Rad CFX96 real time rendszer segitségével végeztik. A SsoFast EvaGreen gPCR
Supermix master mix és C. trachomatis pykF génspecifikus primer part hasznaltuk. A primer sorozatok az
alabbiak: pykF-F: 5-GTTGCCAACGCCATTTACGATGGA-3/, és pykF-R: 5'-
TGCATGTACAGGATGGGCTCCTAA-3". 5 ul SsoFast EvaGreen supermix, 1-1 ul forward és reverse
primerekkel (mindegyik 10 pmol), 1 pl templatot és 2 pul MQ vizbdl allt 6ssze a PCR mixtdra melynek
végtérfogata 10 pl volt. 40 PCR ciklust mértiink, melyek 20 masodpercig 95 °C-on, 1 percig 64 °C-on, futott,
illetve 10 perc 95 °C-os polimeraz aktivacid volt az els6 1épés. A fluoreszcencia intenzitisat az annealing-
extension Iépés végén mertik. Az olvadasgorbe elemzésével hatdroztuk meg az amplifikacié specificitasat.
Minden PCR-nél meghataroztuk a cikluskiszobét (Ct-t) mely ahhoz a ciklushoz tartozik, melynél az
amplifikaciés gorbe az alapvonalat keresztezte. A mintdk statisztikai kilonbségeinek felméréséhez (3
bioldgiai parhuzamos minden kérilmény esetében) a Student t-tesztet hasznaltuk.

A Chlamydia trachomatis D és E szerovariansok szaporodasanak vizsgalata chamber slide-okon

16 mélyedéssel rendelkezd, eltavolithatd milianyag kamras, specialis iiveggel ellatott chamber slide-okat
hasznaltunk, HelLa sejtkultira tenyésztéséhez melyeket azutdn Chlamydiaval fertéztiink. A sejtkulturat a
chamber slide-on 4 x 10* sejt/méllyedés siirtiséggel 100 ul MEM taptalajban inditottuk. A slide-okat 1 6raig
inkubaltuk szobahOmérsékleten a perem effektus csokkentése érdekében, majd egy éjszakan at 37 °C
hémérsékleten 5% CO; tartalmd légkor mellett a 90% sejt-konfluenciat értink el. A fert6zéseket a fent leirtak
alapjan végeztiik (A HEC hatasanak vizsgalata Chlamydia trachomatis D és E szerovariansok Hela sejtekben
torténd tenyésztése) annyi kuldnbséggel, hogy ebben az esetben csak a legmagasabb koncentracioju HEC-et
hasznaltuk minden csoportnal. Roviden, az inokulumot 1,5% HEC pre-inkubaltuk 4.2 és 7.0 pH értéken,
illetve a kontroll csoportot 4.2 és 7.0 pH értékii vaginalis szimulansban. A fertézés 60 perc inkubacio 37 °C,
5% CO- mellett, centrifugalas nélkil tortént. A fertézés utan a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd egy 0.1
ug/ml cycloheximide tartalmd médiumot adtunk hozza. A 48 6rés inkubacio utan fixaltuk a sejteket melyet
immunfluoreszcens festés kovetett. Az Alexa-647-vel jeldlt anti-chlamydia LPS 1:200 aranyu dilaciot
hasznaltunk a Chlamydia inkllziok festéséhez. A fluoreszcens jeleket az Axon GenePix Personal 4100A DNS
chip szkennerrel és GenePix Pro (6.1 verzio) szoftverrel elemeztik, ahogyan korabban is publikaltuk. E
kutatasban 4 bioldgiai parhuzamost értékeltlink minden kisérleti koriilmény esetében.

A hidroxietil-cellul6z hatasanak vizsgalata a Chlamydia trachomatis D szerovarians szaporodasara in

vivo kdrnyezetben

A HEC in vivo kornyezetben torténd hatasanak vizsgélatdhoz 6-8 hetes ndstény BALB/c egereket 2.5 mg
medroxiprogeszteron-acetattal kezeltiink 1 héttel a fert6zés eldtt. Az egereket intra-vaginélisan beoltottuk
1x10° C. trachomatis D szerovarians inklizio formal6 egységével (IFU) és HEC keverékével (1.5% wiv),
illetve a kontroll csoport esetében csak az adott mennyiségli inkluzioval, HEC nélkil. 3 nap utén a cervico-
vaginalis mikrokdrnyezetet vizsgaltuk ki, cervico-vagindlis mosasok réven. Az egereket intra-vaginalisan
kimostuk 100 ul SPG-vel. Ezt kdvette két fagyasztas-olvasztas ciklus, -80°C-on 45 percig fagyasztva, majd
sejtrzaton olvasztva szobahémérsékleten. Az utolsé 1épés utdn a visszatenyésztheté IFU-t kerek
fedélemezeken novesztett McCoy sejteken vizsgaltuk tradicionalis immunfluoreszcens mikroszképiaval.



BALB/c és C57BL/6 egerek fertozése Chlamydia pneumoniae és Chlamydia muridarum-mal és a

tiiddészovetek feldolgozasa

A patogénmentes 6 hetes BALB/c egereket a Charles River Laboratoriestol (Magyarorszag) kaptunk, valamint
a C57BL/6 egereket a BRC Animal Houset6l (Szeged, Magyarorszag). Az egereket sztenderd allattenyésztési
korilmények kozt tartottuk a Szegedi Tudomanyegyetem Mikrobiol6giai Tanszék allathdzaban, ad libitum
vizzel és élelmiszerrel. Fertdzés el6tt az egereket enyhén szedaltuk 200 pl natrium-pentobarbital (7.5 mg/ml)
tartalmd intraperitonealis injekcidval, majd intra-nazélisan fertéztiik ¢ket 4 x 10° IFU C. pneumoniae
(BALBY/c) vagy 1 x 10° IFU C. muridarum (BALB/c és C57BL/6) 20 pl SPG pufferben. A kontroll egereket
csupan 20 pl SPG pufferrel kezeltilk. 7 nappal a fert6zés utan az egereket elaltattuk és folaldoztuk. A tiidéket
eltdvolitottuk és savval tisztitott tengeri homokkal homogenizaltuk. Minden homogenizalt tidé felét
feldolgoztuk teljes RNS extrakcio céljabdl, a masik felet pedig felszuszpendaltuk 1 ml SPG-ben az életképes
Chlamydia visszatenyésztésének céljabdl, illetve a triptofan szarmazékok mennyiségének méréséhez. Mindkét
csoportbol harom egér tiid6it fixaltunk 10% semleges pufferelt formalin oldatban (Sigma) kdrszdvettani
kiértékelés céljabol. Minden kisérletet jovahagyott a Szegeti Tudomanyegyetem Allatjoléti Bizottsaga, e
mellett megfelel az Eurdpai Parlament 2010/63/EU iranyelvének.

