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1) Bevezetés

. A Chlamydiae torzs jellemzoi

A Chlamydiak obligat Gram-negativ intracellularis korokozok, bifazisos fejlodési ciklussal. Ezen
korokozok képesek az amébaktol az emberekig ¢él61ényeket megfertézni. A Chlamydiaceae csalad a
Chlamydiae torzs legjobban tanulméanyozott csoportja, 11 fajbdl all, amelyek patogének az allatokra,
koztiik emberre is. A Chlamydiaceae csaladban harom emberi korokozo talalhato: Chlamydia
trachomatis, Chlamydia psittaci és Chlamydia pneumoniae.

o A Chlamydia pneumoniae fert6zés

A Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) az akut 1éguti fertézések gyakori korokozdja, beleértve a
kozosségben szerzett tiidogyulladas (CAP), arciireggyulladas, torokgyulladast és a horghurutot. A C.
pneumoniae a tiidégyulladasos esetek 10%-aért felelds. A populacid szeropozitivitasa azt mutatja, hogy
a kozosség koriilbeliil 50-70%-a fert6z6dott C. pneumoniae-val az életében legalabb egyszer. Ezenfeliil
a C. pneumoniae fert6zést atherosclerosissal is Osszefiiggésbe hoztak. A fels6 és also légutak invazidja
soran valadék képzodik. A valadék eltavolitasanak megkonnyitése érdekében az orvosok gyakran irnak
fel mukolitikumokat.

. Chlamydia szaporodasi ciklusa és a vele szemben kialakult immunvalasz

A Chlamydiaceae csaladba tartozé korokozok fejlodési ciklusaban két forma talalhaté meg: az elemi
test (EB), illetve a retikularis test (RB). Ezek a formak morfoldgiailag és funkcionalisan is kiillonb6znek
egymastol. Az EB sporaszerti képz6dmény, és a sejtek megfertézéséért felel6s. Miutan az EB-k bejutnak
a gazdasejtbe, RB-kk¢é differencialodnak. Ez a forma a baktérium metabolikusan aktiv formaja. 8-10
osztodasi ciklus utan az RB-k EB-kké redifferencialodnak, és az EB-k extruzio vagy bimbdzas ttjan
tavoznak a sejtbol, hogy 1j fertdzési ciklust kezdjenek.

A chlamydia fert6zés elleni védekezés egyszerre harom platformon zajlik. Az egyik elem az Gigynevezett
sejt-autoném immunitas, a masodik az apoptozis, az utolsé pedig az immunrendszer aktivalodasa. A
sejt-autoném immunitas egyik kulcseleme az indolamin 2,3-dioxigenaz (IDO) egy IFN-y indukalhat6
enzim, amelynek két izoforméja van, az IDO-1 és az IDO-2. Ez az enzim felel6s a triptofan lebontasaért
a sejtben. Ez az aminosav Iétfontossagu a szaporodo baktériumok szamara. Egy masik kulcsfontossaga
elem a programozott sejthalal. Az apoptdzis egyik f6 eseménye a kaszpaz 3,6,7 aktivalodasa, amely a
sejt apoptozisahoz vezet. Ismert, hogy a Chlamydiaceae tagjai a Raf/MEK/ERK utvonalak
stimulalasaval probaljak kikeriilni a gazdasejt apoptdzisat, ezaltal indukalva a Bagl-et. A Bagl kotodik
a Bcl-2-hoz, igy fenntartva annak anti-apoptotikus funkciojat. Az immunrendszer aktivalasaban szamos
citokin is szerepet jatszik a C. pneumoniae elleni védekezésben. Az IL-12 egy heterodimer citokin,
amelyet dendritikus sejtek (DC), aktivalt makrofagok és neutrofil granulocitdk termelnek. Az 1L-12
szerepet jatszik a természetes 6l6sejtek (NK) aktivalasaban, valamint a naiv T-sejtek CD4* sejtekké
torténd differencialodasaban. Ezen talmenden serkenti az IFN-y termelddését, és az IFN-y-val egyiitt
elésegitik a DC-k érését. Az IL-17 egy proinflammatorikus citokin csalad, amely 6 tagbol all IL-17(A-
F). Leirtak, hogy az IL-17A a kemokinek expresszidjanak elosegitésével neutrofil infiltraciot kdzvetiti
a C. pneumoniae tiidd6fertézés soran. Az IFN-y dont6 szerepet jatszik mind a velesziiletett, mind az
adaptiv immunitasban (pl. serkenti a makrofagok TNF termelését, fokozza az MHC-expressziot, ezaltal
segiti az antigénprezentaciot, elGsegiti a fagoszoéma-lizoszoma fuzidt, és szamos IFN-indukalhat6
GTPazt indukal). A szurfaktan fehérjék (SP) négy fehérjébdl allnak (SP A-D), amelyek koziil az SP-A
¢s SP-D a tiid6 védelmében jatszik szerepet. Az SP-A és az SP-D opszoninként miikddik, megkdnnyiti
a baktériumok felvételét az alveolaris makrofagok szamara, illetve képesek aggregalni a baktériumokat.

) Mukolitikumok altalanos leirasa

Az acetilcisztein (NAC) egy tiolcsoportot tartalmazd, a gyogyaszatban gyakran hasznalt gyogyszer
Szamos terapids felhasznalasa van a pszichiatridban, beleértve a bipolaris zavart, a major depressziot,
illetve a skizofréniat, ezenfeliil antidotum az acetaminofen taladagolasaban. Leggyakrabban azonban a
NAC-ot nyakoldoként hasznaljak. A szervezetben haromféle hatasmechanizmussal miikodik: a



tiolcsoportja képes redukalni diszulfid kotéseket, a NAC a glutation szintézis szubsztratjaként
szolgalhat, illetve kozvetleniil semlegesitheti az szabad gyokoket. Németorszagban a NAC volt a
masodik legnépszeriibb nyakoldo szer, 23,5%-0s piaci részesedéssel a kdptetdk piacan. Az Orszagos
Egészségbiztositasi Pénztar altal rendelkezésiinkre bocsatott adatai alapjan 2016-ban kicsivel tobb mint
1 millio kiszerelt adag NAC-ot értékesitettek Magyarorszagon, ezzel a NAC lett leggyakrabban hasznalt
mukolitukum hazankban. A NAC kozvetlen antimikrobialis szerepe még nem tisztazott, de vannak
adatok a biofilm képzddést gatldo hatasarol. A NAC kozvetlen antimikrobialis hatast mutatott az
extracellularis korokozokkal szemben. A tuberkuldzis esetében a NAC-rol kideriilt, hogy
bakteriosztatikus hatasa van Mycobacterium tuberculosis ellen.

Az ambroxolt (AX) széles korben alkalmazzak léguti fertézések és kronikus horghurut kezelésére,
raadasul biztonsagos gyogyszernek mindsiil. Tovabba az Ax jotékony hatast fejt ki a Parkinson-kor
lefolyasara azaltal, hogy moddositja a glitkocerebrozidaz chaperon aktivitasat. Az Ax immunrendszer
tamogat6 tulajdonsagokat mutat az IL-10, IL-12 és IFN-y expresszidjanak ndvelésével, az aromas
csoportjanak kdszonhetéen az Ax antioxidans tulajdonsaggal is rendelkezik. Ezenkiviil arr6l szamoltak
be, hogy az Ax noveli az SP termelést, és csokkenti ERK 1/2 utvonal LPS-stimulalt aktivaciojat.
Németorszadgban az Ax volt a legnépszeriibb nyakoldo szer, 24%-os piaci részesedéssel. Az Orszagos
Egészségbiztositasi Pénztar altal rendelkezésiinkre bocsatott adatok alapjan 2016-ban Kicsivel tobb mint
605 000 Kiszerelt adag Ax-ot értékesitettek Magyarorszagon, ezzel az Ax a masodik leggyakrabban
hasznalt nyakoldo6 szer Magyarorszagon. Ezenkiviil az Ax-ot virusos fertdzések soran fellépo torokfajas
tiineti kezelésére is hasznaljak, mivel helyi érzéstelenito hatast fejt ki.

