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1. Bevezetés

1.1. Elétérben a tumor nekrozis faktor

Az immunrendszer a tobbsejtli szervezetek rendkiviil osszetett és bonyolult védelmi
rendszere [1]. Szépsége abban rejlik, hogy képes megkiilonboztetni a kornyezetbdl a
szervezetbe keriild idegen (baktériumok, virusok, gombdk), sajat, és a szervezetben képz06dd
»megvaltozott sajat” (megvéltozott fehérjék, sejtek) strukturdkat. Az evolicid sordn a fert6zo
dgensek lekiizdésére az immunrendszer két, egymdssal kolcsonhaté dga fejlodott ki: a
velesziiletett (természetes) €s a szerzett (adaptiv) immunrendszer. A velesziiletett
immunrendszer evoldcidsan konzervalt, onmagdban is hatékonyan pusztitja el a patogéneket,
de az adaptiv immunvélasszal ellentétben nem alakulnak ki memoriasejtek a fertdzést
kovetden, mely azonban egy kovetkezd, ugyanazon patogén altal okozott megbetegedés
esetén gyorsabb ¢és hatékonyabb immunvélaszt tenne lehetévé. Fert6zés esetén nem
spcecifikus effektor sejtjei (pl.: az epitélsejtek koziil a keratinocitdk) érzékelik a kérokozdkat
¢s a fert6zés helyszinére vonzzak a specifikus immunvalasz sejtjeit (makrofagok, dendritikus
sejtek, természetes Olosejtek) azaltal, hogy gyulladdst kelté mediatorokat (citokineket,
kemokineket) szabaditanak fel. A velesziiletett immunrendszer sejtes elemei altal szekretalt
citokinek/kemokinek milyensége és mennyisége hatdrozza meg az illetd patogén/antigén ellen
irdnyul6 immunvélasz tipusét [2], [3]. A fertdzést kovetd kezdeti valasz reakciok altalaban
elényosek a gazda szervezet szdmdra, azonban ezen folyamatok megfeleld szabalyozasa
elengedhetetlen, mivel a til nagy mennyiségben keletkezd gyulladaskelté mediatorok olyan
patofiziol6gids véaltozdsokat (pl. szeptikus sokkot) idézhetnek eld, melyek stlyos szoveti
karokat okozhatnak, végsé soron akdr a gazda szervezet elpusztuldsdhoz is vezethetnek [4].

1975-ben Carswell és munkatarsai egy olyan szérum faktorr6l szamoltak be, mely
tumoros egerekben bakterialis fertdzés esetén a daganat bevérzéses elhalasdhoz vezetett. A
molekulét, mely endotoxin hatdsara tumor nekrézist indukalt, tumor nekrézis faktornak (TNF)
nevezték el [5]. Annak ellenére, hogy valdban megfigyelhetd volt a molekula tumor
regressziot indukald hatisa, a TNF valodi szerepe csak évtizedekkel késdbb tisztazodott.
1984-ben Aggarwal és munkatdrsai elsdként szdmoltak be két citotoxikus faktor sikeres
izolalasarol: az egyik, egy makrofdgokbdl izoldlt 17 kDa-os fehérje (TNF), mig a maésik, a
limfocitakbdl szarmazé 20 kDa-os limfotoxinnak nevezett molekula volt. Mivel a két fehérje
50%-o0s aminosav szekvencia homoldgidt mutatott és ugyanazon receptorokhoz kapcsolddott,

az el6bbit TNF-a-nak, az utébbit TNF-B-nak nevezték el [6, 7]. Szekvencia homoldgia alapjan
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mara mir a TNF szupercsaldd 19 tagjat, tovdbbd a hozzdjuk kapcsol6dd 29 receptort
azonositottdk.[8]. Nyilvanvaléva vélt, hogy a fehérje szupercsaldd tagjai fontos szerepet
jatszanak a sejtek haldlaban, tilélésében, a sejtek, valamint a szdvetek differencidlédasiban, a

szervképzodés folyamataiban (1. abra).
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1. abra. A TNF csalad tagjai fontos folyamatok szabalyozasaban vesznek részt. A TNF szupercsaldd minden
tagja gyulladaskeltd aktivitasu. A sotétkék hattéren vett citokinek apoptoétikus folyamatok iranyitoi, a vilagoskék
hattéren feltiintetett fehérjék a sejtosztodasban jatszanak szerepet, mig a zold hattéren szereplé molekulak a

szovet- €s szerv képzddés szabalyozdsaban vesznek részt [8].

1.2. A membrankotott és a szolubilis TNF molekula bioldgiai aktivitasa

A tumor nekrézis faktor, a TNF szupercsaldd névaddja, egy tipikus gyulladédsos
citokin, melyet f6ként immunsejtek, de mds sejttipusok is termelhetnek. Esszencidlis szerepe
van a parazita, viralis, bakterialis, gombas fertzések elleni immunvalasz kialakitasaban [9].
Akut-fazis proteinként citokin kaszkadok elinditdsdval, az érfalak ateresztdé képességének
novelésével, makrofdg és neutrofil sejtek toborzasdval helyi gyulladdsos immunvélaszt
kozvetit. Fontos azonban megjegyezni, hogy szdmos tumor sejt is képes a TNF

termelésére [10].



Az elsOsorban gyulladaskeltd citokinként szamontartott TNF-nek két formdja ismert: a
keringd, harom 17 kDa méretli alegységbdl allo6 TNF (szolubilis, sTNF), valamint a
plazmamembranba épiilt, 26 kDa tomegli alegységekbdl allo trimer TNF (transzmembran,
tmTNF). A tmTNF els0 sorban aktivalt professzionalis immunsejteken (pl.: aktivalt
makrofdgokon és limfocitdkon) termelddik. Az ektodoménbdl a TNF konvertald enzim (TNF
converting enzyme; TACE; vagy mas néven: ADAM metalloproteindz 17, ADAM17) hasitja
le a 157 aminosav hosszu, 17 kDa tomegili fehérjét. Az ilyen mddon keletkezett sTNF
homotrimert alkotva 1-es és 2-es tipusi TNF receptorokon keresztiil fejti ki hatdsit. A
membran-kotott maradékot tovabb hasit(hat)ja a szigndl peptid peptiddz-szerli proteaz 2
(SPPL2b). A hasitas kovetkeztében, a nukledris lokaliz4cids szigndlt hordozé szigndl peptid a
sejtmagba véandorol, és ott feltehetden szerepe van elsésorban gyulladasos folyamatokban
szerepet jatsz0 gének expresszidjanak modositdsdban [11] (2. abra). Az N termindlis
lehasitdsa nem csak a TNF-re jellemz6, hanem maés, a TNF csalddba tartozo ligand (pl. Fas

ligand) estén is ismert [12].
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2. abra. TNF ligandok és receptorok. A transzmembrian TNF (tmTNF), a szolubilis TNF (sTNF) prekurzora,
homotrimer formaban van jelen a sejt felszinén. TACE altali hasitast kdvetéen a sTNF, a tmTNF-hez hasonldan,
TNF-R1 és —R2 receptorokhoz kapcsolddhat. A membrankotott maradékot tovabb hasit(hat)ja a szignal peptid
peptiddz-szerii proteaz 2 (SPPL2b), ezaltal az intracellularis domén a nukleuszba transzlokalédhat ahol