Chlamydia pneumoniae és Chlamydia muridarum tenyésztése BALB/c egér tiid6kbol

Minden egyes egérbél a homogenizalt tidéket centrifugaltuk (10 perc, 400g), majd a fellliszd sorozatos
higitasaival fertéztiik a McCoy sejttenyészetet és centrifugaltuk (1 h, 800g). 48 6ra inkub&cid utan a sejteket
acetonnal rogzitettiik, majd monoklonélis anti-chlamydias LPS antitesttel és FITC-jel6lt anti-egér 1gG-vel
festettik. A visszatenyésztheté Chlamydia inktiziokat UV mikroszkop alatt szamoltuk és IFU/tid6 formaban
rogzitettik.

Indolamin 2,3-dioxigenaz inhibici6é 1-metil-DL-triptofan altal a BALB/c egerekben

Hét nappal a C. muridarum-mal torténd fert6zés el6tt a 8 hetes néstény egerek (n=4) ivovizét megvaltoztattuk
2 mg/ml IDO gatlo 1-metil-DL-triptofan (1-MT) tartalmdra, melyet 10 mmol/l NaOH-ban oldottunk és Stevia
édesitével egészitettiink ki. A kontroll egerek (n=4) a Steviaval édesitett ivOvizet kaptak 10 mmol/l NaOH-
val,1-MT nélkiil. Az oldatot fényt6l védett autoklavozott, vizes flakonokban adtuk az egereknek és naponta
cseréltiik. Az egerek fertézése ¢s a tiidokbdl visszatenyészthetd, életképes C. muridarum felmérése 7 nappal a
fert6zés utan a fent leirtak szerint zajlott.

Teljes RNS extrakcid és cDNS szintézis a Chlamydié-val fertézott és nem fertézott BALB/c és C57BL/6

egér tiidészovetekben

A C. muridarum altal fert6zott BALB/c egerek (n=3) és C57BL/6 egerek (n=5), valamint C. pneumoniae altal
fert6zott BALB/c egerek (n=3) és fertdzetlen kontroll egerek (n=3) homogenizalt tiid6szovetébol extrahdltuk
az 0sszes RNS-t, Tri Reagent-tel a gyarto altal eldirt protokoll szerint (Sigma). A teljes RNS (OD260)
mennyiségét és (0D260/280) tisztasdgat NanoDrop spektrofotométerrel hataroztuk meg.

Az IDO1 és IDO2 RNA-Seq adatok validalasa kvantitativ PCR-rel

A Maxima Reverse Transcriptase hasznélataval az teljes RNS-b6l 1 pg-ot visszairtunk a gyart6 altal eldirt
protokoll szerint random hexamer priminggal a gPCR elvégzéséhez. A qPCR-t a Bio-Rad CFX96 real-time
systemben végeztiik. A gPCR-t SsoFast EvaGreen qPCR Supermix master mix segitségével végeztik, az egér
specifikus ~ primer  péarok  pedig IDOL1: 5’-GCTTCTTCCTCGTCTCTCTATTG-3’,  5’-
TCTCCAGACTGGTAGCTATGT-3’; IDO2: 5’-CCTGGACTGCAGATTCCTAAAG-3’; 5’-
CCAAGTTCCTGGATACCTCAAC-3’; beta-actin: 5-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3’, 5’-
TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3’ voltak. Az amplifikacié specificitasa ellenérzéséhez a qPCR
utan olvadasgorbe elemzést végeztiink. Ct szamitast végeztink az IDO1, IDO2, valamint béta-aktin génekhez,
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majd a normalizalt génkifejezédést a ACt (Ctipo1-Ctaciin OF Ctipo2-Ctaciin) modszerrel hataroztuk meg. A qPCR
adatok statisztikai Osszehasonlitasat a fertézetlen és fert6zott tidémintak (n=3) ACt értékének
dsszehasonlitasaval, Student t-teszttel végeztiik, ahogyan kordbban is leirtuk.

Herpesz szimplex virus-2

A HSV-2 virust (melyet Dr. Mucsi llona, Szegedi tudomanyegyetem, Szeged, Magyarorszag adomanyozott)
Vero sejteken szaporitottuk, a titerét pedig ugyanabban a sejtvonalban hataroztuk meg plakk-titracids
madszerrel.

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) analizis

MTT analizist végeztink az 1-3 és 5-8 vegyuletek legmagasabb nem-toxikus koncentracidjanak
azonositasahoz, melyek még potencialisan antiviralis aktivitasa mutattak a Vero sejteken.

Antiviralis aktivitas tesztelése

A homoktovisb6l nyert vegylletek antiviralis aktivitdsdt Vero sejteken vizsgéltuk. A 96-mélyedéses
lemezeken novesztett sejteket fertéztiik 0.01 multiplicitasi (MOI) HSV-2-vel. 1 6ras abszorpcios periddus
utan eltavolitottuk az inokulumot, a kultirakat kétszer mostuk, majd hozzdadtuk a névényi vegyileteket
kiilonbozé koncentracioban tartalmazé médiumot. 24 6ras inkubécids periddus utan a kulturékat PBS-sel
mostuk, majd 100 mL MQ-t adtunk a sejtekhez. Ezt kdvette kettd gyors fagyasztas-olvasztas ciklus, majd a
sejtek lizise.

