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1. Bevezetés

1.1. Chlamydiaceae

Chlamydiaceae baktériumcsalad Chlamydia nemzetsége tizenegy fajbol all, ezek koziil
kettd fontos humanpatogén: a C. trachomatis és a C. pneumoniae. A tobbi faj elsésorban allatok
korokozoja. A Chlamydidk Gram-negativ obligat intracellularis baktériumok egyedi fejlédési
ciklussal rendelkeznek, melyben két {6 fejlodési formaban 1éteznek: az elementaris test (EB) és
a retikularis testtel (RB). Kialakulhat egy harmadik forma, melyet atipikus, aberrans vagy
perzisztens formanak is neveznek. A chlamydiak fejlédési ciklusa transzkripcios szinten
szabalyozott. Chlamydia gének expresszidjanak harom f6 fazisa van: a korai, kozéps6 és a késoi
gének kifejezddése. A perzisztens tazisban 1évé Chlamydidk tejlédési ciklusa megvaltozott, gén
expresszids mintazatot mutat.

1.1.1. Chlamydia pneumoniae

Chlamydia pneumoniae (Cpn) egy gyakori human 1éguati pathogén, okoz, faringitiszt,
szinuszitiszt, akut és kronikus bronhitiszt, valamint a kronikus bronhitisz sulyosbodasat
okozhatja, és jelentés korokozdja a kozosségben szerzett tiidogyulladasnak. Gyakori
kronikus/perzisztens fert6zés és az ujrafertéz6dés. Az extrapulmonaris megbetegedések széles
spektumat hoztak Osszefiiggésbe a Cpn-val. Szamos tanulmany vizsgalja a Cpn fertdzés és
ateroszklerdzis kapcsolatat.

1.2. Az ateroszklerézis

Az ateroszklerozis (vagy érclmeszesedés) a vezetd halalokok kozott szerepel
vilagszerte. Kronikus betegség, mely kronikus gyulladassal, endotél diszfunkcidjaval és az
érfalban lipid felhalmozodassal jar. Az ateroszklerozisnak szamos jol ismert kockazati
tényezbje van. Az ateroszklerotikus plakkok kialakulasat elésegitd legfontosabb koros folyamat
az alacsony striiségi lipoprotein (LDL) részecskék szubendotelialis lerakodéasa és modositasa,
majd az LDL eredeti lipidek felhalmozodasa az intimaban. A magas plazma LDL-koleszterin,
kiilonosen a magas oxidalt LDL szint, hozzajarul az ateroszklerotikus elvaltozas
kialakuldsdhoz. Az endotél sériilése trombocita aggregacidhoz és vérlemezke faktorok
intimaban.

Az ateroszklerdzissal dsszefliggd megbetegedések 90%-aért a klasszikus riziko faktorok
a feleldsek. Egyéb kockazati tényezOk, mint példaul a fertézések hozzéjarulhatnak a betegség
kifejlodéséhez. Szamos fert6z6 agenst: virusokat, baktériumokat és parazitakat hoztak
kapcsolatba az ateroszklerozis fokozott kockazataval.

Bizonyitékot a Cpn fert6zés ateroszkler6zis patogenezisében betdltott szerepére
szeroepidemiologiai tanulmanyok, a baktérium komponenseinek direkt detektalasa az
ateroszklerotikus 1éziokban hisztologiaval, elektron mikroszkopiaval, PCR moddszerrel,
¢letképes baktérium ateroszklerotikus plakkbol tortént kimutatdsa, in vitro és in vivo allat
kisérletek allnak szolgéltatnak.

In vitro kisérletek soran az ateroszklerotikus plakkokat alkoto sejteket sikeresen
fertézték Cpn-val, pl. Cpn-val fertéztek simaizom sejteket és endotél sejteket, és a fertézés
gyulladasos citokinek, leukocita adhézios molekulak termelésére késztette ezeket a sejteket.

In vivo tanulmanyokban Cpn fert6zés hatasara sulyosbodtak az ateroszklerotikus 1éziok
az ateroszkler6zis modelljéiil szolgald hiperlipidémias allatokban.

1.3. Ateroszklerozis egér modellek
Szamos allat modell 4ll rendelkezésre az ateroszklerdzis korfolyamatanak vizsgalatara.
Az allat modellek fontos szerepet jatszanak olyan kisérletekben, ahol a cél az ateroszklero6zis



kialakulasdban szerepet jatszo mechanizmusanak kideritése és lipid csokkentd gydgyszereken
talmutat6 0j terapias szerek kutatdsa. Normal egerekben nem fejlodik ateroszklerozis, és hossza
tavu zsiros diéta sziikséges az aterogenezis eldidézéséhez. Vannak azonban stabil genetikailag
modositott beltenyésztett egér torzsek, melyek lehetdvé teszik az ateroszklerdzis fejlodésének
vizsgalatat egér modellben. A leggyakrabban hasznalt egér torzsek az ApoE-deficiens (ApoE”
), az LDL receptor-deficiens (LDLR™), a human apoB100 transzgenikus és az LDLR”/ApoE"
I kettés génkiiitott vagy az ApoE-Leiden transzgenikus egerek. ApoE™ egerekben spontan is
fejlodik ateroszklerozis. Azonban ezekben az egerekben a lipid profil/mintazat eltér6 a legtobb
ateroszklerdzisban szenved6 emberben megfigyelttdl, pl. magas az apolipoprotein (apo) B48-t
tartalmazo LDL plazma szintje a magas apoB100-t tartalmazé LDL szint helyett, ez utobbi
figyelheté meg a hiperkoleszterinémias emberekben. Az ApoB100only/LDLR™ egerek egy
olyan apoB gént hordoznak, amelynek a mutacioja megakadalyozza a révidebb apoB forma, az
apoB48 expresszidjat, hasonléan az emberekhez, akikben nem torténik meg az apoB rovid
formajanak kialakuldsa a majban. LDLR hidnya megakadalyozza az apoB100 felvételét a
szovetekbe, mely magas apoB100 tartalmu, koleszterinben gazdag LDL plazma szintet
eredményez. Az egér torzset 1étrehozo szerzok gy irtak le ezeket az egereket, mint a human
familiaris hiperkoleszterinémia hti modelljei.

1.4. Cpn fertdézés hatasa az ateroszklerdzis allatmodelljeiben

Az elsé allatkisérletekben a Cpn fertdzés fokozta az ateroszklerotikus 1éziok fejlodését
normal diétan tartott nyulakban. Ma leggyakrabban a lipid anyagcserében elvaltozast szenvedd
genetikailag modositott egereket hasznalnak a Cpn fert6zés és az ateroszklerdzis kapcsolatanak
vizsgalatara.

