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Célkitiizéseink kozil egyedill a vénas és artérias endothel sejt kultirak Chlamydophila pneumoniae
(C. pneumoniae) hatasara bekdvetkezé valtozasainak vizsgalatat nem sikerlt teljesitentink. Ennek
az volt oka, hogy nem sikerlt beéllitani az artérias endothel sejt tenyésztés rendkivil bonyolult
modszereét. Igy a koldokzsindrbol szarmazo véna eredetii endothel sejtekkel nyert eredményeinket
sem volt érdemes lekdzdlni. Tovabba, kordbban az MBL génen el6forduld pontmutaciokat
kapcsolatba hoztak a sulyos atherosclerosis kialakulasaval. Azonban a palyazat benyujtasa utan
kapott sajat eredményeink (Rugonfalvy-Kiss et al., Stroke, 2005, 36: 944-948) és a palyazat
benyujtasa utan megjelent mas publikaciok arra utaltak, hogy az MBL allél variacioknak nincsen,
vagy csak kis jelent6ségik van, a carotis endarterecromia utani restenozis kialakulasaval, az MBL
varians alléloknak nincs hatasa a coronariak diszfunkciéjara, az MBL deficiencia nincs
kapcsolatban a cerebrovascularis (stroke) esetekkel és stlyos C. pneumoniae és mas ferté6zésekkel
(Bultink IE et al, Arthritis Res Ther. 2006, 8:R183; Jonsen A, Lupus, 2007, 16:245-53; Aittoniemi J
et al, Int. J. Cardiol. 2004 November, 97:317-8). Ugyancsak koz6lték, hogy C. pneumoniae fert6zés
nincs 0sszefiiggésben az endothelialis karosodas jellemzaivel coronaria ischemiaban szenvedé
betegekben (Ferrari M et al, Cardiovasc Ultrasound 2005, 27:3-12; Hoymans VY et al, Int J
Cardiol. 2008, 123:277-82). Erdekes mddon azonban, fertézések, beleértve a C. pneumoniae
fert6zést is, endothelialis diszfunkciot idéztek el afrikai egyénekben, de nem kaukazusi eredet
egyenekben (Marchesi S et al, Atherosclerosis, 2007, 19:227-34).

Mindezek alapjan a rész-celkittizéseket kis mertekben modositottuk, annak érdekében, hogy a
palyazat focelkitiizését, azaz a atherosclerosis molekularis pathogenezisenek és genetikai hatterének
fertozesekkel valo 0sszefiiggését a palyazat benyujtasa utan publikalt eredmények felhasznalasaval
tanulméanyozzuk.

1. Vizsgéaltuk a C. pneumoniae és human cytomegalovirus (HCMV) potencidlis szinergista
hatdsat az atherosclerosis kialakulasara: a./ a két pathogen esetleges jelenlétét ugyanabban a carotis
plakkban (Virdk D. et al, Acta Microbiol. Immunol. Hung. 2006, 53:35-50), b./ a két pathogén
egymasra hatasanak mechanizmusat bizonyos, az atherosclerosis kialakulasat befolyasolé cellularis
gének expresszidjanak meérésevel human monocyta sejtvonalon (Virok D. et al, Acta Microbiol.
Immunol. Hung. 2006, 53:35-50), c./ a HCMV és C. pneumoniae fert6zés hatasat a human
dendritikus sejtek érésére (Kis Z et al, Arch. Virol. 2006, 151:2277-2287 és Kis Z. et al., FEMS
Immunol Med Microbiol 2008, 52:1-11), d./ a C. pneumoniae ismételt fert6zések bioldgiajat és
immunoldgiajat egérben, az atherosclerosissal valdsziniileg kapcsolatba hozhat6 kronikus
fert6zések mechanizmusanak megertése érdekében (Kis Z et al, Inflamm Res, 2008, 57:1-9), e./
osszefoglaltuk a HCMV latencia mechanizmusardl kialakitott jelenlegi tudoméanyos allaspontot
(Burian K and Gonczol E. Latency strategies of herpesviruses. Springer, 2007, Ed. J.Minarovits, E.
Gonczol, T. Valyi-Nagy).

