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1 Bevezetés

A szexudlisan terjed6 fertézések (STI) a leggyakoribb fert6z6 betegségek a vilagon. Az
STI-k kozott a Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) eredetii fertézések a
legelterjedtebbek. A C. trachomatis D-K szerovaridnsai okozhatnak, mint az urethritis,
cervicitis, kismedencei gyulladast (PID) és medddséget, mig az LGV szerovariansok a
lymphogranuloma venereum, egy szisztémas manifesztacioval rendelkezd STI kérokozoi. A
C. trachomatis-t Osszefiiggésbe hozzak az arthritis-szel és a spondyloarthritis-szel is.
Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) gyakori oka a kozosségben szerezhetd
tidogyulladasnak, és feltételezhetéen bizonyos kronikus megbetegedések okozdja is lehet,
mint példaul az asthma vagy az érelmeszesedés.

A human herpes simplex virus 1 (HHSV-1) és a HHSV-2 gyakori virdlis okozéja a
genitdlis fertdzéseknek. A HHSV-2 szeropozitiv emberek (15-49 év) szama 2012-ben
megkozelitdleg 417 millidra tehetd, a populacidban 11,3% gyakorisdggal fordul eld. Az
urogenitalis és andlis régid tipusos 1€zi6i mellett, a HSV fert6zések kivalto okai lehetnek az
encephalitis-nek, meningitis-nek €s a neonatalis herpes fert6zéseknek. A C. trachomatis és a
HHSV-2 patogének sokszor perzisztens vagy latens fertdzést is okozhatnak a korokozod
belépési helyén (C. trachomatis) és/vagy a primer fert6zéstdl tavolabb, példaul a
keresztcsonti ganglionban a HHSV-2, mig C. trachomatis esetében az iziiletekben.

A chlamydia zarvanyok szdmoldsara az immunfluoreszcens festést kovetd manualis
szamolas az altalanos metodika, mellyel a chlamydia ellenes antibiotikumok és egyéb szerek
pozitiv vagy negativ hatdsanak vizsgalatara.

A titdn-dioxid (TiO,) a titdn természetesen el6forduldé oxidalt forméaja, hirom
leggyakoribb form4ja a rutile, az anatase és a brookite. A TiO, anatase formija UV fény
hatésara fotokatalitikus hatdssal bir, mely soran a vizet erds oxidativ potenciéllal rendelkez6
hidroxil gyokokre bontja. A TiO, nanorészecskék erds antibakterialis hatassal rendelkeznek.
A TiO; a fotokatalizis soran reakcioba 1€p a vizzel, hogy a hidroxil gyokoket a superoxid
kovetkez0 formdajara bontsa. A DNS karosodéasat tudja eldidézni ezzel pusztitva el a
baktériumot. A TiO, nanorészecskéket élelmiszer adalékanyagként illetve gydgyszerek
hordozdanyagaként hasznéljak. Ezen ismeretek alapjan szeretnénk a TiO; hatasat vizsgéalni C.
trachomatis és HHSV-2 kérokozokkal szemben, nem aktivalt formaban.

2 Célkitiizések
- Automatizalt rendszer kifejlesztése chlamydia zarvanyok detektalaséara és
szamolasara.
- Uj vegyiiletek és nanoanyagok hatdsanak vizsgalata C. trachomatis és HSV-2
fertdzésekkel szemben.

3 Anyagok és moédszerek

3.1 Sejtvonalak

HeLa 229 (ATCC), McCoy (ATCC) és Vero (ATCC) sejtvonalakat hasznaltunk
kutatdsaink soran. Az emlitett sejteket 96 mélyedést tartalmazé lemezeken (Sarstedt,
Niimbrecht, Germany) és 16 mélyedést tartalmaz6 szovettenyésztd targylemezen (chamber
slide rendszeren) (Thermo Scientific™ Nunc™ Lab-Tek™ ,Waltham, MA, USA)
szaporitottuk.

3.2 Chlamydia torzsek
Kisérleteink soran két Chlamydia fajt hasznaltunk: C. trachomatis (D szerovarians,
UW3/CX referencia torzs és L2 szerovarians, VR-577 torzs; ATCC) és C. pneumoniae



(CWL029). A Chlamydia baktériumtorzseket egy kordbban leirt metodika szerint
szaporitottuk és részlegesen tisztitottuk.

3.3 Humaéan herpesz szimplex virus

Human herpesz szimplex virus 2 (HHSV) referencia torzset (Orszagos
Kozegészségiigyi Intézet Budapest) hasznaltuk a késdbbi kisérleteinkben. A HHSV-2 torzset
Vero sejten szaporitottuk.

34 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid (MTT)
teszt

A nanoanyagok toxikoldgiai profiljat az altalanosan hasznalt MTT teszt segitségével
hataroztuk meg. Az MTT teszt sordn a hasznalt anyagok maximélis nem toxikus szintjét
HeLa és Vero sejteken vizsgaltuk.

3.5 Eziist nanorészecskék preparalasa

Redukal6 és stabilizalé szerként natrium-borohidridet és natrium citratot haszniltunk
minden esetben. A prepardlt eziist nanorészecskék vizes diszperzidjanak kiindulési
koncentracidja 100 ppm volt (0,92mM), a részecskék atlag mérete a transzmisszios
elektronmikroszkopos vizsgalat szerint 20,2+ 8.34 nm-nek bizonyult.

3.6 Eziisttel moédositott TiO, nanorészecskék preparalasa

Ot gramm titdn-dioxidot (P25, Degussa-Evonik) 100 ml bidesztillalt vizben
diszpergaltunk, majd erdteljes keverés kozben 40 ml eziist-nitrat (57,9-10—3 mM; Reanal)
oldatot adagoltunk a szuszpenzidhoz. A pH-t 7,2-re allitottuk be, majd a szuszpenzidhoz
csepegtetve 60 ml Na-borohidridet adagoltunk, bidesztillalt vizzel mostuk, centrifugaltuk és
szaritottuk.

3.7 A TiO, és Ag-TiO; részecskék elektronmikroszkopos vizsgalata

A szintetizalt Ag-, TiO,- és Ag-TiO, nanorészecskék morfologidjat és részecskeméretét
TEM-el vizsgaltuk. A TEM vizsgalatokhoz a mintdkat a rézzel bevont érdes szénfilm
mintatartora (200 Mesh) cseppentés elott desztillalt vizben ultrahangoztuk.

3.8 TiO,, Ag és TiO,-Ag nanorészecskék toltésmennyiség meghatarozasa

A toltéstitralasos mérések sordn a vizsgalt rendszer aramlasi potencialjat mértik,
mikdzben az eziist-, TiO,- és Ag-TiO, szuszpenzidkat ellentétes toltésti (hexadecilpiridinium-
klorid; HDPCI) tenzid oldattal titraltuk. A méréseket hdromszor ismételtiilk meg.

3.9 Nanoanyagok Chlamydia trachomatis szaporodasra gyakorolt hatasanak
vizsgalata HeLa sejten

A vizsgalat sordn a HelLa 229 (ATCC) sejteket 96 mélyedést tartalmazd lemezeken
szaporitottuk 6x10* sejtszimmal MEM tépfolyadékban.