2) Célkitiizések

A NAC hatasanak vizsgalata a C. pneumoniae szaporodasara in vitro;

A NAC rovid és hosszh tavu kezelésének hatasanak vizsgalata a C. pneumoniae replikacidjara in vivo
egér modellben;

A NAC hatasmechanizmusanak meghatarozasa C. pneumoniae szaporodasara;

NAC-ot helyettesithet6 alternativ mukolitikum vizsgalata,

egerekben;

Az AX génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata ismert anti-chlamydialis géneken in vivo
egerekben;

Az Ax hatasanak vizsgalata az IFN-y és IL-6 termelésre fehérje szinten in vivo egerekben;

SP-A és SP-D fehérje hatasanak vizsgalata a C. pneumoniae kotédésére és replikacidjara egér
sejtvonalon;

Az Ax kezelés hatasanak tanulmanyozasa az ERK utvonal aktivitasara

3) Anyagok és médszerek

. C. pneumoniae szaporitasa

Kisérleteinkben az C. pneumoniae CWL029 torzsét hasznaltuk. A C. pneumoniae-t HEp-2 sejtekben
szaporitottuk, majd a fert6z6 EB-K titerét indirekt immunfluoreszcens vizsgalattal hataroztuk meg. Az
EB készitmény sorozathigitasaival McCoy sejteket fertéztiink, majd 48 ords inkubalas utan a sejteket
acetonnal fixaltuk, és monoklonalis anti-Chlamydia lipopoliszacharid antitesttel és FITC-jelolt egér-
IgG-vel festettiik. A C. pneumoniae zarvanyok szamat UV-mikroszkop alatt megszamoltuk, és a titert
zarvanyképzé egység/ml-ben (IFU/mI) fejeztiik ki.



. A NAC és az AX hatasa a C. pneumoniae szaporodasara in vitro

A McCoy sejteket 13 mm-es atmérdjii fedélemezt tartalmazéd 24 lyukl szdvettenyészté lemezekben
novesztettilk Eagle MEM médiumban A tapfolyadék kiegészitettiik 10 térfogatszazalék borjisavoval
0,5 térfogatszazalék glikozzal, 0,3 mg/ml 1-glutaminnal, 4 mM HEPES-sel és 25 pg/ml gentamicinnel.
Kisérletenként 6t parhuzamos sejttenyészettel dolgoztunk, amelyeket lyukanként 2x10° IFU C.
pneumoniae-val fertéztiink és fert6zés idépontjaban egyidejiileg NAC-cal (0,01-10 mg/ml) vagy Ax-
szel (0,002-0,05 mg/ml) kezeltiink, vagy kezeletleniil hagytuk. Egy masik kisérletben a sejteket C.
pneumoniae-val, fert6ztiik, amelyeket kiilonb6z6 NAC vagy Ax koncentraciokkal elékezeltiink 1 oran
keresztiil, majd fertdztiik a sejteket. Harmadik kisérletben a C. pneumoniae EB-ket NAC-cal (0,1
mg/ml) vagy Ax-szel (0,05 mg/ml) elékezeltiik folyamatos razassal szobahémérsékleten, majd 1 ora
elteltével ezeket a hatdéanyagokat 13 800 g-n 15 percig tartd centrifugéaléssal kimostuk, vagy mosatlanul
hagytuk. Ezutan NAC-cal vagy Ax-szel kezelt C. pneumoniae-t, vagy a nem kezelt C. pneumoniae-t 24
lyuku lemezekben fedélemezeken névesztett sejtekre mértiik, majd 1 6ran at 800 g-n centrifugaltuk. 48
Oras inkubaciot kovetden a fedélemezeken 1évé sejteket acetonnal fixaltuk, és a C. pneumoniae
zarvanyainak lathatova tételéhez a "C. pneumoniae szaporitasa" cimii fejezetben leirtak szerint festettiik.
Ahhoz, hogy kimutathassuk a NAC vagy az Ax hatasat a chlamydia EB-k gazdasejtekhez vald
kotédésére, McCoy vagy relevansabb human 1éguti eredetii epithél A549 sejteket NAC- vagy Ax-kezelt
C. pneumoniae EB-kkel fert6ztiink, majd 1 6ras inkubacios id6 és centrifugalas utan a sejteket mostuk
és fixaltuk, és a megkdotott EB-ket indirekt immunfluoreszcencidval festettiik a fent leirtak szerint.

A fluoreszcenciajeleket Olympus UV-mikroszkopiaval elemeztik. A nem fertézott vagy C.
pneumoniae-fertézott sejtek, illetve a hatdéanyaggal kezelt C. pneumoniae-val fertézott sejtek
immunfluoreszcenciajat az ImageQuantTL 8.1 szoftverrel kvantitativan elemeztiik az alabbiak szerint:
minden képen véletlenszeriien 6-6, a sejteket lefedd, egyenlé méretli, kor alaku teriiletet valasztottunk
ki, majd a kivalasztott teriiletek hattérjeleit kiiszobértékkel kiszlrtiik, és a véletlenszeriien kivalasztott
sejtek fluoreszcencia-intenzitas/pixel értékét szamszersitettiik.

. Az egerek fertézése

A 6 hetes néstény BALB/c egereket a Charles River Laboratories-tdl szereztiik be. Az egereket a
Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Mikrobiologiai és Immunbiologiai intézet allattartd telephelyén
tartottuk, ad libitum taplalékot és vizet biztositva. A fert6zés el6tt az egereket enyhén elaltattuk 200 pl
natrium-pentobarbital (7,5 mg/ml) intraperitonealis injekcioval. Ezutan intranazalisan megfertOztiik
6ket 2x10°IFU. C. pneumoniae-val 20 ul SPG-ben szuszpendéalva. Négy in vivo kisérletet végeztiink: I.
A fertézést koveté masodik naptol 10 mg/ttkg NAC-cal kezeltik az egereket napi 50 ul ivovizben
feloldva per 0s. Az egereket fert6zést kovetd 7. napon elaltattuk és felaldoztuk. 1. A fent leirt kisérletet
megismételtiik, de az egereket 19. napig kezeltiik, majd a 20. napon felaldoztuk dket. 111. Egy masik
kisérletben a C. pneumoniae-val fert6zott egereket a fentiektdl eltéréen 1,25 mg/kg Ax-szel kezeltikk
naponta, majd a fert6zés kovetd 7. napon aldoztuk fel 6ket. 1V. Az els6 fertézést kdveté napon, az
egereket naponta 5 mg/kg Ax-szel kezeltiik, majd az egereket a 7. napon elaltattuk és felaldoztuk.

A kisérletek soran az egerek viselkedését és testsulyat naponta ellenériztiik; a kontroll egerek
ugyanakkor térfogatu vizet kaptak, hogy utanozzuk a gyogyszerek beadasa alatt 1étrejovo stresszt. Az
elaltatasat kovetden az allatok szérumat szivpunkcioval gyujtottiik, majd a tidot eltavolitottuk, és
homogenizaltuk. A homogenizalt szdvetminta felét RNS extrakcidhoz és kvantitativ polimeraz
lancreakciohoz dolgoztuk fel, mig a masik felét 1 ml SPG-ben szuszpendaltuk, hogy a
visszatenyészthetdé C. pneumoniae inkliziok szamat megmérjiik, illetve a cytokinek szintjét
megallapithassuk.

A Kkisérletiinket az Orszagos Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Bizottsig (2016. augusztus 10.,
I11./3072/2016) és a Szegedi Tudomanyegyetem Allatjoléti Bizottsaga hagyta jova. A kisérlet megfelel
az Eur6pai Parlament 2010/63/EU iranyelvének.



. C. pneumoniae visszatenyésztése az egerek tiidejébol

Két fagyasztasi-olvasztasi ciklus utan az egyes egerek homogenizalt tiidejét lecentrifugaltuk (10 perc,
400 g), és a feliiliszok sorozathigitasaval McCoy sejteket fertztiink. Ezutan a mintakat centrifugaltuk
(16ra, 800 g), majd 48 oras tenyésztés utan a sejteket acetonnal fixaltuk, és a fent emlitett ,,C.
pneumoniae szaporitasa” részben leirtak szerint megfestettiik, hogy lathatéva tegyiik a C. pneumoniae
zarvanyait.

. RNS kivonas az in vitro sejtkultarakbol

Hatlyukt lemezekben McCoy sejteket fertéztiink C. pneumoniae-val 4-es fert6zési multiplicitassal
(MOQI), majd a sejteket kezeletleniil hagytuk, vagy 0,1 mg/ml NAC-ot vagy 0,05 mg/ml Ax-ot adtunk a
tapfolyadékhoz. A teljes RNS-t 1 nap elteltével Tri Reagenssel extrahaltuk a gyarto protokollja szerint.
Az RNS-koncentraciot 260 nm-en mértiikk NanoDrop spektrofotométerrel.

. RNS kivonas az egerek tiidejébol

Az egerek homogenizalt tiidejének felét, amelyet az “Egerek fert6zése” cimii fejezetben nyertiink ki, Tri
Reagenssel dolgoztuk fel, és az extrakciot az “RNS kivonas az in vitro sejtkultirakbol” fejezetben leirtak
szerint végeztik el.

