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1. Bevezetés

1.1. TNF és a gyulladas

Az emlds szervezeteket életiik sordn szdmos olyan kiilsd, illetve belsé hatas (pl.:
mikrobidlis fert6zések, szoveti sériilés) éri, amely gyulladas kialakulasahoz vezet. A gyulladas
atmeneti jellegének biztositdsa azonban a szervezet tulélésének zaloga, hiszen az
indokolatlanul hosszii ideig fennall6 gyulladas sualyos, akar az életet is kozvetleniil
veszélyeztetd kovetkezményekkel jarhat (1. abra) (Karin, Lawrence et al. 2006), (Medzhitov
2008).
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1. abra. Emlés szervezetben szdmos folyamat vezet gyulladas kialakuldsdhoz. Bar a kezdeti
valasz reakciok kedvezoek a gazda szervezet szamara, az indokolatlanul elhizodo6 gyulladas stlyos
patoldgias kovetkezményekkel jar (Medzhitov 2008)

A gyulladas kialakuldsaban kulcs szerepet jatszik a tumor nekrozis faktor (TNF). A
citokin leirasa Carswell és munkatarsai nevéhez fliz6dik; a munkacsoport 1975-ben egy olyan
szérum faktorr6l szamolt be, amely tumoros egerekben bakteridlis fertézést kovetden a
daganatok bevérzéses elhalasahoz vezetett (Carswell, Old et al. 1975). Igazolddott, hogy a
fertdzést kovetden a TNF mennyisége szinte azonnal megemelkedik, eldsegitve ezzel az IL-1,
az IL-6, stb., Un. akut fazis proteinek termelését, végsd soron pedig a fertdzés lekiizdését
(Ramadori, Van Damme et al. 1988). Napjainkra eml6s szervezetekben a TNF szupercsaladba

tartoz6 19 ligand és 29 receptor azonositasa tortént meg (Aggarwal, Gupta et al. 2012),



(Juhasz, Buzas et al. 2013). A csaladtagok legfontosabb szerepe az immunrendszer

mitkddésének finomszabalyozéasa, de morfogénként részt vesznek nem immun sejttipusok
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2. abra. Ugyan a TNF csaladtagok elsédleges feladata az immunrendszer miikddésének
szabalyozasa, szamos egyéb fiziologias folyamatban részt vesznek (Aggarwal, Gupta et al. 2012)

1.2. A szolubilis és a membrankotott TNF molekula biologiai aktivitasa

A TNF molekula az emlds szervezetben két formaja ismert: a vérben keringd, egyenként
17 kDa méretli alegységekbdl felépiildé homotrimer szolubilis (sTNF), valamint a sejtek
plazma membranjdhoz kapcsolodo, 26 kDa tomegili transzmembran (tmTNF) forma. A
tmTNF-et elsé sorban professzionalis immunsejtek (pl.: aktivalt makrofagok) termelik. Az
ektodoménbdl a TNF konvertdld enzim (TNF converting enzyme, TACE) hasitja le a 157
aminosav hosszusagu, 17 kDa tomegii fehérjét, amely homotrimert alkotva az I. és II. tipust
transzmembran TNF receptorokon (TNF-RI ¢s TNF-RII) fejti ki hatdsat. A membran kotott
maradékot tovabb hasitja a szignal peptid peptidaz szerli protedz 2 (signal pepitde peptidase
like protease 2; SSPL2b). A hasitas kovetkeztében a nuklearis lokalizacids szignalt hordozo

szignal peptid a sejtmagba vandorol, €s ott feltehetéen szerepe van egyes, feltételezéseink



szerint elsé sorban gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo6 gének kifejezédésének
modositasaban (Horiuchi, Mitoma et al. 2010).

Az STNF molekula mindkét tipusi TNF receptorral képes kolcsonhatast kialakitani, noha
a TNF-RI molekula valamennyi, sejtmaggal rendelkezd sejt felszinén megtalalhatd, addig a
TNF-RII foként neuronok, endothel sejtek, valamint professzionalis immunsejtek felszinén
figyelheté meg. A masik rendkiviil fontos kiilonbség a két receptor kdzott az, hogy a TNF-RI
molekula un. haldl domént (death domain, DD) hordoz, melynek kdvetkeztében kdzvetleniil is
képesek apoptozis kivaltasara. Ezzel szemben a TNF-RII halal doménnel nem rendelkezik,
igy a receptor €s ligand kozotti kdlcsonhatas kizarélag a MAP kindzok aktivalodéasaval, illetve

az NF-«B traszkripcios faktor aktivaciojaval jar (Grell, Douni et al. 1995) (3. abra).

& TACE
STNF-R1 memTNF ”m] TNF-R1
complex
§ [ e
‘ 000 sTne

sTNF-R1

- AN -

Apoptosis NF-xB MAP kinases

3. abra. A membran kotott TNF enzimatikus hasitas kovetkeztében alakul szolubilis formava, és
a membran kapcsolt TNF receptorokkal valo kélcsonhatas révén fejti ki hatasat a célsejten (Campbell,

Roberts et al. 2003).

A TNF kutatds elmult bo egy évtizedének egyik legjelentdsebb felfedezése a reverz
jelatvitel felismerése volt. Felismerték, hogy a receptor és a ligand kozotti kdlesonhatés a jol
ismert modon valtozasokat indukal a receptort kifejez sejteken (forward jelatvitel),
ugyanakkor a kolcsonhatas kovetkeztében a membran kotott ligandot expresszald sejteken is

valtozas torténik (reverz jelatvitel) (Eissner, Kolch et al. 2004) (4. abra).
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4. abra. A membran kotott TNF és a TNF receptor kozotti kolesonhatas valtozast indukal mind a
receptort (forward jelatvitel), mind pedig a ligandot (reverz jelatvitel) kifejez6 sejteken (Sun and Fink
2007).