A human cytomegalovirus (HCMV) kongenitalis karosodast és szervtranszpantacio utani
szovodmenyeket okozhat, de kapcsolatba hozzak az atherosclerosis kialakulasaval is. Kézoltuk
koradbban, hogy az elézetes cytomegalovirus fert6zes sulyosbitja a késébbi C. pneumoniae fert6zés
altal kivaltott korai atherosclerotikus plakkokat egérben (Burian K et al, Clin. Diagn. Lab. Immunol.
2001, 8:1263-1266). A HCMV a populécio nagy részét tlinetek nélkil megfert6zi és a fertézés utan
gyakran latens virus hordozas alakul ki. A myeloid eredetii hematopoetic sejteket, elsésorban a
myeloid progenitor sejteket, monocytékat és dendritikus sejteket (DC) tartjak a legfontosabb
HCMV reservoir sejteknek. A DCs professzionalis antigen prezentald sejtek. In vitro, a periférias
vérbél nyert monocytdk GMCSF és IL-4 jelenlétében éretlen DC-vé fejlédnek, amelyek TNF-alfa
vagy mikrobialis komponensek hatéasara érett DC-vé differencialédnak. A DC fenotipusa bizonyos
felszini molekuldk kifejez6désével, vagy a kifejez6dés hianyaval meghatérozhatd. Az
atherosclerotikus plakkokban és a plakkok kialakulasara prediszponalt artéria szakaszokon DCs
halmozottan fordulnak el6.
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Vizsgéltuk, hogy a C. pneumoniae-val és HCMV-val létrejott kettés fertézés demonstralhato-e
sebeszileg eltavolitott carotis plakkokban, PCR és immunhisztokémiai modszerek segitségével. A
betegek kettds fertézését a két pathogen ellen jelenlévé ellenanyagok szeroldgiai modszerekkel (C.
pneumoniae-microimmunofluoreszcencia, HCMV-ELISA) tortené kimutatasaval allapitottuk meg.
A betegekbdl nyert 22 carotis minta kdzil 5 minta mindkét pathogénre negativ volt, 6 minta
tartalmazott csak C. pneumoniae DNS-t (C. pneumoniae major outer membran [MOMP]-specifikus
primerek hasznélataval) és C. pneumoniae antigéneket (MOMP-specifikus monoklonalis ellenanyag
segitségével), 4 minta tartalmazott csak HCMV DNS-t (HCMV immediate early gen-specifikus
primerekkel) és antigeneket (HCMV-pp65-specifikus monokldnalis ellenanyaggal), és 7 minta
pozitivnak bizonyult mindkét pathogénra. A ket pathogén egymasrahatasanak lehetséges
mechanizmusat az U937 human monocyta eredetii sejtvonal segitségével vizsgaltuk Az U937
sejteket vagy HCMV-vel, vagy C. pneumoniae-val vagy mindket pathogénnel fertéztiik és 6 olyan
gazda gén mRNS kifejezédését mértiik quantitativ real time PCR-el, amelyek az atherosclerosis
kialakulasaval kapcsolatban lehetnek. Kontrollként mock-preparatummal fert6zott sejteket
hasznéltunk. A csak C. pneumoniae-val fert6zott U937 sejteken az IL-1béta, MCP-1, MMP-10, a
pro-platelet basic protein (PPBP) és TNF-alfa gének fokozott kifejezédese jott letre. A HCMV-vel
fert6zott sejteken az IL-1béta, TNF-alfa és a fatty acid biding protein-4 (FABP-4) gének
kifejezodésének enyhe emelkedését mértik. A kettosen fert6zott sejteken a PPBP és FABP-4
kifejezodes 3.4-szer ill. 2.1-szer magasabb volt, mint az egy pathogénnal fert6zott sejtekben. Mind a
PPDP, mind a FABP-4 gént fontosnak tartjak az atherosclerotikus plakkok, thrombosis és
gyulladasos folyamatok kialakuldsaban. Ugyancsak fontos eredményiink, hogy a proatherogén sejti
gének kifejezédését a C. pneumoniae fertézes erésebben stimulalja, mint a HCMV fertézés (Virok
D. et al, Acta Microbiol. Immunol. Hung. 2006, 53:35-50).