° cDNS szintézis

Az RNS extrakcios protokollt kovetden barmely minta esetén 1 pg teljes RNS-t reverz transzkripcio ala
vetettiink Maxima Reverse Transcriptase segitségével a gyartd protokolljanak megfeleléen random
hexamer primert hasznalva.

) Az ldol, 1do2, Ifng 1112, 1123, 1117a, 1117f, Ifng, Sftpa, Sftpb, Sftpc, Sftpd és az Actb
gének quantitativ PCR (qPCR) vizsgalata

A gPCR mérést Bio-Rad CFX96 késziilékkel végeztiik, SsoFast EvaGreen qPCR Supermix keverékkel,
illetve egér-specifikus primer parok felhasznalasaval. Az primereket a PrimerQuest Tool szoftverrel
terveztilkk, és az Integrated DNA Technologies, Inc. szintetizalta. Az amplifikdcios specifitas
ellendrzésére olvadasi gorbe elemzést végeztiink. Az Idol, Ido2, 1112, 1123, 117a, 1117f, Ifng, Sftpa,
Sftpb, Sftpc, Sftpd és Actb kiiszobeiklusait (Ct) meghataroztuk, a relativ génexpressziokat pedig a AACt
modszerrel szamitottuk ki. Student-féle t-teszttel hasonlitottuk 6ssze a ACt értékek statisztikai
kiilonbségeit a fert6zott és a kontroll mintak kdzott, vagy ANOVA RM és tervezett 6sszehasonlitasokat
hasznaltunk a ACt értékek statisztikai kiilonbségeinek Osszehasonlitasara a fert6zott és a kontroll
mintakban, a korabban leirtak szerint, p < 0,05 szignifikanciaszintet hataroztunk meg.

. ELISA vizsgalatok

A citokinek meghatarozasara a tiid6 feliiliszokbdl szendvics, egér IL-6 és egér IFN-y ELISA Kiteket
hasznaltunk. Hasznalat el6tt a tarolt tiidomintakat felolvasztottuk, és a vizsgalatot a gyarto utasitasai
szerint végeztiik a kdvetkez6 higitasokban: 10-szeres higitasban az IL-6 és 50-szeres higitasban az IFN-
v esetén. A kitek dinamikus tartomanya 10 és 1000 pg/ml kdzott volt. A lemezeket Biochrom Anthos
2010 mikrolemez-leolvasédval elemeztiik. A mintakat két parhuzamosban vizsgaltuk.

. ERK qtvonal vizsgalata Western-blottal

Annak érdekében, hogy kideritsiilk a foszforilaltsag mértékét a RAF proto-onkogén szerin/treonin-
protein kinazban (c-Raf), valamint a kett0s specificitasu mitogén aktivalt protein kindzban (MEK)1/2,
ERK1/2, P9ORSK1/2 és mitogén -és a stressz altal aktivalt protein kindz 1 (MSK-1)-ben, McCoy
sejteket 6 lyuka lemezeken ndveszttettiink, és Ax-szel (0,05 mg/ml) kezeltiik és/vagy 0,01 MOI C.
pneumoniae-val fertdztiik, vagy kezeletleniil hagytuk a sejteket. 12 6ras inkubacio utan a sejteket kétszer
mostuk jéghideg PBS-sel, lekapartuk, és homogenizalo pufferben gytjtottik. A sejteket ultrahang
homogenizatorral (10 s, 4 °C) kezeltiik, majd a homogenizatumot lecentrifugaltuk (14000 x g, 10 perc,

crcr

végeztiik. A 20 pg fehérjét tartalmazo mintakat 5 percig forraltuk, majd az el6készités utan a mintakat



SDS-PAGE-en valasztottuk el. Az elvalasztas utan a fehérjéket 0,45 pm-es porusméretii nitrocelluloz
membranra vittikk at. A nem-specifikus kotédés megakadalyozasara a membrant BSA-t és Tween-20-
attartalmazo oldattal inkubaltuk. Minden kisérletben a membranokat vizszintesen elvagtuk a vizsgalt
fehérjék molekulatomegének megfeleléen. A membranokat specifikus elsddleges antitestekkel
inkubaltuk a Raf-1, MEK, p90, ERK és MSK foszforilalt formai ellen, valamint egy haztartasi fehérje,
a GAPDH ellen egy éjszakan keresztiil, 4 °C-on. Az inkubalast kdvetéen a membrant mostuk, majd
torma-peroxidazzal konjugalt kecske anti-nyul masodlagos antitesttel inkubaltuk 45 percig
szobahdmérsékleten. A kemilumineszcencia analizist LumiGLO 20x reagenssel végeztiik, majd a
membranokat rontgenfilmekkel exponaltuk. Minden filmet beszkenneltiink, és a fehérjesavok stirtiségét
a Quantity One szoftver 98 segitségével szamszerisitettiik.

. Apoptozis vizsgalat aramlasi citométerrel

A kaszpaz 3/7 aktivitasi vizsgalatokat a FAM FLICA™ Caspase-3/7 Kit-tel és propidium-jodid festéssel
végeztiik. A kisérletet 4 kisérleti csoportra osztottuk. A McCoy sejtek felét 0,01 MOI C. pneumoniae-
val fertdztiik, mig a masik fele fertézetleniil maradt. A fertézott, illetve a nem fertézott csoportokat 0,05
mg/ml Ax-szel kezelt vagy kezeletlen csoportokra osztottuk. 12 oras inkubacidé utan az apoptozis
vizsgalatot a gyarto utasitasai szerint végeztiik, és a sejteket aramlasi citométerrel elemeztiik. A modszer
képes kiilonbséget tenni az életképes (kaszpaz 3/7-/Pl-), a korai apoptotikus (kaszpaz 3/7+/Pl-) és a
késdi apoptotikus (kaszpaz 3/7+/PI-) sejtek kozott. A sejtpopulaciok fluoreszcenciajat a festés utan
azonnal elemeztiik Aria Fusion aramlasi citométerrel.

srer

o Az SP-A és SP-D in vitro hatdsa a C. pneumoniae proliferaciojara és kotodésére

A McCoy sejteket (2,5 x 10° sejtet) tenyésztettiink 24 lyuku lemezekbe, és egy éjszakan at inkubaltuk.
A C. pneumoniae-t (0,01 MOI) 1 ml médiumban szuszpendaltunk, SP-A (1 pg/ml) vagy SP-D (1 pg/ml)
jelenlétében, vagy kezeletleniil hagytuk. A szuszpenzidkat 37 °C-on, 1 éran at raztuk, majd 1 o6ran
keresztiil 800x g-n centrifugaltuk a sejtek megfertdzése érdekében. 48 6ra mulva a sejteket acetonnal
fixaltuk és festettiik a ,,C. pneumoniae szaporitasa”pontban leirtak szerint. Az SP-A és SP-D fehérjéknek
a C. pneumoniae J-774 sejtekhez valo kotodésére gyakorolt hatasanak kimutatasara a fent leirt kisérletet
a kovetkez6 modositassal megismételtilk. Az 1 6ras centrifugalas utan a sejteket azonnal megfestettiik,
a korabban leirtak szerint. A fluoreszcencia jeleket az Olympus IX83 Live Cell Imaging rendszer és a
scanR High-Content Screening Station mikroszkopia segitségével elemeztiik. A fluoreszcenciat pedig
az ImageQuantTL 8.1 segitségével kvantitativan elemeztiik ,,A NAC és az Ax hatasa a C. pneumoniae
szaporodasara in vitro” pontban leirtak szerint.

° Statisztikai analizis

A Welch-féle t-probat vagy egyiranyi ANOVA RM tervezett 6sszehasonlitasokkal a GraphPad Prism
8.0.1 szoftver segitségével végeztiik el. Az adatokat atlag + standard eltérésként fejeztiik ki. A p <
0,05 értéket szignifikansnak tekintettiik.

4) Eredmények

. NAC noveli a C. pneumoniae in vitro replikaciojat

Elsédlegesen in vitro koriilmények kozott akartuk ellendrizni a NAC potencialis chlamydia ellenes
hatasat. Kisérleteink soran a NAC kiilonboz6 koncentracioit kétféle megkozelitéssel alkalmaztuk.
azonnal megfert6ztiik. Az alkalmazott koncentraciok koziil a 10 mg/ml és a 2 mg/ml NAC doézisok
toxikusak voltak a sejtekre. Meglepé modon a 0,1 mg/ml NAC a McCoy sejtekben a C. pneumoniae
zarvanyok szamanak kozel hatszoros novekedését eredményezte a kezeletlen C. pneumoniae fert6zés
utan megfigyelt szamhoz képest. Ennek megfeleléen ezt a koncentraciot valasztottuk a késébbi
vizsgalatokban.