A reverz jelatvitel f6 feladata az immunrendszer mitkddésének finomszabdlyozésa
(Vudattu, Holler et al. 2005), de az egyedfejlodés soran kulcs szerepet jatszik az axonok
megfeleld elagazasainak kialakitasaban (Kisiswa, Osorio et al. 2013), illetve részt vesz a
nociceptorok fejlédésének szabalyozasaban (Wheeler, Heffner et al. 2014) is. A reverz
jelfolyamat fontos, az egész él6vilagban altalanos funkcidjat tamasztja ala az a tény, hogy a
tmTNF N termindlis doménje rendkiviil nagy fokt szekvencia homoldgiat mutat kiilonb6z6
fajok kozott (Watts, Hunt et al. 1999). A reverz jelatvitel jelensége tovabba nem korlatozodik
a TNF-re, a TNF molekula csalad egyéb tagjai esetében, igy pl.: a CDI137 ligand (Moh,
Lorenzini et al. 2013), a BAFF (Jeon, Kim et al. 2010), GITRL (Bae, Kim et al. 2008), stb.

esetén is ismert.

1.3. Biologiai terapiak-uj lehetoség kronikus gyulladasos folyamatokban

A szervezetben termelddé TNF mennyiségének szigoru szabalyozasa azonban nem csak a
korabban mar emlitett akut kdrosodas elkeriilése miatt fontos. Szamos tanulmany szamolt be
arrol, hogy a kis mennyiségben, de kronikusan termel6dé TNF stlyos kovetkezményekkel jar,
tobbek kozott tumoros megbetegedésekben kahexiat valt ki (Onesti and Guttridge 2014),
amely kozvetlen halalokként szerepel a daganatos betegek 30%-a esetén (von Haehling and
Anker 2013). Ismert az is, hogy néhany neurologiai korkép (Dowlati, Herrmann et al. 2010),
(Brietzke and Kapczinski 2008), a keringési rendszer egyes megbetegedései (Levine, Kalman

et al. 1990), néhany tiid6 betegség (Matera, Calzetta et al. 2010), illetve az inzulin rezisztencia



(Hotamisligil, Shargill et al. 1993) is a fokozott TNF termelés kovetkezménye. Mindezeken a
megbetegedéseken tal bizonyitott tovabba, hogy szamos, kronikus gyulladassal jaro
korképben igy a pikkelysomorben (Nickoloff, Xin et al. 2007), (Schottelius, Moldawer et al.
2004), a rheumatoid arthritisben (Feldmann and Maini 2001), (Bradley 2008) és a Crohn
betegségben (Chey, Hussain et al. 2001) is hibas a termel6édé TNF mennyiségének
szabalyozasa, azaz tultermelddik a TNF, amely a sulyos tiinetek kialakuldsdhoz, végsé soron
pedig a betegek életmindségének jelentds romlasahoz vezet.

A kronikus gyulladassal jar6 autoimmun folyamatok kezelése korabban drasztikus, a
szervezet egészére hatdo Gn. konvencionalis kezelési eljarasokat, pl.: szisztémas szteroid
kezelést alkalmaztak. Ezek az eljarasok az immunrendszer egészének gatlasan alapulnak,
éppen emiatt alkalmazasuk soran akar sulyos mellékhatasok is felléphetnek (Nagpal, Lu et al.
2001), (Lebwohl, Ast et al. 1998), (Stern, Liebman et al. 1998), (Zachariae, Kragballe et al.
1997). A fellépd sulyos mellékhatasok miatt napjainkra a biologiai terapias szerek fokozodod
térhoditasa figyelheté meg. Ezek az eljarasok azon az elven alapulnak, hogy a kronikus
gyulladds sordn extrém mennyiségben termel6dd citokinek/kemokinek (igy a TNF) ellen
termeltetett ellenanyagok képesek megkdtni a fent emlitett gyulladaskeltd medidtorokat, igy a
tiinetek jelentds enyhiilése, de akar teljes klinikai remisszio is elérheté (Tracey, Klareskog et
al. 2008). Mara a fent emlitett betegségek esetén hazankban is rutinszerlien alkalmaznak

kiilonb6z6, TNF ellen termeltetett monoklonalis ellenanyagokat (5. dbra).
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5. abra. Kereskedelmi forgalomban kaphatd, hazdnkban is széles korben alkalmazott TNF elleni

bioldgiai terapias szerek szerkezeti felépitése. (Horiuchi, Mitoma et al. 2010)



A kiilonbozé TNF elleni ellenanyagok koziil az infliximabot (IFX, kereskedelmi nevén
Remicade), alkalmazzak legszélesebb korben. Szerkezetét tekintve az IFX egy kiméra
ellenanyag, amely a human immunglobulin G (IgG) konstans, és az egér anti-TNF ellenanyag
variabilis régiojabol all (Aggarwal, Gupta et al. 2012). Bizonyitottak azonban, hogy a hosszan
tartd IFX kezelés kovetkeztében a kezelt betegek mintegy 43%-aban anti-IFX ellenanyag
keletkezett, ami amellett, hogy hatdstalannd teszi az egyébként igen koltséges terapiat, sulyos
mellékhatasok kialakulasahoz is vezet (Hsu and Armstrong 2013). Ez a felismerés tjabb
monoklondlis ellenanyagok fejlesztésére sarkallta a kutatokat; ennek eredményeképpen kertilt
kifejlesztésre a teljes mértékben humanizalt anti-TNF ellenanyag (adalimumab, golimumab;
kereskedelmi néven Humira és Simponi), a II. tipusu TNF receptorbdl és a human IgG1 Fc
fragmentbdl allo fuzids protein (etanercept; kereskedelmi néven Embrel), valamint a humén
monoklonalis anti-TNF ellenanyag Fab’ fragmentjének polietilén glikollal (PEG)
fazionaltatott valtozata, a certolizumab pegol (CZP; kereskedelmi nevén Cimzia). Napjainkra
igazolodni latszik, hogy a forgalomban 1évd biologiai terdpids szerek koziil a CZP
alkalmazasa a legbiztonsagosabb, mivel teljes mértékben human molekularol van szo, ellene
gyogyszer elleni ellenanyag (anti-drug antibody; ADA) nem termelédik. A PEG citotoxikus
hatassal nem rendelkezik, viszont noveli az ellenanyag féléletidejét a keringésben, ezaltal
csokkenthet6 a kezelések gyakorisaga (Horiuchi, Mitoma et al. 2010). A CZP masik elényds
tulajdonsaga az IgG (vagyis az Fc fragment) hianya: mivel az IgG képes atjutni a placentan
(Kane and Acquah 2009), ezért a CZP biztonsaggal alkalmazhaté varandés nok esetén is,

hiszen a CZP kizar6lag passziv diffuzioval jut at a placentdn, ami magyarazza a CZP

c ey
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2. Célkituzések

Mindezek alapjan, és figyelembe véve azt a tényt, hogy a reverz jelfolyamat TNF ellen
termeltetett monoklonalis ellenanyagokkal is kivalthaté (Eissner, Kirchner et al. 2000), a

kovetkezo kérdések megvalaszolasat tliztiik ki:

1. Hogyan hat a CZP altal indukalt reverz jelfolyamat gyulladasos koriilmények kozott
az immunoldgiai szempontbol jelentOséggel bird gének kifejezddésére human

monocita sejtvonalakon?

2. Kivalthato-e CZP kezeléssel a reverz jelfolyamat egér makrofag sejteken, és hogyan

valtoznak a gyulladasban kulcs szerepet jatszo gének kifejezddése?

3. Aktivalt human T limfocitdk génexpresszios mintazata hogyan valtozik a CZP éltal

kivéaltott reverz jelfolyamat hatasara?

4. Hogyan valtoznak a reverz jelfolyamat hatdsara a gyulladasos folyamatokban szerepet
jatszd gének kifejezddése M1 (klasszikus) és M2 (alternativan aktivalt) human

makrofag sejtekben?

11



3.Anyagok és médszerek

3.1. Sejttenyésztés

A kisérleteink sordn a kdvetkez0 monocita és makrofag sejtkultirakat alkalmaztuk:

Egér professzionalis immunsejtek (RAW 264.7, J774):

A sejteket DMEM (Lonza) tapoldatban tenyésztettiik melyet kiegészitettiink 2 mM L-
glutaminnal (Lonza), 10% hé inaktivalt FBS-sel (foetal bovine serum; PAA Gold) és 10
pug/ml kanamycinnel (Sigma). A sejtek nevelését standard sejtkultira kondiciok kozott

végeztikk, vagyis 37 °C-on, 5% CO: tartalom valamint 100%-os parateltségben. A sejt

tenyészetek konfluencia értéke nem haladta meg a 70-80%-ot.

Human professzionalis immunsejtek

Monocitak, makrofagok (MonoMac6, THP-1, U937), valamint T limfocitak (Molt-4):

A sejteket 10% ho inaktivalt FBS-sel (foetal bovine serum, PAA Gold), 2 mM L-
glutaminnal (Lonza) valamint 10 ug/ml kanamycinnel (Sigma) kiegészitett RPMI-1640

(Lonza) tapoldatban tenyésztettiikk. A sejtek nevelését standard sejtkultara kondiciok kozott
végeztiikk, vagyis 37 °C-on, 5% CO; tartalom valamint 100%-os parateltségben. A sejt

tenyészetek konfluencia értéke nem haladta meg a 70-80%-ot.

A Kkisérletek soran a kovetkezo kezeléseket alkalmaztuk:

Infliximab (IFX; Remicade, Schering-Plough), gyogyaszatban rutinszerlien hasznalt

s

crer

pg/ml végkoncentracidban adtuk a sejtkulturahoz.

Certolizumab pegol (CZP; kereskedelmi nevén Cimzia; UCB Pharma): A CZP anti-TNF

ellenanyag Fab fragmentjének polietilén-glikollal (PEG) fuzionaltatott valtozata, melyet
gyogyaszati  célokra széles korben alkalmaznak. Az ellenanyagot 10 pg/ml
végkoncentracioban adtuk a sejt tenyészetekhez.

Immunglobulin G (IgG; Human Bioplazma Kft.), segitségével meghatarozhato, hogy a

kezelés altal indukalt valaszreakciot IgG-re is jellemzd Fc fragment valtja-e ki. Az 19G
kezelés 10pg/ml végkoncentracioban tortént.

Lipopoliszacharid (LPS; Sigma): Gram negativ baktériumok sejtfalaban talalhatdo hé

stabil toxin, melyet a kisérletek soran 100 ng/ml végkoncentracioban alkalmaztunk a sejtek

aktivalasahoz.

12



Forbol 12-mirsztil-13-acetat (PMA, Sigma): naiv sejtek illetve T limfocitak aktivalasara

hasznaltuk, 100 nM-os végkoncentracioban adtuk a sejtekhez.

LEAF-purified OKT-3 (Bio-Legend) human T limfocitak aktivalasara hasznaltuk 1 ug/ml
végkoncentracioban illetve 100 nM PMA-val (Sigma) kiegészitve a sejtek kezelése el6tt 24

oraval annak érdekében, hogy az MHC és TCR kozotti kolcsonhatast imitaljuk.

LEAF-purified IFN-y (Bio-Legend): M1 (klasszikusan aktivalt) human makrofagok

differencialtatasara alkalmaztuk 20 ng/ml végkoncentracioban.

LEAF-purified IL-4 (Bio-Legend): M2 (alternativan aktivalt) human makrofagok

differencidltatdsahoz sziikséges egyik faktor. A kezelést 20 ng/ml végkoncentracidban

végeztik.