Egerekben az intranazalis Cpn fertdzés also 1éguti megbetegedést hasonldan a human
Cpn fertézéshez. A fertézést kovetden a baktérium szétterjed a szervezetben, a Chlamydia DNS
kimutathat6 az egerek keringésében. Leggyakrabban az emberi kronikus Cpn fert6zést utanozo,
tobbszori Cpn fert6zés utan vizsgaljak az ateroszklerézis fokozodasat a diéta indukalta
hiperlipidémias C57BL/6J, vagy LDLR™, ApoE”, LDLR”/ApoE’ vagy ApoE-Leiden
transzgenikus egerekben, és legtobbszor az ateroszklerotikus 1éziok sulyosbodasat észlelik.

A Cpn fertézés immun mechanizmusokra gyakorolt hatasat az ateroszkler6zisban
kiilonb6z6 génkilitott egértorzsekben vizsgaljak: TNF-o p55 receptor, IL-17A, TLR2, TLR4,
MyD88 és indukalhato6 nitrogén oxid szintdz (iNOS) knockout egereket hasznalnak.

1.5. Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) a leggyakoribb szexualis tton terjedd
bakterialis patogén és a vaksagot okozo trachoma korokozodja. Két biovarianssal rendelkezik:
az okulogenitalis (A-K szerovariansok) és a lymphogranuloma venereuma (L Szerovariansok)
biovariansok.

A szexualis Gton terjedd szerovariansok esetében az elsédleges fertézés a méhnyakban
vagy a huigycsdben fordul el6. Férfiakban a nem-gonorrheas hugycségyulladas 50%-aban a C.
trachomatis-t azonositjak korokozoként. Nékben a fert6zés a méhnyak gyulladasat okozza,
onnan gyakran felszallo fert6zésként a méhbe és a petefészekbe terjed. A C. trachomatis
genitalis fertdzések nagyon gyakran tiinetmentesek férfiakban is és nékben is. A tiinetmentes
fert6zések nagyszamu fel nem ismert fert6zott egyént eredményez, akik képesek megfertdzni a
szexualis partneriiket. Az akut fert6zés, a tiinetmentes fert6zés és a fel nem ismert és kezeletlen
fert6zés kronikus fertdzéshez vezet, mely sulyos kovetkezményekkel jarhat. Férfiakban a
mellékhere és a prosztata gyulladasa lehetnek a szovodmények, amelyek negativ hatéssal
lehetnek nemzoképességre, €s a reaktiv iziileti gyulladast és a Reiter-szindromat is okozhatnak.
Nokben stlyos szovédmény a kismedencei gyulladas (PID), mely a méh, a petefészek és a



petevezeték gyulladasaval jar. A petevezeték elzarodasa okozta medddség, a méhen kiviil
terhesség és a kronikus kismedencei fajdalom a PID sulyos kovetkezményei lehetnek.

1.6. Chlamydiak a gasztrointesztinalis traktusban

Allati patogén Chlamydia fajokat szamos allatfajbol izolaltak, igy pl. kérédzoékbél,
sertésekbdl és madar fajokbol; kiillonboz6 szervekben és a székletben is kKimutattak azokat. A
legtobb allatban Chlamydia a gasztointesztinalis (GI) traktusban perzisztal, és feko-oralis titon
terjed. Egerekben a C. muridarum-mal szajon at torténd fertézés hosszan tartd perzisztens
fert6zést eredményez a Gl traktusban. A GI traktus idealis helynek tlinik a Chlamydia hosszas
fennmaradéasahoz a csokkent immunvalasz készség miatt.

Emberben a néi genitalis traktus tartdos vagy visszatéré C. trachomatis fertézésének
természete még nem ismert. Feltételezik, hogy a genitalis traktus fertézése a Gl traktus
fertdzésével tarsul, ami oralis fertdzés, a genitalis valadékokkal vald autoinokuldcio, vagy
szexualis tevékenység révén valosulhat meg. Szamos tanulmany vizsgalja a genitalis traktus
chlamydidval valo ujrafertéz6désének lehetoségét a perzisztensen fertézott GI traktusbol
emberben.

1.7. C. trachomatis szaporodasa kiilonb6z6 sejtvonalakban

Korabban a Chlamydia fertézések diagnozisara és in vitro kisérletekben a Chlamydia
replikaci6 jellemzése céljabol foleg epitél sejteket hasznaltak, mivel ezek a chlamydiak
els6dleges célsejtjei. A C. trachomatis D-L szerovariansok tenyésztésére elsdsorban nem-
polarizalt, cervix eredetli HeLa sejteket hasznalnak. A genitalis traktuson kiviili Chlamydia
fert6zések patomechanizmusanak vizsgalatara hagyomanyos epitél sejtektdl eltérd sejteket is
hasznalnak.

Korabbi tanulmanyokban az allati Chlamydia fajok novekedését kiilonféle eredeti
sejtvonalakban vizsgaltak. A bélnyalkahartya eredetli Caco-2 sejtekben a zarvanyok a
sertésekbdl szarmazo C. pecorum és C suis novekedését mutattak, igy a Caco-2 sejtek alkalmas
gazdasejtnek mutatkoztak az allati Chlamydiak szamara. Ha a C. trachomatis fenn tud maradni
a human GI traktusban, akkor érdemes a C. trachomatis novekedési tulajdonsagait vizsgalni a
Caco-2 sejtekben. A Caco-2 sejtvonal megfeleld6 modell lehet a human GI traktusbeli
Chlamydia fert6zés vizsgalatara.

1.8. Defenzinek

A defenzinek a baktériumok, gombak és burkos virusok elleni antimikrobialis peptidek
egy fontos csaladja. A human béta-defenzin (hBD)-2 jelen van a bérben, a 1égutakban és a GI
traktusban. Foleg epitél sejtek termelik gyulladas és fertézés hatdsara, de monocitak,
makrofagok és dentritikus sejtek is képesek termelni. A vastagbél nyalkahartyajaban a
defenzinek, és koztiik a hBD-2, a gazdaszervezet velesziiletett védekez6 rendszerének fontos
effektorat képviselik nem csak mikroba ellenes hatasuk révén, hanem mert kapcsolatot
teremtenek az adaptiv immunrendszerrel, az éretlen dendritikus sejtek és a memoria T sejtek
vonzasaval. A bélnyalkahartya epitél sejtjeinek fontos szerepe, hogy fizikai akadalyt képeznek
korokozokkal szemben és a velesziiletett immunrendszer részeként milkodnek. In vitro
kisérletekben a C. trachomatis fert6zés aktivalja a hBD-2 termelését, és ki mutattak RT-PCR-
rel a chlamydiaval fertézott ndk cervico-vaginalis folyadékabol. A Caco-2 sejtek hBD-2
termelése Chlamydia fert6zés hatasara a velesziiletett immunvalasz stimulalasat jelezné a Gl
traktusban.

2. Célkituzések

A jelen tanulmany célkitlizései a kdvetkezdk voltak:



Célkitiizés 1: tobbszori Cpn fertdzés potencidlis aterogén hatasanak vizsgalata
ApoB100only/LDLR egerekben.