A TiO;, Ag és TiO,-Ag nanorészecskéket fiziologids soéoldatba oldottuk be, majd
szukréz foszfat glutamin (SPG) pufferben higitottuk tovabb. A C. trachomatis elementaris
testeket a nanorészecskékkel egyiitt 1 6ran keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk. Az inkubalast
fénytdl elzarva végeztiik, az esetleges fotokatalizis elkeriilése érdekében. A TiO; és TiO,-Ag
nanorészecskék esetében 100-0,024 pg/ml, mig az Ag nanorészecskék esetében 0,5-0,001
pug/ml koncertracié tartominyt vizsgaltunk. Mind a két esetben 1:4 1éptékii higitast
végeztiink. A lemezen feln6tt sejteket a kezelt és kezeletlen C. trachomatis-szal (MOI 8) egy
oran keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk 5%-0s CO; jelenlétében. A fertdzést kovetden a sejteket



két alkalommal mostuk foszfatpufferes sdoldattal (PBS), 200 ul/lyuk mennyiséggel. A mosast
kovetden cikloheximiddel (1ug/ml) kiegészitett tapfolyadékot adtuk a sejtekhez és 37 °C-on,
5% CO; jelenlétében 48 6ran keresztiil inkubaltuk.

3.10 Nanoanyagok HSV-2 szaporodasara gyakorolt hatasanak vizsgalata Vero
sejten

A Vero sejteket (ATCC) 96 mélyedést tartalmaz6 lemezen szaporitottuk, 6x10*
sejtszammal Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) tipfolyadékban (Sigma, USA), mely a
kovetkezOket tartalmazta: 5% magzati borji szérum (FBS) (Gibco, Németorszag), 0,14%
natrium bikarbonét, 100 egység/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin szulfat és 250 pg/ml
amphotericin B. Az eldinkubéciét és a fertdzést a kordbban leirtak szerint végeztiik. A
HHSV-2-vel (MOI 0,1) fertdzott sejteket kétszer mostuk PBS-sel a fertdzést kovetden, majd a
lemezeket 12 6ran at inkubaltuk 37 °C-on, 5% CO, jelenlétében.

3.11 C. trachomatis és HHSV-2 szaporodasanak vizsgalata direkt kvantitativ
PCR segitségével (qPCR)

A sejtek feliiliszojat eltavolitottuk, majd a sejteket PBS-sel mostuk. A masodik moséas
utan 100 pl Milli-Q (MQ) vizet (Millipore, Billerica, MA, USA) adtunk a sejtekhez, majd a
sejtfeltarast két egymast kovetd fagyasztas (-80 °C, 15 min) olvasztas (szobahdmérsékleten)
ciklussal oldottuk meg. A felolvasztott sejtlizitumot alaposan Osszekevertik egy
tobbcsatornas pipetta segitségével, majd ezt a lizdtumot hasznédltuk mintaként a kvantitativ
PCR sorén.

A gPCR-t Bio-Rad CFX96 valds idejii késziilékkel végeztiik el. A reakcidhoz az SsoFast

EvaGreen Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) PCR mixet és C. trachomatis pykF

génspecifikus primerpart hasznaltunk. A primer szekvencidja a kovetkezo:
pykF-F:5-GTTGCCAACGCCATTTACGATGGA-3',
pykF-R:5-TGCATGTACAGGATGGGCTCCTAA-3'".

A PCR negyven 20 masodperces, 95 °C-os és 1 perces 64 °C-os ciklusokbdl allt, mig a

polimeraz aktivacios 1épése 10 percen keresztiil 95 °C-on tortént.

Az olvadaspont analizist hasznéltuk az amplifikacid specifitdsdnak bizonyitdsara. Mindegyik

PCR esetében, a ciklus kiiszobértéket/ciklusszamot (Ct) hasznédltuk eredményeink

kiértékelésére, mely azonos azzal a ponttal ahol az amplifikacids gorbe metszi az alapvonalat.

A HSV-2 fertézott sejtek esetében a kiértékelésre ugyanazt a qPCR metodikat
hasznaltuk, mint a C. trachomatis-szal fertdzott sejtek esetében, a HSV-2 virusra specifikus
primerparral, melynek a szekvencidja a kovetkezo:

gD2-F:5TCAGCGAGGATAACCTGGGA-3',
gD2-R:5'-GGGAGAGCGTACTTGCAGGA-3'.
A mintdk kozotti statisztikai kiilonbséget Student’s t-test segitségével hataroztuk meg (3
bioldgiai ismétlést készitettiink minden vizsgalt esetében).

3.12 Chlamydia szaporitasa 16 mélyedést tartalmazé targylemezen

Ebben a kisérletben a Hela sejtek szaporitasira 16 mélyedéssel rendelkezd, specialisan
feliiletkezelt targylemezeket (chamber slide) hasznaltunk. Irodalom A C.trachomatis D
szerovarianssal végzett fertdz€s esetén a lemezt 200 ul/lyuk mennyiségii HBSS-sel mostuk,
majd szobahdmérsékleten 15 percig inkubéltuk 1% DEAE-dextrannal (80 pul/mélyedés). A
DEAE-dextran eltavolitasat kovetden a sejteket megfertdztik 1 IFU/sejt multiplicitassal a
teljes lemezen vagy kettes léptékben higitott C. trachomatissal 1 1FU/sejt kiindulési
koncentracioval. C. trachomatis 1.2 szerovaridns esetében 1 - 1:64 IFU/sejt mig a C.
pneumoniae-val tortént fertdzés esetén 1:8 - 1:512 IFU/sejt kozotti multiplicitassal fertdztiik a



sejteket. A lemezeket a fertdzést kovetden 37 °C-on, 5% CO; jelenlétében 24 vagy 48 oOran
keresztiil inkubaltuk, majd a sejteket fixaltuk és immunfluoreszcens mddszerrel festettiik.

3.13 Chlamydia fert6zés gatlasa antibiotikumokkal és IFN- y-val

A kisérletek sorédn a tetraciklint és a moxifoxacint teszteltiink az antibiotikumok koziil. A
tetraciklin esetén 0,25-0,004 pg/ml, mig a moxifloxacin esetében 0,04-0,0006 pg/ml
koncentraci6 tartomédnyban teszteltiik az antibiotikumok hatisat. Az ismert antibiotikumok
mellett egy ismeretlen anyagot is teszteltiink. A PCC00213 (10 mg/ml) szamu antibakterialis
hatassal rendelkezé anyagot dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk fel és 10-0,156 mg/ml
koncentraci6 tartoméanyban teszteltiik. A fertézést kovetden (McCoy sejtek, C. trachomatis D
(MOI 1)) cikloheximiddel kiegészitett tdpfolyadékban az emlitett antibakterialis anyagokat
higitottuk (1:2 1éptékben) és a sejtekhez adtuk, két parhuzamos mélyedést kezeltiink minden
kisérlet soran. Kontroll mintaként kezeletlen sejtet tartalmazé mélyedéseket, és a PCC00213
anyag esetében 1% DMSO kontrollt alkalmaztunk.