LEAF-purified 1L-13 (Bio-Legend): szintén M2 tipusit makrofagok differencialtatasara

hasznaltuk 20 ng/ml végkoncentracioban.
3.2. RNS tisztitas és reverz transzkripcio

A sejtek kezelést kovetéen meghatarozott idépontokban 6ssz RNS-t tisztitottunk. Az
RNS tisztitashoz GeneJet Kit-et (Thermo Scientific) hasznaltunk. Az RNS tisztitast a gyartd
utasitdsai szerint végeztiik el. A tisztitott RNS-t nukledz mentes vizben vettiik fel. Az igy
kapott mintakat -80 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig. A kapott 6ssz RNS-en mindségi
¢s mennyiségi meghatarozast végeztiink spektrofotométer (BioPhotometer, Eppendorf)
segitségével. Az RNS mennyiségi és mindségi ellendrzése utan legalabb 100 ng RNS-bol
CDNS-t szintetizaltunk Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR-rel (Thermo
Scientific) az Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler (Life Technologies) késziilékkel a

gyarto utasitdsainak megfelelden.
3.3. Valos idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)

A relativ gén expresszi6 meghatarozadsdhoz Luminaris Color HiGreen Low ROX QPCR
Master Mixet (Thermo Scientific) valamint exon-exon hatarokra tervezett primereket (1.
tablazat) hasznaltuk. CFX 96 (Bio-Rad) késziilék segitségével végeztikk a realitv gén
expresszid meghatarozasat. A kapott gén expresszios értékeket a glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz génhez (GAPDH) képest normalizaltuk. Az Osszes kisérletet legalabb két
technikai és harom fiiggetlen biologiai parhuzamoson végeztiik el. A relativ gén expressziot

delta-delta Ct modszer segitségével hataroztuk meg.

13



A

Gének Forward primer (5'—3") Reverz primer (3'—5')
GAPDH TGCAACCGGGAAGGAAATGA GCCCAATACGACCAAATCAGAGA
TNF GCCTCTTCTCCTTCCTGATCG GCTTGAGGGTTTGCTACAACAT
CKIP-1 ACCTGCAACCGACGATTCTT CATTCCATGAAGTCAGCGATATGT
IL-8 ACTCCAAACCTTTCCACCCC TTCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTC
IL-10 GGCACCCAGTCTGAGAACAG GGCAACCCAGGTAACCCTTAAA
IL-1B CCACCTCCAGGGACAGGATA TTTGGGATCTACACTCTCCAGC
CXCL10 ACACTAGCCCCACGTTTTCT GAGAGGTACTCCTTGAATGCCA
CCL1 CTTCACCAGGCTCATCAAAGCTG TCTGGAGAAGGGTACCTGCATG
TNFAIP3 GCTGAAAACGAACGGTGACGG AGAGACTCCAGTTGCCAGCGG
TNFAIP6 GCTGGATGGATGGCTAAGGG TCCTTTGCGTGTGGGTTGTAG
IL-17A ATTGGTGTCACTGCTACTGCT TTCCAAGGTGAGGTGGATCG
Gas6 AAAAACTCAGGCTTCGCCAC TCGTTGACATCTTTGTCGCAG
ProS TGCCCCGAAGGCTACAGATA GCACACTGAAACAACCTCACAA
B
Gének Forward primer (5'—3") Reverz primer (3'—5'")
GAPDH CTGGAAAGCTGTGGCGTGAT ATACTTGGCAGGTTTCTCCAGG
TNF TAGCCCACGTCGTAGCAAAC GCAGCCTTGTCCCTTGAAGA
CKIP-1 GGATGAGGTCACCGTTGAGG CGGAAGCTCTCAGCACAAGA
IL-1p AACCTTTGACCTGGGCTGTC CAGAGGATGGGCTCTTCTTCAA
CXCL10 TCATCCTGCTGGGTCTGAGT TCATCGTGGCAATGATCTCAACA
IL-10 AAGGGTTACTTGGGTTGCCA GAGAAATCGATGACAGCGCC
IL-6 GCCTTCTTGGGACTGATGCT TGCCATTGCACAACTCTTTTCT
TGF-p ACCGCAACAACGCCATCTAT GTATCAGTGGGGGTCAGCAG
TNFAIP6 GATGGTCGTCCTCCTTTGCT ACATGGAATCCAATTTTTCTGGCT
ICAM1 TCCGTGGGGAGGAGATACTG TAGCTGGAAGATCGAAAGTCCG
Gas6 GAACTTGCCAGGCTCCTACTCT GGAGTTGACACAGGTCTGCTCA
ProS TGGCAAGGAGACAGGTGTCAGT GAGCAGTGGTAACTTCCAGGAG

14

1. tablazat. Human (A) valamint egér (B) exon-exon hatarokra tervezett primerek




3.4. Statisztikai analizis

Az 4brakon feltlintetett adatok legalabb harom, fiiggetlen bioldgiai parhuzamos atlagai €s
szorasai. A biostatisztikai analizis elvégzésére a GraphPad for Windows szoftvert hasznaltuk.
A statisztikai szignifikancia megallapitisa egy tényez0s ANOVA modszerrel, valamint
Student-féle paros t-probaval tortént. Az eredményeinket abban az esetben tekintettiik

szignifikansnak, ha teljesiilt, hogy n>3; * ha p<0,05.
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4. Eredmények

41. A CZP altal indukalt reverz jelfolyamat hatiasa a human monocitak

génexpresszidjara gyulladasos koriilmények kozott

Kutatocsoportunk kordbban igazolta, hogy humén és egér monocita és makrofag
sejtvonalakon gyulladasos koriilmények kozott kivalthatd a reverz jelatvitel IFX kezeléssel
(Sipos Orsolya, Torok Annamaria TDK dolgozata, 2014), tovabba, az IFX relativ
génexpressziot modositd hatdsa jol elkiilonithetd az Fc fragment és az Fc receptor kozotti

kolcsonhatas altali hatastol.

