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Roviditések jegyzéke

TNF:
TL1A:
DR3:
DcR3:
TNFSFx:

TNFRSFx:
NF-kB:
IRF:
STAT:
DMEM:
PCR:

EST:

PBS:
KO:
OPG:

Tumor Necrosis Factor

TNF Like Factor 1A

Death Receptor 3

Decoy Receptor 3

Tumor Necrosis Factor Superfamily — TNF Szupercsalad, amelynek tagjai a
TL1A, FasL, LIGHT, stb. Nevezéktanilag az adott ligand a TNFSF el6taggal
kezdddo és arab szammal végzdo jelolodik.

Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily

Nuclear Factor Kappa B

Interferon Regulated Factor

Signal Transducer and Activator of Transcription

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Polymerase Chain Reaction — polimeraz lancreakcid

Expressed Sequence Tag — kifejez0do szekvencia, amely valamely szovetben
vagy szervben fejezodik ki

Phosphate Buffered Saline

Knock Out — génkititott

Osteroprotegerin: TNFRSF11B



Irodalmi attekintés’

A TNF géncsalad tagjainak azonositasa

A Tumor Nekrozis Faktor (TNF) felfedezése még 1893-94-re nyulik vissza, amikor
William Coley New York-i sebész leirt egy daganatos betegek bakterialis fertézésekor fellepd
jelenséget, amely a daganat bevérzéses elhalasahoz® vezetett [1]. Ekkor azonban még nem
azonositottak a molekulat, csak tudtdk, hogy léteznie kell egy ilyen hatast faktornak. Az
attorés késobb tortént meg, miutan a fehérjét [2] €s annak génjét azonositottak, ekkor nagy
figyelmet kapott mint az egyik lehetséges tumorellenes terapiara felhasznalhaté molekula. Ez
az elképzelés azonban megdodlt, mivel kideriilt, hogy alkalmazéasa stlyos mellékhatasokkal
jar. A kutatasok eldrehaladtaval felfedezték a TNF szerkezetileg homolog rokon fehérjéit,
amelyeket egy csaladba Iehetett sorolni. Ezek a fehérjék tobbféle élettani hatassal
rendelkeznek, €s ma mar tudjuk, hogy szinte minden életfolyamatban részt vesznek.

Mivel halakban sikeriilt azonositani a TNFa-t [3], a cél, hogy csirkében azonositsuk a
TNF-et vagy a TNF-fel rokon fehérjéket (illetve azok génjeit) kézenfekvo, hiszen egyrészt
ennek a molekulacsaladnak az eredete szinte teljesen ismeretlen, masrészt tanulmanyozva a
kiilonb6z6 fajokbdl szdrmazoé molekulakat 1) ismereteket szerezhetiink azok szerkezetérdl és
lipopoliszaccharid hatasara kibocsdjottak egy kb. 17 kDa molekulastlyu fehérjét, amely
keresztreagalt egy poliklonalis anti-human TNFa ellenanyaggal [4].

Mai tudédsunk szerint génduplikaciokkal johetett 1étre ez az emberben mintegy 20 tagot
szamlalo, szerteagazd hatasokkal bird molekulacsalad, illetve azok receptorai. A legtdbb
ismeret az emberi- és a ragcsaldo TNF-csaladtagokrol all rendelkezésiinkre, de ismertek mas

fajokban is TNF-csaladtagok. Az elmult 15 évben a TNF géncsalad jelentés szamu tagjat

! Az attekintett adatok els6sorban a human- és egér, illetve patkany eredetli TNF-re és a TNF-csaladra
(fehérjékre, illetve génjeikre) vonatkoznak
? Bevérzéses elhalas: Haemorrhagic necrosis
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azonositottak csirkében azok receptoraival egyiitt. Koz¢&jiik tartozik a DcR3 (AY251400),
OPG (AY251407), DR6 (AF349908), FAS (AF296874), TNFR1 (AW355430), CD30

(NM._204409), CD40 (NM._204665).