Egy nappal a fert6zés elott a sejteket elokezeltiik egér INF-y-val 100-0,046 1U/ml kozotti
koncentraci6 tartomanyban, kettes 1éptékii higitast végezve. Human IFN-y-val is kezeltiink
sejteket kontrollként, 100-1,5 IU/ml koncentracié tartomanyban. A fertdzést kovetden az
INF-y-t cikloheximid mentes tapfolyadékban higitottuk azonos koncentracié tartoméanyban,
mint az el6kezelésnél és a mar kordbban kezelt sejteket az elOkezeléssel azonos

c 20z

3.14 C. trachomatis szaporodasanak vizsgalata TiO, nanorészecskékkel tortént
el6kezelés utan, HelLa sejten 16 mélyedést tartalmazé targylemezen Kivitelezve

C. trachomatis-t (MOI 8) eldkezeltik a TiO,-dal 100-3,12 pg/ml koncentracié
tartomanyban, kettes 1éptékii higitast alkalmazva 1 6ran keresztiil 37 °C-on. Az eléinkubaciot
fénytdl védett helyen végeztiik az esetleges fotoktalizis elkeriilése érdekében. Kontrollként 2
mélyedést kezeletlen €s fertdzott sejtet hagytunk, és 2 mélyedést nem fertdztiink viszont a
oran keresztiil, 37 °C-on, 5% CO; jelenlétében kezeltiik/fertoztik C. trachomatis-szal és
TiO,-dal. A fertdzést kovetden a sejteket PBS pufferrel mostuk, majd cikloheximiddel
kiegészitett tapfolyadékot adtunk a sejtekhez. A lemezeket 48 6ran keresztiil 37 °C-on, 5%
CO; jelenlétében inkubaltuk.

3.15 Immunfluoreszcens jelolés és szkennelés

A C. trachomatis illetve C. pneumoniae 16 mélyedést tartalmaz6 targylemezen fertézott
sejteket immunfluoreszcens jelolést kovetden értékeltiik ki. Chlamydia LPS antitest Alexa-
647 immunfluoreszcens festékkel jeloltik és 1:200 higitdsban hasznaltuk a chlamydia
inkliziok detektalasara. A fluoreszcens jeleket Axon GenePix Personal 4100 DNS chip
szkenner és GenePix Pro (6.1 verzid) szoftver (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)
segitségével analizaltuk. Az analizis sordn Cy5 csatornat és 5 um felbontast hasznéaltunk.

3.16 A felvételek kiértékelése

A szkennelt felvételeket az altalunk kifejlesztett ChlamyCount programmal értékeltiik ki.
Az analizist 2 részre oszthatjuk: képoptimalizalas és analizis. A kép optimalizalas soran, a
kép betoltését kovetden, az ImagelJ hisztogram normalizécids 1€pésével a kontrasztot
megemeltiik.

Az analizis fazisiban, a lemez mélyedéseit kiilon-kiilon feldolgozza a program.
Végezetiil az analizis eredményét Osszefoglald riportot tolthetiink le txt, xIs és pdf fajlok
forméjaban. A pdf f4jl tartalmazza a szamszertlsitett eredményeket és a feldolgozott képeket
mind a 16 sejtet tartalmaz6 teriiletrol.



3.17 Konfokalis mikroszképos vizsgalat

Konfokalis 1ézer mikroszkdpot hasznaltunk bizonyos felvételek elkészitéséhez, melyet
Olympus FV1000 mikroszkoppal végeztiink. Az Alexa Fluor 647-es festéket 645 és 745 nm
kozott detektaltuk.

3.18 Transzmisszios elektronmikroszkopia hasznalata a korai Kkapcsolat
vizsgalatara a TiO, és a HeLLa, Vero sejtek kozott

A HeLa 229 és Vero sejteket 6 mélyedést tartalmazé lemezen szaporitottuk,
2x106sejt/mélyedés kezdeti sejtszammal. A sejteket 100 pg/ml koncentracidji TiO,-dal
inkubaltuk (1 h, 37 °C, 5%, CO,), majd 300 ul/mélyedés Tripszin-Versen oldattal oldottuk fel
a lemezrdél. A feloldott sejteket centrifugiltuk, majd a pelletet 600 ul glutaraldehiddel
fixaltuk. A fixalt sejteket Embed 812-be 4gyaztuk. A 70 nm vastag metszeteket az Ultracut S
ultra-mikrotommal metszettiik. A festést kovetden a metszetet JEM-1400 Plus
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

4 Eredmények

4.1 ChlamyCount szoftver

16 mélyedést tartalmazd szovettenyésztd targylemezen novesztett McCoy epitél sejteket
hasznaltunk a chlamydiaval torténd fertdzésekhez. A fert6zést kovetden (24 vagy 48 6ra) a
szOovetteny€sztd targylemez milanyag részét eltavolitottuk, majd acetonnal fixaltuk. Az
inklizidkat Cy5 analég Alexa 647-jelolt anti-chlamydidlis LPS antitesttel festettiik. A
megfestett inkluziokat egy Axon GenePix 4100 DNS chip szkenner segitségével szkenneltiik.

A szkennelt képek feldolgozasara a ChlamyCount szoftvert hasznaltuk. A minimum
intenzitas kiiszobértéke és az inkliziok feltételezett mérete valtoztathaté a vizsgilat soran,
egyébként minden esetben fix kiiszobértékek alapjan megy végbe a vizsgalat; a tovabbi
1épések automatizaltak. Kovetkezd 1épésként a szoftver a sejtet tartalmazo teriileteket kivagja
a teljes képbdl. A ChlamyCount szoftver minden teriiletet ugyanazzal a folyamattal analizélja.

A kép analizisét kovetden, a ChlamyCount szoftver részletes txt €s xlIs f4jlt készit a 16
tertiletrdl kapott inkluzidk szamardl. A harmadik fajl egy automatikusan generalt pdf fjl lesz,
mely tartalmazni fogja a szamszertisitett adatokat és a feldogozott képeket a 16 sejttel boritott
teriiletr6l. Az atlagos szkennelési id6 10 perc, a képek feldolgozéasa 1-5 percet vesz igénybe.

42 A C. trachomatis D, L2 és C. pneumoniae detektalas dinamikus
tartomanyanak meghatarozasa a ChlamyCount szoftver hasznalata esetén

A ChlamyCount rendszert C. trachomatis D, L2 és C. pneumoniae altal fert6zott McCoy
sejteken végeztiikk. Minden esetben felezd higitasi sort készitettiink a chlamydia higitas soran.
A fert6zés legmagasabb multiplicitasa (MOI) 8 volt, de MOI 8 és 1 kozott a fertdzott teriilet,
festés utdn Osszefiiggd feliiletet alkotott, igy a szoftver nem tudta megfeleléen beolvasni az
inkliziok mennyiségét. A késobbi kisérletek sordn a kezdé multiplicitas 1 (C. trachomatis D
és L2) vagy 1:8 (C. pneumoniae) volt, tovabbi 6 felezd higitas keriilt a lemezre, kettd
parhuzamos ismétlésben.

Mind a harom chlamydia fajndl magas korrelaciét (R*=0,95 és 0,98) mértiink a szoftver
altal megszamolt és a feltételezett (a felezd higitas gorbéjébdl szamolva) inklizidk szama
kozott. Az inklizidk szdma szorosan kovette a feltételezett inklizidk szamat MOI 1 és MOI
1:8, 1:16 kozott, amikor nem hasznaltunk a fert6zés soran centrifugélést (C. trachomatis D,
L2), ami 1-log nagysagrendii dinamikus tartomanyt eredményezett. A centrifugilas
hasznélata (C. pneumoniae) lehetové tette, hogy alacsonyabb multiplicitast hasznéljunk,
viszont szivargést tapasztaltunk a kisérlet soran, igy tovabba nem alkalmaztuk ezt az eljarast.