Annak érdekében, hogy a monoklonalis ellenanyagok altal kivaltott reverz jelfolyamatot
még alaposabban tanulméanyozzuk gyulladdsos koriilmények kozott, human (THP-1,
MonoMac6 és U937), valamint egér monocita €¢s makrofag (RAW264.7 és J774) sejteket
kezeltiink el6 az Escherichia coli 055:B5 torzsébdl szarmazo LPS-sel. Az LPS kezelést
kovetden 2 oraval a sejteket mostuk, és a szamukra megfeleld tapoldatban szuszpendaltuk fel.
Ezzel egyidejlileg reverz jelatvitelt indukaltunk CZP kezeléssel. A reverz jelatvitel indukciojat
kovetden 4, 8 ¢és 24 oraval Ossz RNS-t tisztitottunk és QRT-PCR-rel megallapitottuk
kiilonb6z06, a gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo gének kifejez0dését az Anyagok €s
moddszerek cimili fejezetben leirtak szerint. Kontrolként csak LPS kezelésben részesitett
mintakat alkalmaztunk. Megallapithatd, hogy a gyulladdsos folyamatok fenntartasidban
szerepet jatsz6 mediatorok, igy a TNF (6A abra), az IL-8 (6C abra), az IL-1p (6E abra), a
CCLI1 (6F éabra), a TNFAIP6 (6H abra) és a ProS (61 abra) a reverz jelatvitel indukcidja, azaz
a CZP-vel torténd kezelés a csak LPS-sel kezelt mintdkhoz képest jelentds relativ
génexpresszid csokkenést eredményezett mar 4 6rdval az indukciot kovetéen valamennyi,
altalunk vizsgalt sejtvonal, igy a THP-1 (kék), MonoMac6 (rozsaszin), valamint az U937
(fekete) sejtek esetében. A kezelést kdvetden 8 és 24 draval a génexpresszid csokkenés THP-1
sejtek esetén még kifejezettebb volt a 4 o6ras mintdkhoz képest, azaz a reverz jelatvitel
génexpressziot moduldld hatdsa iddbeli fliggést mutat. Hasonld tendenciat mutatott a
génkifejez0dés U937 sejtek esetében. A MonoMacb6 sejtek génexpresszids mintazata azonban
némi eltérést mutatott; e jelenség hatterében nagy valosziniiséggel az a tény all, hogy a
kisérleteinket kiilonb6zé leukémia sejtvonalakon végeztik el, melyek a malignus

transzformacion differencialodasuk eltérd szakaszain estek at. Erdekes modon hasonld
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kifejez6dési mintazatot mutat az IL-10 (6D abra) és a TNFAIP3 (6G éabra, THP-1 és
MonoMac6 esetében), noha mindkét citokin gyulladasgatlo hatast (Ouyang, Rutz et al. 2011),
(Turer, Tavares et al. 2008). Erdekes modon azonban U937 sejtek esetében a TNFAIP3
relativ génexpresszioja az LPS kontrolhoz képest szignifikansan emelkedett CZP kezelés
hatasara, amely magyarazhatja a CZP kezelés tiinetekre gyakorolt jotékony hatasat kronikus
gyulladdsos folyamatokban, igy az Bevezetésben felsorolt autoimmun korképekben.
Kutatocsoportunk korabbi eredményeihez hasonléoan (Juhasz, Zvara et al. 2013)
megallapitottuk, hogy a reverz jelatvitel indukcioja U937 sejtek esetében a CKIP-1 relativ
génexpresszidjat fokozza az indukcidt kovetden 4 oraval (6B abra), és ez a molekula
kolcsonhatva a tmTNF N terminalis doménjével kozvetleniil is részt vesz a reverz jelfolyamat
kivaltasaban, bizonyitva ezzel azt, hogy a CZP kezelés génexpresszidra gyakorolt hatasa

valdban a reverz jelfolyamat indukcidjanak a kvetkezménye.
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6. abra. A CZP altal kivaltott reverz jelatvitel gyulladasos koriillmények kozott csokkenti a gyulladasos
folyamatokban kulcs szerepet jatszé gének kifejez6dését human monocita sejtvonalakon (A: TNF, B:
CKIP-1, C: IL-8, D: IL-10, E: IL-1p, F: CCL1, G: TNFAIP3, H: TNFAIP6, I: ProS). LPS: 100 ng/ml;

CZP: 10 pg/ml; n>3; * ha p<0,05 (One-Way ANOVA, Neuman-Keuls post-hoc test)
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42. A CZP altal Kkivaltott reverz jelfolyamat médositja az egér makrofiagok
génexpresszidjat

Annak érdekében, hogy a CZP altal kivaltott reverz jelfolyamat génexpressziora
gyakorolt hatdsat még alaposabban tanulméanyozhassuk, egér makrofag sejtvonalakat
(RAW264.7; kék oszlopok, és J774; rozsaszin oszlopok) részesitettiink 2 6ras LPS kezelésben
a human sejtvonalakon végzett eljarassal megegyezd modon. Ezt kdvetden tortént meg a CZP
kezelés, amely utan 4, 8 és 24 6raval vizsgaltuk a gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo
gének kifejezodését a korabban leirtaknak megfelelden.

A human sejtvonalakon végzett kisérletekhez hasonldan az egér sejtvonalak esetében is
megfigyelhetd volt, hogy a CZP altal kivaltott reverz jelatvitel jelentds csokkenést okozott a
gyulladasos folyamatokban szerepet jatszé effektor molekulak, igy a TNF (7A &bra), az IL-1p3
(7C abra), a CXCL10 (7D ébra), az IL-6 (7F abra), az ICAM1 (7H &bra) és a ProS (71 &bra)
kifejez6désében. Altaldnossigban elmondhatd, hogy a J774 sejtvonalon bekovetkezett
valtozasok iddbeli fliggést mutattak, vagyis a génkifejezodés a kezelést kdvetden 24 oraval
érték el a minimum szintet. Hasonlé tendencia RAW264.7 makrofagok esetén nem volt
megfigyelhetd, e jelenség hatterében is vélhetden az a tény all, hogy a leukémia sejtek
sejtek esetén, itt is megfigyelhetd volt, hogy az IL-10 (7E abra) kifejezédése a gyulladaskeltd
mediatorokhoz hasonlé mintazatokat mutat. Ez alol kivételt képez a RAW264.7 24 6ras
mintdja, ugyanis ebben az esetben enyhe génexpresszid fokozodast tapasztaltunk. Fontos
megemliteni ugyanakkor, hogy a szintén gatld hatasa TGF-B (7G abra) kifejezédése mindkét
sejtvonalban csokkent a CZP kezelés hatasara. A CKIP-1 (7B é4bra) esetén azonban jelentds

valtozast a génkifejezOdésben nem tapasztaltunk.
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7. abra. A CZP altal kivaltott reverz jelatvitel markans relativ génexpresszié csokkenést okozott
egér makrofag sejtvonalakon (A: TNF, B: CKIP-1, C: IL-1B, D: CXCLI10, E: IL-10, F: IL-6, G:
TGF-B, H: ICAMI, I: ProS) LPS: 100 ng/ml; CZP: 10 ug/ml; n>3; * ha p<0,05 (One-Way
ANOVA, Neuman-Keuls post-hoc test)