Célkitiizés 2: a C. trachomatis ndvekedési sajatossagainak vizsgalata bélhamsejtekben, melyek
a human fert6zések soran lehetséges célsejtek, és a fert6zés indukalta defenzin termel6dés
vizsgalata ezekben a sejtekben.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Sejtvonalak

Caco-2, HelLa 229, HEp-2 és McCoy sejteket Earle-féle sokat tartalmazé ,,minimal
essential” tapfolyadékban (MEM) szaporitottuk, mely a kdvetkez6 adalékokat tartalmazta: 10%
FBS, 2 mmol/L L-glutamin, 1x MEM vitaminkeverék, 1x nem esszencialis aminosav keverék,
25 ug/mL gentamicin, és 0.5 pg/mL fungizon. A sejtvonalakat az ATCC-t6l vasaroltuk.

3.2. Baktérium torzsek

A Chlamydia pneumoniae (Cpn) CWL029 torzset és a Chlamydia trachomatis D
serovarians UW-3/CX torzset hasznaltuk, melyek az ATCC-tél szarmaztak. Cpn-t HEp-2
sejteken, mig a C. trachomatis-t McCoy sejtvonalon tenyésztettiik. A fert6z6 chlamydiak
mennyiségét indirekt immunfluoreszcencidval hatdroztuk meg. Az egerek és a sejtvonalak
fert6zéséhez hasznalt Chlamydia mennyiséget inklizio formald egység (IFU)/ml-ben adtuk
meg.

3.3. Egér torzsek

A Kkisérleteinkhez 8-9 és 14-15 hetes ndstény ApoB100only/LDL” (B6;129S-
LdIr™HerApoht™259Y/T) egereket és 14-15 hetes ApoE deficiens (ApoE™, B6.129P2-
Apoe'™Unc/J) egereket hasznaltunk. Az egereket normal altalinos ragesald tappal vagy magas
zsir és koleszterin tartalmi tdpon tartottuk az elsé fert6zés utan 12 hétig. Az allatkisérleteket a
Szegedi Tudomanyegyetem Allatjoléti Bizottsdga jovahagyta és megfelelt az Eurdpai
Parlament 2010/63 / EU iranyelvének is (engedélyszam: 111./2187/2015.).

3.4. Egerek fertozése Cpn-val

Az elaltatott egereket Cpn-val haromszor fertztiik intranazalisan kéthetes
1d6kozonként. Minden fert6zés utan egy héttel és a kisérlet végén a tizenkettedik hétben
plazmamintat gy(jtottiink. Tovabbi egércsoportokat is fertdztiink, ezeket az elsé fertdzés utan
1, 4 és 9 hét elteltével aldoztuk fel.

3.5. Az egér szovetek elokészitése és az ateroszklerozis mértékének meghatarozasa

Az egereket az elsd Cpn fertdzés utan 12 héttel aldoztuk fel. Formalinnal torténd
perfuzid utan a sziv felsd részét és a leszallo aortat eltavolitottuk. Az aorta szinuszbodl
metszeteket szovettani festésnek vetettik ala, a leszallo aortakat in situ hossziranyban
felnyitottuk, és morfometriai analizist végeztiink rajtuk az ateroszklerozis kiterjedésének
meghatarozasara. Aorta szinusz mintakat gyiijtottiik RNS-s izolalasra is.

3.6. RNS Kkivonasa egér aortabol és Chlamydia 16SrRNS meghatarozasa kvantitativ
PCR-rel

Az Osszegylijtott egér aorta mintakbol teljes RNS-t vontunk ki RNS kivono kit
segitségével, majd DNazzal kezeltiik, reverz transzkripcioval atirtuk cDNS-s¢, majd ezt
hasznaltuk a Cpn 16SrRNS expresszi6 kimutatasara QRT-PCR modszerrel.



3.7. Cpn-specifikus antitestek kimutatasa ELISA-val

Minden fertézés utan egy héttel és a kisérlet végén begyiijtottiik az egerek plazma
mintait, majd hazi ELISA teszt segitségével vizsgaltuk a Cpn specifikus IgG, IgM és IgA
antitesteket egy korabban leirt mddszer szerint.

3.8 Szérum lipoprotein analisis

Az egerek plazma mintaiban a Szegedi Tudomanyegyetem Orvostudomanyi Karan a
Laboratoriumi Medicina Intézetben meghataroztak a koleszterin, a trigliceridek, a HDL és az
LDL-koleszterin szintjét.

3.9. Kiiilonb6z6 sejtvonalak C. trachomatis-sal valé fertézése

6 lyukas lemezben novesztettiik a sejteket RNS kivonas €és defenzin kimutatas céljabol,
96 lyukas lemezen DNS Kkvantitalashoz és 24 lyukas lemezben 13mm-s fedélemezen
immunofluoreszcens festésre, és feddlemez nélkiil Chlamydia visszatenyésztésre. A sejteket 1
vagy 5 multiplicitassal C. trachomatis-szal fertoztiikk. A fert6zott sejtek egy részét DNS
kvantitalasra és visszatenyésztéshez cikloheximid tartalmt tapfolyadékban tartottuk, mig a
tobbi esetben cikloheximid mentes tapfolyadékot hasznaltunk. A fertézott sejteket kiillonbozo
id6pontokig inkubaltuk CO; termosztatban 37°C-on.

A fert6zott Caco-2 vagy Hela sejtek lizatumabol a fert6zoképes C. trachomatis D
meghatarozasat fedlemezt tartalmazo6 lemezen novesztett McCoy sejtek fertdzésével, 48 oOra
utan végeztik.

3.10. A fert6zott sejtek immunfluoreszcens festése a zarvanyok lathatova tételére
és a visszatenyésztheto C. trachomatis meghatarozasara

A fed6lemezen 1év6 Chlamydia-val fertdzott sejteket anti-cLPS, majd FITC-jelolt anti-
egér IgG masodlagos ellenanyaggal festettiik. A fedélemezeket Evans blue-val festettiik 1
percig. A Chlamydia zarvanyokat fotoztuk és szamoltuk fluoreszcens mikroszkoppal.

3.11. Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)

A sejteket lemezben novesztettiik és 1 MOI C. trachomatis-sal fertoztiik. 24 és 48 6ra
mulva a fert6zott sejteket mostuk és fixaltuk glutaraldehid és 1% ozmium tetroxidban. A
mintakat beagyaztuk Embed 812—be (EMS, USA) rutin TEM beagyazasi protokoll szerint. Az
uranil-acetattal és az Olom-citrattal végzett festés utan a metszeteket Philips CM10
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. A képeket Olympus Soft Imagine Viewer program
segitségével készitettiink el.

3.12. C. trachomatis DNS kvantitalisa

A Chlamydia replikaciojanak mennyiségi meghatarozasahoz egy koézvetlen DNS
kvantitalasi eljarast kovettiink. 0, 24, 48 és 72 ora elteltével a Chlamydia-val fert6zott sejteket
megmostuk és MilliQ vizet adtunk hozza. Két fagyasztas-olvasztas ciklust alkalmaztunk a DNS
sejtekbdl valo felszabaditdsdhoz. A lizdtumokat kozvetleniil hasznaltuk templatként az
SsoFast™ EvaGreen® Supermix-szel torténd kvantitativ PCR (qPCR)-hez. A C. trachomatis
D genom kimutatasara Pyk-primert alkalmaztuk.