Az antiviralis aktivitas mérése qPCR modszerrel

A fert6zott sejtekbdl a templat DNS Kinyerését két fagyasztés-olvasztas ciklussal értik el. 1 pl lizadtumot
kdzvetlenul hasznaltuk templatként a qPCR meréseknél. Minden minta 3 bioldgiai parhuzamost foglalt
magaba. A qPCR méréseket Bio-Rad CFX96 real time systemmel végeztiik, ahogyan korabban is irtuk.
Roviden, egy HSV-2 gD2 génspecifikus primer part alkalmaztunk a qPCR folyamatban. A primer
szekvenciak az alabbiak voltak: gD2: 50-TCA GCG AGG ATA ACC TGG GA-30, 50-GGG AGA GCG TAC
TTG CAG GA-3’. A qPCR keverék az alabbiakbol allt: 5 pL SsoFast™ EvaGreen® Supermix, 1-1 pL
forward és reverse primer (10 pmol/mL mindegyikb6l) és 1 uL templat, e mellett 2 uL MQ vizet adtunk hozza
a 10 pL végleges tirtartalom eléréséhez. 10 perc 95 °C-on torténd polimeraz aktivacio utan 40 PCR ciklus
kovetkezett: 20 mésodperc 95 °C-on, valamint 1 perc 64 °C-on. A fluoreszcencia intenzitasat az annealing-
extension Iépés végén mértiik. Az amplifikacio specificitast olvadasgorbe analizissel végeztik. Minden PCR-
nél az amplifikacios gorbe és a bazisvonal metszéspontjaval hataroztuk meg a ciklusnak megfelel$ Ct-t.

A TCIDsy meghatarozasa virushozam redukcids technikaval

A fert6zott és novényi vegyiilettel kezelt Vero sejtek virus hozamat tradicionalis higitasi mddszerrel
hataroztuk meg. A Vero sejteket (60,000 sejt/mélyedés) tenyésztettilk 96-mélyedéses lapos alju lemezeken 24
oraig 37 °C-on 5% CO, korulmények kozott a szemikonfluens sejtréteg megjelenéséig. Ezutan a médiumot
eltavolitottuk és hozzdadtunk a 10-szeres higitasi sorozatl HSV-2-t, a kontrol csoportban értelemszertien a
novényi vegylletek nélkiil, a kezelt csoportban pedig a ndvényi vegyuletekkel egyitt. Mindegyik csoportbdl 4
biol6giai parhuzamos késziilt. A lemezeket 37 °C-on 48 6raig inkubdltuk a tipikus citopétias hatas (CPE)
megjelenéséig. A virus CPE-jét inverz mikroszkép alatt vizsgaltuk, majd a virus titereket Reed Muench
modszerrel hataroztuk meg, TCIDso/ml-ben kifejezve. A teszt vegyuletek antiviralis aktivitasat a vegyliletek
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jelenlétében 1évé virusos titer redukcidjaként mértik (logi) a kontroll mintaban talalhaté virus titerrel
6sszehasonlitva.

EREDMENYEK

A hidroxietil-cellul6z Chlamydia trachomatis D és E szerovaridnsok szaporodéasara kifejtett hatdsanak

monitorozasa kvantitativ PCR-rel

Miutan pre-inkubaltuk a C. trachomatis EB-ket 4.2 pH értékii vaginalis fluidumban, 48 6raval késébb qPCR
mérést végeztink, ami arra mutatott, hogy a HEC koncentracié-fiigg6 modon noveli a Chlamydia
szaporodasat. A C. trachomatis D szerovaridns névekedésének maximalis emelkedése 23.7-szeres volt a
maximalis 1.5% w/v HEC koncentracional, illetve egy észrevehetd, de nem szignifikans emelkedési
tendenciat észleltiink 0.188% w/v HEC koncentracidig. A HEC pH 7-en jelentdsen, 13.8-szorosan emelte a
Chlamydia névekedését 1.5% w/v koncentracional. Erdekes mddon, a C. trachomatis E szerovariansnal a
maximalis novekedési rata (22.25-szords 4.2 pH értéknél és 26.1-szeres 7 pH-en) a masodik legmagasabb
HEC koncentrécional (0.75% w/v) figyeltlink meg mind 4.2 és 7 pH értéknél, mely arra utal, hogy kiilonb6z6
a HEC-EB interakcio a szerovariansoknal.

A hidroxietil-cellul6z Chlamydia trachomatis D és E szerovariansok szaporodasara kifejtett hatdsanak

monitorozasa chamber slide-okon

A gPCR eredmények megerésitésének érdekében, Chlamydia inklizid szd&molast végeztiink a ChlamyCount
mérési rendszerrel 4.2 és 7 pH értékeken, 1.5% w/iv és 0.75% w/v HEC koncentraciéval a D és E
szerovariansoknal. Az inkllzi6 mérések hasonlo, de alacsonyabb novekedési emelkedést mutattak a gPCR
mérésekhez képest. Minddssze 5.9-t61 6.5-sz0r6s novekedést mutattak a D szerovariansnal, illetve 5.95-t61
6.05-sz06rds novekedést az E szerovariansnal. A kiilonbség valosziniileg abbol fakad, hogy a ChlamyCount a
chlamydiés inkluzié szamot méri, mig a gPCR az inkluzidk bakterialis genom tartalmat.

A hidroxietil-cellul6z Chlamydia trachomatis D szerovarians szaporodasara kifejtett hatasanak

vizsgalata in vivo

Az in vivo adatok is kimutattak, hogy a HEC jelentésen megemelte a C. trachomatis D szerovarians
szaporodasat az egér genitalis traktusdban. A novekedés 2.57-szeres volt 3 nappal a fertdzés utan. Fontos
megjegyezniink, hogy a Chlamydia EB-k nem voltak pre-inkubalva HEC-vel a fert6zés el6tt, mely a HEC
azonnali novekedésserkentd hatasara utal in vivo.

Chlamydia fertézés és Chlamydia altal eléidézett korszovettan a BALB/c egér tiidészovetben

Allat modelliinkben, fajonként eltérd mennyiségii Chlamydia-val fertéztiink (4 x 10° IFU C. pneumoniae és 1
x 10° IFU C. muridarum). Korabbi kisérleteink eredményei azt mutattak, hogy az alacsonyabb dozist C.
muridarum egér patogén hasonld ndvekedés serkentést és korszovettant okozott, mint a magasabb dozisu C.
pneumoniae human kdrokozd. Valéban, a C. muridarum és C. pneumoniae altal fert6zott BALB/c tiidékbdl
hasonlé mennyiségii volt a visszatenyészthetd inkltziok szdma 7 nappal a fert6zés utan. Mindkét fert6zés
limfoid hiperplaziat okozott, nyirok felhalmozodassal, valamint plazmocitoid sejtek és makrofagok
felhalmozodasaval a kiszélesedett horgd falakban. A fert6zés ezen stidiumaban a neutrofilok jelenléte
marginalis, a f6 leukocita populaciok limfocitak és makrofagok. A kontroll tiidészdvet alveolaris valaszfala
vékony maradt, gyulladast okozo sejtek egyértelmii jelenléte nélkiil, viszont kis szamu pulmonaris makrofagot
észleltiink.
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A Chlamydia muridarum fertézés hatasa a globalis gén expressziora a BALB/c egér tiidoszovetben