4.3. A reverz jelatvitel human T limfocitak esetében csokkenti a gyulladdsos
folyamatokban szerepet jatszo gének kifejezodését

A gyulladas fenntartasaban, illetve az adekvalt immunvalasz kialakitdsdban a monocitak
¢és makrofagok mellet kulcs szerepet kapnak a T limfocitdk is. Az adaptiv immunvélaszban
betdltott szereplik mellett azonban az autoimmun folyamatokban is részt vesznek a T
limfocitak; ismeretes, hogy pikkelysomords betegek bor biopszia mintaiban az egészséges
b6rbol szarmazo mintakhoz képest - a szamos egyéb elvaltozas mellett — fokozott T limfocita
beszlirédés figyelhetd meg (Lowes, Bowcock et al. 2007). Mivel gyulladasos koriilmények
kozott kimutattuk, hogy monocitdk és makrofagok esetében a CZP altal indukalt reverz
jelatvitelnek markans hatdsa van a gyulladdsos folyamatokban szerepet jatszd geének
expressziojara, ezért a kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy hogyan hat a reverz jelatvitel az
aktivalt T limfocitdk génexpresszidjara. Annak érdekében, hogy vizsgéalatainkat aktivalt
sejteken végezhessiik el, Molt-4 human T limfocita sejtvonalat kezeltiink PMA-val (100 nM)
¢s OKT-3-mal (1 pg/ml). Az egy €jszakan at tartd kezeléssel tortént meg a sejtek aktivalasa,

azaz az MHC és a TCR kozotti kolesonhatasok modellezése. A kezelést kovetoen a korabban
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leirtak szerint tortént a reverz jelatvitel indukcidja, majd az indukcidt kdvetden 4 és 8 oraval
vizsgaltuk az egyes gének kifejezddését. Kontrolként a CZP kezelésben nem részesiilt
mintakat hasznaltuk.

TNF (8A abra) esetén megallapithatd volt, hogy a reverz jelatvitel indukciojat kovetden 4
oraval a gén relativ expresszioja szignifikans csokkenést okozott a kontrolhoz képest. Ugyan a
kontrolhoz viszonyitva a kezelés utdn 8 draval a TNF kifejezddése még mindig alacsonyabb
volt, a 4 6ras mintahoz viszonyitva azonban minimalis expresszi6 fokozodast figyeltiink meg.
A makrofagokon végzett kisérleteinkhez hasonloan a T limfocitak esetében is az IL-10 (8E
abra) a TNF-hez hasonldé mintazatot mutatott, vagyis 4 oraval a CZP kezelést kdvetden
jelentds kifejezddésbeli csokkenés volt tapasztalhatdo, de a kezelés utdn 8 oOraval mar
szignifikans emelkedést tapasztaltunk, ami azonban a kontrolhoz képest nem volt jelentds
valtozéas. A szintén gyulladast gatlo TNFAIP3 (8B dbra) esetén azonban mindkét altalunk
vizsgalt iddpillanatban kifejezett génexpresszid csokkenés volt tapasztalhato a kontrol
mintakhoz képest. Fontos megemliteni azonban, hogy a gyulladas kialakulasaban ¢és
fenntartasaban szerepet jatsz6 mediatorok, igy a TNFAIP6 (8C abra), IL-17A (8D ébra), IL-8
(8F abra), Gas6 (8H 4abra) és a ProS (81 4bra) a reverz jelatvitel kivaltasa nem okozott jelentds
eltérést a gének kifejezddésében a kontrolokhoz viszonyitva egyik iddpillanatban sem.
Korabbi megfigyeléseinkhez hasonléan a T limfocitakon végzett kisérleteinkben is
szarmazik, hiszen a CKIP1 (8G 4&bra) kifejezddése a kontrolhoz képest szignifikansan
emelkedik a kezelés utan 4 oraval. Ugyan a 4 6ras mintahoz viszonyitva 8 Oraval a kezelést
kovetden csokkent a CKIP1 kifejezddése, a kontrolhoz viszonyitva még mindig szignifikans

emelkedést tapasztaltunk.
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8. abra. A CZP altal kivaltott reverz jelatvitel hatast gyakorol az aktivalt T limfocitak relativ
génexpresszidjara (A: TNF, B: TNFAIP3, C: TNFAIP6, D: IL-17A, E: IL-10, F: IL-8, G: CKIP1, H:
Gas6, I: ProS) PMA: 100 nM, OKT-3: 1 pg/ml, CZP: 10 pg/ml; n>3; * ha p< 0,05 (One-Way
ANOVA, Neuman-Keuls post-hoc teszt)

4.4. M1, M2 makrofagok relativ génexpresszios vizsgalata CZP kezelés hatasara

Ismert, hogy aktivaci6 moddjatol fiiggéen, a T limfocitdkhoz hasonlé moddon, a
makrofagokat is kiilonb6zd csoportokba sorolhatjuk. Az M1 tipusu (klasszikusan aktivalt)
makrofagok alapveté feladata a korokozokkal szembeni védekezés megvaldsitasa (Gordon
and Taylor 2005), (Sica and Mantovani 2012), (Van Dyken and Locksley 2013), addig az M2
(alternativan aktivalt) makrofagok altalaban gyulladdsgatlo hatdsuak és fontos feladatuk a
szoveti homeosztazis fenntartasa (Mosser and Edwards 2008), (O'Neill, Sheedy et al. 2011).
Igazoltak tovabba, hogy az un. tumor-asszocialt makrofagok is az M2 tipusba sorolhatdak.
Ezeknek a sejteknek fo funkcioi kozé tartozik a tumor novekedésének eldsegitése, az attétek
képzddésének segitése, illetve termelt faktoraik segitségével a tumor sejtek génexpressziojat
képesek modositani (Chen, Yao et al. 2003; Lewis and Pollard 2006). Mivel korabbi
kozlemények beszamoltak arr6l, hogy a teljes tmTNF ellen termeltetett monoklonalis
ellenanyag képes gatolni emlé tumorok méretét (Yu, Zhou et al. 2013), ezért a kovetkezékben
M1 és M2 iranyba differencidltatott THP-1 sejteken vizsgaltuk a CZP altal kivaltott reverz