A HCMV és DC kapcsolatat vizsgaltuk. Kérdésiink volt, hogy a HCMV Oslo torzse, amely in vitro
passage-n csak 10 alkalommal ment keresztil, tehat nem laboratériumban éveken at fenntartott,
genetikai allomanyaban megvaltozott, laboratériumi térzs, a./ szaporodik-e a DC-ben, b./ a HCMV,
vagy a HCMV éltal termelt faktorok (ndvekedési faktorok, cytokinek, stb) befolyasoljak-e a DC
érési folyamatat, c./ a HCMV altal termelt faktorok megvaltoztatjak-e a DCs funkcidit, elsésorban
az antigén prezentalo funkciojat, specifikusan a C. pneumoniae antigéneket bemutaté funkcidjat.

Egészseges véradok periférias vér mononuklearis sejtjeit (PBMC) Ficoll-Paque denzitas gradiens
centrifugalassal nyertiik, majd a monocyta frakciobol az adherens médszerrel, rhGMCSF és rhlL-4
kezeléssel, allitottuk el6 a DC populacidt. A hasznalt HCMV torzs (Oslo térzs) csak 10 alkalommal
ment in vitro passzagon keresztul.

Eredményeink szerint a HCMV-Oslo térzs nem szaporodott a DC-ben, még a legkorabban
expresszalodo HCMV igen korai antigének sem voltak kimutathatdak a fert6zott DC-ben. Azonban
a human fibroblaszt sejtekrél nyert HCMV inokulum a DC éresi folyamatéat stimulalta, azaz az
érésre jellemzé DC felszini molekulak (CD40, CD83, CD86 és HLA-DR) kifejez6dés l1ényegesen
kontroll sejtekben. Erdekes eredményiink, hogy az érési folyamat stimulacidjahoz nem volt szilkség
a HCMV partikulakra, ugyanis az ultracentrifugalt HCMV preparatum feluliszéja, amely nem
tartalmazott kimutathatd szamban infektiv viruspartikulakat, el6idézte a DC érését. Eredményeink
szerint a human fibroblaszt sejtekrol a HCMYV fertézés utan koran (24 ora), vagy kesén (7-9 nap)
nyert viruspartikula mentes fellilisz6 el6idézte a DC érését. A HCMV feliiluszéval kezelt DC
funkcionalisan érett volt, azaz a rendszerhez adott C. pneumoniae antigéneket prezentalta a CD4+
és CD8+ lymphocytak felé, amelyet lymphocyta proliferacios mddszerrel és a lymphocytak IFN-
gamma termelésevel mértunk (Kis Z et al, Arch. Virol. 2006, 151:2277-2287).

A C. pneumoniae és DC kapcsolatat vizsgaltuk. A DC kultarak készitése az elébbiek szerint tértént.
A C. pneumoniae fert6zést kovetéen, a DC 90%-ban, a sejtek cytoplazméjaban a bakterialis
antigenek igen hosszu ideig jelen voltak, azaz vegig a vizsgalt 4 hetes periddus alatt. Infektiv



baktérium termelést azonban nem tudtunk mérni a fert6zétt DC fert6zésre fogékony HEp2 sejtekre
tortént inokulalasaval. Ezek az eredmények azt jelentik, hogy aktiv replikacié nelkil a C.
pneumoniae antigének hosszu ideig perzisztalnak a sejtekben krénikus ingert jelentve az
immunrendszer részere. A C. pneumoniae fertézés azonban a DC érését fokozta, azaz a CD86,
Cd83, CD11c és HLA-DR molekulék felszini kifejezédése szignifikansan tobb sejtben volt
kimutathato. A fert6zo6tt DC funkciondlisan is érett volt, a C. pneumoniae antigéneket prezentalta a
CD4+ és DC8+ limfocitéak felé és azok IFN-gamma termelésést fokozta. Erdekes kérdés volt, hogy
a fert6zott DC-ben milyen C. pneumoniae gének transzkripcidja térténik meg és mely gének
transzkripcidja gatolt, amely a fert6z6 baktériumok kialakulasanak géatlasaért is felel6s lehet. A 16S
rRNS gen, a groEL-1 és omcB gének kifejezédesét mérni lehetett quantitativ real-time PCR
modszerrel, azonban a bakteridlis sejtosztodasban szerepet jatszo ftsK gén expresszidjat nem tudtuk
kimutatni. Ez okozdja lehet az infektiv baktérium termelédés gatlasanak. Tanulmanyoztuk azt a
lehetéséget, hogy a gatlas oka a DC kulturéak altal termelt IFN-gamma jelenléte, amelyrdl leirtak,
hogy gatolja baktérium szaporodasat és perzisztens baktérium hordozast alakit ki. VValoban, gatlo
koncentracidban jelen Iévé IFN-gamma-t mutattunk ki a DC kultarék feltluszdjaban, amelyet a
nagy részben a szennyezésként jelen lévé limfocitak termeltek, azonban, igen érdekes volt, hogy
DC felszini markerrekkel jellemezhet6 sejtek is termeltek IFN-gammat. A DC kulturédkhoz adott
anti-IFN-gamma neutralizalta a feluluszdban jelenlévé IFN-gamma aktivitasat, de nem befolyasolta
a DC képtelenségét a fert6z6 baktériumok termelésére. A baktérium szaporodas gatlasaért tehat
elsésorban nem termel6dott IFN-gamma felelés (Kis Z. et al., FEMS Immunol Med Microbiol
2008, 52:1-11).