feltételezhetéen a citokin szekrécid szabalyozasaban van szerepe [11].
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Ahogyan a fentiekben emlitettiik, a szolubilis TNF ligand a sejt felszinén talalhat6 1-es
és 2-es tipust receptorhoz (TNF-R1 és TNF-R2) is képes kotddni, melyek homotrimereket
alkotnak a sejt felszinén [13]. A TNF-R1-t minden sejtmagvas sejt, mig TNF-R2-t féleg
neuronok, endotélsejtek és immunsejtek expresszdlnak. A TNF-R1 kozvetlen képes sejt
apoptozist indukélni, ugyanis citoplazmatikus részén ,.halaldoménnek™ (,,death domen”; DD)
nevezett, apoptotikus folyamatokat is kivéltd jeleket indukdlé molekulaszakasz taldlhato.
Ezzel ellentétben a TNF-R2 nem tartalmazza az Un. haldldomént, stimuldldsa kizdrélag a
ligand membrin kotott formdja altal lehetséges [14]. Abban az esetben, ha a stimulédcié sTNF
altal torténik, a TNF-R2 azonnal ,,elfogja” a ligandot és rogton tovabbitja a TNF-R1-hez [15].
A receptor-ligand kolcsonhatds transzkripcids faktorok aktivaloddsat eredményezi, ezaltal
szabalyozza a sejt ¢életmiikddését. Ahogy a tmTNF egyediili funkcidja a sejtek kozotti
kommunikécié biztositdsa, szerepe esszencidlis a lokdlis gyulladasok kialakitdsidban. Habar
mindkét receptorhoz kotddhet a célsejten, bioldgiai aktivitasa miatt feltételezhetd, hogy
foként a TNF-R2 receptorral létesit kapcsolatot [14]. A tmTNF képes -citotoxikus
immunvalaszt indukalni virussal fert6zott [16] és tumoros sejtekkel szemben is [11],
tovabba szerepet jatszik az adaptiv immunvalasz sejtjeinek aktivaldsiban, antitestek

termelésében [11].

1.4. ATNF reverz jelfolyamata

A transzmembran TNF-t expresszalo sejt bioldgiai aktivitdsa megvaltozhat, amint a
felszinén taldlhatd tmTNF receptordval kapcsolatot létesit. Az utobbi évtized attoro
felismerése volt, hogy a TNF szupercsalidd membranba integralédott ligandjai képesek
kétirdnyu jelatviteli folyamatokat kivaltani (3. dbra).

A TNF szupercsaldd tagjainak vizsgdlatdval megallapitottdk, hogy a csalddtagok
citoplazmatikus doménjei erdsen konzervaltak a kiilonbozé fajok kozott [17]. Ezen
eredményeket felhaszndlva, tovédbbi kutatdsok sordn Smith és munkatirsai arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a TNF csaldd transzmembrdn ligandjai képesek lehetnek
kétiranyu jelek kivaltdsara, azaz a molekuldk jelfolyamatokat indukdlhatnak a ligand
expresszald sejtekben is. Annak ellenére, hogy a tmTNF-en indulé reverz szignél bioldgiai
funkciéja nem teljesen ismert, feltételezhetd, hogy a ligand expresszdld sejtekben végbemend
valtozdsok hozzdjarulhatnak gyulladaskeltd citokin genetikai polimorfizmusdhoz, valamint

fontos szerepet jitszik az immunvélasz finomhangoldsaban. Emellett szdmos egyéb folyamat
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pl. T-sejtek E-szelektin expresszdlé folyamataiban, monocitdk/makrofagok gyulladéaskeltd
citokinek szuppreszidjdban, végiil de nem utolsé sorban axonok elagazddési folyamataiban

van igen jelentds szerepe [18].
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3. abra. A TNF szupercsalad kétiranya jelfolyamata. A TNF fehérje csaldd tagjainak membran kotott
ligandjai képesek reverz szignal kivaltasara is, amelynek tobbek kozott az immunrendszer megfeleld

mikodésében van kulcs szerepe [19].

A tmTNF-en indul6 reverz jelatvitelt anti-TNF terdpidk alkalmazdsa sordn is
megfigyelték, ahol gyakran a tmTNF-et expresszalo kiilonféle immunsejtek aktivalédasat
vagy apoptozisat okozza [11]. Klinikai relevancidjanak ellenére a tmTNF-en indul6 reverz

jelatvitel molekuldris mechanizmusa napjainkban sem egészen ismert.

1.5. A reverz jelfolyamat alkalmazasa az anti-TNF terapiak soran

Ismert, hogy nem csak fertdzések, valamint tumoros folyamatok hatidsara emelkedhet
meg a gazda szervezetben a TNF mennyisége. Egyes neuroldgiai megbetegedések [20], a
cardiovaszkuldris rendszer bizonyos kérképei [21, 22], néhany tiidd betegség [23], illetve az
inzulin rezisztencia [24] is fokozott TNF termeléssel jarhatnak. Fokozott expresszidja
megfigyelhetd tovabba kiilonbozd autoimmun betegségek, mint példaul a reumatoid artritisz
(RA), a pikkelysomor (psoriasis) vagy a kronikus vastagbélgyulladds, mas néven Crohn
betegség esetén is. A klasszikus, az immunrendszer egészére drasztikus hatassal 1évo
immunszupprimdld kezelési eljardsok helyett napjainkra az anti-TNF terdpidk fokozatos
térhoditasa figyelheté meg: ahol a TNF taltermelddik, ellenanyaggal semlegesithetd a citokin
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koéros mennyisége, ezaltal lehetové valik a betegségben szenvedok tiineteinek enyhitése, akar
a teljes tliinetmentesség is [25]. A leggyakrabban alkalmazott anti-TNF antitest az infliximab.
Az infliximab (Ifx, kereskedelmi név Remicade) egy kiméra monoklondlis ellenanyag, mely a
humdn immunglobulin G (IgG) konstans régi¢jabol és az egér TNF monoklondlis antitest
varidbilis régidjabol all [26]. Nagy affinitdssal kotddik a TNF—a molekuldhoz, ezaltal
megakadalyozza, hogy a TNF molekula sajit receptordhoz kapcsolédjon. Napjainkra szdmos,
kiilonboz6 szerkezettel rendelkezd, a klinikumban is 4ltalanosan hasznalt anti-TNF

ellenanyag keriilt kereskedelmi forgalomba (4. dbra) [11].