A TL1A a TNFa legkozelebbi rokona

A human TLI1A (TL1A= TNF Like 1..., VEGI=Vascular Endothelial Growth
Inhibitor) a Tumor Necrosis Factor SuperFamily (TNFSF) tagja, nevezéktanilag: TNFSF15.
A tagok kozott szerkezeti homoldgia mutathato ki, amit rontgen-krisztallografiai vizsgalatok
bizonyitanak, valamint aminosav-sorrend szintjén révid, de nagyon hasonld szakaszok, Un.
szubdomének azonosithatok [5]. A TL1A és a TNFa kozotti hasonldsagot még élettani
hatasok is alatamasztjak. A TNF biologiai hatasai koziil az egyik legismertebb, hogy egér
fibroblaszt sejteken (L.929) képes apoptozist kivaltani. Ezen alapszik egy viszonylag
egyszertien kivitelezhetd modszer, amely a TNF molekula biologiai hatdsanak tesztelésére
alkalmas [6, 7].

Az emlds TNF-csalad tagjainak lényeges jellemzdje, hogy a TNFa-hoz hasonldan
trimer formaban fejtik ki hatdsaikat az ugyancsak trimerizalt receptoron keresztiil. A TL1A
esetében ez a receptor a DR3 (Death Receptor 3, LARD, TNFRSF25), amirdl — a ligandhoz
hasonloan — az ismert, hogy az egyik TNF-receptor (TNF.R1) legkdzelebbi rokona [8]. A
DR3 receptor jellemz6 biologiai tulajdonsaga, hogy azonos vagy kozeli rokonsagban allo
fajokbdl szarmazo sejtekben fokozott expresszioja a ligand nélkiil is apoptozist valt ki. Fontos
még megemliteni a DcR3 gén termékét, amely ugyancsak homotrimer formaban koétddik a
TL1A-hoz, de ez a molekula — a DR3-mal ellentétben — nem membranhoz kotott, hanem
szabadon keringd formaban képzddik. A daganatsejtek altal termelt DcR3 képes befolyasolni
a tumorszdvet immunoprivilégiumat [9]. Ennek jelentésége abban all, hogy pl. a termelédo
TL1A-hoz koétédve modositja, mintegy csillapitja annak hatasat azaltal, hogy verseng a

célsejtek felszinén 1évé DR3 receptorral, igy azon keresztiil nem tud az aktivald szignal

| A TL1A/VEGI expresszidjanak vizsgalata... 7



létrejonni. Az emlds DcR3 azonban kotodik még két masik TNF-csaladtaghoz is, mégpedig a
LIGHT (TNFSF14) és a FasL (TNFSF6) molekulakhoz, bar eltérd mértékben [10]. A DcR3
termelodése megfigyelheté tumorokban, és bizonyitottan részt vesz a tumorszovet
immunoprivilegizalt helyzetének kialakitdsaban, tovabba szerepe van a dendritikus sejtek
differencialodasaban, érésében [11]. A DcR3 altal kivaltott hatasok egyik Ilehetséges
mechanizmusa a reverz szignal, amelyet a ligandot termeld/prezentald sejtben valthat ki a
keringd trimerizalodo receptor [12]. A reverz szignal 1ényege, hogy a ligand receptorhoz valo
kotodése nemcsak a receptort hordozd sejtben, hanem a ligandot hordozé sejtben is
jelfolyamatot valthat ki azaltal, hogy a molekula sejten beliili része, vagy annak egy darabja
az extracellularis domén levagodasat kovetéen vagy kozvetlenill a sejtmagba vandorol és
kiilonbozo gének aktivalodasat valtja ki, vagy pedig adaptormolekulak révén indit el sejten
beliili folyamatokat. Ez egy finom szabalyozo rendszert alkot, amelyben a ligandot termeld
sejt is ,,értesiil” arrdl, hogy az altala termelt felszini molekula levagodott és elindult valamely
receptorahoz. A reverz szignalt korabban a CD30 liganddal [13] és a TNF-fel kapcsolatban
mar leirtak [14]. A DcR3 szoveti differencialédasban betdltott szerepére utal az a
megfigyelés, hogy részt vesz a csontleépiilésben és csontitalakuldsban fontos szerepet betoltd
oszteoklaszt sejtek fejlodésében [15, 16], illetve a fentebb emlitett (tumorellenes) Thl

“ s ey

kevés adat all rendelkezésre.