Krénikus C. pneumoniae fertézes lefolyasat vizsgaltuk in vivo, egér modell segitsegével. BALB/c
egereket ismételten fert6ztunk intranasalisan C. pneumoniae-val és a baktérium replikaciot
(baktérium tenyésztéssel és PCR mddszerrel a tiidében és vérben), a humoralis immunvalasz
lefolyasat (C. pneumoniae specifikus IgM, IgG1, IgG2a, IgA és chlamydialis HSP60 ellenanyag
termelést ELISA-val), cellularis immunvalasz kialakulasat (Iépsejtek IFN-gamma termelésének
méresevel ELISPOT maodszerrel) és gyulladasra jellemzé markerek (histamin, IFN-gamma és 1L-6
ELISA-val) kialakuldsat kdvettilk egy éven keresztiil. Mind egyetlen, mind ismételt ferté6zés utan az
egerek egy részében a vizsgalt 1 éves periddus alatt a tldében vagy vérben kimutathato volt C.
pneumoniae DNS, ami a baktérium perzisztenciara vald hajlamat tdmasztja ald. Hisztamin volt
kimutathaté mind az els6, mind az ismételt fert6zések utan a tidében. Az antitestek jelenléte és
cellularis immunvalasz kimutathaté volt az elsé fert6zés utén, de az antitest titerek emelkedtek az
ismételt fertézések utan. A baktérium szaporodas lezajlott a masodik és harmadik fert6zés utan is,
bar csdkkent mértékben, ami azt jelenti, hogy Uj fertézes létrejon immun-szervezetben is (Kis Z et
al, Inflamm Res, 2008, 57:1-9).

2. A kronikus fertézések és genetikai faktorok kapcsolatat kerestiik az akut ischemias stroke
kialakulaséaban.

A konvencionalis riziko faktorok nem magyardzzak meg teljesen az akut ischemias stroke
kialakulasanak mechanizmusat. A kronikus fert6zéseket okozé pathogenek kozil a C. pneumoniae,
HCMV, herpes simplex virus-1 tipusa (HSV-1), varicella-zoster virus, Helicobacter pylori kerlltek
a vizsgalatok kdzpontjaba. Azonban maés, perzisztenciat kialakito pathogének is okozhatjak az
endothelialis sejtek karosodasahoz, amelynek a stroke kialakulasaban szerepe lehet.

A gazdasejtek bizonyos génjeinek, pl. az IL-8, CD14, IL-6, P-selectin és cathepsin G, genetikai
variacioi ugyancsak hozzajarulhatnak a kiilénbdz6 antigén ingerekkel kivaltott gyulladas
fokozéaséahoz és a stroke kialakulasahoz. A kemokinek csaladjaba tartozé I1L-8 medialja az
immunsejtek migracidjat az endothelen keresztil, igy az IL-8 fokozott termel6dése plakk ruptarat
okozhat. Az IL-8 promoter polimorfizmus és a stroke kialakulas kdzotti 6sszefliggést nem
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kapcsolatba hoztak az érrendszer betegségeivel. Az eddigi vizsgalatok soran a riziké faktorok kozil
egyet-egyet, vagy csak néhanyat tanulmanyoztak a valasztott, rendszerint korban, a betegség utan
eltelt id6ben vagy a kisér6 betegségek szempontjabol heterogén beteganyagon. A mi vizsgalatunk a
klasszikus riziko faktorokat, tébb pathogeén altal kivaltott immunvalaszt és az 1L-8 és CD14
promoter polimorfizmusak jelenlétét egyuttesen vizsgalta egy relative homogén beteganyagon. A
beteganyag kivalasztasanak kritériumai a kovetkezok voltak: a./ els6, nem kardioldgiai eredeti
ischémias stroke, b./ a stroke kezelése a Szegedi Egyetem Neuroldgiai Klinikajan, c./ a beteg
klinikara széllitasa a betegség elsé 72 orajaban, d./ 65 évesnél fiatalabb betegek.