Mouse % & \ 4 I' ’
| | 19G1\® | | Y 4

F (ab)2 TNF-R2)_ % 4
extracellulary, % F 4

_ \ domain

lgG1 Fe 4

IgG1 Fc
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4. abra. Hazankban is kereskedelmi forgalomban kaphaté, terapias célra hasznialhaté anti-TNF
ellenanyagok szerkezeti felépitése. Infliximab: kiméra ellenanyag; Adalimumab, Golimumab: human IgG1
anti-TNF monoklonélis ellenanyag; Etanercept: fizids protein, amely a TNFR2 extracelluldris doménjébdl és az

IgG1 Fc régidjabdl 4ll; Certolizumab: PEG-gel kapcsolt humanizélt anti-TNF Fab fragment [11].



2. Célkituzések

Kutatdsaink f6 célja a transzmembrdn TNF-a-n indulé reverz jeldtvitel hatdsanak
vizsgdlata a gyulladdsos folyamatokban szerepet jatszo citokinek relativ génexpresszidjara.

A vizsgalatok sordn kovetkezd kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul:

1. kivélthat6-e a reverz szigndl anti-TNF ellenanyag (Infliximab) segitségével a
membrank6tott TNF-o-t expresszalo sejteken?

2. ha indukdlhat6 revez jelfolyamat, milyen hatdssal van az LPS 4ltal kivaltott
gyulladasos folyamatokra human, illetve egér monocita/makrofag sejtvonalakon

3. valamint, fiigg-e az infliximab hatdsa az infliximab és az immunglobulin G-re is

jellemzd Fe fragment jelenlététol
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Sejttenyésztés
A Kkisérletek soran a kovetkezo sejtkulturakat alkalmaztuk:

Egér ,,professzionalis” immunsejtek (RAW 264.7, DHO3):

A sejteket 10% (v/v) hO inaktivalt FBS-sel (foetal bovine serum, PAA Gold, GE
Healthcare) és 2mM L-glutaminnal (Invitrogen, Life Technologies) kiegészitett DMEM
tdpoldatban (Lonza) tenyészettiik. A sejtek nevelése standard sejtkultira kondiciok kozott,
37 OC—on, 100 % parateltség, 5%-os CO, tartalom mellett tortént. A sejteket 70-80%-o0s

konfluencia esetén hasznaltuk fel a kisérletekben.

Human ,,professzionalis” immunsejtek (MonoMac6, THP-1):

A sejteket RPMI-1640 (Lonza), 10% (v/v) héinaktivalt FBS (PAA Gold, GE Healthcare)
és 2 mM L-glutamin (Invitrogen, Life Technologies) hozzdadéasdval tenyésztettiik. A sejtek
nevelése standard sejtkultira kondiciok kozott, 37 ‘C-on, 100 % parateltség, 5%-os CO,
tartalom mellett tortént. A sejteket 70-80%-os konfluencia esetén haszndltuk fel a

kisérletekben.

A kisérletek soran a kovetkezd kezeléseket alkalmaztuk:

Infliximab (Remicade; Schering-Plough): gydgydszati célokra sz€les korben alkalmazott
anti-TNF monoklonélis ellenanyag, melyet 10 pg/ml végkoncentracidoban adtunk a
sejtkultirdkhoz

Immunglobulin G (IgG; Human Bioplazma Kft): segitségével meghatdrozhat6, hogy a
kezelés 4ltal indukalt valaszreakciot a TNF blokkoldsa, vagy az antitest véltotta ki, az IgG
kezelés 10 pg/ml végkoncentraciéban tortént

Lipopoliszacharid (LPS; Sigma): Escherichia coli-eredeti LPS (Toll-like receptor 4
ligand), melyet kisérleteink sordn 100 ng/ml végkoncentrdcioban alkalmaztunk a sejtek
aktivdldsa végett

Forbol 12-mirisztil-13-acetat (PMA; Sigma): 100 nM végkoncentracidoban, az egér

makrofagok aktivdldsara hasznéltuk
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3.2. Egér csontveloi makrofagok preparalasa

A preparalashoz kisérletenként 6t darab SPF (specified pathogen free; meghatdrozott
kérokozétol mentes) B6 ndstény egér hatsdé combjait és tibidit hasznaltuk fel. A preparalas
elott cervikalis diszlokacidval (nyaki csigolya kimozditdsdval) elolt egereket 70%-os etanollal
letisztitottuk, majd alkoholban aztatott eszkozokkel vagtuk fel a hats6 comboknal a bort, és
tavolitottuk el az izmokat a csontrél, torekedve arra, hogy minél tisztdbban dolgozzunk. Az
izliletbdl kiforditott csontokat antibiotikummal (kanamycin) kiegészitett RPMI-1640
tapoldatba tettiik. A csontveld kinyerése elott a csontok végeit levagtuk, majd a veldt
fecskendd segitségével kifujtuk. A kifGjashoz 10 pg/ml kanamycin (Sigma) tartalmd RPMI-
1640 tdpoldatot haszndltunk, majd ezzel az oldattal kétszer mostuk. ACK oldat (Lonza)
segitségével lizéltuk a vorosvértesteket, majd kiegészitve 10%-os FBS és 10 pg/ml
kanamycin tartalmia RPMI-1640 tdpoldattal (Lonza), kétszer mostuk a sejteket. A sejtek
tenyésztése, differencidlisa DMEM (high glucose) Na-piruvit (Lonza); 15% FBS (PAA,
Gold; GE Healthcare); 20% kondiciondlt, szlrt 1929 feliiliszot tartalmazd, 100 pg/ml
kanamycin tartalmd médiumban tortént. (Az 1929 sejtek termelik a makrofagok éréséhez
sziikséges makrofdg koldOnia-stimuldlé faktort, M-CSF-et). A sejteken hdromnaponta

cseréltiink tapfolyadékot.
3.3. RNS tisztitas és reverz transzkripcio

A sejtek kezelését kovetden meghatarozott idépontokban teljes RNS-t tisztitottunk. Az
RNS kivonashoz Gene Jet Kit-et (Thermo Scientific) alkalmaztunk. Az RNS tisztitast a gyarto
utasitasai szerint végeztiik. A tisztitott RNS-t nukledz mentes vizben vettiik fel, majd az igy
kapott RNS mindségét ¢és mennyiségét spektrofotométer segitségével (BioPhotomter,
Eppendorf) allapitottuk meg. Az RNS mennyiségi €s mindségi ellendrzését kovetden,
legaldbb 100 ng RNS-bdl cDNS-t szintetizaltunk Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for
RT-gPCR-rel (Thermo Scientific) az Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler (Life

Technologies) késziilék segitségével a gyartd utasitasai szerint.
3.4. Valos ideji kvantitativ polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)

A relativ gén expresszié meghatdrozdsahoz exon-exon hatdrokra tervezett primereket
(1. tdblazat), valamint Luminaris Color HiGreen Low ROX QPCR Master Mixet (Thermo

Scientific) hasznéltunk. A relativ génexpresszid6 meghatdrozasat Corbett real-time PCR
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berendezésen (Corbett Research) végeztilk. A kapott relativ génexpresszios értékeket a
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz génre (GAPDH) normalizédltuk. Minden kisérletet
legaldbb 3 fiiggetlen bioldgiai és 2 technikai pidrhuzamossal végeztiink el. A relativ gén-

expressziot a AACt modszerrel szamitottuk ki.