Az egér Chlamydia faj altal szovetszinten eldidézett globalis génkifejez6dés valtozasok felméréséhez lllumina
next generation RNS szekventalast végeztink a C. muridarum altal fert6zott egér tiildokon 7 nappal a fert6zés
utdn. Az RNA-seq analizis arra mutatott, hogy 755 gén nagyobb mennyiségben fejezédott ki, valamint 251
gén kisebb mennyiségben fejez6dott ki a fert6zott egerekben, mint a fertézetlen kontrollban. A fokozddas
mértéke, valamint a fokozott gének szdma nagyobb volt (1.48-t61 345-sz6r6s), mint a csokkentett gének
esetében (1.5-t61 14.36-szoros). A leginkdbb fokozott gén a CXCL11 (I-TAC) volt, illetve szdmos
citokin/kemokin az er6sen fokozott gének kozt volt, mint példaul a CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10), CCL8
(MCP2), CCL2 (MCP1), IFNG, 1L21, IL10, valamint a kordbban emlitett védelmi gének: IRG1, 1IGP és
IDO1. A leginkdbb csokkentett gén BC023719 cDNS szekvencia volt, 14.36-szoros csokkenéssel, a
funkciojuk a legtobb erdsen csokkentett génnek valtozo volt.

A Chlamydia muridarum fertézés altal indukalodott antimikrobialis gének BALB/c egér tiidészovetben

Egy jelent6s Gén Ontologia kategoriat azonositottunk, amely ,,GTP kotddési” funkcidval bird gén. A legtdbb
GTPaz ebben a kategdridban az intracellularis kérokozék elleni védelmi reakciokkal foglalkozik.
Gyakorlatilag mind a negy IFN Altal indukalhatdé GTPaz osztalyt fokozott mennyiségben taldltuk meg,
beleértve szamos guanilat-koté proteineket (GBP2-9, GBP11), a myxovirus rezisztencia protein-1 (MX1),
immunitassal kapcsolatos GTPazokat, mint a IRGM1 (LRG47), IRGM2 (GTPI), IRGA6 (IIGP), IRGM3
(IGTP), IRGB6 (TGTP1-2), IRGB10 (Gm12250) és egy nagyon jelent6s IFN altal indukalhat6 GTPazt, a
GVIN1.

Az IDO1 és IDO2 RNA-Seq adatok gPCR-rel torténé validalasa

Igen vératlan volt, hogy az IDO1 gén erésen fokozodott (24.76-szorosan) a fertdzott tiidékben, mivel eddigi
adatok azt mutattak, hogy az IDO1 nem indukalhaté C. trachomatis vagy C. muridarum fert6zés altal in vitro
az egér hamsejtekben vagy mas sejtekben. Az IDO1-et egy jelentésen megvaltozott génként észleltik
(P=0.037) a C. muridarum altal fert6zott és fertézetlen mintak kozt, mig az IDO2-t nem mutatott szignifikans
valtozast. Ezzel szemben mind az IDO1 és IDO2 géneknek tobb kdpiaja volt a fert6z6tt mintakban, mint a
fert6zetlenekben.

Az IDO2 esetében viszont a kdpia szama nem volt elég magas ahhoz, hogy szignifikans valtozasként
hatdrozzuk meg. A gPCR méréseket fliggetlen médszerként hasznaltuk az RNA-Seq IDO1 és IDO2 adatok
ellenérzésére. E mellett ahhoz, hogy megvizsgaljuk, az IDO1-2 indukci6 egyedulallé-e az egér Chlamydia
fajtaban, megmértilk az 1IDO1-2 génkifejez6dést a C. pneumoniae altal fert6zott tidé mintdkban. A qPCR
adatok alatamasztottdk az RNA-Seq adatokat, miszerint a C. muridarum fert6zés esetében 20.38 +/- 11.3-
szoros és 38.2 +/- 25.2-szeres IDO1 és IDO2 fokozddast mutatott. Tovabba a qPCR vizsgalatok 15.5 +/- 14.1-
szeres és 88.9 +/- 73.9-szeres IDO1 és IDO2 fokozédast mutattak a C. pneumoniae altal fert6zott
tiidészdvetekben.

IDO1-2 fehérje kifejezédése a Chlamydia muridarum és Chlamydia pneumoniae altal fertézott BALB/c

egér tiid6szovetekben

Mérsékelt IDO1-2 pozitivitast észleltiink a bronchialis és idénként az alveolaris hamsejtek citoplazmaiban,
valamint gyakran kozepes/erds pozitivitast észleltiink a C. pneumoniae és C. muridarum altal fert6zott egér
tidészovetek makrofagjaiban. A C. pneumoniae és C. muridarum fertézések hasonlé IDO1-2 pozitivitdshoz
vezettek e sejtekben. A kontroll, fertézetlen tiidészovetek szintén tartalmaztak IDO1-2 pozitiv bronchidlis
hamsejteket, valamint kis mennyiségii IDO1-2 pozitiv makrofagot.
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IDO1-2 aktivitads a Chlamydia muridarum és Chlamydia pneumoniae altal fert6zott BALB/c egér