Vérmintat nyertiink 59 stroke beteg és 52 kontroll egyénbél. A klasszikus riziké faktorokat a
klinikai laboratérium vizsgalta. A C. pneumoniae-, HCMV-DNA és enterovirus-RNA jelenlétét a
vérmintakban nested PCR —el vizsgaltuk. A C. pneumoniae, HCMV, HSV-1, HHV6 és EBV
ellenanyag izotipusok (IgG, IgM, 1gA) szintjét ELISA-val mértiik. Ugyancsak ELISA-val
hataroztuk meg a vérsavo IL-8 szintjét. Az IL-8 és CD14 gének promoter polimorfizmusat PCR-el
hataroztuk meg.

A klasszikus riziko faktorok kozil szignifikans 6sszefliggés volt mérhet6 a stroke betegség és a
rendszeres alkohol fogyasztas, a hiperlipidémia és magas vérnyomas kozott. A krénikus fertézések
kozul nem volt 6sszefliggés a stroke és a vérbol kimutathato pathogén DNA jelenléte kozétt. Nem
volt sszefliggés a stroke és a C. pneumoniae- 1gG, IgA, IgM, a HHV6- és EBV- 1gG, HCMV-IgM
ellenanyag szintek kdzott. Nem volt dsszefliggés a stroke és 3 vagy 3-nal tobb pathogénnel tortént
fert6z6dés (pathogén burden) kdzott. Nem volt dsszefliggés a stroke és az 1L-8 és CD14 promoter
polimorfizmusok kdzott. Azonban a kronikus fertézések kozil szignifikans dsszefliggés volt a
stroke és a HCMV-IgG (p=0.015) és HSV-1 IgA (p=0.006) izotipusba tartozé ellenanyagok
jelenléte kozott. Ez az 6sszefliggés erésen szignifikans maradt logisztikus regresszidval végzett és
az életkorra, nemre, dohanyzasra, alkohol fogyasztasra, lipid szintre és magas vérnyomasra
adjusztalt statisztikai analizis utan is.

Ezek az eredmények azt jelentik, hogy bizonyos fert6zések kapcsolatban lehetnek a stroke
kialakulasaval. Azonban nagyszamu, a stroke subtipusa szerint és eletkor szerint csoportositott
beteganyagon torténé tovabbi vizsgélatok szlikségesek. A kontroll csoport dsszedllitasa nagy
gondossagot igenyel a vascularis betegsegek elterjedtsége miatt (Kis Z et al., New Microbiologica,
2007, 30:213-220).

3. A kronikus fert6zések és gyulladasos markerek szerepét és valtozasat vizsgaltuk percutan
transzluminaris coronaria angioplasztikai beavatkozas (PTCA) utan.

A coronéria artéria betegségek egyik kezelési eljarasa a PTCA beavatkozas. A PTCA beavatkozés
az artéria lumenének megnagyobbitasat eredményezi, azonban a PTCA utan restenosis gyakran
Iétrejon, amely ismételt beavatkozast igényel. A HCMV a populacid nagy részét megfertézi és
latens allapotban perzisztal a fert6z6tt szervezetben. A latens virushordozas helyéul a monocyta és
dendritikus sejtek prekurzor sejtjeit tartjak. A C. pneumoniae szintén kialakit kronikus fertézéseket,
a perzisztencia sejtjei valosziniileg monocytak, makrofagok, simaizom és endothel sejtek. Mas
pathogének is jelen lehetnek latens/perzisztens forméban ezen sejtekben. Az atherosclerotikus
plakkok predilectids helyein, és az atherosclerotikus plakkokban monocytak, dendritikus sejtek,
ezek prekurzor sejtjei, makrofagok, simaizom és endothel sejtek halmozottan fordulnak elé.