(A)
Gének Forward primer (5°—3’) Reverz primer (3'—5")
GAPDH CAGTCAGCCGCATCTTCTTTTG CGCCCAATACGACCAAATCC
IL-1p CCACCTCCAGGGACAGGATA  TTTGGGATCTACACTCTCCAGC
IL-6 GGATTCAATGAGGAGACTTGC CTGGCATTTGTGGTTGGGTC
IL-8 ACTCCAAACCTTTCCACCCC TTCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTC
IL-10 GGCACCCAGTCTGAGAACAG |/GGCAACCCAGGTAACCCTTAAA
IL-17A ATTGGTGTCACTGCTACTGCT TTCCAAGGTGAGGTGGATCG
CXCL-9 AGTGCAAGGAACCCCAGTAG TCACATCTGCTGAATCTGGGTT
CXCL-10 ACACTAGCCCCACGTTTTCT GAGAGGTACTCCTTGAATGCCA
CXCL-12 CTACAGATGCCCATGCCGAT CCTCTCACATCTTGAACCTCTTGT
TNF GCCTCTTCTCCTTCCTGATCG |GCTTGAGGGTTTGCTACAACAT
CKIP-1 ACCTGCAACCGACGATTCTT CATTCCATGAAGTCAGCGATATGT
ICAM-1 TGTGACCAGCCCAAGTTGTT |TGGAGTCCAGTACACGGTGA
TGF-p ACCAACTATTGCTTCAGCTCCA CTTGCTGTACTGCGTGTCCA

(B)

Gének Forward primer (5°—3°) Reverz primer (3'—5")
GAPDH CTGGAAAGCTGTGGCGTGAT  ATACTTGGCAGGTTTCTCCAGG
IL-1p  AACCTTTGACCTGGGCTGTC CAGAGGATGGGCTCTTCTTCAA
IL-6 GCCTTCTTGGGACTGATGCT TGCCATTGCACAACTCTTTTCT
IL-10 AAGGGTTACTTGGGTTGCCA  GAGAAATCGATGACAGCGCC
CXCL-9 CAGTGTGGAGTTCGAGGAACC GGCAGGTTTGATCTCCGTTCT
CXCL-10 TCATCCTGCTGGGTCTGAGT TCATCGTGGCAATGATCTCAACA
TNF TAGCCCACGTCGTAGCAAAC  GCAGCCTTGTCCCTTGAAGA
CKIP-1 GGATGAGGTCACCGTTGAGG CGGAAGCTCTCAGCACAAGA

1. tablazat. Human (A) és egér (B) exon-exon hatarokra tervezett primerek
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3.5. Statisztikai analizis

Az é4brdkon feltiintetett adatok — ahol azt kiilon nem jeleztik — legaldbb harom,
fliggetlen bioldgiai mintdn mért érték atlagai és szérdsai. A statisztikai analizist GraphPad
Prism for Windows szoftverrel végeztiik el. A statisztikai szignifikancia megéllapitdsa egy
tényezés ANOVA program, valamint Student-féle paros t préba alkalmazdsaval tortént. Az

eltéréseket akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha teljesiilt, hogy p< 0,05.
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4. Eredmények

4.1. Ifx és LPS kezelt THP-1 human monocita sejtek relativ génexpresszios vizsgalata

A reverz szigndl immunmoduldlé hatdsdnak vizsgélata céljabol Ifx és/vagy LPS kezelt,
illetve kezeletlen THP-1 humdn monocita sejtekben kifejez6dd gyulladéskeltd molekuldk
relativ génexpresszigjat kovettik nyomon. Munkénk alapjaul G. Eissner és munkatérsainak
2000-ben megjelent kozleménye szolgdlt; kimutattdk, hogy a TNFR-rel, vagy anti-TNF
monoklondlis ellenanyaggal valé kezelés hatdsdra humdn monocita sejtvonalakban a
szekretalt IL-1 és IL-6 mennyisége a sejt kultura feliiliszokban jelentdsen lecsokkent [27]. A

THP-1 human monocita sejtek kezelését és a mintagylijtést az 5. adbran feltiintetett médon

végeztiik.
Tapfolyadék csere Mintagyiijtés

N I |
IFX

IFX

LPS

LPS

IFX LPS
IFX-LPS |

Oh  30min 4h 8h

5. abra. Az Ifx kezelés immunmodulalo hatiasanak vizsgalata LPS kezelt THP-1 human monocita
sejtvonalakon. A reverz szignal indukcidjahoz 30 perccel az LPS kezelést megelé6z6en Ifx-bal stimulaltuk
mintdinkat, majd az Ifx kezelést koveten 4 éraval a sejttenyészeteket mostuk és friss tapfolyadékot adagoltunk
hozzéajuk. Ismételt 4 o6ra inkubdlds utdn tortént meg az RNS tisztitds (Ifx: 10 pg/ml; IgG: 10 pg/ml;
LPS: 10 ng/ml).
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JOl ismert az a tény, hogy a Gram-negativ baktériumok sejtfalabdl szarmazé LPS az
immunrendszer egyik leghatékonyabb gyulladaskeltd induktora, jelenléte fertézés esetén
szamos gyulladdsos kovetkezménnyel jar [28]. Ennek alapjan tehdt nem meglepd, hogy az
LPS stimuldci6 ©Onmagédban szignifikans tultermelddést eredményezett minden vizsgélt
gyulladaskeltd molekula relativ génexpresszidja esetén: IL-1p (6A dbra), IL-6 (6B dbra), IL-8
(6C dbra), IL-17A (6E dbra), CXCL-9 (6F dbra), CXCL-10 (6G édbra), CXCL-12 (6H &bra),
ICAM-1 (6K 4bra).

Ahogyan azt a bevezetdben emlitettiik, az Ifx egy monoklondlis kiméra antitest, mely
a TNF-o molekuldhoz nagy affinitdssal kotodik, ezéltal megakadalyozza, hogy az
kolcsonhatdsba 1épjen receptordval. Tovabba, képes reverz szigndl folyamatokat kivdltani a
tmTNF-et hordoz6 sejtekben. Az Ifx a humédn immunglobulin G (IgG) konstans régi6jabdl és
az egér TNF monoklonalis antitest variabilis régidjabdl épiil fel [26].

Az Ifx kezelés hatasdra a CKIP-1 kivételével (6J dbra) nem volt véltozds az egyes
molekuldk relativ génexpresszidjdban. A tmTNF-en indul6 reverz jeldtvitel onmagaban nem
képes megvaltoztatni a gyulladaskelté molekuldk alap génexpressziéjat. Azonban az irodalmi
adatokkal egybecsengden, az elvart CKIP-1 szintndvekedés nem maradt el. Szakirodalom
adatok tdmasztjdk ald, hogy a reverz szigndl hatdsiara CKIP-1 taltermel6dés, valamint a
fehérje plazma membranbol a sejt intracellularis részeibe torténd transzlokacidja figyelhetd
meg [29].