A TL1A/VEGI biolégiai hatasai

A human TL1A-t kodolo gén a 9. kromoszéma hosszl karjan helyezkedik el (9q32),
egy 16.8 kilobazis hosszit DNS szakaszon és 4 exonbdl all. A fehérjének 3 izoformaja ismert,
amelyek alternativ promoterrél képzodnek [18, 19], tovabba jelentds megjegyezniink, hogy a
fehérje poszttranszlacios modifikacion megy keresztiil [20]. Az izoformak bioldgiai hatasairol

tudjuk, hogy a 174 aminosav hosszu variansa (VEGI-174) gatolja a vérerek endotél sejtjeinek
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osztodasat [21], a 192 aminosav hosszu izoforma (VEGI-192) viszont a tumorndvekedést
gatolja azaltal, hogy a tumor endotélsejteket pusztitja [22]. Ugyancsak errdl az izoformarol
deriilt ki, hogy az antigénprezentalé funkcioval rendelkezd naiv dendritikus sejtek (DC) érését
¢és antigénprezentalo aktivitasat indukalja, ami a T-sejtek jelentds aktivalédasdhoz vezet [23].
Ez a [épés alapvetd fontossaghh az immunreakcio kifejlédéséhez, mivel ez az
antigénfelismerés vezet a T-sejtek specifikussa éréséhez. A harmadik, legnagyobb
mennyiségben termelddd 251 aminosav hosszil izoforma a TL1A, amely a DR3 receptoron
keresztiil a T-sejtek effektor funkcidjat serkenti [24]. A harom izoforma koziil csak a 251
aminosav hosszi TL1A-rdl sikeriilt eddig egyértelmiien bizonyitani, hogy koétodik a DR3 és
DcR3 molekuldkhoz, a masik két izoformaval kapcsolatban nincs publikalva olyan adat,
amely azt sugallnd, hogy egyaltalan probalkoztak-e azok receptoranak meghatarozasaval.

A TL1A pathologias viszonyok kozott fokozottan termelddik a periférids szévetekben,
amelyet elséként a Crohn-betegségben (OMIM 266600)° irtak le [25]. A gyulladasos
bélszakasz lamina propria rétegében a CD11c" dendritikus sejtek termelik [26]. A TL1A gén
jelentéségére vilagit ra az a tény, hogy Crohn-betegségben egyes polimorfizmusainak
halmozddasa figyelheté meg [27].

A Reumatoid artritisz (OMIM 180300) (RA) a kisiziiletek ismeretlen eredetti kronikus
gyulladasos megbetegedése. Lefolyasara jellemz6, hogy akut szakaszokkal is tarkitott
klasszikus gyulladasos tiinetek is megjellenek, az iziileti térben gyulladasos sejtek és
mediatorok szaporodnak fel. Jellemzé még a szérumban az immunkomplexek megjelenése,
amelyek immunoglobulin-fragmensekbdl (Fc) és egyéb reaktiv fehérjékbol, koztiik reumatoid
faktorbol (RF) allnak. A TL1A fokozott termelddését mutattak ki az IgG1 Fc fragmentjének
hatasara human monocita ¢és dendritikus sejtekben [28]. A DR3 receptor génjével

kapcsolatban korabban mar leirtak tobbek kozott olyan SNP-t is [29, 30], amely halmozottan

3 OMIM™ — Online Mendelian Inheritance in Man™, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=OMIM
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fordul el6 RA-s betegekben és aminosav cserével is jar, de funkcionalis adat nincs ezzel
kapcsolatban publikalva. Erdekes még, hogy a DR3 receptor egy részének duplikacioja is
el6fordul ugyancsak RA-s populacidban, amely egy DcR3-hoz hasonlitd6 molekulat
eredményez.

A Szklerdzis multiplex (Multiple sclerosis, OMIM 126200) egy sulyos idegrendszeri
betegség, amely fOleg a periférias idegrostokat tamadja meg. Az ismeretlen antigén altal
kivaltott autoimmun gyulladast a periférias idegrostok myelinhiivelyét megtadmado6 auto-
reaktiv T-sejtek kozvetitik. A TL1A-hianyos kisérleti egérben a szklerdzisos tiinetek kb. csak
50%-ban valthatok ki [31], ami azt jelzi, hogy ez a fehérje vagy ennek receptora fontos
szerepet jatszik a korkép kialakitasaban.