A masodik megkozelitésben a C. pneumoniae-t eldinkubaltuk NAC-cal az el6bb emlitett harom
koncentracioban tgy, hogy a C. pneumoniae és a NAC keverékét a sejtek megfert6zése el6tt 1 oran
keresztiil folyamatosan razogattuk. Nem volt szignifikans kiilonbség az 1 6ran at NAC-cal eldkezelt C.
pneumoniae és az azonnal a sejtekre mért NAC-kezelt C. pneumoniae szaporodasa kozott (p>0,05).

o NAC noveli a C. pneumoniae kotodését a gazdasejthez

Annak vizsgalatara, hogy a NAC képes-e befolyasolni a C. pneumoniae kotodését, a McCoy, illetve
relevansabb, human 1éguti eredetli A549 epithélsejteket NAC-eldkezelt C. pneumoniae-val vagy
kezeletlen C. pneumoniae-val fertztiik meg. Azt kaptuk eredményiil, hogy a NAC-kezelt C.
pneumoniae szignifikansan nagyobb fluoreszcencia-intenzitast eredményezett a McCoy sejtekben, mint
a kezeletlen C. pneumoniae. Hasonld hatas volt megfigyelhet6 a 1éguti eredetii A549 sejtek esetében is.
A kontroll sejtek nem mutattak fluoreszcenciat. A késobbi kisérletek azt mutattak, hogy a NAC
eltavolitasa a C. pneumoniae tapfolyadékabol mosasi 1épéssel, nem modositotta jelentdsen a szaporodd
C. pneumoniae szamat a mosatlan C. pneumoniae-val torténd fertézés eredményéhez képest. A NAC
hozzaadasa a sejtekhez 6 vagy 24 oraval a C. pneumoniae fert6zés utdn nem valtoztatta meg a C.
pneumoniae altal képzett zarvanyok szamat. Tovabba a gazdasejtek NAC-cal valo el6inkubalasa 48
6raval a C. pneumoniae fertézés el6tt Sem valtoztatta meg a C. pneumoniae szaporodasat.

. NAC kezelés fokozza a C. pneumoiae visszatenyészhetoségét és meghosszabbitja a
fertézés idétartamat in vivo egér modellben

In vivo kisérleteink soran szerettiik volna megvizsgalni, hogy a NAC rovid tavon stlyosbithatja-e a
chlamydia fert6zést. Husz egeret fert6ztiink meg C. pneumoniae-val, ebb6l 10 egeret 10 mg/kg NAC
per 0s kezeltiink 6 napig, abban a koncentracidban, amelyet emberi 1éguti fertézéseknél alkalmaznak
nyakolddként az egér sulyara szamolva. A hetedik napon az egereket felaldoztuk; a tiid6t eltdvolitottuk
a visszatenyésztheté C. pneumoniae meghatarozasara. Azt talaltuk, hogy 6 napos NAC-expozicié utan
a C. pneumoniae fert6zés sulyossaga fokozodott. A NAC-kezelt csoportban a visszatenyészthetd
chlamydia zarvanyok atlaga koriilbeliil haromszor nagyobb volt, mint a NAC kezelés nélkiil C.
pneumoniae-fert6zott egerekben. Ezutan megvizsgaltuk, hogy a NAC meghosszabbitja-e a C.
pneumoniae Kiiiriilését a tiidébdl. Tizenhat egeret fertéztiink meg C. pneumoniae-val, és nyolc egeret
19 napig NAC-cal kezeltiink. A huszadik napon az egereket felaldoztuk, és a tiidejiiket eltavolitottuk az
életképes C. pneumoniae kimutatasara. A NAC-cal kezelt csoportban az dsszes egér C. pneumoniae
pozitiv volt, és a C. pneumoniae zarvanyok szama 2,5-szer magasabb volt, mint a kontrollcsoportban.
Tovabba a kontrollcsoportban két egér tenyésztés-negativ lett (a modszeriink érzékenysége <40
IFU/tiid6 volt), ami a betegségbdl valo felépiilésre utalt.

o Ax kezelés nem befolyasolja a fert6zé C. pneumoniae szamat in vivo egérben

A NAC jobb alternativajanak keresése érdekében az Ax C. pneumoniae replikaciora gyakorolt hatasat
in vitro és in vivo rendszerekben vizsgaltuk. Ax nem okozott szignifikans valtozast a baktériumok
szaporodasaban a McCoy sejtekben 0,002 és 0,01 mg/ml koncentracidkat hasznalva, de 0,05 mg/ml Ax
er6s antimikrobialis hatast fejtett ki, és ez a C. pneumoniae inklaziok szamat a kezeletlen sejteknél
megfigyelt szam koriilbeliil egyotodére csokkentette. Az Ax egyik alkalmazott koncentracidja sem
befolyasolta a gazdasejtek életképességét. A dozis 0,25 mg/ml-re torténd emelése az Ax toxikusnak
bizonyult a sejtekre nézve. Ezutan meg kivantuk hatdrozni az Ax antimikrobialis aktivitasanak
hatterében megbtijo6 mechanizmusokat. A NAC-cal végzett kisérlettel azonos kisérletet végeztiink. Ax-
szel kezelt és kezeletlen C. pneumoniae-t oltottunk McCoy és AS549 sejtekre, majd a sejteket
immunfluoreszcens médszerrel festettiik meg. Az immunfluoreszcencia valtozast ebben az esetben nem
figyeltiik meg, és arra kdvetkeztettiink, hogy az Ax kezelés nem moddositotta a sejtmembranhoz tapado
C. pneumoniae elemi testek szamat. A korabban leirtak alapjan az IDO1,2 antimikrobialis aktivitast
mutat, mert metabolizalja a triptofant, Ez az aminosav nélkiilozhetetlen a chlamydia szaporodasahoz.
Ezutan megvizsgaltuk, hogy az Ax befolyasolhatja-e az IDO1,2 expresszidjat mMRNS szinten. Az Ax
2,5-szeres novekedést okozott az IDO-2 expressziojaban a C. pneumoniae-fertézott sejtekben a
kezeletlen sejtek expresszidjahoz képest. Kisérleteinkben a NAC kezelés nem befolyasolta az IDO1,2
expressziojat a C. pneumoniae-fert6zott sejtekben Az Ax C. pneumoniae fertézés soran betoltott
szerepének tovabbi vizsgalatahoz egereinket C. pneumoniae-val fertéztiik meg, és a masodik naptol



kezdve csapvizzel higitott Ax-szel kezeltiik, ugyanolyan koncentracioban, mint amilyenben human
léguti fert6zéseknél javasoljak, amikor nydkoldoként alkalmazzak (1,25 mg/kg). A kontroll egerek
csapvizet kaptak. A 7 napos idGszak alatt az allatok viselkedése (aktivitas €s étvagy) és sulya nem
valtozott jelentGsen a csoportok kozott. Az egereket 7 nappal a fert6zés utan felaldoztuk, és a tiidébol
indirekt immunfluoreszcenciaval megszamoltuk a visszatenyésztheté C. pneumoniae inkltziok szamat.
Az eredmények azt mutattdk, hogy az Ax kezelés nem befolyasolta szignifikansan a visszatenyészthetd
C. pneumoniae szamat.

. Az emelt dozist Ax csokkentette a visszatenyésztheté C. pneumoniae szamat
egerek tiidejébal

Ezt kovetden az volt a célunk, mivel az Ax jol toleralhato szer, meghatarozzuk, hogy egy magasabb Ax
koncentracio befolyasolja-e a chlamydia szaporodasat. Ezért az egereket C. pneumoniae-val fertéztiik
meg (2 x 10° IFU/egér); az egerek felét az 1. naptdl kezdve naponta kezeltiik az Ax 5 mg/kg
hasznalt dozis. Hét nappal fertdzést kovetden az egereket elaltattuk, és a tiidot eltavolitottuk az életképes
C. pneumoniae kimutatasara. Szignifikans kiilonbséget talaltunk a visszanyerheté C. pneumoniae szama
kozott az Ax-kezelt és a kezeletlen csoportok kozott. Az életképes C. pneumoniae IFU-k atlagos szama
az Ax-kezelt és a kezeletlen csoportokban 3,1 x 10 és 7,3 x 10* IFU/tiid8 volt. Az Ax-kezelt csoportban
az egerek kevésbé sulyos tiineteket mutattak, mint a kontrollcsoportban.