3.13. RNS kivonasa a fertzott sejtekbdl

A génexpresszios analizishez a lemezekben 1évo fertdzott sejtekbol teljes RNS-t
vontunk ki a GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma) segitségével a protokoll
szerint a fertdzés utan 2, 24, 48 és 72 oraval. Az RNS mennyiséget spektrofotométerrel
hataroztuk meg. A kivont RNS-t DNaz kezeltiik, majd cDNS-t irtunk at a qScript cDNA
Supermix szintézis kittel.



3.14. C. trachomatis gének expresszios analizise kvantitativ RT-PCR-rel

A cDNS-t templatként hasznalva qRT-PCR-t végeztiink PerfeCTa SYBR Green
Supermix-sel CFX96 Real Time C1000 Thermal Cycler-ben. A 16SrRNS gén expresszidjat
hasznaltuk bels6 standardként a Chlamydia gének relativ expresszidjanak szamolasahoz. A C.
trachomatis euo, groEL, ftsK, omcB, ompA és pyk transzkriptumainak relativ expressziojat
értékeltiik ki. ,,Olvadéasi gorbe” analizist végeztik az amplifikacid specifikussaganak
bizonyitasara. A relativ génexpresszios szinteket (RQ) a delta-deltaCt (AACt) érték
kiszamitasaval adtuk meg.

3.15. hBD-2 kimutatasa ELISA-val

A fertdzott sejtek feliiltiszojat kiilonboz6 idépontban gytijtottiik be a fertézés utan. hBD-
2 termelddés kimutatasara a feliiliszokat hBD-2 ELISA Kkittel teszteltiik. Pozitiv kontrollként
Escherichia coli Nissle 1917 torzzsel fert6zott sejtek feliiluszojat hasznaltuk.

3.16. Statisztikai analizis

Az adatokat atlagban fejeztiik ki + a szorassal (SD). SigmaPlot for Windows Version
11.0 szoftver segitségével fliggetlen mintas paros t-probat végeztiink. A kiilonbségeket 0.05-
nél kisebb P érték esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

4. Eredmények

4.1. Cpn-val fertézott ApoB100only/LDLR™ egerek

A Cpn-val haromszor fertézott egerek enyhe betegség tiineteit mutattak, kiilondsen az
elso fertdzés utan. Az elsd fertdzés utan az egerek felét magas zsir és koleszterin tartalmu diétan
tartottuk, mig a masik fele normal ragcsald tapot kapott. A fertézetlen egereket hasonld
koriilmények kozott tartottuk. Minden egyes fertézott egérben ki tudtunk mutatni Cpn-
specifikus antitestet, ami a fertézetlenekben nem volt jelen. A normal és a magas zsir és
koleszterint tartalmt diétan tartott egerekben hasonld szintli Cpn specifikus IgG antitestet
tudtunk kimutatni (OD 0.36-0.4, 1:100 higitas).

4.2. Ismételt Cpn fertézés fokozza az ateroszklerozis fejlodését az aorta
szinuszban és a lesz4llé aortaban normal diétan tartott ApoB100only/LDLR™
egerekben

A haromszori Cpn fertézés utan az aterogén diétan tartott egerekben nagyon hasonld
patologiat figyeltiink meg az aorta szinuszban, mint a fertézetlenek egerekben. A normal diétan
tartott egerek aorta metszeteiben az ismételt Cpn fertézés hatasara jelentés novekedés volt
megfigyelhetd az érfal plakk-kal boritott felszinének hossza és a lumen plakk altal elfoglalt
teriiletének méretét tekintve a hasonléan normal diétan tartott kontroll egerekhez képest. A
hossziranyban felnyitott leszalld aorta belso felszinén az ateroszklerdzissal érintett teriiletek a
fertdzott allatokban jelentdsen nagyobbak voltak, mint a fertézetlen egerekben. Magas zsir és
koleszterin tartalmu diétan tartott allatokndl a fertézés nem fokozta az aorta ezen részein a
1éz10k nagysagat.

4.3 Eletképes Cpn kimutatasa az ApoB100only/LDLR egerek aortajabol

RT-PCR-rel vizsgaltuk a baktérium perzisztenciajat az aortaban az els6 fertéz€s utan
egy €s négy héttel és a harmadik fertézés utan 9 €és 12 héttel. Egy és négy héttel az elsé fertdzés
utan Chlamydia 16SrRNS expressziot tudtunk detektalni. A harmadik fertézés utan 6t héttel
egy aorta mintaban a kett6bol tudtunk metabolikusan aktiv Cpn-t kimutatni, és a relativ
expresszios szint hasonld volt, mint az elsé fertdz¢és utan négy héttel kimutatott. A késdbbi
idépontokban nem tudtunk Chlamydia gén expressziot kimutatni.



4.4 Az ApoB100only/LDLR” és az ApoE" egerek Cpn fertézésre hasonlé
kinetikaval termelnek ellenanyagot

A fertdzési protokollunkat kovetve a nem aterogén diétan tartott ApoB100only/LDLR"
I~¢s ApoE” egerekben vizsgaltuk a fertdzések altal indukalt humoralis immunvélaszt. A Cpn-
specifikus IgG titer és az IgM és IgA antitestek szintje nem kiilonbozott szignifikansan a két
egér torzsben.

4.5 Az ateroszklerozis mértéke hasonloképpen novekedett a normal diétan tartott
ApoB100only/LDLR” és ApoE~ egerek aortajaban Cpn fertézés hatasara

A 24-25 hetes normal diétan tartott ApoE”" egerekben joval nagyobb, elérehaladottabb
1éziokat talaltunk, mint az ApoB100only/LDLR™ egerekben. A nem fertézott egerekhez képest
a Cpn fertézés hatasara az ApoB100only/LDLR™ egerekben nagyobb elérehaladott plakkok és
a fert6zott ApoE™ egerekben tobb, nekrotikus maggal rendelkezé plakk jelent meg és benniik
koleszterin kristalyok halmozodtak fel. A leszallo aorta 16zioi is nagyobbak ApoE™ egerekben,
mint ApoB100only/LDLR” egerekben. Amikor a Cpn fertzés hatasat vizsgaltuk szignifikans
novekedést talaltunk a mért értékekben. Az aorta szinuszban az érfal plakk-kal boritott
felszinének hossza €s az aorta lumenben plakk altal elfoglalt teriilet nagysaga és a leszallo aorta
plakk méretei novekedést mutattak: az ApoB100only/LDLR” egerekben 2,08-szorosara, 1,7-
szeresére, 2,5-szeresére nétt, APOE™ egerekben 2,04 szeres, 1,32-szerese, 2,56-szorosa volt.