A pikkelysémor (psoriasis, OMIM 177900) a bor T-sejt medialta autoimmun
betegsége, amelyet ismeretlen eredetli tényezok valtanak ki, de bizonyos genetikai adottsagok
elosegitik kifejlodését. Jelentds szerepe van a betegség fenntartdsdban a gyulladasos
mediatoroknak, igy a TNFo-nak, az interferon gammanak (IFNy), tobb mas kemokin
molekulanak és mindezek receptorainak [32, 33]. A TNFo-t és az IFNy-t az aktivalt
CD4°CD25" T-sejtek termelik és ez nem csak az adott szovetben mérhetd, hanem az aktivalt
sejtek periférian is megjelennek [34]. Fontos ezt kiemelni, mivel a bor keratinocitai
immunsejtnek tekinthetoek és hordoznak citokin receptorokat, ezekre a génexpresszids
mintadzatuk megvaltozasaval reagalnak. Fontos elem lehet a betegség eredetének
tisztazasaban, hogy melyek azok a gének, amelyek a betegség 1étrejottében és melyek azok,
amelyek a betegség fennmaradasaban jatszanak kulcsszerepet, mivel ezek kiiktatdsa egy
specifikus  gatloszerrel megakadalyozhatja a progressziot ¢€s/vagy hossza ideig
tiinetmentességet biztosithat a beteg szamara.

A Crohn-betegség, a Pikkelysémdor, a Reumatoid artritisz és a Szklerdzis multiplex T-

sejt (Thl) medialta betegségek. Tiinetegyiitteseik néha ,atfednek”, tehat egyes tiineteik
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eléfordulnak a mésik betegségben is. Igy ismert a Pszoriatikus artritisz korkép, amelyben a
beteg pikkelysomorben szenved, de artritisze is van. Mindharom betegség kezelésében a
TNFa-elleni célzott terapia tobb év ota bevezetésre keriilt és jo eredményekrdl tesznek

jelentést, a sajnalatos és jelentés mellékhatasok ellenére.

Citokinek expressziéja a bérben

A bor az egyik legfontosabb védekezd szerviink, amely megvéd a kiilsé kornyezet
karos behatasaitol. fgy a karos UV sugarzastol, mechanikai behatasoktol, korokozoktol, a
hémérséklet ingadozasaitol. A korokozokkal szembeni védekezés legfontosabb, nagy szamuk
miatt legjelentdsebb sejtjei a keratinocitak. Ezek a kiiltakaré mélyebb, epidermalis rétegében
talalhato bazalis sejtek folyamatos osztodasa révén képzodnek és maguk is képesek bizonyos
immunfeladatok ellatasara. Ezen feliil a borben is, mint altaldban minden szervben az adaptiv
immunvalasz fontos elemei is megtalalhatoak. Igy megfigyelheté a naiv, myeloid eredetii
dendritikus sejtek (DC) jelenléte, amelyek aktivalodasa példaul korokozok altal jon 1étre és
professzionalis antigén-prezentalasi képességitk révén a kozponti nyirokszervek felé
kozvetitik a vészjelzést a testidegen agens jelenlétérdl. A nyirokutakon keresztiil bejutva a
nyirokcsomoba a DC sejtek a naiv T sejteket aktivaljak, amelyek ezt kovetden
szovetspecifikus jelleggel az immun-inger kiindulasi helyére vandorolnak. Ezt a jelenséget,
hazavandorlasnak (homing) vagy ha a masik iranybol nézziik ,,toborzasnak” (recruitment)
nevezik. A bérben tehat a homing szignil révén odavandorolt aktivalt, CD4" Thl-sejteket
talalunk, amelyek TNFa-at és IFNy-at termelnek. Ezek a citokinek tehat helyben (a borben) a
keratinocitdkra (KC) hatva a génexpresszids-mintazat megvaltozasat is ereményezik, és
gyulladast is generalnak.

Ismert, hogy az epidermalis keratinocitdk génexpresszios mintdzata TNFa indukcio
hatasara megvaltozik. Az irodalmi adatok alapjan elmondhat6, hogy ez kb. 1300 gént jelent

[35].
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Transzkripcios faktorok szerepe a pikkelysomor pathomechanizmusaban

A pikkelysomor 1étrejottében szerepet jatszo transzkripeios aktivalo faktorok koziil az
Interferon Regulalt Faktorokat (IRFs=Interferon Regulated Factors), a STAT faktorokat
(STAT=Signal Transducer and Activator of Transcripton) és az NF-kB-t, mint mester
regulatort kell megemliteniink.