. Ax kezelés modositja a génexpressziot, illetve az IFN-y protein szintjét a C.
pneumoniae-fert6zott egerek tiidejében

Kés6bbi kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy az AX kezelés befolyasolja-e a C. pneumoniae fertézés
indukalta citokinprofil génexpressziot. Azt talaltuk, hogy az IL-12, IL-23, IL-17A és IFN-y relativ
expresszioja szignifikansan magasabb volt a C. pneumoniae-fert6zott/Ax-kezelt csoportban, mint a
kezelés nélkiili C. pneumoniae-fert6zott csoportban (2,22-, 3,07-, 2,46-, illetve 2,27-szeres).

Korabban mar beszamoltunk arrol, hogy az Ax kezelés megemeli az ismert anti-chlamydialis enzim, az
IDO-2 expresszidjat az A549 sejtvonalban; ez az emelkedés azonban nem szignifikans, ha a C.
pneumoniae-fertézott egereknek human egyenértékii mg/kg dozist adunk. Ezért megvizsgaltuk, hogy az
Ax megemelt doézisa noveli-e az IDO-1 és IDO-2 expresszidjat egerek tiidejében. Az emelt dozis
ellenére sem tudtunk kimutatni szignifikans kiilonbséget az expresszios szintekben a C. pneumoniae-
fertdzott egerek és a C. pneumoniae-fertdzott/Ax-kezelt egerek kozott. Ugyanakkor Virok és
munkatarsai eredményeivel Osszhangban, akik kimutattdk, hogy az IDO-1 ¢és IDO-2 aktiv a C.
pneumoniae-fertézott egerekben, - a korabbi eredményekkel ellentétben- mi is szignifikans novekedést
talaltunk mind az IDO-1, mind az IDO-2 expresszids szintjében a C. pneumoniae fertézés soran a
kezeletlen/nem fert6z6tt csoportéhoz képest (15,14-, illetve 10,81-szeres).

Az SP-k dont0 szerepet jatszanak a tiid6 homeosztazisanak fenntartdsaban; tovabba az SP-D C.
trachomatis ellenes aktivitast mutatott genitalis egérmodellben. Ezért meghataroztuk az SP-k relativ
expresszidjat az egerek tiidejében. Azt talaltuk, hogy a kezeletlen/fert6zott egerekben minden SP
szignifikansan fokozodott a nem fert6zott/kezeletlen csoporthoz képest (SP-A, 4,55-sz6r6s; SP-B, 5,72-
szoros; SP-C, 5,28-szoros; SP-D, 4,26-szoros), ami arra utal, hogy ezek a chlamydia ellenes
mechanizmusok természetes modon fordulnak el6 a C. pneumoniae fert6zo6tt egértiidében. Figyelemre
méltd, hogy a kezelt/fert6zott csoportban az egerek SP-A expresszios szintjének szignifikans
emelkedését figyeltiik meg a kezeletlen/fert6zott csoportéhoz képest (2,89-szeres).

Miutan megallapitottuk, hogy az I1fng gén relativ mRNS-expresszidja szignifikdnsan magasabb volt az
Ax-kezelt/fert6zott egerekben, mint a kezeletlen/ferté6zott egerekben, megvizsgaltuk az IFN-y fehérje
IFN-y szintje szignifikdnsan magasabb volt a C. pneumoniae-fert6zott/Ax-kezelt csoportban, mint a
kezeletlen/fert6zott csoportban (p = 0,0041). Megmértiik az IL-6 pro-inflammatorikus citokin szintjét
is; azonban nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a C. pneumoniae-fert6zott és a C. pneumoniae-
fert6zott/ Ax-kezelt csoportok expresszios szintjei kozott.



. SP kezelés fokozza a C. pneumoniae kotodését a makrofagokhoz, és csokkenti a
baktérium szaporodasat

Miutan kimutattuk, hogy az Ax kezelés noveli az SP-k relativ expresszidjat C. pneumoniae-val fert6zott
egerek tiidejében, megvizsgaltuk SP fehérjék hatasat a C. pneumoniae replikacidjara és a
makrofagokhoz valo kotédésre in vitro. Azt talaltuk, hogy az EB-k SP-A-val vagy SP-D-vel torténd
elokezelése szignifikansan csokkentette a C. pneumoniae zarvanyok szamat (0,18-szoros) (p = 0,021),
illetve (0,57-szeres) (p = 0,034) a fert6zott sejtekben. Ez az anti-chlamydialis hatas kifejezettebb volt az
SP-A kezelés esetén, mint az SP-D kezelésben. Ezek az eredmények megfelelnek Oberley és
munkatarsai megallapitasainak, akik kimutattdk, hogy az SP-A ¢és SP-D képes aggregalni a
chlamydiakat, ezaltal gatolni a sejtek fert6zését. Ezt kdvetben szerettiik volna megvizsgalni, hogy C.
pneumoniae-t J-774 egér makrofag sejtek nagyobb hatékonysaggal vesznek-e fel, ha SP-A-val vagy SP-
D-vel vannak el6kezelve. Ennek kovetkeztében C. pneumoniae EB-ket SP-A-val vagy SP-D-vel
kezeltiik, majd a mintakkal J-774 sejteket fert6ztiink. 1 o6ras centrifugalas utan a sejteket Chlamydia-
specifikus immunfluoreszcens antitestekkel festettik meg, és azt taldltuk, hogy a FITC atlagos
pixelintenzitasa szignifikansan megemelkedett mindkét tipusi SP-vel végzett kezelés utan a kezeletlen
EB-vel fertézott sejtekhez képest. Ez azt jelzi, hogy a J-774 sejtekhez szignifikansan nagyobb szamu C.
pneumoniae tapadt hozza SP kezelés utan. Ez a hatis szembet{indbb volt az SP-A-val kezelt C.
pneumoniae-ban, mint az SP-D-vel kezelt C. pneumoniae esetén (SP-A 2,74-szeres (p = 0,014)) és (SP-
D 2,05-sz6r6se (p = 0,024)). Ez az eredménylink is egybevag Oberley és munkatarsai megallapitasaival,
akik kimutattak, hogy THP-1 human monocyta sejtek magasabb hatasfokkal vették fel a SP-A-val vagy
SP-D-vel kezelt chlamydiat.

. Ax kezelés nem indukal apoptozist kaszpaz fiiggé utvonalon, de csokkenti az
ERKI1 1/2 aktivitasat C. pneumoniae fert6zott sejtekben

Kimutattak, hogy a C. pneumoniae képes megakadalyozni a gazdasejt apoptdzisat; ezért megvizsgaltuk,
hogy az Ax kezelés befolyasolja-e a gazdasejt pusztulasat a C. pneumoniae fertézés soran. Galle és
munkatarsai szerint a C. pneumoniae-val fert6zott sejtekben az annexin V festéssel torténé apoptozis
értékelése nem pontos, mivel a C. pneumoniae altal kivaltott fertézés kovetkeztében foszfatidil-szerin a
gazdasejt membranjan externalizalodik, amely kotOhelyet biztosit az annexin V-nek, és alpozitiv
apoptozis jelet eredményez. Ennek elkeriilésére aramlasi citometriaval hataroztuk meg a kaszpaz 3/7
aktivitdsat. Az elemzés kimutatta, hogy a kaszpaz 3/7 aktivitdsa nem kiilonbozott szignifikansan a
kezelt/fert6zott csoport és a kezeletlen/fert6zott csoportok kozott.

A C. pneumoniae aktivalja az ERK 1/2 Gtvonalat, hogy szamos esszencialis molekulat szerezzen be a
gazdasejtekbél, és hogy elkeriilje a gazdasejt apoptdzisat. Ezért megvizsgaltuk az Ax kezelés hatasat a
MAPK/ERK aktivitasra C. pneumoniae-val fert6zott sejtekben. Western blot analizis kimutatta, hogy
az ERK-1 (1,49-szeres; p < 0,05) és az ERK-2 (2,04-szeres; p < 0,05) fehérje expresszids szintje
szignifikansan megemelkedett a kezeletlen/fert6zott sejtekben a kezeletlen/fert6zetlen sejtekhez képest.
Azt is megfigyeltiik, hogy a C. pneumoniae fert6zés szignifikansan (2,25-szordsére) novelte az MSK-1
szintet a kezeletlen/fert6zott sejtekben a kezeletlen/fert6zetlen sejtekhez képest. Az MSK-1 felelds a B-
sejt nuklearis faktor kappa aktivalasaért és a korai gének, példaul a c-fos, a junB és az mkp-1
(0,42-szeres), az ERK-1 (0,16-szoros), az ERK-2 (0,15-szeres), a POORSK1 (0,61-szeres), a P9ORSK2
(0,67-szeres) és az MSK-1 (0,19-szeres) szintjét (p < 0,05) a kezeletlen/fert6zott csoporthoz képest.