Abban az esetben, amikor a reverz szigndl indukcidja az LPS aktivacio el6tt tortént —
Osszevetve a sejtek Ifx kezelésénél kapott eredményekkel — a kisérlet a gyulladéaskeltd
molekuldk relativ génexpresszi6janak drasztikus csokkenésével végzédott. Erdekes médon
az Ifx elokezelés dsszehasonlitva az LPS altal stimulalt mintdkkal az IL-10 (6D abra) esetén
szignifikdns relativ génexpresszid csokkenést eredményezett, annak ellenére, hogy az IL-10

egy gyulladascsokkent6 citokin [30].
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6. abra. Az LPS kezelés el6tti reverz szignal indukalasa erdés relativ génexpresszio csokkenést
eredményezett a gyulladassal kapcsolatos effektor molekulak esetén. Az IL-1f (A), IL-6 (B), IL-8 (C), IL-10
(D), IL-17A (E), CXCL-9 (F), CXCL-10 (G), CXCL-12 (H), TNF (I), CKIP-1 (J), ICAM-1 (K) és a TGF-p (L)
gének relativ génexpresszidjanak meghatarozasa infliximab és/vagy lipopoliszacharid kezelés utdn tortént

(* p=<0,05).

4.2, Ifx és IgG kezelt human monocita sejtvonalak relativ génexpresszios vizsgalata

Az elébbiekben lathattuk, hogy az LPS kezelést megel6z6 reverz szignal indukcid
drasztikus relativ génexpresszié csokkenést eredményezett a gyulladdsos folyamatokban
szerepet jatszo effektor molekuldk esetén. Célunk, hogy a kovetkezdkben tisztazzuk a kérdést,
miszerint az Ifx hatdsa fligg-e az Fc fragment jelenlététdl, avagy sem (hiszen a makrofagok
jelfolyamatokat beindité Fc receptorokkal rendelkeznek). A humédn monocita sejtvonalakon
folytatott kisérletek soran THP-1 és MonoMac6 (MM6) sejtekkel dolgoztunk. A sejteket Ifx

vagy IgG kezelésnek vetettiik ald, a kezeletlen mintdkat kontrolként alkalmaztuk a fentiekben
17



leirtak szerint. A kezelést kovetden 24 oraval teljes RNS-t tisztitottunk, az egyes gének relativ
génexpresszidjat qRT-PCR-rel hatdroztuk meg (7. dbra).

A THP-1 humédn monocita sejtvonal esetén azt tapasztaltuk, hogy az Ifx kezelés
jelentds génexpresszid csokkenést okozott minden vizsgalt gén esetén: IL-8 (7A), TNF (7B),
IL-1B (7C), CKIP-1 (7D), TGF-B (7E). Az IgG kezelés génexpresszié moduldlé hatdsa csak
bizonyos gének, igy az IL-8 (7A), IL-18 (7C), CKIP-1 (7D) esetében volt megfigyelhetd. Mas
humén monocita sejtvonal, a MM6 esetén szintén azt tapasztaltuk, hogy az Ifx nagymértékben
csokkenti a vizsgélt gének relativ génexpresszidjat. Ellenben, az IgG kezelés ebben az esetben

hatdstalannak bizonyult.
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7. abra. Az IL-8 (A), TNF (B), IL-1 B (C), CKIP-1 (D) és a TGF-p (E) gének relativ génexpresszios
mintazata Ifx és IgG kezelt THP-1 és MM6 human monocita sejtvonalakon. Az infliximab kezelés

drasztikus relativ génexpresszid csokkenést eredményezett minden gyulladaskeltd gén esetén (*p<0,05).

4.3. Relativ génexpresszios vizsgalatok PMA aktivalt primer egér makrofagokon

A fentiekben lathattuk, hogy a (leukémia eredetll) human monocita sejtek Ifx kezelése
nagymértékii relativ génexpresszié csokkenést eredményezett az LPS kezelt mintdkhoz
képest. Ezt kovetden a jelenség tovabbi megfigyelését tliztiik ki célul (egészséges) primer
sejteken. Erre a célra egér csontveldbdl szarmazoé makrofagokat alkalmaztunk.

Az 0t napos primer egér makrofag sejteket 100 nM végkoncentracioban PMA

kezeléssel aktivaltuk. Az aktivaciot kdvetden 24 oraval a sejteken tapfolyadékot cseréltiink.
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Ujabb 24 éra elteltével tortént a sejtek Ifx, IgG, illetve LPS kezelése. Kontrolként csak PMA
stimuldciéban részesiilt sejteket alkalmaztunk.

A THP-1 sejtek kezelése sordn kapott eredményekkel egybecsengden, az LPS
stimuldcié nagymértékben indukdlta a gyulladdsos folyamatokban szerepet jatszé effektor
molekuldk relativ génexpresszdjat: IL-18 (8A dbra), IL-6 (8B dbra), IL-10 (8C dbra), CXCL-
10 (8D ébra). Az IL-1P és az IL-6 j6l ismert akut fazis molekuldk, a CXCL-10 a T-sejtek inger
irdnyba torténd kemotaxisat képes kivaltani (kemoattraktans).

Az LPS kezelt mintdkkal Osszevetve az Ifx kezelés erds relativ génexpresszid
csokkenést eredményezett. Annak ellenére, hogy az IL-10 egy gyulladascsokkentd citokin,
érdekes modon az LPS kezelt minta esetén jelentds relativ génexpresszid fokozodas
figyelheté meg a kezeletlen kontrol mintdhoz képest. Azonban, 6sszehasonlitva az LPS kezelt
sejtekkel, az Ifx kezelés az adott citokin relativ génexpresszidjanak nagymértékii csokkenését
eredményezte (8C dbra).

A THP-1 sejtekkel folytatott kisérlet eredményeivel ellentétben, az LPS stimulécié a

TNF (8E 4bra) és a CKIP-1 (8F dbra) esetén génexpresszid csokkenést eredményezett.
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8. abra. Az infliximab kezelés erés relativ génexpresszio csokkenést eredményezett a gyulladaskelto
molekulak esetén PMA kezelt primer egér makrofagokban. Az IL-1B (A), IL-6 (B), IL-10 (C), CXCL-10
(D), TNF (E) és a CKIP-1 (F) gének relativ génexpresszidjanak meghatdrozasa Ifx, LPS, IgG kezelés utan tortént

(* p<0,05; az adatok harom fiiggetlen bioldgiai pArhuzamosbdl szdrmaznak).
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4.4. Relativ génexpresszios vizsgalatok Ifx és IgG kezelt egér sejtvonalakon