4.6.Plazma lipid szint ApoB100only/LDLR" és ApoE" egerekben

Minden idépontban a fertézés allapotatol fiiggetleniil az ApoE” egerekben magasabb
volt a total koleszterol és az LDL szintje, mint az ApoB100only/LDLR egerekben, a triglicerid
és a HDL koncentracié magasabb az ApoB100only/LDLR™ egerekben az ApoE™ egerekhez
hasonlitva. Csak a harmadik Cpn fertézés eredményezett szignifikans trigliceridszint
emelkedést ApoE” egerekben. Az ApoB100only/LDLR™ egerekben nem volt megfigyelhet6
fertézéssel Osszefliggd valtozas a triglicerid szintben. A fertézéssel kapcsolatos jelentés LDL-
szint emelkedés csak az ApoB100only/LDLR™ egerekben volt az elsd fertézés hatasara. Nem
talaltunk fert6zéssel kapcsolatos HDL-szint valtozast.

4.7. Chlamydia novekedés detektalasa immunfluoreszcens festéssel Caco-2 és
hagyomanyos gazdasejtekben

Indirekt immunfluoreszcens festés utan C. trachomatis zarvanyok voltak
megfigyelhetdk a Caco-2 és a Hela sejtekben. A zarvanyok kimutatdsa mindkét sejttipusban a
folyamatos replikaciot jelzett, azonban a zarvanyok morfologiaja eltéré novekedési kinetikara
utalt a kiilonboz6 sejttipusokban. A 48 oras Caco-2 sejtekben a zarvanyok nagyok voltak, de a
permissziv HeLa sejtekben a kiterjedt fluoreszkalo teriilet a replikacios ciklus végsd szakaszat
jelezte.

4.8. Chlamydia fert6zott Caco-2 és hagyomanyos sejtek transzmissziés elektron
mikroszkopos (TEM) vizsgalata

Caco-2 sejtekben TEM-el vizsgalva a C. trachomatis D zarvanyok meglehetdsen
heterogén képet mutattak a fejlodési stadium tekintetében 48 oraval a fert6zés utan, azonban
HelLa sejtekben teljesen fejlett, sok EB-t tartalmazo zarvany volt lathato.

4.9. Chlamydia genom szaporodasa a Caco-2 és a hagyomanyos gazda sejtben

A Caco-2 és a HeL a sejtekben a Chlamydia genom szaporodasat egy uj DNS kvantitald
modszerrel kdvettiik a 3 napos tenyésztési periodus alatt. A gPCR-rel detektalt C. trachomatis
pyk gén mennyiségének ndvekedését a 0 oras fert6zott mintahoz viszonyitva szamoltuk ki. A
C. trachomatis genom a Caco-2 sejtekben hasonldé mértékii Szaporodast mutatott72 orara, mint
a Hela sejtekben. A Caco-2 sejtekben a replikacio kinetikaja elnyujtottabb lefolyast mutatott.



Cikloheximid mentes tapfolyadékban tenyésztve a hozam mindkét féle sejtben alacsonyabb
volt. A Caco-2 sejtekben a cikloheximid jelenléte nem okozott jelent6s valtozast a replikacio
lefolyéasaban, ellentétben a HeLa sejtekben megfigyelttol.

4.10. Fertozoképes Chlamydia keletkezése a Caco-2 és a hagyomanyos
gazdasejtben

A visszatenyészthetd életképes Chlamydia-t, 0Ggy hataroztuk meg, hogy az
ultrahangozott fert6zott sejteket a tapfolyadékukkal egyiitt McCoy sejtekre oltottuk le. A
visszanyert fert6z6 Chlamydia azt mutatja, hogy a teljes replikacios ciklus végbemegy a Caco-
2 sejtekben. A C. trachomatis novekedése kissé késleltetett a Caco-2 sejtekben, de 72 6ra utan
a fert6z¢és utan hasonldé mennyiségti C. trachomatis-t tudtunk a Caco-2 sejtekbdl és a Hela
sejtekbdl kitenyészteni.

4.11. A kivalasztott Chlamydia gének transzkripciés mintazata a Caco-2 és a
hagyomanyos gazdasejtekben

Néhany kivalasztott C. trachomatis gén expresszidjanak kinetikajat vizsgaltuk Caco-2
sejtekben 3 napos idészak alatt a HeLa sejtekkel 6sszehasonlitva. A gének relativ expressziojat
a 16SrRNS expresszio szintjéhez normalizaltuk. A fert6zés utan 24 6raval a korai gén klaszterbe
tartozo euo relativ expresszidja joval alacsonyabb volt HeLa sejtekben, mint a Caco-2-ben, és
megnovekedett a késobbi idépontokban, amikor a replikacid alacsonyabb szinten volt. A Caco-
2 sejtekben 24 o6ra utan az euo expresszios szintje csokkent parhuzamosan a folytatodo
replikacioval. A C. trachomatis D pyk, ompA, ftsK és omcB gének expresszidja hasonld
tendenciat mutat mindkét vizsgalt sejtben, de a relativ expresszids szint magasabb volt Caco-2
sejtekben, mint HeLa sejtekben. Az ompA gén expresszios szintje 24 6ranal volt a legmagasabb,
¢s a Caco-2-sejtekben hosszabb ideig maradt magas szinten, mint a HeLa sejtekben. A ftsK gén
expresszidjanak legmagasabb szintje a fert6zést kovetd 24 o6raban volt megfigyelhet6 a gyakori
osztodas idejében, és a Caco-2 sejtekben a késébbi id6pontokban is magas szinten maradt. A
késdi gén omcB expresszidja 48 oraval a fertézés utan tet6zott és a Caco-2 sejtekben
magasabban, mint a HeL a sejtekben.

Folyamatosan magas relativ szinti groEL transzkripciét figyeltink meg Caco-2
sejtekben, beleértve a korai idopontot, a 24 orat is. A génexpresszios értékek tovabbi elemzése
azt mutatja, hogy a Caco-2 sejtekben a HeLa sejtekhez képest elnytjtott, hosszabb replikacios
ciklus figyelheté6 meg a Caco-2 sejtekben magasabb korai (24 ora) és csokkend kés6i (72 ora)
euo expresszioval, magasabb 0sztodassal kapcsolatos fehérje (ftsK) és membran fehérje (OompA,
omcB) gén expresszioval a késoi idépontokban. Kimagaslo volt a groEL gén transzkripcidja a
Caco-2 sejtekben, kiilondsen a fert6zés utan 24 oraval.

4.12. C. trachomatis HBD-2 indukalo6 képessége a Caco-2 sejtekben

Megvizsgaltak, hogy a C. trachomatis képes-e hBD-2 antimikrobialis peptid termelését
indukalni Caco-2 sejtekben. A hBD-2 fehérje nagymennyiségben volt kimutathaté az E. coli
Nissle stimulalt kontroll Caco-2 sejtek feliiliszojaban, a csticsot 48 oraval a kezelés utan érte
el. A C. trachomatis D-vel fert6zott sejtekben a hBD-2 termelés hasonld id6gorbét mutatott,
azonban lényegesen alacsonyabb szintli volt, mint a Nissle stimulaci6 esetében.