Az IRF-ek koziil az IRF1 és IRF2-vel foglalkozom részletesen, de a pikkelysémorben
jelentés még az IRF7 szerepe is. Az IRF1 transzkripcios aktivator fehérje jelentOs szerepet
tolt be az immunrendszer miikodésének szabalyozasaban [36]. Irodalmi adatok szerint
keratinocitakban az IRF1 transzkripcios faktor kifejezodik és aktiv [37, 38]. Pikkelysomorben
a két, egymashoz képest rokon fehérje szintje egymashoz képest megvaltozik.

Az immunsejtek IFNy-indukciora adott valasza tobb szinten valosul meg. Az
»ElsOdleges Génszinten” vannak olyan transzkripcios faktorok génjei, amelyek
aktivalodasukat kovetden mas gének kifejezodését segitik eld, amelyeket igy ,,Masodlagos
Génszintnek” nevezhetiink. Az Elsodleges Gének kozott talaljuk tobbek kozott az IRF és
STAT transzkripcios faktorok génjeit, amelyek a Masodlagos Génszinten 1év0 gének koziil
olyanokat aktivalnak, amelyeknek cisz-reguldlé promoter-elemei kozott megtalalhatdéak az
IRF ¢és STAT kotohelyek [39]. Ilyen gének tobbek kozott az indukdlhatd nitrogén monoxid
szintetaz (iINOS) és az interleukin-8 (IL-8), amelyek részvétele a pikkelysomdrre jellemzd
Th1-tipust klinikai kép kialakitasdban ugyancsak ismert tény.

Az NF-kB és az IRF1 transzkripcios faktorok kotdelemei sok gén promoterében
megtalalhatoak, altaldban egymas kozelében [40-42]. Ez azért fontos adat, mert kimutattak
szinergista hatasukat is, tehat a két faktor egyidejii jelenléte és aktivalt allapota a célgének
expresszios szintjében megsokszorozodast eredményezhet. A szinergista hatas hatterében all
egyebek kozott a NEMO nevii fehérje, amely az IRFI/NF-kB kozotti kapesolat

létrehozasaban jatszik szerepet [43]. A TL1A gén promoterét korabban alaposan
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feltérképezték [44], amely alapjan magyarazhato a TL1A kiilonbozd citokinekkel torténd
indukalhatosaga. A szabdlyozd elemek kozt megtalalhatjuk tobbek kozott az AP-1, SPI,

GATA és NF-kB transzkripcios faktorok kdtohelyeit (1. abra)

-2201 GCCCAACAGTGCCGCTCTTGGTCACTGATGTCAAAGAAATARAAGTGAGTTTGCACAARG
-2141 ACCTGTACATGAATATTCATAACAGTTTCATGCATAATAGCTAGACATAATTCAAATGCC
-2081 CTTCAGTGGGTAAGGTTAAACARATTGGAACATCTGTACCCTAGTAGAGCTCTCTGTCAT
-2021 TAARAGAAATGTTAAGTAACAATGGCAAAGATCTGGGAGAATCGCAARAGATCCATTTCTT
-1961 AGTAGGTTTGCTACCTCAAGCATGGATAAGCAGGGGCCATAAAAGCTACCCTTTGATGGA
-1901 ATTCACCTCAACAGTTGTTAGTTATGAATCAAGTACCCATTGCCAAGCCAGGAGGAACAT
-1841 CTGCATGACTTAGCACCTTCCCTCCCAGCTTTGATGGCGGTCCAATGGAAGTGACAGARA
-1781 GAGCCAAGCCAAGTCAGAGCATTTGGTGACAGAGAAGATGGGATGCCTCGAAAGCATTGA
-1721 GGATAGTATCACTCCCAGCTGGAGGGAAGGGATGCAGCARAGGAGGAATAGGGGAATGGG
-1661 GAGAGAAATCAGAAGCTTCCCCAGCAGAGAAAACACCGTGGGTGAGCATTAGACTGTAGA
-1601 GGACTGGAGAATCTACATCTTGGGAACATAGGAAAGGTGAGTCTGGGCCCCGGGGAGGAT
-1541 TGACAGCAGGTAGTGTCCAGGCCAAGGGCTTTCCGAAATACTGAGAGGAACTGGGTTGTG
-1481 TTCAAGAATAGGGGCCACCAAACAGGGACATGCCATGGGCTACTCTAGGTGCCTGGTTTC
-1421 TTTATTCTTTCTCCTCACCTCTCTTTTTTTTTTATTATTTAGTCCTTCCTTCCTTCCTTC
-1361 CTTCCTTCCTTCCTTCCTTCTTTTCTTCCTTCATTCTGCATGTATATIGTGCCACAGTGTA
-1301 CATGTAGAAGCCAGAGGACAATGTGTCAGGTCTCTCTCTCTCTATGTGGATTTCCAGTAT
-1241 TAAAGCCAAACCATCAGGCTTGGCAAGAAGCACTTGCGCCTGCTGAGCCAGCTCACAGGC
-1181 CATGGATTCCTAATTGCTGTAGACCACCTTTATACAGGGTCCTCTATGCTTCTCTGGTGT
-1121 CACCCCTCCLCACCTCCAAGACTGAATTCAAGCCCCACCTCCTCTTCCAGAAGGGGATTC