A fentiekben lathattuk, hogy a PMA kezelést kdvetd reverz jelfolyamat indukciéja
drasztikus relativ génexpresszié csokkenést eredményezett a gyulladaskelté molekuldk esetén.
Ez alapjdn célul thztik ki, hogy kideritsikk, vajon az Fc fragment jelenléte
felelos-e az Ifx kezelés hatdsaért. Az egér makrofdg sejtvonalakon folytatott kisérletek sordn
DHO3 és RAW 264.7 sejtekkel dolgoztunk. A sejteket Ifx vagy IgG kezelésnek vetettiik ala,
kontrolként kezeletlen mintdkat haszndltunk. A kezelést kovetden 24 odraval teljes RNS-t
tisztitottunk, az egyes gének relativ génexpresszidjat qRT-PCR-rel hataroztuk meg (9. dbra).
Az Ifx kezelés — Osszevetve a kezeletlen és IgG kezelt mintdkkal - az IL-1B (9A &bra)
szignifikdns génexpresszié csokkenését eredményezte mindkét sejttipus esetén. Nem
meglepd, hogy a DHO3 sejtek esetén az Ifx kezelés a TNF (9C dbra) relativ
génexpresszidjdnak csokkenését eredményezte, azonban a RAW 264.7 sejtvonal esetén nem
volt kiilondsebb hatdsa. A CXCL-10 (9B ébra) relativ génexpresszigjat tekintve jelentOs
mértékli génexpresszid fokozodas figyelheté meg az Ifx kezelt mintdk esetén. Tovabba, az Ifx
kezelés éltal indukalt CKIP-1 (9D ébra) relativ génexpresszié novekedés a human monocita

sejtvonalakhoz hasonléan a vizsgalt primer egér makrofdgok esetében is megfigyelheto.
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9. abra. Az IL-1p(A), CXCL-10(B), TNF(C) és a CKIP-1(D) gének relativ génexpresszidgja Ifx és IgG
kezelt DHO3 és RAW 264.7 egér makrofag sejtvonalakon. Az IgG kezeléssel 6sszehasonlitva az Ifx kezelés

jol lathatdan kiilonbo6zd relativ génexpresszids mintdzatot eredményezett a vizsgalt gének esetén (* p<0,05).
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5. Diszkusszio

5.1. A reverz szignal szerepe esszencialis a génexpresszio szabalyozasaban

A fertdzések hatdsara indukalodd gyulladds alapveté fontossagu, megfeleld
szabdlyozdsa mégis tulélésiink zdloga [31]. Ha a szabalyozdsi mechanizmusok hibét
szenvednek, a gazda szervezet szdmdra kdros, nem egy esetben akdr haldlos patoldgids
folyamatok indukdlédhatnak (10. dbra).

N
ozt

Szévetek nem Gyulladést
‘megfelel6 mikodése kivalté tényezék

Szoveti sértilés

Sebgyégyulas Stressz adaptécid,
homeosztazis Elettani okok
helyreallitasa

l

Autoimmunitas,
Fibrézis, tumorok 'széveti homeosztazis Patoldgias
képzédése megvaltozasa kovetkezmények

10. abra. Emlds szervezetekben szamos folyamat vezethet gyulladas kialakulasahoz. Amig ez a folyamat

megfelelden szabalyozott, az elényds a gazda szervezet szdmdra, azonban az indokolatlanul hosszu ideig

fennallé gyulladds szamos patoldgias kovetkezménnyel is jarhat [32].

Ezen karos folyamatok elkeriilésére, valamint az immunvalasz dtmeneti jellegének
biztositdsdra szdmos mechanizmus fejlodott ki. Egyrészt ismertek a mintazat felismerd
receptorok 4altal indukalt jelatviteli utak negativ reguldtorai, tobbek kozott a TNF-a
indukélhat6 protein 3 (TNFAIP3, vagy A20) [33]. Masrészt, mivel a kommunikécié a
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velesziiletett és az adaptiv immunvalasz kozott citokinek szekrécidja révén valésul meg, a
SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) fehérje csalddba tartoz6 proteinek, interferdlva a
citokinek medidlta jelatviteli utakkal hatékonyan csendesitik az immunvélaszt [34].
Harmadrészt ismertek olyan, negativ szabalyoz6 funkcidval rendelkezd receptorok, melyek
kozvetleniil gatoljak a velesziiletett immunrendszer mikodését [35], [36]. A kontroldlatlan
immunvélasz szovet karosité hatdsa ellen véd az LPS tolerancia: Foster és munkatarsai
kimutattak, hogy ismételt LPS kezelés hatasara makrofagokban a gyulladaskeltd citokineket
koédolé gének expresszidja csokken az egyszeri LPS kezeléshez képest, ugyanakkor az
antimikrobidlis peptideket kodoléd gének expresszidja fokozddik ismételt LPS kezelést
kovetden [37]. Kordbban ugyan azt feltételezték, hogy az LPS tolerancia hatterében a
receptorok deszenzitizacidja all [38, 39], mdra igazolddott, hogy e jelenség hétterében
kromatin moédosulasok allnak [37].

Szintén az immunvdlaszt szabdlyozd folyamatok kozé sorolhatjuk a reverz
jelfolyamatot, hiszen a receptor-ligand kolcsonhatds nem csak a receptort expresszald
sejtekben indit valaszt (forward szignal), hanem a ligandot termeld sejtben is (reverz szignal)
[40], amely jol ismert a gyullad4sos folyamatok egyik foszerepldje, a TNF esetében. Mivel a
TNF funkcidja nem korldtozédik az un. akut-fazis reakciokra, hanem talmiikodése ismert
szamos kronikus gyulladassal jaré korképben, ezért a TNF kutatds az elmult évtizedben a
patologids mennyiségben termelédd TNF monoklonalis ellenanyagokkal valo blokkolésara,
illetve a TNF reverz szignaling-ra fokuszalt.

Krénikus gyulladdsos koérképek kezelésére a klinikumban rutinszerlien alkalmazzak az
Ifx-et szdmos autoimmun betegség kezelésére [41]-[42], bar pontos hatdsmechanizmusa teljes
egészében ma sem ismert.

Eredményeinket tekintve megéallapithatjuk, hogy az LPS kezelést megel6zden kivaltott
reverz jelfolyamat nagymértékben csokkenti a THP-1 humédn monocita sejtvonal esetén
vizsgalt gyulladaskeltd citokinek relativ génexpressziojat. Az adatok alapjdn arra
kovetkeztethetiink, hogy a reverz szigndlnak fontos szerepe van a génkifejezddés
modositasdban. Megdllapitdsunk kordbbi tanulmanyok alapjdn is helytdllonak bizonyult.
Eissner és munkatdrsai arr6l szdmoltak be, hogy a tmTNF-en keresztiili reverz szignal
indukcié kovetkeztében torténd LPS-indukalt citokinek (sTNF, IL-1, IL-6, IL-10)
alulszabalyozasa LPS rezisztenciaval “ruhazza fel” a TNF receptort hordozé monocita
sejteket [27]. Szintén ismert, hogy az Ifx kezelés primer humin dendritikus sejtekben is

jelentds mértékben lecsokkentette az IL-6, valamint a CCL1 relativ gén expresszidjdt, illetve
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ez utébbi citokin mennyiségét a sejt kultira feliiliszékban Staphylococcus aureus eredetii
peptidoglikdn stimulus hatdsara [43]. Az Ifx elOkezelés hatékonysagat tamasztja ala
tovdbbd az a megfigyelés, hogy az eldkezelt mintdkban az IL-17 relativ génexpresszidja
jelentésen lecsokkent az LPS kezelésben részesiilt sejteken. Ezt az eredményt alatamasztja,
hogy az IL-17 egyrészt szerepet jatszik az extracelluldris patogénekkel szembeni
immunvdalaszban [44-46], masrészt  tultermelddése megfigyelhetd mindazon kronikus
gyulladdsos kérképekben, melyekben az Ifx kezelést alkalmazzak [47-49].