5. Kovetkeztetés

5.1. Célkitiizés 1:

Az ApoE™ egereket gyakran hasznaljak az ateroszklerdzis allatmodelljeként, azonban
ennek az egértdrzsnek a lipidmetabolizmusa kiilonbozik a hipercholesterolémiaban szenvedd
emberekétél. Az ApoE” egerek plazmaja nagy mennyiségben tartalmaz ApoB48-at tartalmazé
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lipoproteint a nagyon alacsony stirliségli lipoprotein (VLDL) osztalybol, mig az
ateroszklerdzisban szenved6é emberekben szinte mindig a koleszterolban gazdag ApoB100
tartalmu LDL plazmaszintje magas. A legtobb kozlemény, ami Cpn és az ateroszklerdzis
kapcsolatat vizsgalta, ezt a modellt alkalmazta, hogy tisztazza a Cpn fert6zés és az
ateroszklerdzis 0Osszefiiggésének jellegét, €s szerepét betegség beinditasaban és/vagy
stlyosbitasaban. Azt allitottak, hogy a Cpn fert6zés az ateroszklerédzist a hiperlipidémiaval
egyiittmikodve sulyosbitja, azonban az ApoE hianya befolyasolhatja a korokozo elleni
immunvalaszt, és fokozott ellenallast figyeltek meg ezekben az egerekben a vaszkularis
fert6zéssel szemben. Célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk az ismételt Cpn fert6zés hatdsat az
ateroszklerotikus plakkok kialakulasara ApoB100only/LDLR” egér torzsben, a lipoprotein
rendellenesség egy masik egérmodelljében, amelyek az emberi familiaris hiperkoleszterinémia
legpontosabb modelljének tekinthetd.

Az ApoB100only/LDLR™ egér torzset olyan genetikai modositassal hoztak létre, ami
eredményeként a plazma koleszterinjének nagy része az ApoB100 tartalmt LDL-ben talalhato,
¢s alacsony zsirtartalmu normal diétan is ateroszklerézis alakul ki benniik. E16szor azt akartuk
megallapitani, hogy az ApoB100only/LDLR” egerek alkalmasak modellek-e a Cpn
ateroszklerdzisban betoltott szerepének vizsgalatara. Ezért az egércsoportokat normal vagy
magas zsir és koleszterin tartalm( tappal etettiik, és ismételten fert6ztiik Cpn-vel vagy
fertdzetleniil hagytuk oket, és kovettiik az ateroszklerdzis kialakulasat. Kisérleteink azt
mutattak, hogy a normal étrenden tartott ApoB100only/LDLR egerekben a haromszori Cpn
fert6zés fokozott ateroszklerozis fejlodést eredményezett az aorta szinuszban és a leszalld
aortaban. Ezt a hatast nem figyeltiik meg a magas zsir és koleszterin tartalmu tappal etetett
allatokban. Ugy tiinik, hogy a hiperlipidémia hatasat ApoB100only/LDLR egerekben Cpn
fert6zés tovabb sulyosbitja, de magas zsir és koleszterin tartalmu diéta mellett nem okoz tovabbi
ateroszklerézis stlyosbodast. Mindazonaltal a baktérium befolyasolta az ateroszklerosis
folyamatat, jelezve, hogy az ApoB100only/LDLR™ egerek alkalmasak tovabbi kutatisra.
Eredményeink 6sszhangban vannak korabbi tanulmanyok eredményeivel, ahol a Cpn fert6zés
ateroszklerdzis fokozé hatasat leirtak normal diétan tartott ApoE™ egerekben is. Azonban az
ateroszklerézis sulyosbodott olyan ApoE” egerekben is, amelyeket magas zsirtartalmi diétan
tartottak és egyszer vagy haromszor Cpn-val fert6ztek.

Feltételeztiik, hogy az ApoB100only/LDLR”" és az ApoE” egerek kozotti genetikai
kiilonbség alapjan, hogy a Cpn fertézés vagy ateroszklerozis jellemzoi is eltéréek lehetnek,
ezért 6sszehasonlitottuk a fertézés hatasat ebben a két egértérzsben. A modelliinkben a fert6zés
sikerességét a Cpn-specifikus IgG, IgA és IgM ellenanyagok kimutatdsaval bizonyitottuk.
Amikor az 1gG antitest szintjét hasonlitottuk 6ssze, az ApoB100only/LDLR és ApoE™ egerek
kozott szignifikans kiilonbség nem volt megfigyelheté. Korabban kimutattak, hogy az ApoE™”
egerek tobb Cpn-specifikus antitestet termeltek, mint a vad tipust egerek, amit az ApoE
hidnyaval hoztak Osszefiiggésbe. Eredményeink nem tamasztjak ala ezt, tekintve, hogy az
ApoB100only/LDLR™ egerekben az ismételt Cpn fertdzés magas szintii antitest termelést
eredményezett az ApoE hidnya nélkiil.

Az aorta mintakbdl metabolikusan aktiv Cpn-t tudtunk kimutatni az els6 fert6zés utan 9
héttel. Korabbi kutatasok a baktérium izolalasaval mutattak ki a Cpn jelenlétét az ismételten
fert6zott ApoE” egerek aortajaban a fertézés utan két héttel. Tovabba késébbi idépontokban
PCR-rel amplifikaltak a baktérium DNS-ét. Irodalmi adatok szerint szamos bizonyiték utal arra,
hogy a Cpn képes tartos fertézést tud 1étrehozni in vivo. Eredményeink tovabbi informaciot
szolgaltatnak a Cpn perzisztenciajarol, mivel a 16SrRNS gén transzkripcioja arra utal, hogy
metabolikusan aktiv baktériumok, nem csak a le nem bomlo DNS vagy antigén vannak jelen az
aortaban az ismételt fertézések utan. Az életképes Chlamydia hosszu tavu jelenléte néhany
fertdzott egér aorta szovetében hozzéjarulhat a fertdzEs aterogén hatasahoz.
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A 12 hetes megfigyelési idoszak végén a néstény ApoE” egerekben azonos életkorban
stlyosabb volt az ateroszklerdzis, mint az ApoB100only/LDLR” egerekben. Mindazonéltal az
ApoE"egerekben, az ApoB100only/LDLR”" egerekhez hasonléan, a fertézés fokozott plakk
fejlodést eredményezett anélkiil, hogy az egereket magas zsirtartalmu tappal etettiik volna.