5) DiszKusszio

A NAC egy tobbféle indikacioval rendelkezé gyogyszer, amelyet kiilonbozé betegségek kezelésére
hasznalnak, viszont foként nyakoldoként hasznalatos. Viszonylag olcsé és a kereskedelemben vény
nélkiil kaphato. Kimutattak, hogy a glutation S-transzferaz aktivitasanak novelésével noveli a glutation,
a szervezet f0 antioxidansanak szintjét. Ezenfeliil a NAC erGs antioxidans és alkalmas a szabad
oxigéngyokok keletkezésével jellemezhetd betegségek kezelésére. A NAC példaul terapias lehetdség
lehet a kronikus obstruktiv tiidobetegségben. Egy 1392 beteg bevonasaval végzett nyilt vizsgalatban a
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NAC csokkentette a kopet viszkozitdsat, mérsékelte a kohogés stlyossdgat és konnyitette a koptet
eltavolitasat a betegeknél 2 honapos kezelés utdn. Tovabbd a NAC lényegesen enyhitette az influenza
tiineteit a placeboval kezelt csoporttal Osszehasonlitva. Vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy ahelyett,
hogy a NAC csokkentette volna a baktériumok szaporodasat, ndvelte a szaporodd C. pneumoniae szamat
mind in vitro, mind in vivo fert6zésekben.

In vitro kisérletiink alapjan bizonyitottuk, hogy a NAC fokozta a C. pneumoniae elemi testek kotodését
a gazdasejthez. Lazarev és munkatarsai az intracellularis GSH szerepét vizsgaltak a C. trachomatis
fertézésben, és azt talaltak, hogy a sejtek butionin-szulfoximinnal val6 kezelése utan, amely a GSH
bioszintézis irreverzibilis gatlasadt vagy a GSH hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidacidjat okozza,
csokkentette a C. trachomatis zarvanyok szamat. Ezzel az eredménnyel ellentétben a C. trachomatis
elemi testek NAC-cal valo kezelése novelte a chlamydia zarvanyok szamat. Viszont a kutatok nem
probaltak meg ennek az okat kideriteni Ezenfeliil, a kutatok arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a GSH
donté szerepet jatszik a chlamydia szaporodasaban. Kisérleteikben azonban a NAC-ot a GSH
prekurzorként hasznaltak, és nem kisérelték meg a NAC chlamydia ellenes hatasanak vizsgalatat. Ismert
azonban, hogy a Chlamydia fajok fert6zoképessége az OmcB nevli sejtmembran fehérje
diszulfidhidjainak redukalt statuszatol fiigg. Hipotézisiinkkel Osszhangban az elemi testek NAC
kezelése kozvetleniil noveli a baktérium kdtddését a gazdasejthez, valdszintileg az OmeB redukalasaval,
ami nem szarmazhatott a GSH megnovekedett szintjébol, mivel a NAC-ot kisérleteink egy részében
eltavolitottuk a tapfolyadékbol. In vivo eredményeink szerint a NAC jelent6sen novelte a C. pneumoniae
szaporodasat mind az akut fertéz¢s korai fazisaban, mind az akut fert6zés késoi fazisaban. A kisérlet
soran az egerek sulyosabb fertdzési tiineteket mutattak (pl. teststly, testtartas, viselkedés megvaltozasa)
a NAC-cal kezelt csoportban, mint a kezeletlen csoportban, ami arra utal, hogy a fertézés sulyosabb
volt. A NAC akut C. pneumoniae fertdzésre gyakorolt negativ hatasa mellett figyelembe kell venniink
a hatéanyag egy masik lehetséges hatasat is. A Chlamydiaceae csaladba tartozo6 C. trachomatis az egyik
leggyakoribb szexualis uton terjedd korokozo. Sajnos a fertdzés az esetek akar 70%-aban tiinetmentes.
A kronikus C. trachomatis fert6zés sulyos kovetkezményei a méhen kiviili terhesség, a medddség vagy
a kismedencei gyulladas. A legrosszabb esetben a folyamatban 1évo 1éguti betegségek kezelésében
alkalmazott NAC nemcsak a C. pneumoniae noévekedését fokozhatja, hanem a C. trachomatis
szaporodasat is serkentheti. A NAC C. pneumoniae fert6zést sulyosbité hatasanak megkeriilése
érdekében olyan jobb nyakoldd szert kerestiink, amely nem fokozza a C. pneumoniae okozta léguti
betegség sulyossagat. In vitro vizsgalatunkban az Ax jelent6s chlamydia ellenes aktivitast mutatott. Az
Ax teljes antimikrobialis mechanizmusat nem elemeztiik, de az Ax kezelés novelte az anti-chlamydialis
IDO-2 expressziojat, ami részben felelds lehet a korokozok szamanak csokkenéséért. Az in vitro
kisérleteink igazolasara in vivo kisérletiinkben C. pneumoniae-val fertéztiink, majd a human
gyogyaszatban alkalmazott koncentracidban kezeltiik Ax-szel az egereket. A kisérlet alapjan nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a visszatenyészthetd C. pneumoniae szamaban az Ax-kezelt és a
kezeletlen csoportok kozott. Yang és munkatarsai megallapitottdk, hogy az Ax 10 mg/kg/nap (ami
nyolcszor nagyobb, mint az embernél alkalmazott dozis) jelentésen csokkentette a H3N2 influenzavirus
letalis dozisaval megfert6zott egerek halalozasat. A C. pneumoniae gyakori 1égtti korokozo, és sajnos
nem mindig diagnosztizaljak megfelelden, ezért hipotézisiink szerint, ha az orvos NAC-ot javasol
nyakoldoként, az ronthatja, illetve késleltetheti a beteg felépiilését a fertézésb6l. A C. pneumoniae
fert6zés prevalenciaja alapjan sok beteg szenvedhet elhtizodo 1éguti megbetegedésben a NAC kezelés
kovetkeztében. Osszességében eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a NAC sulyosbitja és
meghosszabbitja a C. pneumoniae altal okozott fert6zést allatmodellben. Ez az informacié hasznos lehet
megbetegedésekben. C. pneumoniae fertézés esetén a helyes laboratoriumi diagnézis elengedhetetlen,
mert ennek hidnyaban a NAC alkalmazasa ronthatja a beteg gyogyulasi esélyeit. Fontos lenne, hogy
laboratoriumi eredményeink klinikai vizsgalatok soréan is bizonyitast nyerjenek.

Az AX, a bromhexin metabolitja, biztonsagos OTC gyodgyszerként tartjak szamon. Elsésorban koptetd
szerként ajanljak kiilonbozo 1éghti betegségek kezelésére, amelyek kiterjedt nyaktermeléssel jarnak. Az
pneumocitakbol. Az Ax tovabba fesziiltségfiiggd natriumcsatorna-gatlod tulajdonsagokkal rendelkezik,
ami a torokfajassal jard betegségek esetén elonyos lehet az Ax pasztillakba valod beépitésével. Az Ax a
Gaucher-kor kezelésében is alkalmazhato, és a Parkinson-kor kezelésében kiegészitd gyogyszerként