Fontos megjegyezni, hogy bédr az IL-10 alapvetden gyulladdsgatld citokin, mégis
szignifikdns relativ génexpresszié emelkedést tapasztaltunk a kontrol mintdkhoz képest az
LPS kezelt human sejtvonalon, és a PMA indukdlta primer egér makrofag sejteken, viszont az
Ifx elékezelés szignifikdns génexpresszid csokkenéshez vezetett az LPS kezelt mintdkhoz
képest. Ismert, hogy az IL-10 mennyisége metasztazist képz6 melanomakban fokozott, ahol a
tumor szovetet védi az immunrendszertdl [50]. Ennek tiikrében joggal vetddik fel a kérdés,
hogy a TNF blokkolédsa révén indukdlt reverz szigndlnak lehet-e tumorellenes hatdsa. Egy a
nyaron megjelent kdzlemény szerint a tmTNF-re tervezett monoklondlis ellenanyag sikeresen
gétolta az emld karcinoma sejtek ndvekedését egér modellben, valamint sejtkultdrdban [51].

A gyulladdsos folyamatokban részt vevd mediatorokkal szemben azonban, mind a
humén, mind pedig az egér kisérletekben megallapitottuk, hogy az Ifx kezelés hatdsira a
CKIP-1 relativ gén expressziéja mind a kezeletlen kontrolhoz, mind pedig az LPS kezelt
sejtekhez viszonyitva jelentésen megemelkedett. Kutatécsoportunk kordbban beszamolt arrdl,
hogy a CKIP-1 képes interakcioba 1épni a tmTNF N termindlis, intracellularis doménjével a
monocitdk gyulladdsos valasza sordn, illetve a tmTNF-en indul6 reverz jelatvitel esetén. A
reverz szigndl hatdsdra a CKIP-1 a plazma membranbdl az intracelluldris kompartmentekbe
transzlokalddik, ahol kiillonbozd funkcidji fehérjékkel hat koleson, amelynek kovetkeztében
szdmos fiziol6gids folyamatot (sejt differencidcid, mozgés, sejthaldl) indukdl. A
transzlokacidval parhuzamosan az Ifx altal indukélt TNF reverz jeldtvitel a CKIP-1 kiilonb6z6
aktivitdsainak csokkenéséhez vezet [29]. Mindezek alapjan tehat feltételezhetd, hogy az Ifx
hatdséra tiltermelddé CKIP-1 kolcsonhatva a tmTNF N termindlis fragmentjével kozvetleniil
részt vesz a reverz szigndl kialakitdsdban, és ez dltal szerepet jatszik a citokin vdlasz
kialakitasdban.

A PMA-val el6kezelt primer egér makrofdg sejtekkel folyatott kisérleteink
alatdmasztottdk a humdn monocita sejtvonal esetén tett megfigyelésiinket, hiszen a reverz

szigndl relativ génexpresszié moduldlé hatdsa itt is megfigyelhetd: az Ifx kezelés a vizsgalt
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gyulladaskeltd citokinek jelentds génexpresszio csokkenését eredményezte. Azonban fontos
megjegyezniink, hogy az eredmények néhany esetben eltérdek lehetnek. Ez els6sorban azzal a
ténnyel magyardzhato, hogy mig elsd kisérletiinkben THP-1, leukémias betegekbdl szarmazo
monocita sejtvonallal dolgoztunk, masodszor monocita sejtvonal helyett primer egér sejteket
vizsgiltunk. Madsrészt a primer monocitdk receptorai, génexpresszids tulajdonsigai
diferencidltatdsuk sordn megvéltozhatnak, ennélfogva Osszehasonlitva a monocitdkkal
gyulladdsos folyamataik is részben madsképpen zajlanak le [52]. Emellett a gyulladédsos
folyamatokban szerepet jatszé effektor molekuldk génexpressziés mintdzata a transzkripcids

szabdlyozas és a poszttranszlaciés médositasok kovetkeztében is eltérést mutathat [53, 54].

5.2. Az Ifx kezelés hatasa fiiggetlennek tekinthet6 az Fc fragment jelenlététol

Az infliximab egy kiméra monoklondlis ellenanyag, melynek alapvédzit a human
Immunglobulin G adja. Az IgG antitest alapd molekula egy nehéz- és egy konnyl polipeptid
lancbol tevddik Ossze, két antigén-kotd karral rendelkezik (Fab), melyek egy rugalmas kapocs
région (hinge) keresztil kotddnek a glikozilalt Fc régidhoz. Az infliximab egyrészt
tartalmazza az egérbdl szarmazd monoklonalis antiest konnyl (Vy) -és nehéz (Vy) lancd
domént (CH,) és az Fc konstans régiot [26].

Az Ifx mellett szamos, kiilonboz6 szerkezettel rendelkezo, a klinikumban is
altalanosan haszndlt anti-TNF ellenanyag keriilt kereskedelmi forgalomba: az adalimumab és
a golimumab human IgGl anti-TNF monoklonalis ellenanyag, az etanercept egy fuzids
protein, amely a TNFR2 extracellularis doménjébdl és az IgG1 Fc régiojabol all, végiil de
nem utols6 sorban a certolizumab, mely PEG-gel kapcsolt humanizilt anti-TNF Fab
fragment [11]. Bizonyos esetekben eldfordulhat, hogy az anti-TNF 4gensek ellen antitestek
(neutralizdlé ellenanyagok) képzddnek a szervezetben, melyek hidbavaléva tehetik az
ellenanyagok hosszas €s koltséges terapids alkalmazasat.

Egy tanulmany arrdl szamolt be, hogy az anti-TNF ellenanyagok terdpids alkalmazésa
soran, a kezelés végkimenetelét befolydsolhatja az Fc-receptorok polimorfizmusa [55]. Elvi
szinten az Fc régi6 altal mindhiarom monoklondlis antitest (infiximab, adalimumab,
golimumab) képes komplement fixdldsra, valamint az Fc-receptorhoz vald kotédésre. Két
kiilonboz6 Fc-receptor csalddot kiillonboztetiink meg: az Fcy receptorok tobbek kozott
leukocitdkon, mig az FcRn endotél sejteken expresszdlédik. Mindhdrom monoklonélis

ellenanyag és az etanercept is rendelkezhet Fc-medidlt hatdsokkal, melyek strukturélis
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kiilonbozdségek, valamint a TNF és antitest komplex formacid sokasaga miatt kiilonbozdek
lehetnek. Ezek alapjan felvetodhet a kérdés, miszerint lehetséges-e, hogy az altalunk vizsgalt
hatdsmechanizmusok kivaltdsdért nem is a reverz szigndl a felel6s.