Leirtak, hogy a Cpn megbontja a zsirsav-egyensulyat a lipid metabolizmust szabalyozo
gének befolyasolasaval a majban, megvaltoztatja a makrofagok koleszterin homeosztazisat,
azonban a legtobb vizsgalat nem mutatott ki jelentds valtozast az egerek plazma lipidprofiljaban
Cpn fertézés utan. Egyesek megnovekedett triglicerid koncentraciot detektaltak az ismételt
fertézés utan ApoE” egerekben, hasonldéan a mi eredményeinkhez. Az ApoB100only/LDLR”-
egerek elsé fertézés utani LDL szintjének emelkedése a primer fert6zés okozta gyulladasnak is
tulajdonithatd. Eredményeink Osszhangban vannak korabbi adatokkal, melyek Osszefliggést
mutattak ki a kronikus Cpn fertézés és a szivkoszoruér megbetegedés fokozott kockazata kozott
familiaris hiperkoleszterinémiaban szenved6 betegekben.

5.2. Célkitiizés 2:

Ebben a tanulmanyban a human bél eredetii Caco-2 sejtekben vizsgaltuk a Chlamydia
trachomatis fert6zés morfoldogiai és molekularis jellemz6it. Azért valasztottuk ezt a sejtvonalat
a vizsgalatainkhoz, mert az enterociték jellemzdit mutatja, és szdmos a kdzelmultban publikalt
tanulmany hipotézise az, hogy a Chlamydia tud perzisztalni a gasztrointesztinalis traktusban,
¢s a fertdzott gasztrointesztinalis traktus a genitalidk Ujra fert6zddésének forrasa lehet.
Tovabba, hogy a C. trachomatis szerepet jatszhat a GI traktus megbetegedésében. Mivel a
gasztrointesztinalis traktus hamsejtjei a természetes immunvalasz részeként [-defenzin-2
termeléssel valaszolnak fertézésre, ezért vizsgaltuk C. trachomatis defensin indukald
képességét Caco-2 sejtekben.

Az immunofluoreszcens festéssel és elektronmikroszkopiaval lathatova tett C.
trachomatis D zarvanyok a Caco-2 sejtekben hasonld, de hosszabb replikacios ciklusra
mutattak, mint a HeLa sejtekben. A Chlamydia lassabb szaporodasat az is mutatta, hogy a Caco-
2 sejtekben 48 oraval a fertézés utan kisebb mennyiségii genomot és fertézéképes Chlamydia-
t talaltunk. Azonban a fert6zés utan 72 éraval az értékek hasonld mértékii Chlamydia replikaciot
mutattak a két sejtvonalban. Ezek az eredmények azt a kovetkeztetést engedik levonni, hogy
ennek az emberi genitalis Chlamydia térzsnek a Caco-2 sejtek novekedést elésegité kornyezetet
biztositanak. Abban az esetben, ha a gazdasejtek tapfolyadékat cikloheximiddel egészitettiik ki,
a Chlamydia replikacios ciklus szamara optimalis koriilmények zajlott, ahol a gazdasejt fehérje
szintézise kevésbé befolyasolja a baktérium novekedését. Amikor a cikloheximid kimaradt a
tapfolyadékbol, a Chlamydia genom felszaporodasa alacsonyabb szintet ért el, és korai
csokkenést mutatott a Hela sejtekben, de ez volt kifejezett a Caco-2 sejtekben. A
génexpresszios vizsgalatokat cikloheximid nélkiil végeztiik, amikor a természetes sejtes
kornyezet érvényesiil.

Korabbi tanulmanyokban szerint a Chlamydia fejlddési ciklusa transzkripcids szinten
szabalyozott. A transzkripcios profil valtozasat in vitro modellekben mutattak ki, ahol a
kiilonboz6 hatasok (IFN-y, penicillin) a Chlamydia perzisztens novekedési formajat indukaltak.
Bizonyos sejttipusok nem bizonyultak permisszivnek a normal Chlamydia novekedéshez, és a
transzkripcids mintazat alapjan a fertézés perzisztens formaja megy végbe ezekben a sejtekben.
Mivel a Caco-2 sejtekben eltéré6 novekedési kinetikat figyeltiink meg az optimalis in vitro
gazdasejtbelihez képest, ezért 6sszehasonlitottuk a C. trachomatis gének expresszidjat a Caco-
2 sejtekben és a Hela sejtekben. Néhany kivalasztott gén, amelyek a replikacios ciklus korai
(euo), kozépsé (ompA, groEL, pyk) és késoi stadiumat (omcB) reprezentaljak és a
sejtosztodashoz kapcsolt ftsK gén expresszios szintjét elemeztiik, és a 16SrRNS gén expresszios
szintjéhez normalizaltuk. Az euo gén termékét a késéi gének szupresszoraként irtak le, ennek a
génnek a csokkent expresszidja magyarazhatja a Caco-2 sejtekben az EB-k membranfehérjéjét
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kodold omeB gén és a citokinézishez kapcsolodo ftsK gén magasabb expresszios szintjét még a
fert6zés késbébbi szakaszaban is. Az ftsK transzkripcios szintje alapjan ugy tiinik, hogy a HelLa
sejtekben a citokinézis korabban lecsokkent, mint a Caco-2 sejtekben. HeL a sejtekben az ATP
szintézisével kapcsolatos pyk gén expressziojanak csokkenése 48 ora elteltével parhuzamos volt
a chlamydia kromoszoéma mennyiségének csokkenésével ebben a sejtben. A hosszas magas pyk
expresszio a Caco-2 sejtekben fokozott genom felhalmozddassal jart egyiitt. A C. trachomatis
groEL génje, ami a hé sokk protein 60 (GroEL-1)-t kddja a Caco-2 sejtekben a kisérlet teljes
ideje alatt nagymértékben upregulalodott. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a C. trachomatis
Caco-2 sejtekben torténd replikacidja a baktériumok bizonyos stressz valaszat valtotta ki.

Irodalmi adatok szerint a kis antibakterialis molekulak befolyasoljak a gyulladast, a
velesziiletett és adaptiv immunvalaszt a férfi és n6i reproduktiv szervekben. A hBD-2-t tigy
tartjak, hogy hozzajarul a gazdaszervezet védekezéséhez a neutrofil leukocitak toborzasaval és
az ¢éretlen dendritikus sejtek és a memoria T-sejtek a mikrobidlis invazio helyére vald
vonzasaval. C. trachomatis pozitiv nék cervico-vaginalis mintaiban kimutattdk a hBD-k
expressziojat, bar szignifikdnsan alacsonyabb szinten, mint a nem fert6zott kontrollokban. A
Caco-2 sejtvonalakkal végzett kisérleteink soran a C. trachomatis fertézés mérsékelt szintii
hBD-2 termelddést okozott a jol indukalo E. coli Nissle torzs hatasahoz képest. A C. muridarum
fertdzés egérmodelljében hosszabb hordozast és a gyulladasos vélasz hidnyat figyelték meg a
vastagbélben; azonban a genitalis traktus fertézése rovid id6 alatt eliminalodott és gyulladassal
jart. A Chlamydia fert6zott Caco-2 sejtvonal alacsony szintii hBD-2 termelése a szupresszalt
természetes immunvalasz és kovetkezésképpen egy késobbi csokkent adaptiv valasz jele lehet.