jelatvitel génexpressziora gyakorolt hatasat. A sejtek differencialtatisa a 9. dabran
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bemutatottak szerint tortént. Roviden oOsszefoglalva THP-1 sejteket kezeltiink 320 nM
végkoncentracioban PMA-val. A kezelést kovetéen 6 oraval az M1 csoporthoz 100 ng/ml
LPS-t és 20 ng/ml IFNy-t adtunk. Az M2 sejtek differencialtatasa 20 ng/ml I1L-4, 20 ng/ml IL-
13 és 25 nM tejsav jelenlétében tortént. A PMA kezelés utdn 24 oraval adtunk 100 pg/ml
CZP-t a sejtekhez. A CZP kezelést kovetden 4 oOrdval tortént a relativ génexpresszio
meghatarozas a kordbban leirtak szerint. A kisérletben kontrolként CZP kezelésben nem
részesiilt naiv THP-1 sejteket, valamint M1 és M2 irdnyba differencialtatott makrofagokat

hasznaltunk.

Oh 6h 24h

IS

IL-4 + IL-13 + tejsav

9. abra. M1 és M2 tipust makrofagok differencialtatasa THP-1 sejtekbél. PMA: 320 nM; LPS: 100
ng/ml; IFN-y: 20 ng/ml; tejsav: 25 nM; IL-4: 20 ng/ml; IL-13: 20 ng/ml (Tjiu, Chen et al. 2009),
(Colegio, Chu et al. 2014)

A relativ génexpresszios vizsgalatokbol megallapithatd, hogy naiv THP-1 sejteken (10.
abra, kék diagram) a reverz jelatvitel indukcidja nem okoz kiilondsebb valtozast a gének
kifejez6désében. M1 tipusi makrofagok esetén (10. dbra rozsaszin diagram) minimalis, de
nem szignifikans expresszio fokozodas volt tapasztalhato TNF, CKIP-1 és IL-8 tekintetében,
ugyanakkor a TGF-p kifejezodése a kontrolhoz viszonyitva szignifikansan alacsonyabb volt.
Kisérleteink soran kiilonds figyelmet forditottunk a 10. dbran fekete diagrammal jelolt M2
tipusu makrofagokra: megallapithatd, hogy a gyulladasos folyamatokban kulcs szerepet kapd
TNF ¢és IL-8 kifejez6dése a kontrolhoz viszonyitva szignifikdnsan csokkent. Ezzel
parhuzamosan a reverz jelatvitelben kulcs szerepet jatszo CKIP-1 expresszidja szignifikansan
fokozodott, igy vélhetden a tapasztalt valtozdsok hatterében valoban a reverz jelatvitel
indukcidja all. Eredményeink alapjan tovabba az is elmondhatd, hogy az elsdsorban
gyulladasgatld hatdsa TGF-B kifejezddése a kontrolhoz viszonyitva kis mértékben, de

csokkent.
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10. abra. A CZP altal kivaltott reverz jelatvitel szignifikansan csokkenti a proinflammatorikus
citokinek (TNF, 1L-8) relativ génexpresszidjat. A: TNF; B: CKIP-1; C: IL-8; D: TGF-$ n>3; * ha p<

0,05 (Student-féle paros t proba)
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5. Diszkusszio

Emlds szervezetekben a gyulladés kivaltasaban és fenntartasdban kulcs szerepet jatszik a
TNF, hiszen mar kozvetleniil a szervezetet veszélyeztetd patogén érzékelését kdovetden
mennyisége jelentésen emelkedik. A fokozott TNF termelddése eldsegiti mas, az
immunvalasz kialakitdsa szempontjdbdl fontos medidtorok képzddését, valamint a fertdzeés
helyszinére toboroznak olyan professzionalis immunsejteket, melyek kozvetleniil is képesek a

kérokozé elpusztitasara.

Injury or

infection Disrupted
epithelial
barrier

Lymphocyte

Macroph blasy
acrophage / Fibroblast

¥ Chemotaxis

11. abra. Szoveti sériilést, vagy fertdzést kovetden a makrofagok és a neutrofilek TNF-et, IL-6-ot és IL-8-
at termelnek, melyek egyrészt atjarhatova teszik az epithel sejtek kozotti kapcsolatot, masrészt reaktiv
oxigén gyokok képzddését segitik eld, amely még tobb professzionalis immunsejtet toboroz a fertdzés
helyére, eldsegitve ezzel a korokozdval szembeni immunvalaszt (Landskron, De la Fuente et al. 2014)

A gyulladas folyamatanak, igy a termel6d6 TNF mennyiségének, szabalyozasa azonban
talélésiink egyik zaloga (Karin, Lawrence et al. 2006), hiszen a kontrolalatlanul szintetizal6do
TNF olyan patofiziologids elvaltozasok kialakuldsdhoz vezethet, amelyek akar a gazda
szervezet halalat is okozhatjak (Medzhitov 2008). A kozvetlen halal kivaltasan tal azonban, a
kordbban emlitetteknek megfelelden, kronikus gyulladdssal jar6 autoimmun folyamatok

kivaltasaban is részt vehet a kontrolalatlanul termel6d6 TNF.