A hisztamin a gyulladasos folyamatok resztvevoje. Az u.n. indukalhaté hisztamin a hisztidin
dekarboxilaz (HDC) enzim segitsegével az L-hisztidinb6l keletkezik. Kordbban leirtuk, hogy C.
penumoniae fertézés hatasara fokozott HDC képzédés jon létre az egér bronchusok epithelialis
sejtjeiben (Burian K. et al., Immunol Letters, 2003, 89:229-36). A C-reaktiv protein (CRP) szint
fert6zésekben és gyulladasos folyamatokban emelkedik és jelz6je ezen folyamatoknak. Az 1L-6
atherogen szerepét leirtak. A human heat shock protein 60 (hnHSP60) sztressz folyamatok kiséréje
és erds kereszt reaktivitast mutat a bakterialis, igy a C. pneumoniae cHSP65 komponensével.



PTCA beavatkozason atesett 28 betegt6l vérmintakat vettiink a PTCA beavatkozas elétt, és a
beavatkozas utan 4 és 14 nappal. Azt vizsgaltuk, hogy a beavatkozas elinditja-e a latens/perzisztens
HCMV, C. pneumoniae, HSV vagy EBV reaktivaciojat a plakkok sejtjeiben, és a reaktivacio
kapcsolatban van-e a vérsavoban lévé hisztamin, CRP, IL-6 és hHSP60 szintekkel. A HCMV es C.
pneumoniae reaktivaciot nested PCR-el (virus/baktérium DNA), a HCMV, C. pneumoniae,
bakterialis HSP65, HSV, EBV reaktivaciot ELISA-val (ellenanyag) mértik. A hisztamin, CRP,
hHSP és IL-6 szinteket szintén ELISA-val hataroztuk meg.

Eredményeink szerint a HCMV- DNA 1 vérmintaban volt jelen a PTCA elétt és 5 vérmintaban a
beavatkozéas utan. C. pneumoniae-DNA ugyancsak 1 mintdban volt kimutathaté PTCA el6tt és 3
mintaban a beavatkozas utan. A beavatkozas el6tti és utdni HCMV-DNA-re vagy C. pneumoniae-
DNA-ra vonatkozo kimutathatosag kozotti kiilonbség nem volt szignifikans. Azonban ha a két
pathogén DNA kimutathatosaganak adatait 6sszesitve tekintjik (2 minta pozitiv a beavatkozas elétt
vs 8 minta pozitiv a beavatkozas utan), akkor a kimutathatdsag szignifikans (p=0.046, logisztikus
regresszioval szdmolva és adjusztalva a betegek életkorara, nemére és mar el6zéleg lezajlott PTCA
beavatkozéasra). A vizsgalt pathogénekre specifikus ellenanyag szintek nem valtoztak a beavatkozas
utan. Azonban a PTCA elétti hisztamin szint és C. pneumoniae IgA ellenanyag szintek kdzott
szignifikans 6sszefliggés volt mérhet6 (p=0.021).

A HCMV vagy C. pneumoniae DNA PTCA utani vagy el6tti kimutathatosaga nem volt
osszefuggesben a késobb kialakuld restenozis esetekkel, a beavatkozés utan 8 hdnapig tartd
megfigyelés alatt.

A hisztamin, CRP és IL-6 szintek er6sen emelkedtek a beavatkozas utan (logisztikus regresszidval
és adjusztalva az életkorra, nemre és korabbi PTCA beavatkozasra, hisztamin p=0.024, CRP
p=0.002, IL-6 p=0.042). Az anti-hHSP60 szint nem valtozott. A hisztamin, CRP és IL-6 szintek
emelkedése nem volt 6sszefliggésben a HCMYV és C. pneumoniae DNA kimutathatdsag
emelkedésével.

Eredményeink alapjan nagyobb szamu beteganyag hasonlé vizsgalatat érdemesnek tartjuk, amely
vizsgalat a restenozis rizikdjanak korai felismeréset eredményezheti (Petrovay F. et al., Inflamm
Res. 2007, 56:362-367).