Egyre nagyobb figyelemben részesiilnek a TNF antagonistdk 4ltal kivéltott
hatdsmechanizmusok, melyek sordn az anti-TNF ellenanyagok tmTNF-hez valé kotodése
funkciondlis véltozdsokat indithatnak el. A jelenlegi bizonyitékok azt mutatjdk, hogy az imént
emlitett ellenanyagok szerepe kettds: egyrészt antagonistdk, mivel megakadalyozzdk, hogy a
tmTNF bekosson a receptordhoz, mdsrészt agonistdk, mivel képesek a reverz szigndl
kivéltdsara. A tmTNF-en indulé reverz jelatvitel in vitro indukdl citokin szuppresszidt és
endotoxin rezisztenciaval ,,ruhdzza fel” az adott sejtet. Ez a tény arra utal, hogy egy hasonl6
mechanizmus jatszédhat le rheumatoid arthritis €s més betegségek anti-TNF terdpids kezelése
soran is [40].

Monocitdk Toll-like receptor 4-en (TLR4) keresztiil torténd endotoxin/LPS aktivacidja
indukélja a citokin molekuldk, tobbek kozott a TNF, IL-1B, IL-10 és az IL-12 szekrécidjat.
Az imént emlitett citokinek tmTNF-hordoz6 makrofagok 4ltali termelése a gyulladds
helyszinén ugyancsak megfigyelhetd. Nyilvanvald, hogy a TLR-en torténd aktivacid
esszencidlis a citokinek indukciéjdhoz [56]. TNF antagonistdk tmTNF-hez valé kotddése
reverz jelatviteli utakat indukal, melyek keresztezOdhetnek tobbek kozott LPS-altal indukalt
utakkal 1s. A jelatviteli utvonalak egyidejii lefutdsa a citokin termelddés csokkenését
eredményezi, melynek oka valdsziniileg a jelatviteli komponensek gyors €s nagymértékii
felhaszndldsa [40]. Habar szamos tanulmény alapjan egyértelmli, hogy minden
TNF  ellenanyag  képes a  tmTNF-hez  kotddni,  bizonyitott, = hogy a
citokin szuppresszié kiilonbozé modon torténd indukcidja reverz szigndl Utjan
torténik [57-59] .

Egy publikicié arrdl szamolt be, hogy az etanercepttel ellentétben az Ifx jelentdsen
lecsokkenti az LPS-indukdlt TNF és IL-1B termelését humén monocita sejtek esetén [60].
Hasonloképpen, egy kovetkezd tanulmény a human monocita sejtek kapcsan azt allitja, hogy
az adalimumab és az Ifx gdtolja az LPS éaltal indukalt IL-10 és IL-12 citokinek szekrécigjat,
mig az etanercept hatdstalannak bizonyult [59]. Hasonl6 in vitro kisérletek azt mutattak, hogy
az Ifx, az adalimumab és a certolizumab altal torténé TNF és az IL-1B citokinek teljes
szuppresszioja elérhetd, mig az etanercept esetén csak részleges blokkoldsra van lehetdség.

A tmTNF-en indul6 reverz jelfolyamat aktivalt T-sejtek esetén indukdlja az E-szelektin

termelddéset [61], [58]. A T-sejtes E-szelektin expresszid a gyulladas helyén kezdd 1épésként
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szerepet jatszik az endotél sejtadhéziés folyamataiban. A tmTNF-medidlt E-szelektin
expresszié T-sejtekben infliximab és etanercept ellenanyaggal is egyardnt indukélhat6 [58].
Az adatok alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a monovalensen kot6do etanercept a tmTNF-
hez kotédve képes reverz szignalt kivaltani, ezéltal indukalja az E-szelektin termelddését,
ennek ellenére nem képes meggitolni a sejt proliferdciét. Mig, a bivalensen ko6tédd Ifx
kapcsoléddsa a tmTNF-hez olyan reverz jeldtviteli folyamatot indukdl, mely sordn képes

megakadalyozni a sejtosztddast [25].
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11. abra. Szamos anti-TNF ellenanyag képes reverz szignalt indukalni, mely tébbek kozott E-szelektin és
kiilonbo6z6 citoknek expressziéjahoz vezet. A reverz szignil génexpressziot gatld hatdsa az NF-kB-n keresztiil

valésul meg (Juhdsz Kata PhD tézisei alapjan).

Vizsgdlataink azt mutattdk, hogy az Ifx kezelés dltal indukdlt reverz szigndl jelentds
génexpresszid szabdlyozé hatdssal rendelkezik. A THP-1 sejtek esetén azt tapasztaltuk, hogy
az infliximab kezelés jelentds génexpresszio csokkenést okozott minden vizsgdlt gén esetén:
IL-8, TNF, IL-1B, CKIP-1, TGF-B. Az IgG kezelés génaktivitdst moduldlé hatdsa csak
bizonyos gének, igy az IL-8, IL-1B, CKIP-1 esetében volt megfigyelhetd. Mas human

monocita sejtvonal, a MMG6 esetén szintén azt tapasztaltuk, hogy az Ifx nagymértékben
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csokkenti a vizsgalt gének relativ kifejezodését. Ellenben, az IgG antitest ebben az esetben
hatdstalannak bizonyult. Tovdbbd az egér sejtvonalak esetén is megfigyelhetd az Ifx
génaktivitast gatlé hatdsa: DHO3 és a RAW 264.7 sejtek esetén is megfigyeltiik az IL-1B
relativ génexpresszidjdnak csokkenését, valamint a DHO3 sejtekben a TNF relativ
génexpresszidja szintén szignifikans eltérést mutatott a kezeletlen kontrol mintdhoz képest.
Eredményeink megfeleléen szemléltetik, hogy a gyulladdsos folyamatokban szerepet
jatsz6 effektor molekuldk relativ génexpresszidjanak csokkenése mind a humian monocita
sejtvonal, mind az egér makrofag sejtek esetén megfigyelhetd. Felépitésiiket tekintve az Ifx és

az IgG; konstans régiéja megegyezik, azonban ennek ellenére a kisérletek sordn kapott

génexpresszids mintdzatok eltérnek egymadstdl. Ennek alapjan valdszintisithetd, hogy az Ifx
altal indukalt hatdsmechanizmus fiiggetlen az Fc fragment jelenlététél. Eredményeink
igazoltdk, hogy az IgG jelenléte 6nmagaban nem volt elegendé ahhoz, hogy a gyulladaskeltd
citokinek termelése csokkenjen. Kisérleteink eredményei egyértelmilien aldtdmasztjadk a
felvetést, miszerint a megfigyelés hétterében a reverz jelfolyamat all. Ennélfogva, irodalmi
adatokkal egybecsengden megallapithatjuk, hogy a TNF antagonistdk képesek a tmTNF-hez
kotddve reverz szignalt kivaltani, és ezaltal apoptdzist okozni, a citokinek termelddését

jelentdsen lecsdkkenteni és mds folyamatokat indukélni [25].
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