tudgszovetekben

A kifejezodott IDO1 és IDO2 fehérjék funkcionalitasanak meghatarozasdhoz HPCL analizist végeztink a
fert6zott és kontroll egér tiid6 szoveteken, melyeket a génkifejez6dési és immunhisztokémiai mérések esetén
is hasznaltunk. Az IDO1-2 aktivitast az 6ssz triptofan szint, illetve a Kinurenin szintjének mérésével
hataroztuk meg, mely a triptofan bomlasi termékenek egy intermediere. Az alkalmazott HPLC maodszer nem
talalt kinurenint a fert6zetlen tiidékben, mig a C. trachomatis és C. pneumoniae altal fert6zott tiidék 369.6 +/-
199.8 nM és 508.7 +/- 176.6 nM mennyiségben tartalmaztak. A triptofan szintek a fert6zott mintakhoz
hasonldak voltak: 2757.2 +/- 201.5 nM és 3054.1 +/- 418.1 nM volt a C. trachomatis és C. pneumoniae altal
fert6zott tidokben. A fertzetlen egér tiidokben kissé alacsonyabb volt: 1569.1 +/- 246.9 nM. Mivel a
sejtszam nem volt meghatarozott a fertézott és kontroll szovetekben, a mintakat a Kinurenin/triptofan
aranyokkal normalizaltuk a korabban leirt mddszerrel. A Kinurenin/triptofan arany 0.12-0.22 volt a C.
muridarum altal fert6z6tt mintakban, valamint 0.13-0.20 a C. pneumoniae altal fert6z6tt mintakban, illetve 0 a
kontroll mintdkban. A C. muridarum ndvekedésére gyakorolt IDO aktivitds hatasanak tanulményozasahoz
gatoltuk az IDO1-2-t 1-MT kezeléssel, melyet hét nappal a fertdzés eldtt kezdtiink, majd hét nappal a fert6zés
utanig folytattunk. Az 1-MT kezelés kozepes, de szignifikans, 1.98-szeres novekedéshez vezetett a C.
muridarum fertézés altal visszatenyésztett IFU-ban 7 nappal a fert6zés utan.

IDO1-2 mRNS kifejezddése és aktivitdsa a Chlamydia muridarum altal fert6zott C57BL/6 egér

tiidoszovetekben

Hogy meghatarozzuk a Chlamydia &ltal indukalt IDO1-2 aktivitas észlelheté-e méasik egér fajban, gPCR és
HPLC analizist végeztiink a C. muridarum altal fert6zott és kontroll C56BL/6 egér tiid6 szoveteken. A qPCR
adatok jelentés IDO1 mRNS szintemelkedést mutattak a C. muridarum altal fert6zott tiidékben (a fokozodas
mértéke: 8.14-t61 13.88-szoros); e mellett, mig az IDO2 mRNS fokozddas nem volt szignifikans, fokozddasi
tendenciat észleltiink (fokozodas mértéke: 1.71-t61 21.49-szeres). A triptofan és kinurenin tartalom HPLC
analizise azt mutatta, hogy a fertézetelen C57BL/6 egér tiid6k kis mértékii kinurenint tartalmaztak (0.045-t61
0.075-ig kinurenin/triptofan koncentrécids aranyok), valamint a C. muridarum fert6zések jelentésen emelték
az IDO aktivitast (0.185-t61 0.773-ig kinurenin/triptofan koncentracios aranyok).

Az 1-3 és 5-8 vegylletek antiviralis aktivitasa

Az 1-3 és 5-8 szamu vegydletek citotoxicitasat 100-0.78 uM koncentracional mértik. Az 6sszes vegyuletet
feloldottuk DMSO-ban, majd médiumban higitottuk. A Maximalis DMSO koncentraci6 nem mutatott
citotoxicitast a Vero sejteknél. 24 éras inkubacid utan a sejtek életképessegét MTT teszttel hataroztuk meg. A
vegylletek 100 pM feletti CCso értéket mutattak, kivéve a 8 szamu vegyiilet esetében, mely erésen toxikus
volt a Vero sejtek szamara, 6.25 UM CCs értékkel. Tradicionalis virus hozam reduckids mérések
alkalmazasaval az 1 és 3 szamu vegyuletek 2 logio és 3.49 logio redukciot okoztak a HSV-2 hozamban 12.5
MM koncentrécional a kezeletlen kontroll mintak virus titereihez képest. Ez az észrevétel megegyezik a
szakirodalomban taldlhaté adatokkal, melyek azt mutatjak, hogy az acyclovir, mely az anti-HSV terapia
etalonja, 1-5.06 logio HSV-2 redukcidt okoz 6.25 uM koncentracional. A 2 szamu vegyilet csak 50 uM vagy
magasabb koncentracioknal mutatott antiviralis aktivitast. A musizin (5) antiviralis aktivitassal bir 12.5 uM
koncentracional, 2.33 logio reduckidt okozva a virus hozamban. A musizin (5) kisérleteinkben demonstralt
HSV-2-ellenes hatdsa 0sszhangban van Geschler et al. eredményeivel, melyek e vegyllet HSV-1-ellenes
aktivitasar6l nyilatkoztak. Eredményeink megerésitéséhez direkt qPCR moddszert hasznaltunk, hogy
meghatarozzuk a HSV-2 novekedésének inhibiciojat, melyet a virussal fert6zott sejtekben 1év6 vegyliletek
sorozatos higitasaval értiink el. A virus hozam redukcios mérésekbdl szerzett eredmenyeinkhez hasonléan a
gPCR eredményekbdl szerzett inhibicidos gorbék azt mutattak, hogy az 1 és 3 szamu vegyiiletek a
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leghatékonyabbak a HSV-2 ellen. A maximalis HSV-2 novekedés a Ct ~15 mértékli DNS koncentracionak
felelt meg a direkt gPCR meérésekben. Az a vegyllet koncentracio, amely a HSV-2 novekedését, és a
megfeleld DNS tartalmat 50%-kal (ICso) csokkentette, a gPCR Ct értéket korllbelul egy ciklussal ndvelte. E
mellett az a vegyllet koncentracid, mely a HSV-2 novekedését 90%-kal (ICq) gatolta, a Ct értékek alapjan
~3.32 ciklussal novekedett. Az 1 és 3 szamu vegyuletek esetében az 1Cso és 1Cq értékek 6.25 and 12.5 uM
kozott voltak, mig a 2 szamu vegyiilet 1Cso értéke ~25 uM volt, 1Cq értéke pedig 25 és 50 uM kozt volt. A
musizin (5) szintén erds antiviralis aktivitast mutatott ~12.5 pM értékii ICsp-€l, illetve 25-50 uM 1Cgqp-el. A
torachrysone-8-O-gliikozid (7) nem gyakorolt hatast a HSV-2 novekedésére az alkalmazott koncentracios
tavon belll, mig a musizin-8-O-glikozid (6) ICso ertéke ~25 uM volt, ICy ertéke pedig 50 és 100 uM kozt
volt. A 2-methoxystipandron (8) nem mutatott antiviralis hatast a nem-toxikus 6.25 UM koncentraciénal.