11

tartjdk szamon, mivel noveli a gliikkocerebroziddz aktivitast. Emellett egy nemrégiben publikalt
tanulmany szerint, ha az Ax-et antibiotikumokkal egyiitt adjak, a szekréciot tdmogatd funkcidjanak
kdszonhetéen magasabb antibiotikum koncentraci6 érhet6 el a tiidoben. Szamos tanulmany kimutatta,
hogy az Ax antimikrobialis tulajdonsagokkal rendelkezik. Az Ax kezelés visszafordithatja a Candida
albicans fluconazollal szembeni rezisztencigjat. Tovabba gatolja a Pseudomonas aeruginosa mucoid
atalakulasat, illetve elésegiti a ciprofloxacin biofilmekkel szembeni baktericid hatasat. Ezenfeliil az Ax
gatolja a rhinovirus szaporodast human 1égcséhamsejtek primer tenyészeteiben. Az Ax biofilm ellenes
tulajdonsagokat is mutat; az Ax-szel 7 napig kezelt Pseudomonas aeruginosa altal képzett biofilm
vékonyabb ¢és toredezettebb volt, mint a kezeletlen sejtek altal képzett biofilm. Ismert, hogy az Ax
kedvezd kockazat-haszon profillal rendelkezé gyogyszer; ezért megvizsgaltuk az Ax dozis
négyszeresének hatasat a C. pneumoniae fert6zés esetén. In vivo vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy
Smg/kg Ax jelentésen csokkentette az egerek tiidejében az életképes C. pneumoniae mennyiségét. A C.
pneumoniae fertézésben leirtak tobb citokin szerepét. Az IL-17A neutrofil bearamlast okoz a tiidében;
a C. pneumoniae-val fert6zott és anti-IL-17A antitestekkel kezelt egereknél magasabb volt a
visszatenyésztheté C. pneumoniae inkluziok szama. Az IL-23-r6] leirtak, hogy alapvet fontossagu a C.
pneumoniae-specifikus Th17-valasz indukalasahoz. Vizsgalatunkban a C. pneumoniae-fert6zott egerek
AX kezelése jelentésen megnovelte az I[FN-y, IL-12, IL-17A és IL-23 relativ expresszios szintjét a
kezeletlen/fert6zott egerekéhez képest; emellett az Ax-kezelt C. pneumoniae-fert6zott egerek tiidejében
magasabb volt az IFN-y koncentracioja protein szintje, mint a fertdzott/nem kezelt egereké. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az Ax kezelés fokozhatja a gyulladast a tiidében és elésegitheti a
chlamydia ellenes valaszt, ami a baktérium szamanak csokkenését eredményezheti. Ezenfeliil tovabbi
tényezok is hozzajarulhatnak a visszatenyésztheté C. pneumoniae zarvanyok szamanak csokkenéséhez.
Az SP-A és SP-D immunologiai szerepet jatszik a tiidé homeosztazisanak fenntartasaban. Kimutattak,
hogy ezek a fehérjék képesek a C. trachomatis aggregalasara, és eldsegithetik a baktériumok felvételét
a human makrofagokba. A qPCR eredményeink emelkedett relativ SP-A mRNS szintet mutattak, ami
szintén hozzajarulhat a baktériumok jobb eliminacidjahoz az Ax-kezelt egerekben. In vitro
eredményeink 6sszhangban vannak ezzel a jelenséggel, mivel azt talaltuk, hogy a C. pneumoniae SP-
A-val vagy SP-D-vel torténd el6kezelése csokkentette a C. pneumoniae McCoy sejtvonalban valo
visszatenyészthetdségét, ami valdszintileg az SP-A és SP-D aggregalo hatasanak kdszonhetd. Ezenfeliil
eredményeink szerint az SP-A és az SP-D névelte a C. pneumoniae kotédését az egér makrofag
sejtekhez, hasonloan a human makrofag sejteknél talalt eredményekhez.

Ismert, hogy a C. pneumoniae a fertézés korai szakaszdban gatolja a sejtek apoptdzisat, viszont a
fertézés kés6i szakaszaban a pro-apoptotikus folyamatok dominalnak a fert6zott sejtben. Korabban
kutatocsoportunk is megallapitotta, hogy a chlamydia-fertézott sejtekben egyszerre jelennek meg pro-
és anti-apoptotikus folyamatok. Egerek méh epithel sejtjeit C. trachomatis-szal fertéztiik és IFN-y-val
kezeltiik, ezt kovetéen DNS-chip analizissel transzkriptom analizist végeztiink. Megallapitottuk, hogy
mind az apoptdzis pozitiv, illetve a negativ szabalyozasa er6sen fokozodott, ami Gsszességében az
apoptozis hianyat eredményezte a C. trachomatis-fert6zott és az IFN-y kezelt sejtekben. Eredményeink
Osszhangban vannak ezekkel az eredményekkel, mivel nem tudtunk kimutatni emelkedett kaszpaz 3/7
aktivitast 12 h p.i.. Emellett ismert, hogy C. pneumoniae serkenti az ERK 1/2 itvonal aktivitasat, annak
érdekében, hogy megakadalyozza a kaszpaz-fliggetlen apoptdzist. Hasonloképpen azt talaltuk, hogy a
C. pneumoniae fert6zés jelent6sen fokozta az ERK 1/2 titvonal aktivitasat a nem fert6zott/kezeletlen
sejtekhez képest. Figyelemre méltd, hogy felfedeztiink egy uj lehetséges mechanizmust, amelyen
keresztiil a C. pneumoniae megakadalyozza a gazdasejtek apoptdzisat, miszerint a C. pneumoniae
jelentésen megemeli a foszforilalt MSK-1 szintjét, ami szintén elésegitheti a BCL-2-asszocialt BAD
foszforilaciojat, és ez a BAD-indukalt apoptozis elfojtasdhoz vezethet. Ezzel szemben, amikor a sejteket
Ax-szel kezeltiik a C. pneumoniae-val fertézott sejteket a MAPK/ERK aktivitas jelentdsen csokkent. Ez
az eredmény arra utalhat, hogy az Ax chlamydia ellenes aktivitasa részben a csékkent MAPK/ERK 1/2
aktivitasnak tulajdonithat6. Ezenfelil MAPK/ERK 1/2 utvonal a szaporodd baktériumok
taplalkozasaban is dontd szerepet jatszik, és e folyamat gatlasa végzetes a korokozd szédmara;
kimutattak, hogy a MAPK-gatlok képesek gatolni a C. pneumoniae fert6zést. A POORSK1/2 fehérje
szintje is jelent6sen csokkent; ez a fehérje kulcsfontossagi tobb antiapoptotikus fehérje, példaul a halal
doménhez tarsitott fehérje kinaz 1(DAPK-1) és a BAD foszforilalasaban. Emellett a foszforilalt MSK-
1 szintje is szignifikansan csokkent, ami kézismerten apoptozist eredményez. Ezek az eredmények arra
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utalnak, hogy az Ax-kezelés apoptozist indukalhat a C. pneumoniae-fertdzott sejtekben, ezaltal gatolva
a baktériumok szaporodasat.

Egy fazis 2. klinikai vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy az Ax jol toleralhaté a standard 1,25 mg/kg
adagolason tul is. Tekintettel a COVID-19 vilagjarvanyra, tobb vizsgalat is kimutatta, hogy az Ax
kiegészitd gyogyszerként alkalmazhaté a COVID-19 kezelésére. Figyelemre méltdo, hogy a
MAPK/ERK-aktivacio tovabbi bakterialis fertdzésekben, koztiik a Chlamydia fertézésekhez hasonld
Coxiella burnetii-fertézésekben is kozponti szerepet jatszik. Ezért gy gondoljuk, hogy érdemes lehet
megvizsgalni az Ax szerepét a C. burnetii okozta fertézésekben is.

6) Az értekezés uj megallapitasai

1. ANAC noveli a C. pneumoniae szaporodasat in vitro

2. A NAC fokozza a C. pneumoniae szaporodasat in vivo egérben és késlelteti a baktérium
kitiriilését a tiidébol

3. A NAC fokozza az elemi testek hozzakapcsolodasat a gazdasejthez, amely megnovekedett
baktérium bejutast eredményezhet a sejtbe, igy névelve a baktérium szaporodasat

4. Az Ax-nek nincs anti-chlamydialis hatasa az emberi gydgyaszatban hasznalt koncentracioban
in vivo egérben

5. Az Ax anti-chlamydialis hatassal bir 4x magasabb koncentracioban, mint ami hasznalatos az
emberi gyogyaszatban in vivo egérben

6. Az Ax szignfikdnsan emeli az IL-12, IL-17A, IL-23, IFN-y és a SP-A relativ expressziojat a C.
pneumoniae fert6zott tiidében, amely egy erésebb gyulladasra utal, igy fokozva a baktérium
eltavolitasat

tiildofeliiliszoban, amely egy erdteljesebb cellularis immun valaszt eredményez

8. A C. pneumoniae fokozza a foszforilalt MSK-1 szintet, amely anti-apoptotikus folyamatokat
eredményez

9. Az Ax csokkenti az ERK1/2 aktivitasat, ami fokozott apoptdzishoz vezet, igy a C. pneumoniae
nagyobb mértékii pusztulasa figyelheté meg

7) Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Burian Katalinnak, aki erejét és idejét nem kimélve
mindig tamogatott, amiota 2015-ben tudomanyos didkkorosként elkezdtem a laboratériumaban
dolgozni. K6szondm tovabba Miillerné Deak Gyorgyi asszisztensiinknek, aki mindig segitett, amikor
elvesztem a sok munkaban. Koszonom kollégaimnak, Endrész Valérianak és Somogyvari Ferencnek,
akik nagy segitségemre voltak a doktori munkam soran. Koszonetemet fejezem ki barataimnak, Benkd
Ernének és Lorinczi Balintnak. Koszonom nagysziileimnek, egész életemben nytjtott szeretetiiket. A
legnagyobb halaval édesanyamnak és édesapamnak tartozom, a soha véget nem éré szeretetiik és
gondoskodasuk nélkill semmit sem tudtam volna elérni az €letben. Kiilon kdszonetemet fejezem ki
menyasszonyomnak, aki mindig tamogatott a doktori tanulmanyaim soran.