Napjainkban a kronikus gyulladassal jaré autoimmun megbetegedések esetében mar

hazénkban is a kiilonb6zd biologiai terdpids szerek (az adott megbetegedésben fokozott
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mennyiségben termel6dd citokinek ¢és kemokinek ellen termeltetett monoklondlis
ellenanyagok) hasznalatanak preferenciaja figyelheté meg (Feldmann and Maini 2001),
(Rigby 2007). Ugyanakkor fontos hangstlyozni azt a tényt, hogy a bioldgiai terapias szerek,
kiilonosen a TNF ellen termeltetett monoklonalis ellenanyagok, pontos hatdsmechanizmusa
még mindig nem teljesen tisztazott. Kezdetben azt tételezték fel, hogy a TNF ellen
termeltetett ellenanyagok az STNF kozvetlen blokkolasa kovetkezményeként fejtik ki
hatasukat, mivel igazoltak, hogy a CZP és az IFX mellett az adalimumab és az etanercept is
nagy affinitassal képes az STNF megkotésére (Ramos-Casals, Brito-Zeron et al. 2008). Mas
tanulmanyok azonban arrdl szamolnak be, hogy a célsejteken 1évé Fc receptorok
polimorfizmusa nagyban befolyasolhatja a bioldgiai terapia sikerességét, hiszen mind az IFX,
mind pedig az adalimumab ¢és a golimumab is hordozza a human IgG molekula egy részletét
(Tutuncu, Kavanaugh et al. 2005). Kutatocsoportunk azonban mar korabban igazolta, hogy az
Fc fragment 4ltal kivaltott hatas €lesen elkiiloniil mas egyéb lehetséges hatdsmechanizmustol,
hiszen az IgG kezelés Onmagadban teljesen eltérd relativ génexpresszids értékeket
eredményezett, Osszehasonlitva az IFX-el kezelt monocitakkal és makrofagokkal (Sipos
Orsolya, Torok Annamaria TDK dolgozata, 2014). Jelen dolgozatban bemutatott
génexpresszios értékek is aldtdmasztjdk azt a megfigyelésiinket, hogy az Fc fragment — Fc
receptor kozotti kolesonhatas jol elkiilonithetd: ugyan a CZP nem tartalmaz IgG-t, a vele vald
kezelés, az IFX-hez hasonld mddon, jelentdsen csokkenti az LPS altal indukalt humén és egér
eredetli monocitdk és makrofagok TNF, IL-6, IL-1PB és CCLI1 kifejez6dését, melyeknek a
patogénekkel szembeni immunvalaszon til egyes autoimmun folyamatok, igy a pikkelysomor

kialakulasaban is szerepiik van (Filkor, Hegedus et al. 2013).

Szintén elterjedt az a feltételezés, hogy a monoklonalis ellenanyagokkal torténd kezelés
lehetséges hatdsmechanizmusa a kronikus gyulladas soran aktivalt makrofagok és limfocitdk
apoptozisanak indukcidja, noha ezt a jelenséget ez idaig csak IFX esetén figyelték meg. Mivel
a tobbi, kereskedelmi forgalomban kaphat6 ellenanyag esetében nem irtak le, ezért vélhetéen
ennek a folyamatnak nincsen kozvetlen szerepe a bioldgiai terapia sikerében (Nesbitt, Fossati

et al. 2007).

Kisérleteink szerint azonban a tmTNF-en kivaltott reverz jelatvitel magyardzhatja a TNF
elleni monoklonalis ellenanyagok pontos hatdsmechanizmusat. Megfigyeltilk, hogy
valamennyi, az altalunk vizsgélt human €s egér monocita €¢s makrofag sejtvonalban, valamint
T limfocitdban a CZP kezelés hatasdra a CKIP-1 relativ génexpresszidja a kontrolhoz

viszonyitva megemelkedik. Ez az eredmény jol korreldl kutatdcsoportunk korabbi
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megfigyeléseivel: azaz a reverz jelatvitel hatdsara a CKIP-1 kolcsohat a tmTNF N
terminalisaval és a plazma membranbol intracellularis kompartmentekbe vandorolva fontos

¢lettani folyamatok szabalyozasaban vehet részt (Juhasz, Zvara et al. 2013).

A kronikus gyulladéas és a tumorok kialakulasa kozotti kapcsolatot mar 1863-ban leirta
Rudolf Virchow (Balkwill and Mantovani 2001), majd késébb igazolddott, hogy szamos
esetben kozvetlen kapcsolat van egyes patogénekkel vald fert6zés, néhany kronikus
gyulladassal jaro korkép és bizonyos daganat tipusok kialakulasa kozott (Hussain and Harris
2007). A korabban emlitetteknek megfeleléen a TNF-nek koézvetleniil is szerepe van a
fiziologias és a patoldgids gyulladds fenntartdsaban igy nem meglepd modon a tumorok
keletkezésében, erek képzddésében, illetve az attét képzodés folyamataiban (Popa, Netea et al.
2007), (Moore, Owens et al. 1999), (Szlosarek, Grimshaw et al. 2006). M2 tipusa
makrofdgokon végzett génexpresszids vizsgalataink alapjan egyértelmiien lathato, hogy a
CZP Altal indukalt reverz jelatvitel kovetkezményeként a TNF génexpresszidja jelentds
csOkkenést mutatott. Az IL-8, mint a gyulladdsos folyamatok masik kulcs szerepldje is
hasonld kifejezédésbeli mintazatot mutatott, igy vélhetéen ennek a kemokinek is kulcs

szerepe lehet a tumoros folyamatok kialakuldséban.

Eredményeink 0Osszefoglalasaképpen megallapithatjuk, hogy a tobbi TNF ellen
termeltetett ellenanyaghoz hasonléan a CZP kezeléssel is kivalthatdé a reverz jelatvitel,
amelynek mind human, mind pedig egér monocitdk és makrofagok esetében jelentdségiik van
a gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo6 gének kifejez6désének modositasaban.
Megallapitottuk tovabba azt, hogy aktivalt T limfocitdk esetében is megfigyelhetd a
génexpressziot modositd hatds. Munkank legfontosabb eredménye azonban az, hogy a CZP
altal indukalt reverz jelatvitel igen jelentds modon csokkenti az M2 (alternativan aktivalt,
tumor-asszocialt) makrofdgokban a gyulladaskeltd citokinek kifejezddését, igy vélhetden a

TNF reverz jelatvitelnek tumor ellenes hatasa is van.
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