TARGYALAS
1. cél:

Erdekes médon eredményeink eltérnek Slater et al. eredményeitSl, aki a C. trachomatis L2 tipusi
lymphogranuloma venereum fajtat hasznalva a HEC koncentracio- és pH-fiiggd gatlé hatdsat demonstrélta a
Chlamydia in vitro ndvekedése kapcsan. Azonban szdmos jelentds kiilonbség van a két tanulmany kozt, mint
példaul az, hogy mi komplex puffert hasznaltunk, mely jobban demonstralja a vaginalis fluidum fizikokémias
tulajdonsagait, mint a Slater et al. &ltal hasznalt foszfat és acetét pufferek. Tovabba megfigyeltik a 1.5-0.75%
w/v (15000-7500 g/ml) HEC koncentraciok novekedést serkentd hatasat. Ezek a koncentraciok azok, amelyek
jellemzdk a vaginalis gélekre, mig Slater et al. jelentdsen alacsonyabb HEC koncentracidkat hasznalt (2-200
g/ml). Az L2 szerovarins helyett mi a gyakoribb urogenitalis eléfordulasta D és E szerovariansokat vizsgaltuk.
Annak ellenére, hogy a C. trachomatis D és L2 szerovariansok kézt csupan kisebb genetikai kilonbségek
vannak, szdmos fenotipikus kilénbség van a két szerotipus kdzt. Korabbi tanulméanyok arra utaltak, hogy a
hamsejtekkel valod korai interakcidik kiilonbozéek, illetve arra, hogy a gazda hamsejtek centrifugélasa és
dextran elékezelése megndvelte az urogenitalis C. trachomatis szerovariansok fertdzésének hatékonysagat,
viszont az L2 szerovariansra nem volt hatassal. Tovabba az E szerovarians heparin fliggetlen, mig az L2
fert6zés erds heparin fiiggéséget mutat. Mivel valoszinilleg a HEC hatassal van az EB-k és a gazda sejtek
kozotti interakciokra, ez a hatas kiilonboz6 lehet az LGV és urogenitalis szerovariansok esetében.
Tanulmanyunk Osszességében arra mutat, hogy a vagindlis gél Osszetevdi, mint a HEC gélképzd agens,
jelentds novekedést serkent hatast gyakorolnak két jelents C. trachomatis urogenitélis szerovariansra. Ezt a
serkent6 hatast megfigyeltiik in vitro széles pH skélan, alacsonyabb koncentracidkndl, illetve in vivo. Mivel a
novekedést serkentd hatas elméletileg csokkentheti a fertdzés tovabbadasdhoz sziikséges baktériumszamot,
eredményeink arra utalnak, hogy tovabbi tesztelés sziikséges jelenlegi és jovendébeli vaginalis gélek kapcsan,
hogy meghatarozzuk a C. trachomatis és mas nemi titon terjed6 korokozok szaporodasara gyakorolt serkent6
hatasukat.

2. cél:

A C. muridarum altal fert6zott tiidok RNS szekvenalasos analizise arra mutat, hogy szamos kiilonb6z6
gazdagén kifejez6dése megvaltozott, illetve szamos up-regulalt gén hozzajarulhat a Chlamydia altal okozott
gyulladashoz és az egér Chlamydia-ellenes reakcidjahoz. Megtalaltuk, mind a természetes és az adaptiv
immunitashoz kapcsoldédo gének nyomait a C. muridarum altal fertézott tidészovetben. A fobb funkciondlis
csoportok a citokin/kemokin kifejezddéshez, kemotaxis, jel transzdukcid, antigén prezentacio, sejtosztotas és a
természetes immunitas altal 1étrejové antimikrobialis védelemhez tartoztak. A chlamydids korélettan
sejtelmélete alapjan nem hivatadsos immun sejtek valtjak ki a gyulladast a gyulladaskeltd citokinek és
kemokinek kivalasztasaval. Mig a citokinek/kemokinek sejtforrdsa nem azonosithatdé szdvetszintii
génkifejez6dés analizissel, in toto a kemotaxis indukcio és cellularis influx erés génkifejez6dési lenyomata
azonosithato a C. muridarum altal fert6zott egértiidokben. A kivalasztott citokinek autokrin-parakrin hatésai,
illetve a rezidens és Uj sejtek kozti interakciok egy olyan miliét eredményezhetnek, mely komplex
génkifejez6dést indukal, egyes Chlamydia-ellenes géneket beleértve.
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Az IFN altal indukalhatd GTPazok csaladjanak szamos tagjat nagy szamban megtalaltuk. Bar nem mértink a
C. pneumoniae altal okozott génkifejez6dési valtozasoka, korabbi tanulmanyok azt mutattak, hogy mind az
eger és emberi Chlamydia fajtak képesek eldidézni az IFN altal indukalhtad GTPazokat. Az uj GTPaz gének
is er6sen fokozottak voltak a C. muridarum fert6zés utin, valamint szerepet jatszhatnak a Chlamydia-ellenes
védelemben. Osszességében az IFN altal indukalhato GTPazok differencialis érzékenysége magyarazhatja azt,
hogy mig a C. pneumoniae 400-szor tébb IFU-t hasznal a C. muridarum-nal, mégis hasonld IFU-kat nyertlink
vissza a fert6zott tidokbol. Az INOS, mely egy masik ismert Chlamydia-ellenes gén, szintén fokozodott (14-
szeresen). Bebizonyosodott, hogy az iNOS indukcid fontos mechanizmus az egér genitalis szervrendszerében
jelenlévé C. muridarum fert6zés megsemmisitésének késébbi fazisaban, illetve a RAW 264.7 egér
makrofagokban. Az IRG1, mely egy masik IFN altal indukalhato gén, szintén erdsen fokozott volt (252.7-
szeresen) a C. muridarum fertézés utan. A MIG, mely egy CXC kemokin, szintén erésen fokozott volt (127-
szeresen) a C. muridarum fertézés utan. Erdekes modon, a CXC kemokinek mérete, kationos toltése és
amfipatikus jellege hasonlit egyes antimikrobialis peptidekére. Korabbi kisérleteink megmutattédk, hogy a
MIG koncentraciofiggd, kozvetlen toxicitassal rendelkezik a C. muridarum, C. trachomatis és C. pneumoniae
elemi részeire.