5P1
-1061 AGTCCTCCAAATGGAGGCAGAGAGATCTCAGTGAGTTITGACGTCAACTTGGTCTACCTAT
CREB
-1001 TGAGTTTCAGGACAGCCAARACAACATAGTAAGACCTTGTATTTARAAAARAAAARRAGA
NF-1 TBEP

-941 AGAAGAAGAAGAAGAGGAAGGAGAAGTGGGGGAGGAACGAAGGGAAATGAAAGAGAARATA
-881 GAAAAAGAAAGAATGAGAARAAGAAAAGCAGTTGTCTCAGGATGAAATAAGTCGATAATA
-821 AGTCAATTGATATTTGCCTCCCAGCATTGGGTTAAAAAGCAAGTGTTTAGTGAATGCTAG
-761 CACATATCAGCTGCCATGCCCTCTCCCATCCACAGCCAACATAGGCAAGGTAAACCACTG
=701 GCATTAAGTTAACTTTGGGACAAAGGAGTACAGAAGCCTATGTCATTATCTCTCTGACAG
-641 TCACTTCTAACTACAATCACAACCAGATACTCTCTGCTGGAACATARATAACCTTATGTT
-581 TCACAGGCTATGCCCATGTCTAATTGTAACTTAAAATGGACATCTTCCTGGCTCTGCTCT
=521 CTTCCATCCAGAATGACGTAGGGCGGGTACCTTTCTGACTGTCAGTACTTCCATCTATAG
GATA-1 SP1 NF-1/L
-461 AATGACAGGGAGATAAGACGGTTTGTGGCGCTTGGCARGGGGCTGATGTGAACGTGATTT
-401 CCATTTCCTGTTGCAAGCCACACACCTCCTAGTCCCTCACTTTCACTTCCAGAAGGAACA
-341 CACTTCCCAGACCAGCTCGGCTGGCTGCAGTCCAGGGCAGEAGCAGGTACATTTTAATTT
SP1 SP1 NFB
-281 GCCCCACCCATTGACTTAATGTATTCTTGATCTCCTCCTCCAGGGACTTTCCTGACTTCC
=221 TTCTGTAAATGAAGGAAAGAGCACATGAGCATACTGTACATAAATATGCTTGGGARAAGCT
-161 TTCTCCTTCTCCTICTTCTTCTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTCTTARACCAAACTTGGTTT
5Pl GR SP1 Spl
-101 CTGTTGTAGGCGGLGCATTCCCTAGCCGGGCAGGEGCAGGCTGCAGAGGGCTGTCAGAGGG
-41 AGGGGAGAGTARAAAAGGGAGGAGAGGACAGTCATITAACTCACTCAGTGTGACAGCTGCT
TBP AP-1 transcription start
CTCTTATTTAATGGGGGGCTCTCTGGTCAGAAGGGATCAGAAGTCTCTCCAAGACAGCAG
AAGGATG

1. dbra: Az egér TL1A gén promoterének transzkripcios szabalyozo elemei [44].