4.3 Moxifloxacin, tetraciklin és egy j chlamydia elleni vegyiilet a PCC00213
minimalis gatléo hatasanak (MIC) vizsgalata C. trachomatis D szaporodasara

A ChlamyCount szoftver, teszteléseink alapjan, ugyancsak alkalmazhaté MIC érték
meghatarozasara is. A moxifloxacin MIC értéke C. trachomatis fertézés esetében korabbi
kutatasok szerint 0,03 és 0,05 pg/ml kozoétt van. C. trachomatis D (MOI 1) fertézés esetében
kisérleteink soran 0,25-0,04 pg/ml kozotti moxifloxacin  koncentraciét alkalmaztunk.
Eredményeink megmutattdk, hogy a C. trachomatis D 0,015 upg/ml-es moxifloxacin
koncentracidig szaporodni képes, viszont 0,031 upg/ml koncentracional mar gatlast
figyelhetiink meg. Ezek alapjan a moxifloxacin MIC értékét 0,031 pg/ml-nél hataroztuk meg.
Korébbi adatok alapjan C. trachomatis D fert6zés esetében a tetraciklin és a doxyciklin MIC
érteke 0,03 és 0,15 pg/ml kozott van. Kisérleteink soran 0,04-0,0006 pg/ml kozotti
koncentraciot teszteltiink C. trachomatis (MOI 1) fertdzés sordn. Eredményeink alapjan a
tetraciklin jelenléte mellett a C. trachomatis D 0,01 ug/ml koncentracidig szaporodni képes,
mig 0,02 pg/ml tetraciklin jelenléte mellett gatlast figyelhetiink meg, igy a MIC értéket ennél
a koncentracionél hataroztuk meg. Az djszerti, PCC00213 jelolésii chlamydia elleni vegyiilet
MIC értékének meghatarozasahoz szintén a ChlamyCount rendszert hasznaltuk. A PCC00213
figyelhetiink meg, MIC értékét ennél a koncentracional hatarozzuk meg. Fontos megjegyezni,
hogy a parhuzamosan elvégzett MTT teszt kimutatta, hogy a PCC00213 antichlamydias
hatdsat a sejtek metabolizmusanak gatlasa is okozhatja. A ChlamyCount alapu vizsgalat
mellett készitettiink ugyanilyen lemezeket, melyeket fluoreszcens mikroszképidval
értékeltiink ki. Az abszolut inkluzi6 szam magasabb volt ennél a kiértékelésnél, mint a
ChlamyCount 4ltal végzett szamolasnal, de még igy is magas korrelacié volt megfigyelhetd
meg a két a inkliziészam kozott (R*=0,94-0,98). Megjegyzendd, hogy a ChlamyCount 4ltal
€s a manualisan meghatarozott MIC értékek azonosak voltak, mindharom ismétlésben.

44 Az IFN- y C. trachomatis D szaporodasara, a DEAE-dextran és a
cikloheximid C. trachomatis D és C. pneumoniae szaporodasara gyakorolt
hatasanak vizsgalata

Az IFN—y triptofan készlet degradacié A4ltali, chlamydia szaporoddsra gyakorolt
gatlasdnak jelensége humin sejten jol ismert. Kisérleteinkben a humén és egér IFN-y
hatasanak vizsgédlatat C. trachomatis fert6zés esetében, McCoy egér fibroblaszt sejteken
végeztilk. Eredményeink hasonlé mértékii gitlast mutatattak a korabbi adatokkal, habar egy
alacsonyabb egér IFN-y koncentraciét hasznaltunk: a chlamydia szaporodasdnak gatlasa
koncentraciofiiggd volt, és a maximum gatlds megkozelitdleg 3,8-szeres volt 1,5 TU/ml (kb.
0,07 ng/ml) vagy magasabb egér IFN-y jelenlétében. Esetiinkben a human IFN-y nem
mutatott gitlast a legmagasabb, 100 IU/ml koncentricional sem. Korabbi megfigyelésiink
szerint a gazdasejtek eldkezelése DEAE-dextrannal, illetve a cikloheximides kezelés
megemelheti a chlamydia zarvanyokat és a visszatenyészthetd IFU-t. Ezen hatasoknak a
vizsgalatara a 16 mélyedést tartalmazé targylemezt hasznéltuk. A HeLa sejteket elokezeltiik
DEAE-dextrannal (1% DEAE-dextran, 15 perc, szobahd), és/vagy 1 ug/ml cikloheximedet
alkalmaztunk a fert6zés soran, majd a direkt zarvanyszamot a kezeletlen, fertdzott sejtek
eredményeihez hasonlitottuk. Az eredményeink részben kiilonboztek a két chlamydia faj
esetében a felsorolt drogokra nézve. A C. trachomatis D esetében a DEAE-dextran hasznéalata
csekély hatast mutatott, viszont a cikloheximides kezelés az inklizidk szamat 1,9-2,2
szeresére emelte fiiggetleniil a DEAE-dextran jelenlététdl. C. pneumoniae esetében a dextran
¢és a cikloheximid kiilon-kiilon adva emelte a zarvanyok szamat, 2,4 szeresre a dextran, mig



3,3 szeresre a cikloheximid esetében. Az anyagok egyszerre torténd adasa esetében nem
figyeltiink meg szaporodast el0segitd hatast.

4.5 A nanorészecskék toltésmennyisége és morfologiai tulajdonsagai

A transzmisszids elektronmikroszkopos felvételek alapjan a kiindulasi  TiO,
nanorészecskék atlagos atmérdje 18.4 +£ 5,65 nm-nek adodott. A citrittal stabilizalt Ag
nanorészecskék kozel gomb alakuiak voltak, az atlagos részecskeatméréjiik 8.2 + 3,34 nm-nek
bizonyult. Az Ag-TiO, esetében a szférikus eziist nanorészecskék a TiO, nanorészecskék
feliiletén jol lathatéan akkumulélédtak, az atlagos részecskeméretiik 21,4 + 6,78 nm. A TiO;
pH-fiiggd feliileti toltéssel rendelkezik, melynek izoelketromos pontja (i.e.p) pH=6,2. Ezen
pH érték felett a TiO, feliileti toltése negativ, ennek megfeleléen a kiindulasi -250mV-os
feliileti toltés Ag-TiO, esetében a titralas soran folyamatosan nétt a feliileti toltés
elvesztésének kovetkeztében. Az Ag-TiO, egyedi feliileti toltése pH=7,4 esetében -3,54
meq/100 g-nak bizonyult. Az Ag-TiO, nanorészecskékhez hasonldéan az eziist és TiO,
nanorészecskék feliileti toltését is megmértiik, amelyek rendre -19.3 és -184,35 meq/100 g-
nak bizonyultak. Az eredmények azt mutattdk, hogy a legnagyobb feliileti toltése az eziist
nanorészecskéknek volt, mig a TiO, és Ag-TiO; nanorészecskék esetében kisebb feliileti
toltés alakult ki.