Az RNS szekvenalas és qPCR tesztek megerdsitétték, hogy az IDO1 és IDO2 gének szintén jelentds
mértékben indukalodtak a fert6zott tiidékben. Az IDO aktivitas azonositasahoz IDO1-2 IHC-t végeztiink a
fert6zott és kontroll tiiddészovetekben. Ezek révén észleltiik, hogy a tiidé bronchalis hamsejtjeiben kdzepes
mértékli IDO1-2 pozitivitas volt mind a kontroll és fert6zott tiidokben, mely alacsony szintii, stabil-allapotban
torténd kifejez6désre utal. Magasabb szintii IDO1-2 pozitivitast észleltlink a leukocitakban, kilondsképpen a
makrofagokban, mind a fertdzetlen €s fert6zott szovetekben, viszont a pozitiv sejtek szama magasabb volt a
Chlamydia altal fert6zott szovetekben. Lehetséges, hogy a magasabb szamu IDO1-2 pozitiv makrofagok az in
situ IDO1-2 indukcidnak és/vagy a mar jelenlévé IDO1-2 pozitiv monocitak, gyulladas alatt 1évé szovetbe
valé bedramlasanak eredmeényei. Az is lehetséges, hogy az IDO1-2 pozitiv makrofagok lokélisan aktivalddtak,
mely magasabb mértékii IDO1-2 aktivitast eredményezett. Génkifejez6dési adataink alapjan az egyik
legfontosabb C. muridarum altal indukalt halozat az IFN jelatviteli Gtvonal, tehat az IFN hatasa az IDO1-2
gén indukciéra egyértelmiien jelen van a Chlamydia altal fertézott szovetekben. A kinurenin nevil triptofan
bomlastermék HPLC detekcidja azt demonstralta, hogy a fertézetlen egér tiidészovetekben nem volt
észlelhetd IDO aktivitas, ebbdl fakadoan a fert6zetlen hamsejtekben és makrofagokban észlelt alacsony szintl
IDO1-2 protein pozitivitds nem okozott jelent6s triptofan katabolizmust, illetve az IDO1-2 enzimek
indukéltak és funkcionalisan aktivak voltak mind az egér és human Chlamydia altal fertézott
tiidészovetekben. Kvantitativ ICH-t nem végeztiink, viszont a hamsejtekben 1évé IDO1-2 IHC pozitivitas
fert6zés el6tti és utani megfigyelése arra utal, hogy az IDO1-2 nem volt indukélva és az IDO1-2 aktivitas
lehetséges, hogy nem vesz részt a Chlamydia egér tiiddszovetekbdl valdé megsemmisitésében. Tovabbi
kvantitativ kutatas sziikséges az egér hamsejtek IDO kifejez6désének pontos szerepének azonositasahoz. Az a
tény, hogy a C57BL/6 egér tiidok szintén mutattak Chlamydia fertézés altal indukalt IDO aktivitast, azt a
lehetdséget tamasztja ala, hogy a megfigyelt IDO indukcid nem egy egerckre specifikus reakcio.

Kutatésainknak vannak korlatai, melyek tovabbi vizsgélatokat igényelnek. Nem tudtunk IDO1-2 indukciot
mérni a hdmsejtekben, viszont az alkalmazott IHC nem volt kvantitativ mddszer. Mivel a hdamsejtekben zajlik
a Chlamydia replikacid, a tidé hamsejtek izolacidja, stabil allapotuk és a fertézés altal indukalt IDO
aktivitasuk mérése kritikus pontokat jelentenek és jelenlegi célunkat képzik. Tovabbi célunk az IDO aktivitas
felmérése, izolalt fert6zott és fertGzetlen egér urogenitalis szervek hamsejtjeiben. Az IDO2 szerepe nincs
meghatarozva. A tidé IDO2 mRNS-ét egyértelmiien a Chlamydia fert6zés okozta, viszont RNA-szekvenciak
szama jelent6sen alacsonyabb volt, mint az IDO1 szekvenciak szdma. Az IDO2 szerepének felméréséhez az
izolalt tid6 hamsejtekben és makrofagokban 1évé IDO2 fehérje koncentraciokat kell lemérniink és
dsszehasonlitanunk az IDO1-el. Tovabba az IDO kémiai inhibicidja jelentés, am korlatozott fenotipikus
hatassal birt. Ennek oka lehet az IDO1-2 korlatozott védelmi szerepe, vagy az enzimek részleges inhibicidja.
Tovabbi, optimalizalt IDO inhibiciés protokollal és fertdzés utdni id6ponttal rendelkezé tanulményok
szlikségesek.

A Chlamydia képes kikerllni az intracellularis védelmi reakciokat egy metabolikus shunt révén, mely
kikapcsolja az effektor fehérjéket mint az IFN-indukalhato GTPazok, vagy az intracellularis effektorok
indukalasanak kikerllésével. In vivo kutatdsunk azt mutatta, hogy sejt szinten szamos antibakterialis
mechanizmus bekapcsolédik és az IDO1-2 ezen effektor repertoarhoz tartozhat.
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3. cél:

Egyes szeszkviterpének (1, 2), tovabba a fenilpropan-dimer (3), a naftalének (5-7), és a 14-naftokinon (8)
vegyuletek melyek az E. rhamnoides (1-3) és az R. aquaticus (5-8)-bol szarmaznak, dozisfiiggé gatlé hatasat
vizsgaltuk a HSV-2 virussal szemben, tradicionalis virushozam reduckiés teszttel, valamint qPCR mddszerrel.
Bebizonyosodott, hogy az 1 és 3 szdmu vegyuletek, valamint a musizin (5) hatékony HSV-2 aktivitassal
rendelkeznek. A gliikkozidokat illetden, mint példaul a musizin-8-O-gliikozid (6), csupan mersékelt HSV-2
ellenes aktivitast tapasztaltunk. Tanulmanyunk jelentés ujitasai kozé tartozik két 0j 14-noreudesmane
szeszkviterpén (1, 2) izolacioja homoktdvisbdl, illetve a novény kérgében jelenlévd szamos vegyiilet
antiviralis tulajdonsagainak demonstralasa. Eredményeink alapjan a homoktovist érdemes tovabbi kutatasok
ald vetni, mivel komoly HSV-2 elleni hatdsokkal bird anyagok potencidlis forrasa lehet, igy alternativ
gyogyszer jeloltté valhat az acyclovir- és penciclovir-rezisztens virusfajtakkal fert6zott populacio kezelésében.