Doktori disszertaciomat Szeretteimnek ajanlom, akik ma mar nem lehetnek veliink: Sarolta, Janos és
Gabriella
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8) Kozlemények
Tézis témajahoz kapcsolodo pulikaciok:

N-acetyl-cysteine increases the replication of Chlamydia pneumoniae and prolongs the clearance of the
pathogen from mice.

David Kokai, Timea Mosolygo, Dezso Peter Virok, Valeria Endresz, Katalin Burian
JOURNAL OF MEDICAL MICROBIOLOGY 67: 5 pp. 702-708. , 7 p (2018).
doi: 10.1099/jmm.0.000716
Q2 1F2018: 1.926

Ambroxol Treatment Suppresses the Proliferation of Chlamydia pneumoniae in Murine Lungs

David Kokai, Dora Pardczai, Dezso Peter Virok, Valéria Endrész, Renata Gaspar, Tamas Csont, Renata
Boz6 and Katalin Burian

MICROORGANISMS 9: 4 p. 880, 14 p. (2021)

https://doi.org/microorganisms9040880

Q2 1F2020: 4.128*
Kumulativ impakt faktor: 6.054

Tézis témajahoz nem kapcsol6dé publikaciok:

Indoleamine 2,3-dioxygenase activity in Chlamydia muridarum and Chlamydia pneumoniae infected
mouse lung tissues

Dezs6 Virok, Timea Raffai, David Kokai, Déra Paroczai, Anita Bogdanov, Gabor Veres, Laszlo Vécsei,
Szilard Poliska, Laszl6 Tiszlavicz, Ferenc Somogyvari, Valéria Endrész, Katalin Burian
FRONTIERS IN CELLULAR AND INFECTION MICROBIOLOGY 9
Paper: 192, 12 p. (2019)
doi: 10.3389/fcimb.2019.00192
D1 1F2019: 4.123

Aerodynamic properties and in silico deposition of isoniazid loaded chitosan/thiolated chitosan and
hyaluronic acid hybrid nanoplex DPIs as a potential TB treatment

Mahwash Mukhtar, Edina Pallagi, I1diké Csoka, Edit Benke, Arpéd Farkas, Mahira Zeeshan, Katalin
Burian, David Kékai, Rita Ambrus
INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOLOGICAL MACROMOLECULES 165 pp. 3007-3019. , 13
p. (2020)
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.10.192

Ql |F202026.953
Chlamydia pneumoniae Influence on Cytokine Production in Steroid-Resistant and Steroid-Sensitive
Asthmatics

Par6czai, Dora; Mosolygo, Timea; Kékai, David; Endrész, Valéria; Virok, Dezs6 Péter; Somfay, Attila;
Burian, Katalin
PATHOGENS 9: 2 Paper: 112, 13 p. (2020)
doi: 10.3390/pathogens9020112
Q2 |F2020: 3.492
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Beneficial Immunomodulatory Effects of Fluticasone Propionate in Chlamydia pneumoniae-Infected
Mice

Dora Pardczai, Anita Sejben, David Kékai, Dezso P. Virok, Valéria Endrész and Katalin Burian
PATHOGENS 10: 3 Paper: 338, 13 p. (2021)
https://doi.org/10.3390/pathogens10030338

Q2 1F2020: 3.492
Freeze-dried vs spray-dried nanoplex DPIs based on chitosan and its derivatives conjugated with
hyaluronic acid for tuberculosis: In vitro aerodynamic and in silico deposition profiles

Mahwash Mukhtara, Zsolt Szakonyi, Arpéd Farkas, Katalin Burian, David Kékai, Rita Ambrus
EUROPEAN POLYMER JOURNAL 160 Paper: 110775, 14 p. (2021)
https://doi.org/10.1016/j.eurpolym;.2021.110775

Ql |onzoZ 4.598

Indoleamine 2,3-dioxygenase cannot inhibit Chlamydia trachomatis growth in HL-60 human neutrophil
granulocytes

Dezso Peter Virok, Ferenc Tomosi, Anita Varga-Bogdanov, Szilard Poliska, Bella Bruszel, Zsuzsanna
Cseh, David Kokai, Dora Paroczai, Valeria Endresz, Tamas Janaky, Katalin Burian

FRONTIERS IN IMMUNOLOGY 12 Paper: 717311, 14 p. (2021)
Ql 1F2020:7.561

Physico-Chemical, In Vitro and Ex Vivo Characterization of Meloxicam Potassium-Cyclodextrin
Nanospheres

Patricia Varga , Rita Ambrus , Piroska Szabd-Révész , David Kokai , Katalin Burian , Zsolt Bella ,
Ferenc Fenyvesi , Csilla Bartos

PHARMACEUTICS 13: 11 Paper: 1883, 14 p. (2021)
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13111883

Ql 1F2000:6.321
Kumulativ impakt faktor:36.54
Tézis témajahoz kapcsolodé absztraktok:

Katalin, Burian; Bettina, Magyari; Timea, Mosolygé; Valéria, Endrész; Dezs6, Virok; David, Kokai
Effects of mucolitics in in vitro and in vivo Chlamydophila pneumoniae infection
Acta Microbiologica Et Immunologica Hungarica 64: Suppl.1. pp. 115-116., 2 p. (2017)

Katalin, Burian; David, Kokai; Timea, Mosolygé; Dezso, Virok; Valeria, Endresz

N-acetyl-cysteine increases the replication of Chlamydia pneumoniae and prolongs the clearance of the
pathogen from mice

In: 28th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (28th ECCMID)(2018)

David Kokai; Dora Paroczai; Dezso Virok; Valeria Endresz; Katalin Burian

Antimicrobial Effect Of The Commonly Used Mucolytic Agent, Ambroxol

In: A Magyar Mikrobiologiai Tarsasag 2018. évi Nagygytilése és a XIII. Fermentacios Kollokvium
:(2018) 70 p. p. 33

David, Kokai; Doéra, Paroczai; DezsO, Virok; Valéria, Endrész; Katalin, Burian
Antimicrobial effect of the commonly used mucolytic agent, ambroxol
Acta Microbiologica Et Immunologica Hungarica 66: Suppl. 1 pp. 52-52, 1 p. (2019)
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Kokai, David; Pardczai, Dora; Burian, Katalin
Egy mukolitikum in vitro és in vivo anti-chlamydialis hatdssal
Medicina Thoracalis (BUDAPEST) 73: 1 pp. 15-16, 2 p. (2020)

David, Kokai; Dora, Paroczai; Dezso, Virok; Valeria, Endresz; Katalin, Burian
Ambroxol Possesses An Antichlamydial Effect In Vitro And In Vivo (2020)
18th German Chlamydia Workshop 2020 2020-02-05 Liibeck, Germany

Tézis témajahoz nem kapcsolodo absztraktok:

David, Kékai; Dora, Paroczai; Dezs6, Virok; Valéria, Endrész; Dezs6, Csupor; Katalin, Burian
Growth modulating effect of Hedera helix extract on bacteria
Acta Microbiologica Et Immunologica Hungarica 66: Suppl. 1pp. 156-157. 2 p.(2019)

Kékai, David; Pardczai, Dora; Virok, Dezsé Péter; Endrész, Valéria; Somogyvari, Ferenc; Bozo,
Renata; Burian, Katalin

Viscum Album Tumorellenes Hatasanak Vizsgalata (2020)

A Magyar Mikrobiologiai Tarsasag 2020. évi Nagygytilése és a XIV. Fermentacios Kollokvium 2020-
10-14 Kecskemét, Magyarorszag

David, Kékai; Dora, Paroczai; Dezs6, Péter Virok; Valéria, Endrész; Ferenc, Somogyvari; Renata,
Bozo; Katalin, Burian

Antitumor Effect of Viscum Album

Acta Microbiologica Et Immunologica Hungarica 68: Supplement 1 p. 24 (2021)

David, Kékai; Dora, Pardczai; Zain, Baaity; Dezso, P. Virok; Valéria, Endrész; Rita, Ambrus; Renata,
Bozo; Katalin, Burian

Investigation of antiviral properties of hyaluronic acid (2021)

23rd Annual Conference of the European Society for Clinical Virology