Osszefoglalva, a vastagbél hamsejtjét reprezentaldo Caco-2 sejtvonal megfeleld
permissziv gazdasejtként viselkedik az elsGsorban a genitalis traktust fert6z6 C. trachomatis
szamara, amely, igy lehetévé téve ennek a baktériumnak a bélben valo talélését anélkiil, hogy
gyulladdsos valaszt indukalna. Ezen eredmények alatamasztjak azt az elméletet, miszerint a
gasztrointesztinalis traktus a Chlamydia genitaliakon kiviili talélésének helyszinéiil szolgalhat,
¢s potencialisan a nemi szervek ujrafert6zodésének forrasa lehet kiilonosen nékben.

6. Osszefoglalas

A chlamydiadk széles korben elterjedt obligat intracellularis baktériumok, melyek az
emberi szem, az urogenitalis és 1égutak fertdzését okozzak.

A Chlamydia pneumoniae (Cpn) egy gyakori 1éguti patogén, szerepe szamos kronikus
nem fert6z6 betegség patomechanizmusaban felmeriilt. A legintenzivebben az ateroszklerosis
¢és a Cpn kozotti kapesolatot vizsgaltak. A Cpn fertézés ateroszklerdzisban bet6ltott szerepének
vizsgalatara hiperlipidémias allat modelleket alkalmaznak. A kisérleteink célja az volt, hogy
megvizsgaljuk a tobbszori Cpn fertézés ateroszklerozis kialakulasara gyakorolt hatasat
ApoB100only/LDLR™ egerekben, melyek a szérum lipid profiljukat illetben az emberi
familiaris hiperkoleszterinémia legmegfelelébb modelljének tekinthetdk, és hogy
osszehasonlitsuk az ateroszklerotikus 18ziok fejlédését az ApoB100only/LDLR™ térzsben és a
leggyakrabban hasznalt ateroszklerézis modellnek szamité ApoE” egerekben. Cpn-val
haromszor fertézott ApoB100only/LDLR” egerek aorta mintdit morfometriai analizisnek
vetettiik ald. Eletképes Cpn kimutatasa céljabol a leszallo aortikat RT-PCR moédszerrel
vizsgaltuk. A morfomertiai kiértékelés feltarta, hogy a Cpn fertézés fokozta az ateroszklerézis
fejlodését az aortagyokben és a leszallo aortdban normaél diétan tartott egerekben, de nem
okozott fokozast magas zsir/magas koleszterol tartalmu diétan tartott egerekben. A Chlamydia
16SrRNS gén expresszidjanak kimutatdsaval életképes Cpn jelenlétét igazoltuk a fertézott
egerek aortajaban. Az ateroszklerozis fokozodasanak hasonldo mértékét figyeltiik meg, amikor
dsszehasonlitottuk az alkalmazott fertézési protokoll hatisat ApoB100only/LDLR™ és ApoE™
egerekben. Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy az ApoE™ egerekben megfigyeltekhez
hasonléan az ApoB100only/LDLR™ egerekben - melyek szérum lipoprotein dsszetételiik
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tekintetében jobban hasonlitanak hiperkoleszterinémias emberekhez - fokozodott az
ateroszklerozis fejlodése a Cpn fert6zés hatasara, ezért ez az egér torzs alkalmas modellje lehet
a fertézéssel Osszefiiggd ateroszklerdsis fokozodas vizsgalatanak és tovabbi bizonyitékot
szolgaltat a Cpn fert6zés proatherogén hatésara egerekben.

C. trachomatis a szem, az urogenitalis traktus és a légutak fert6zését okozza. Ez a
baktérium a leggyakrabban azonositott szexualis uton terjedd koérokozd. A tiinetmentes,
ismétl6do és kronikus C. trachomatis fertézés gyakori az urogenitalis traktusban, és sulyos
reproduktiv betegséget okozhat. A fertdzés allat modelljei €s az epidemiologiai vizsgalatok azt
sugalljak, hogy a GI traktusban tartozkodo Chlamydia Iehet az ismételt urogenitalis fertézések
forrasa.

Ezért tanulmanyoztuk a C. trachomatis urogenitalis traktusban betegséget okozd
szerovariansanak szaporodasi tulajdonsagait a human bél epithelialis Caco-2 sejtben, és
vizsgaltuk a sejtek fertdzés altal indukalt defenzin termelését. Az immunfluoreszcens festés és
a transzmisszios elektronmikroszkopia Chlamydia zarvanyok jelenlétét mutatta a sejtekben.
Hasonlé mennyiségben mutattunk ki Chlamydia DNS-t és életképes C. trachomatis-t Caco-2
sejtekben, mint a baktérium in vitro szaporitasara altalanosan hasznalt gazdasejtben. A
kivalasztott C. trachomatis gének kifejez6désének kinetikaja elnyujtott szaporodasi ciklusra
utal Caco-2 sejtekben, amit a késdi gének és a h6sokk protein groEL-1 gén tartdsan magas
szinten valo kifejezodése jelez. A C. trachomatis szaporodasa alacsony szinti 3-defensin-2
termelést valtott ki Caco-2 sejtekben, ami hozzdjarulhat ahhoz, hogy a baktérium elkeriilje a
bélcsatornaban mitkddé immunrendszer altali felismerést. Eredményeink szerint a Caco-2
alkalmas gazdasejt a C. trachomatis szaporodasahoz, tehat a GI traktus a C. trachomatis
baktérium tartdzkodasi helye lehet.

A kovetkezo eredmények tekintheték ujnak

e Az ApoB100only/LDLR” egértorzs egy masik/tovabbi egér modell a lipid
rendellenességek vizsgalatara, az ismételt Cpn fert6zés fokozo hatdssal rendelkezik az
ateroszklerotikus plakk képzddésére.

e Cpn fertézott ApoB100only/LDLR™ egerekben az ateroszklerodzis fejlédés fokozodasat
figyeltiink meg a normal diétan tartott allatokban, de nem a magas zsir €s koleszterin
tartalmu diétan tartottakban

e Metabolikusan aktiv Cpn mutattunk ki aorta mintakb6l RT-PCR moédszerrel

e A Caco-2 sejtek novekedést eldsegitd kdrnyezetet biztositanak az emberi genitalis C.
trachomatis torzs szamara.

e A C. trachomatis D novekedési tulajdonsagai a Caco-2 sejtekben azt mutattak, hogy a
Chlamydia torzsnek hosszi tava replikacios ciklusa van a Hela hagyomanyos
gazdasejtekéhez képest.

e A C. trachomatis, a h6é sokk proteint (Groel-1)-et kodoldo groEL génje a Caco-2
sejtekben a megfigyelési iddszak alatt nagymértékben upregulalodott, ami a stresszes
novekedési kornyezet jele lehet.

e A Caco-2 sejtvonalban a C. trachomatis fert6zés mérsékelt szinten indukalta a hBD-2
termelést, amely lehet a baktériumok immun kitéré mechanizmusa.
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