TEZISPONTOK

1. cél: A HEC gélképz6 agens szignifikdns szaporodast serkent6 hatasokkal bir két gyakori eléfordulasu C.
trachomatis urogenitalis szerovarians esetében. Ezt a serkenté hatast megfigyeltiik in vitro széles pH skélan,
alacsonyabb koncentraciokndl, illetve in vivo. Mivel a novekedést serkentd hatas elméletileg csokkentheti a
fert6zés tovabbadasahoz sziikséges baktériumok szamat, eredményeink arra utalnak, hogy tovabbi tesztelések
szliksegesek a jelenlegi és a jovenddbeli vaginalis gélek esetében is, hogy meghatérozzuk a C. trachomatis és
mas nemi uton terjedd kdrokozok szaporodasara gyakorolt hatasaikat.

2. cél: Két kiilonbozé Chlamydia fajta altali fert6zés esetében, a BALB/c egér tidokben jelentés IDO 1-2
kifejez6dés volt észlelhetd a tobbi védelmi génhez képest. Ez 0, mivel az IDO-rél eddig tgy gondoltuk, hogy
kizarolag humén Chlamydia-ellenes védelmi gén. Az IDO 1-2 aktivitids szintén megnétt a C57BL/6
tiidészovetekben, mely arra utal, hogy ez a jelenség nem egér specifikus.

3. cél: Harom E. rahmnoides-bol kivont vegyiilet koziil ketté er6s HSV-2 ellenes hatassal bir: az 1 szamu
(szeszkviterpén) és 3 szamu (fenilpropan-heterodimer) vegyiletek. A R. aquaticus-bél kivont 5 szamd
vegyulet (muscisin) nagyon potens HSV-2 ellenes aktivitast mutatott, mig a 6 szama vegytilet (musizin-8-O-
glukozid) mérsékelt HSV-2 ellenes aktivitassal bir.

OSSZEGZES

A szexualis uton terjed0 betegségek folyamatos problémat jelentenek vilagszerte. Naponta tobb mint
egymilli6 ember fert6z6dik meg valamilyen szexualis tton terjedd korokozoval, és ezeknek a
megbetegedéseknek az incidencidja tobbségében ndvekvd tendenciat mutat. A szexudlis Uton terjedd
korokozok kozil a C. trachomatis az egyik leggyakoribb.

A C. trachomatis urogenitalis szerovariansainak fert6z6képességét jelentdsen befolyasolhatjak a vaginalis
gélek. A HEC az egyik leggyakrabban hasznalt gélképzé agens a vaginalis gélekben. In vivo és in vitro
kdrnyezetben is megvizsgaltuk a HEC C. trachomatis D szerovaridnsara gyakorolt hatasat. Szignifikans
novekedést serkentd hatast tapasztaltunk, mind az in vitro és in vivo kisérleteink esetében. Ezt megerdsitve, a
C. trachomatis E szerovariansat is megvizsgaltuk in vitro kisérletben és ezen szerovarians esetében is
szignifikans novekedést serkentd hatast tapasztaltunk.

A Chlamydia fert6zések védodoltasokkal torténd megelézése hatékonyan csdkkenthetné a a fertézések
eléfordulasat. A Chlamydia-ellenes véddoltasok kifejlesztésénél tobbnyire egérmodelleket hasznalnak a
fert6zéssel kapcsolatos immunvalasz és a hisztopatholdgia tanulményozasa céljabol. Ezért fontos kérdés, mind
az egér és emberi Chlamydia szerotipusok esetében, az elimindlasukban szerepet jatszé egér gének in vivo
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azonositdsa. A C. muridarum altal megfert6zott BALB/c tiidé transzkriptom analizise azt mutatta, hogy
szdmos kozvetlen Chlamydia-ellenes gén szovetszinten nagymértékben kifejez6dik, mint példaul az
interferon- indukalt GTP&z csalad, a CXCL kemokinek kozill a CXCL9 és CXCL11, az immunoreszponziv
gén-1, iNOS2 és lipocalin-2. Az IDO1-2, melyeket kordbban hatékony Chlamydia-ellenes gazdasejti
enzimekként irtak le, szintén nagymértékben kifejezodtek a fertdzott egértiidokben. Ez egy Uj megfigyelés,
mivel az IDO kordbban kizarélag human Chlamydia-ellenes génnek szamitott. Az alacsonyabb hémsejti
pozitivitds mellett az immunohisztokémia azt mutatta, hogy az IDO1-2 fehérjék nagymértékben jelentek meg
a makrofagokban. Az IDO mikddésének jele a triptofan bomlastermék kinurenin megjelenése. A kinurenin
szint ndvekedése azt igazolta, hogy az IDO1-2 proteinek nemcsak fokozott mértékben termelddtek, hanem
funkciondlisan aktivak is voltak. Az IDO1-2 génexpresszid és aktivitds szintén megndvekedett a C.
muridarum altal fert6zott C56BL/6 tiidészovetekben, mely arra utal, hogy ez a jelenség nem egértdrzsre
specifikus. Végezetil, az IDO gatlas hatasara a C. muridarum szaporodasa szignifikansan megndvekedett
BALB/c egértiidében azt bizonyitva, hogy aktiv szerepiik lehet a Chlamydia fert6zés eliminalasaban.

A HSV-2 egy masik jelentds, szexualis tton terjedd korokozo. Tobb terapias szer is hasznalatban van a HSV-
2 fertézések kezelésére, de a gydgyszer-rezisztens mutansok megjelenése miatt tovabbi fejlesztések
szlikségesek. Potencialisan 0j antivirdlis vegylletek azonositdsa céljabél megvizsgaltuk a homoktévis
termésébol kivont vegyiiletek in vitro antiviralis hatadsat a HSV-2 ellen. A tradicionalis virushozam reduckios
teszt és gqPCR modszerek alkalmazasaval azt az eredményt kaptuk, hogy E. rahmniodes-bol kivont két
vegytlet is hatékony HSV-2-ellenes aktivitassal bir: az 1. szam( vegyiilet (szeszkviterpén) és a 3. szamu
vegydulet (fenilpropan-heterodimer). Az R. aquaticus-b6l kivont 5. szamu vegyiilet (musizin) nagyon hatékony
HSV- 2-ellenes aktivitassal birt, mig a 8. szamu vegytlet (musizin-8-O-glicoside) kdzepes HSV-2- ellenes
aktivitassal rendelkezett.
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