4.6 A TiO,, Ag és TiO,-Ag nanorészecskék sejtre gyakorolt toxicitasanak
vizsgalata

MTT tesztet alkalmaztunk a nanorészecskék toxicitdsanak vizsgalatara. Eredményeink
azt mutattdk, hogy egyik nanoanyag sem mutat szignifikans toxicitast. Maximalis toxicitds az
Ag nanorészecskék esetében volt megfigyelhetd 8-2 pug/ml koncentraciotartomanyban. Az
életképesség maximumat a sejtek az eziist nanorészecskék jelenlétében 0,5 pg/ml-es
koncentraciondl érték el, igy ezt a koncentraciot hatdroztuk meg a maximum nem-toxikus
koncentracionak. A TiO, és TiO,-Ag NP esetében ezt a koncentracidét 100 pg/ml értéknél
hatdroztuk meg. A Vero sejt esetében ugyanez a toxicitasi profil volt megfigyelhetd. A TiO,
Ag nanorészecskével végzett kezelés ~70%-os életképességet eredményezett a sejteken, igy a
legmagasabb nem-toxikus koncentraciot 0,125 pg/ml-nél hataroztuk meg. Annak érdekében,
hogy a két sejtvonalon torténd fertdzésekbdl Osszehasonlithatdé eredményeket kaphassunk
mind a két sejtvonal esetében 100 pg/ml volt a kezdd koncentracié a TiO, és TiO,-Ag
esetében, mig 0,5 ug/ml az Ag NP esetében.

4.7 A TiO,, TiO,-Ag és Ag NP-Kk hatasanak vizsgalata direk qPCR segitségével
C. trachomatis és HSV-2 fert6zott sejteken

Direkt qPCR mddszer alkalmaztunk a nanorészecskék antimikrobds hatdsanak
bizonyitasara C. trachomatis és HSV-2 fertéz€s esetében. A qPCR soréan pozitiv kontrollként
kezeletlen, C. trachomatis-szal fertdzott sejteket hasznaltunk, melyeknek Ct értéke 26,81 +/-
0,64 volt. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a TiO, fokozta a C. trachomatis
szaporodasat a kontrollhoz képest. A novekedésemelkedés koncentraciofiiggést mutatott,
maximum TiO, koncentraci6é (100 pg/ml) esetében a Ct érték 24,85 +/- 0,64 értéket vett fel.
Az 1,96 qPCR ciklus kiilonbség a TiO,-dal kezelt és a kezeletlen mintdk DNS mennyisége
kozott megkozelitleg ~3,89 szeres (~2"°) szaporodasemelkedést jelent.

Az Ag nanorészecskékkel kezelt C. ftrachomatis esetében erds gatld6 hatast
figyelhetiink meg 0,5-0,031 pg/ml koncentricié tartomanyban. Masrészt, a TiO,-Ag NP



esetében csokkent antimikrobds aktivitast figyelhetink meg az Ag nanorészecskékkel
szemben a C. trachomatis fert6zés esetén, mindazok ellenére, hogy a TiO,-Ag ugyanannyi
mennyiségli Ag-t tartalmazott, mint az Ag nanopartikulumok. A legkifejezettebb kiilonbség a
két anyag antimikrobds hatasa kozott a 25 pg/ml €s 6,25 ug/ml TiO,-Ag NP koncentracioknal
volt, ahol is a novekedés kiilonbség az Ag NP és TiO,-Ag NP kezelt chlamydia esetében
15,59 és 27,92 szeres volt.

4.8 A TiO, szaporodast fokozo6 hatasanak idébeli fiiggése C. trachomatis
esetében

Kisérleteink sordn szerettilk volna meghatarozni azt az id6tartamot a fert6zések soran,
mely iddtartam alatt befolyasolja a TiO, a C. trachomatis szaporodasit. Ezen idGtartam
meghatirozasara a kovetkezd kisérletet végeztiik el: i,a TiO,-t egyiitt inkubdltuk a C.
trachomatis elemi testekkel egy 6ran keresztiil a fert6zést megel6z6en, majd a fertdzés alatt
egylitt inkubdlédtak a sejteken djabb egy 6ran keresztiil, ii, a TiO, és a C. trachomatis elemi
testek egy oOrdn at inkubdlodtak egyiitt a fertdzés folyamén iii.a fertdzést kovetden adtuk a
TiO,-t a sejtekhez kiilonb6z6 idopontokban (0-32 6ra). Centrifugalast nem hasznéltunk a
fertdzések alatt.

Eredményeink alapjan, a TiO, novekedés serkentd hatdsit az eldinkubdlast kovetd
fert6zés sordn (~ 2 gPCR ciklus, négyszeres novekedés), illetve abban az esetben is
megfigyeltiikk, amikor az egy 6ran at tartd fert6zés soran adtuk a TiO,-t a sejtekhez és a C.
trachomatis-hoz (~2 qPCR ciklus, négyszeres novekedés).

49 A TiO,, Ag és TiO,-Ag nanorészecskék qPCR-re gyakorolt kozvetlen
hatasanak meghatarozasa

Mivel a novekedéshez kapcsolt chlamydia DNS mennyiségét direkt gPCR metodikaval
mértiik, kivancsiak voltunk a nanorészecskék kozvetlen hatasara a qPCR sordn alkalmazott
DNS polimerazzal szemben. A qPCR enzim gatladsanak esetében hamis chlamydia ellenes
hatésrdl kaphatunk informéciot, mig egy stimulal6 hatas hamis chlamydia novekedésrdl adhat
informaciét. Abban esetben, ha nincs szamottevd hatasa a TiO,-nak az enzimre, a fert6zott
sejtek és a fertdzetlen, de kezelt sejtek lizitumanak keveréke azonos Ct értéket ad a PCR
soran, mint fert0zott és kezeletlen sejtek lizatumanak keveréke.

410 A TiO, C. trachomatis-ra gyakorolt hatasanak vizsgalata Kkvantitativ
fluoreszcencia segitségével.

Egy fiiggetlen immunfluoreszcens vizsgilati mddszert hasznaltunk a qPCR
eredményeink alatdmasztasa érdekében. A Hela sejteket 16 szeparalt mélyedéssel rendelkezd
sejttenyésztd targylemezen tenyésztettilk, majd a C. trachomatis-szal végzett fert6zést (MOI
8) is ezen a lemezen vittik véghez az egy Ords eldinkubaciét kovetden, kiilonbozo
kezeletlen illetve kezelt, de nem fert6zott (100 pg/ml TiO,) sejteket hasznaltunk kontrollként
a lemezeken. A chlamydia zarvanyokat Alexa-647 festékkel jelolt anti-chlamydia LPS
ellenanyaggal festettik meg. Ahogy korabban leirtuk a lemezeket DNS-chip szkenner
segitségével szkenneltiik, majd a ChlamyCount szofvert hasznéltuk a zarvinyok szdménak
meghatirozasdhoz. A ChlamyCount altal megszdmolt zarvanyok mennyisége alatimasztotta a
gPCR dltal kapott eredményeinket.

A chlamydia elemi testek TiO,-dal valé eldkezelése emelkedést indukalt a zarvanyok
szamaban. a TiO, 100 és 50 pg/ml-es koncentricidja esetében 400-500%-os emelkedést
figyelhetiink meg, viszont ez a novekedést serkentd hatas koncentracidfiiggd, melyet a 25-
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3,12 pg/ml koncentracioknél figyelhetiink meg a serkentd hatas csokkenésének forméajaban.
A fertézetlen, de TiO, nanorészecskékkel kezelt sejtek elhanyagolhaté pozitivitast mutattak,
ezzel bizonyitva azt, hogy a megfigyelt novekedett chlamydia immunfluoreszcenciat nem az
ellenanyag TiO2 nanorészecskékhez val6 aspecifikus kotddése okozta.

5 DiszKkusszio

5.1 1. célkitiizés: Egy automatizalt rendszer kifejlesztése chlamydia zarvanyok
detektalasara és szamolasara: ChlamyCount szoftver

Alacsony koltségii, kozepes teljesitményli metodikat fejlesztettiink ki a chlamydia
zarvanyok meghatirozasara. A 16 szeparalt mélyedést tartalmazé targylemezen szaporitott
chlamydia zarvanyait fluoreszcensen jelolt gén-specifikus elleanyaggal jeloltiik, majd DNS
chip szkenner segitségével készitettiink felvételt a targylemezrdl. Az Altalunk Osszeéllitott
detektal6o rendszerben a DNS chip szkenner a legdragdbb komponens; habir ezek a
szkennerek konnyen hozzaférhetéek és gyakran hasznalt eszk6zok, a mai udjgeneracids
szekvenalasi technikak megjelenése miatt jelenleg kevésbé hasznaltak vagy foloslegessé valt
eszkozok. Az éltalunk fejlesztett technika dj szerepbe helyezi a DNS chip szkennereket, a
nagyfelbontasi képek készitésében €és a chlamydia zarvanyok detektdldasaban valtak
hasznalhatova. Az elkésziilt képeket kozel teljes mértékben automatikusan dolgozzuk fel egy
szoftver segitségével, mely nem igényel nagyteljesitményti asztali gépet.

A zarvanyok szamolasara ,,gold standard”-ként felezd higitassal higitott chlamydiaval
fert6zott sejteken elvégzett szdmolast hasznaltunk. A metodika képes volt az 1:2-es higitasu
zarvanyok megszamolasara harom kiilonb6z6é chlamydia faj esetében €s magas korrelaciot
mutatott a feltételezett zarvanyszammal szemben. A rendszer képes volt meghatarozni a
zarvanyok mennyiségét 1-log egységen beliil, ami hasonl6 vagy valamivel jobb, mint a
kordbban leirt metodikak. Mas modszerekkel szemben, a ChlamyCount-nak az a hatranya,
hogy nagyobb multiplicitasu fertézés esetén, szinte 0sszefiiggd fluoreszcens jellel rendelkezd
teriiletet nem képes megvizsgalni, nem tudja meghatarozni a zarvanyok szamat. Ez a jelenség
a zarvanyok tomoriilésének koszonhetd. A ChlamyCount magasabb zarvanyszamot hatarozott
meg, mint a manudalis szdmolds sordn kapott eredmények, ez annak koszonhetd, hogy a
szoftver kisebb, fluoreszcens jelet ad6 egységeket is zarvanyként azonositott. Tehat a szoftver
jelenlegi verzi6ja nem hasznalhaté a zarvanyok abszolit szdmanak meghatarozdsahoz. A
ChlamyCount megfelelden hasznilhat6 kiillonb6zd chlamydia novekedést befolyasolé anyag
hatdsanak vizsgélatira, mivel ebben az esetben a kezelések kozotti kiilonbségekre vagyunk
kivancsiak és nem sziikséges tudni az abszoltt zarvanyszamot.

Valgjaban, bizonyitani tudtuk, hogy a meghatarozott zarvinyok szdma korrelaciot
mutatott a manualis és a ChlamyCount-tal végzett szamolds soran, mely alapjan megfeleld
lehet a bakterialis zarvanyszamok kozotti kiillonbségek meghatirozasira, mely MIC értékek
meghatirozasa szempontjabol fontos. Két jol ismert, kiillonb6z6 mechanizmuson alapuld
antibiotikum MIC értékének maghatarozasara hasznaltuk rendszeriinket: a riboszoma gatld
tetracyclin és a giraz gatld moxifloxacin. Mindkét esetben meghataroztuk a MIC értékeket a
szoftver segitségével, melyek hasonléak voltak a manudlis szadmolds utdn kapott
eredményekkel, €s a korabban leirt értékekkel. A ChlamyCount képes volt reprodukalhat6an
meghatirozni az 4j chlamydia ellenes anyag, a PCC00213 MIC értékét is. Az antibiotikumok
mellett mas anyagok, példaul kiiliinboz6 kémiai vegyliletek és citokinek is képesek
befolyéasolni a chlamydia novekedését. Az IFN-y mar kordbban leirt hatisat is kimutattuk
modszeriink segitségével, és bizonyitani tudtuk a DEAE-dextran és cikloheximide chlamydia-
ra gyakorolt novekedést serkenté hatasat. Ezen kisérletekbdl kapott eredmények
megmutattdk, hogy a ChlamyCount szoftverrel képesek vagyunk kimutatni a kontroll és
kezelt mintdkban a zarvinyok szambeli kiilonbségét. Ez a fajta relativ mennyiségi
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meghatirozas teszi a mddszeriinket alkalmassd, alapvetd bioldgiai vizsgalatok elvégzésére, €s
a kezelések kvantitativ eredményeinek meghatarozasara.

Figyelembe véve a korabban leirt modszereket, a chlamydia ndvekedés gyors
meghatirozasara két lehetdség adott. Az elsd megkozelités fluorimétert vagy
spektrofotométert alkalmaz a chlamydia-specifikus fluoreszcensen jelzett antitest teljes
intenzitasanak mérésére, vagy kozvetett moédon lehet mérni a chlamydia novekedést, a
Chlamydia-indukalt lizis utan fellépd csokkent gazdasejt-anyagcsere mérésével. Ezek a
modszerek gyorsak és olcséd a kivitelezésiik, viszont nem a specifikusan festédd zarvanyok
szamolasara tamaszkodik. Ebben az esetben szamolnunk kell az aspecifikus ellenanyag-
kotédésre, illetve a sejtek nem specifikus anyagcsere-véaltozdsara. A masodik metodikai
lehetdség nagyrészt, de nem kizardlag automatikus mikroszképokat hasznal, hogy bizonyos
szamu felvételt készitsen a lemezek mélyedéseirdl, majd szamitogépes elemzést kdvetden
meghatirozza a specifikus zarvanyokat és azok szamat. A ChlamyCount ezen rendszerekhez
hasonlé elven miikodik. Osszehasonlitva a korabban leirt automatikus mikroszkép-alapi
szamolasi modszerrel, a ChlamyCount szamos elonnyel és néhany hatrannyal is rendelkezik.
Az automata mikroszkdppal végzett modszer 96 mélyedéssel rendelkezd lemezeket hasznal
és nagyobb felbontasu felvételeket készit a zarvanyokrdol. A képek elemzése jelentOs
szamitastechnikai teljesitmény igényel, a képelemzést egy 16 processzorral rendelkezd
egység végzi. Ezzel 6sszehasonlitva a mi mddszeriink kisebb mintaszamot képes feldolgozni
egyszerre, viszont az analizis ideje 1ényegesen rovidebb, ezért a 96 minta (6 x 16 mélyedés a
targylemez esetében) dsszevethetd a kordbban emlitett 96 minta analizisével. A ChlamyCount
rendszer telepitési koltsége altaldban alacsonyabb €s nem igényel nagy teljesitményii
szamitastechnikai eszkozoket. Bar alacsonyabb felbontassal rendelkezik, a ChlamyCount az
automatikus mikroszkép alapi modszerek egyik legnagyobb eldnyét is megdrzi; nevezetesen
topologiai informaciot nyujt a zarvanyokrol.

5.2 2. célkitiizés: Uj vegyiiletek és nanoanyagok hatasanak vizsgalata C.
trachomatis és HSV-2 fertézésekkel szemben.

Mivel a TiO; nanorészecskék hasznilata jelentds és a C. trachomatis és a HHSV-2
prevalencidjja magas, fontos megvizsgidlni a kettd kolcsonhatdsat. Ezen kapcsolat
meghatarozasa érdekében in vitro vizsgalatot végeztiink, mellyel kiértékeltiikk a nem aktivalt
TiO, nanorészecskék hatasat a C. trachomatis és HHSV-2 novekedésre. Korabban mar
leirtdk, hogy az aktivilt TiO, nanorészecskék antimikrobds hatassal rendelkeznek. Azt
feltételeztiik, hogy nem aktivalt formaban nem lesznek hatdssal a fenn emlitett két patogénre
a TIO, nanorészecskék. Valojaban a TiO,- és TiO,-Ag nanorészecskék nem hatottak a
vizsgalt koncentracid tartomanyban a HHSV-2 novekedésre, és az Ag nanorészecskék csak
minimélis gitlast mutattak a legmagasabb koncentraciéban. Erdemes megemliteni, hogy a
TiO, nanorészecskék hozzidadasa az eziist nanorészecskékhez teljesen megsziintette ezt a
minimalis gatl6 hatast a HHSV-2-vel szemben. Masrészt, a qPCR-rel végzett mérések
megmutattdk, hogy a TiO; nanorészecskék szignifikdnsan eldsegitették, 100 pg/ml
koncentracioban, a chlamydia novekedését. Bar nem érte el a szignifikancia kiiszobot, a
novekedést eldsegitd hatds 50 ug/ml és 25 pg/ml koncentracidban is kimutathat6 volt. Mivel a
TiO, nanorészecskék hatasa varatlan eredményt hozott, az adatok validalasira fiiggetlen
immunfluoreszcens mddszert alkalmaztunk, mivel aktiv novekedés hidnyaban is
megfigyelhetd a chlamydia DNS-szintézis (pl.: perzisztencia). A ChlamyCount rendszert
hasznaltuk a chlamydia zarvanyok kvantitativ meghatarozasara. A ChlamyCount mérések a
gPCR adatokat, 100 pg/ml és 50 pg/ml TiO2 koncentricidé tartomanyban, igazoltik a
figyelemre méltd6 novekedést serkentd hatast. A C. trachomatis esetében megfigyelt TiO,
serkentd hatisa vératlan volt, de nem volt precedens értékii a szakirodalomban. Korabban
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kozolt szakirodalomban (Xu at al.) mér leirtdk, hogy nem aktivilt TiO, nanorészecskék
novelik a Staphylococcus aureus (S. aureus) kotddését/internalizacidjat a HelLa sejtekhez. A
100 pg/ml TiO, nanorészecskékkel 24 oran at kezelt HeLa sejtek (azonos koncentricidban,
amely a C. trachomatis novekedését koriilbeliil 400 %-kal novelte a vizsgalatunkban) 250-
350%-0s S. aureus kotddéshez/internalizaciohoz vezetett. A chlamydia fertozéssel
ellentétben, a TiO, nanorészecskék nem valtoztattadk meg a HHSV-2 novekedést, valdszinii,
hogy a HHSV szaporodasi ciklusa nem részesiil a TiO, nanorészecske altal indukalt sejtszintii
folyamatokban vagy a TiO, nanorészecskék nem képesek a novekedést serkentd hatasokat
eldidézni Vero sejtekben. Adataink alatdmasztjak, hogy a TiO, nanorészekékkel Osszefiiggd
novekedést serkentd hatds sejtfiiggd jelenség, mivel Vero sejteken nem fokozta a chlamydia
novekedését.

Kinetikai kisérleteink megmutattdk, hogy a TiO, nanorészecskék eldsegitették a
chlamydia novekedését abban a két esetben, amikor a fertdzés el6tt, és amikor a fertdzés
soran adtuk hozza az elemi testekhez a nanoanyagot. Ezen eredmények azt jelzik, hogy a
Ti0O, hozzésegitette a chlamydia elemi testek tapadisat/bejutasat a gazdasejtbe. .

A Chlamydia tobb mechanizmuson keresztiil képes bejutni a célsejtbe, beleértve a
fagocitdzist, a caveolae vagy a klatrin altal kozvetitett endocitézist. E folyamatok koziil a
clathrin altal kozvetitett endocitdzis tiinik a C. trachomatis szamara fontosnak a hamsejtekbe
valo belépéshez. A TiO, nanorészesckék is be tudnak jutni clathrin altal szabélyozott
endocitdzis soran, igy feltételezhetd az, hogy a TiO, nanorészecskék belépése a sejtbe a
chlamydia elemi testek belépését eldsegiti. Masrészt a TEM soran készitett képeink TiO,
nanorészecskék beépiilését mutatta 1 ora elteltével mind a HelLa, mind a Vero sejtek esetében.
Viszont nem figyeltiik meg a chlamydia fokozott szaporodasat a Vero sejtek esetében, ezért
az egyiittes felvétel valdsziniileg nem a novekedés fokozasanak a forrasa. A C. trachomatis
elemi testek feliileti toltése negativ, és bizonyos polikationok, mint példdul a DEAE-dextran
€s poly-L-lizin segitik a C. trachomatis D-K urogenitalis szerovaridnsainak szaporodasit,
illetve bizonyos polianionok (dextran-szulfat) gatlé hatissal birnak. A megfigyelt novekedés
serkentd hatds nem magyardazhaté a negativ toltésii elemi testek és a negativ toltést
gazdasejtek plazmamembréanja kozotti athidalast, mivel a TiO;, nanorészecskék feliileti toltése
kozel nulla volt. Osszességében ezek az adatok azt mutatjak, hogy a TiO2 nanorészecskék
kotodése/beépiilése Onmagidban nem kulcsfontossagd tényezd a chlamydia novekedés
elOsegitésében, inkabb a bekebelezett TiO, nanorészecskék egyedi, korai jelatvitelt vagy a
plazma membran megvaltozasat indukdljdk a Hela sejtekben, amelyek a chlamydia
novekedés szempontjabol elonyosek.

Az eziist tartalmu szereket gyakran hasznéltdk C. trachomatis okozta fertdzések kezelése
elott és HSV-2 gatlas volt megfigyelhetd a kezelések soran. Amig a TiO, nem volt hatissal a
HSV novekedésére, csokkent antimikrobas aktivitds volt megfigyelhetdé a TiO,-Ag
nanorészecskék esetében a HSV-2-vel és a C. trachomatis-szal szemben, mint az Ag
nanorészecskék esetében. A chamydia ellenes hatas csokkenése bizonyos koncentracidknal
30-szoros volt. Meglehet, hogy az Ag nanorészecskék chlamydia ellenes hatisa a magas,
negativ feliileti toltésnek koszonhetd. Mint ahogy mar koradbban emlitettik a TiO,-Ag
nanorészecskék pozitivabb feliileti toltést mutattak az Ag nanorészecskékkel szemben, mely
lehet a magyarazata az alacsonyabb chlamydia ellenes hatisnak.

Tanulmanyunk egyike azon kevésnek, amely a nem aktivalt TiO, nanorészecskék hatasat
vizsgalta intracelluldris kérokozok novekedése kapcsan. Mivel magas a prevalencia és a C.
trachomatis fert6zések karositdé szovodményei, a TiO, nanorészecskék altal indukalt serkentd
novekedés tovabbi allatmodelles kisérlet és epidemioldgiai vizsgalatok elvégzését igényli. Az
egyik legfontosabb alkalmazasa a nanorészecskéknek antibiotikumok hordozdanyagaként
ismert. Altalanosan elfogadott, hogy az azithromycin az elsédlegesen alkalmazott
antibiotikum chamydia fertézések esetében, mely a hatdéanyag sejten beliili
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felhalmoz6dasanak koszonhetd. Elméletileg a TiO, nanorészecskék felszivodasuk és sejten
beliili falhalmozdédasuk miatt alkalmasak antibiotikumok hordozdanyagaként intracellularis
korokozokkal szemben. Az a tény, hogy a TiO, hozzidadisa jelentdsen csokkentette a
chlamydia ellenes hatast és csokkentette az Ag nanorészecskék antiviralis hatasat, ravilagit a
TiO; nanorészecskék tovabbi vizsgilatanak sziikségességére.

6 Osszefoglalas

A Chlamydia fajok Gram-negativ, obligat, intracellularis patogének. A gazdasejt
energiakészleteit hasznéljak fel életben maradasukhoz, mivel nem képesek az ATP
szintézisre. Emiatt a kezdetben virusként definialtdk oket. A C. trachomatis és C. pneumoniae
ismert humanpatogén koérokozdk, a Chlamydia psittaci (C. psittaci) az ornithozis vagy
psittacosis okozdja, mely primer madar 1éguti megbetegedés, emellett képes zoondzisként
manifesztdlddni human szervezetben is. A C. trachomatis-nak szamos szerovaridnsa van,
melyeket a kiilsé membran fehérjék szerint csoportositottak. Az A, B, Ba és C szerovariansok
okozzdk a trachomat, amely a vezet6 oka a megeldzhetd vaksignak, és endémids a harmadik
vildag orszdgaiban. A D-K szerovaridnsok a leggyakoribb okoz6i a szexudlisan &atvihetd
genitalis fertdzéseknek vilagszerte: cervicitist, endometritis/salpingitist okoznak ndkben és
urethritist ndkben és férfiakban is. Ezek a szerovaridnsok 1€gzdszervi megbetegedéseket is
képesek okozni csecsemOkben. Az L1-L3 szerovaridnsok a lymphogranuloma venereumot
okozzéak. Mivel a C. trachomatis és a C. pneumoniae fertézések gyakoriak, fontos egy gyors
¢és nagy mennyiségili minta feldolgozisara képes vizsgalati modszer kialakitasa, a kiilénb6zo
bioaktiv anyagok chlamydia fert6zések elleni hatdsanak vizsgalatéra.

Ujabb antimikrobas anyagok felfedezése orvostudomanyi szempontbdl fontos kutatdsi
teriilet, a kezelések és a lehetséges prevencid érdekében. Potencidlis chlamydia ellenes
anyagok nagy mintaszamot igényld vizsgalata nehézkes a baktérium obligit intracelluléris
volta és kicsi mérete miatt. A vizsgalatokat sejtkultiraban végeztik. A gazdasejt
megfertdzése utdn a chlamydia jol koriilhatarolt zarvanyt hoz 1étre. Mivel alacsony
multiplicitdsi fertdzés (MOI) esetében egy chlamydia sejt egy zarvanyt tud képezni, az
eredeti baktérium mennyiséget indirekt moédon, immunfluoreszcens jelolést kovetden,
manudlis mikroszképos szamolassal tudjuk meghatarozni. A munkaigényes és szubjektiv
kiértékelési folyamat helyett Kkifejlesztettiink egy aradnylag olcsd, konnyen hasznélhatd
modszert, mellyel automatizaltuk a szamolast. A rendszer DNS chip szkennerbdl és egy
altalunk fejlesztett képanalizdlé szoftverbdl 4all. Ezt a moddszert fluoreszcensen jelolt
chlamydia zarvanyok szdmoldsara hasznaltuk, a fert6zést egy 16 szeparalt mélyedéssel
rendelkezd szovettenyésztd targylemezen (chamber slide) végeztilk. A szkennelt képek
analizisét az ImageJ programba beilleszthetd altalunk 1étrehozott ChlamyCount bévitménnyel
végeztilk. A képek feldolgozasa szinte teljes mértékben automatikusan tortént, a 16 sejtes
teriilet kiemelését, a zarvanyok detektalasit, kivigasat és a szamolasat is beleértve. A
ChlamyCount eredményesnek bizonyult antibiotikumok MIC értékének meghatarozasara is,
mint példaul a tetraciklin, moxifloxacin és egy uj PCC002132 jelolésti anyag esetében is. A
ChlamyCount hasznalhat6 volt olyan anyagok vizsgéalatara is, melyek indirekten
befolyasoljdk a chlamydia szaporodasi ciklusat, mint példaul a gamma interferon, a DEAE-
dextran vagy a cikloheximid.

Konnyen hasznalhatdé és pontos rendszert fejlesztettiink ki, mellyel ismert és uj
antibiotikumok chlamydia ellenes hatasat és kiilonb6z0 vegyiiletek baktériumnovekedésre
gyakorolt hatisat vizsgalhatjuk. Tovabbi céljaink uj nyersképfeldolgozast és javitott teriilet
kivagasi algoritmus kifejlesztése, kiterjesztett dinamikus tartomany és abszolut
zarvanybecslés érdekében.
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A titdn-dioxid (TiO,) gyakran alkalmazott fehér szint biztositdé adalék (pl.:
kozmetikumok) és élelmiszer adalékanyag (E171), &tlagosan napi 0,2-2 mg/testsily
kilogramm bevitellel. Az E171 adalékanyag kiilonb6z6 méretli TiO, részecskéket tartalmaz,
60 és 300 nm kozott. Eltekintve a nagyobb részecskéktdl, az E171 €s az E171 adalékanyagot
tartalmazo ételek 5-15%-a 100 nm-nél kisebb TiO; nanorészecskéket tartalmaznak. Némely
tanulmany azt bizonyitja, hogy oralisan beadott TiO2-t tudtak kimutatni a méj, 1ép, vese és a
tiidd szovetekbdl. Masik tanulmény szerint, az intravéndsan beadott TiO, 90 nap utin a
szervezet szamos szovetében kimutathaté volt. Az emlitett alkalmazasi teriileteken kiviil a
TiO, intravénds gyogyszerek hordozéanyagaként is ismert. A TiO; nanorészecskék szamos
gyogyszer hordozéanyagaként hasznélatosak, mint a paclitaxel, S-fluorouracil és az antiszenz
oligonukleotidok. Az UV fény altal aktivalt TiO, nanorészecskéknek er0s az oxidacios
potencidlja, mely a jol ismert antimikrobas hatasért felelds, az élelmiszer adalékanyagként és
gyogyszer hordoz6anyagként val6 alkalmazasdhoz erre az aktivitasra nincs sziiksége.

Kisérleteink soran a nem aktivalt TiO, hatdsanak vizsgalatat thztik ki célul a C.
trachomatis-sal és a HSV-2-vel szemben. Azt bizonyitottuk be, hogy a TiO,nanorészecskék
koncentraciotol fiiggéen emelik a C. trachomatis szaporodasat, megkozelitdleg négyszeres
mértékben 100 pg/ml TiO, koncentracional. Ez a hatis patogénfiiggd, mivel a HSV-2
fertézés esetében nem figyelhettink meg ilyen hatast. Eredményeink szerint nem vart
mellékhatasra mutattunk ra egy élelmiszeradalék és gydgyszer hordozéanyag esetében.
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