A TLI1A génexpressziojat a TNFa és az IL-1f3 indukaljak, mig IFNy nem vagy csak

kis mértékben! A pikkelysomdr tanulmanyozasanak szempontjabol fontos azt is megjegyezni,
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hogy az egyik elfogadott modell [45, 46] az IRF2" egér, ahol a faktor génjének teljes hianya
az allatban spontan pikkelysomoros tlinetek kifejlodéséhez vezet. Pikkelysomor betegség
esetében kapcsoltsag mutathato ki egy, az IRF2 gént is tartalmaz6 kromoszomalis lokusszal
[47], tovabba eltérés tapasztalhatdé az IRF1/IRF2 traszkripcids faktorok szintjében az
egészségesekhez képest [38], amely az epidermisz als6, bazalis rétegének megfelelden
figyelhetd meg. A fenti adatok alapjan a korkép kialakulasanak kutatdsa soran olyan gének
szerepének tisztdzasa, amelyekben megtalalhatoak az IRF transzkripcios faktorok kotohelyei
(és ezek funkcionalis mivolta bizonyithato) elvezethet a betegség alaposabb, részletesebb
megértéséhez. Ilyen gének pl. az iNOS, ami makrofagokban aktivalodik bakteridlis
fertdzéskor [48], a VCAM-1[49] és az IL-12p40 is [50], amelynek fontos szerepe van a Thl
tipustt immunvalasz kialakulasaban.

Az is ismert tény, hogy a STAT3 pikkelysomorben fokozottan aktivalt, tovabba hogy a
STAT3 egy aminosav cserével létrehozott konstitutiven aktivalt formajanak (STAT3C)
szovetspecifikus tulexpresszaltatasaval kisérletesen pikkelysomords allatmodellt Iehet
létrehozni [51]. A STAT3 kozvetlen kapcsolatban all az IRF-1 transzkripcios faktorral [52]
azaltal, hogy annak génexpresszidjat szabalyozza. A STAT faktorok tobbféle citokin, pl.
IFNy, IL4, stb. receptor/ligand kotddése soran aktivalodnak adapter molekuldk (Janus
Kinases=JAKs) kozvetitésével. Ezt kovetden tobbszintli génexpresszios valtozast idéznek eld
az adott sejtben. Mivel az IRF1 ¢és az IRF2, az IFNy é&ltal aktivalt gének elsé szintjén
helyezkednek el, és a STAT3 végzi ezen gének expresszidjanak aktivalasat, ezért
egyértelmiinek latszik az Osszefliggés a pikkelysomor és a két faktor, valamint az altaluk
aktivalt gének szerepe kozott. Természetesen nehéz kimutatni egyik vagy maésik ilyen génrol
annak kizarolagos é€s kitlintetett szerepét az adott betegség, — jelen esetben a pikkelysomor
kialakulasat illetden —, de mindenképpen fontos lehet ezen gének kifejezédésének az ismerete

¢s jelenlétiik bizonyitasa.
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Célkitiizések

Eredeti célkitiizésiink az volt, hogy (1) bizonyitsuk a Tumor Nekrozis Faktor (TNF)
génjének vagy a (2) TNF-fel rokon gének létezését a csirke (Gallus gallus) genomban.
Feladatként thztik ki a gének klonozasat, jellemzését, a géntermékek kifejeztetését és
biolodgiai aktivitasuk igazolasat. Munkahipotézisiink az volt, hogy mivel mar halakban is
igazoltak a TNFa gén 1étezését, ezért kézenfekvd volt annak fellelhetdsége a madarakban is.
A kés6bbiekben ez a feladat médosult és konkrétabba valt az eredmények tiikrében. fgy
célunk lett a (3) csirke végtag novekedési porckorongjaban expresszaloddo TL1A gén
vizsgalata, valamint a human TL1A lehetséges szerepének tanulméanyozésa pikkelysomoros

betegmintakon és reumatoid artritisz modellben.

Mivel pikkelysomorben ismert, hogy kapcsolat van a koérkép és bizonyos
transzkripcids szabalyozo faktorok aranya, illetve aktivaltsaga kozott, ezért megprobaltunk
adatokat nyerni pikkelysomords betegmintadkbol a TL1A expresszidja és a betegség
Osszefiiggését illetéen. Tovabba megkiséreltiik a kapott adatokat magyarazni a transzkripcios

faktorok kifejezodésének mértékével, real-time PCR-kisérletek segitségével.
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Anyagok és modszerek

In silico lépések

Egy thlastx keresést (BLOSUM4S paraméterrel) hajtottunk végre egy, az interneten

keresztiil elérhetd csirke porcsejt EST konyvtar adatbazison (http://www.chickest.udel.edu/),

az emberi (P01375) és a szivarvanyos pisztrang (Onchorhynchus mykiss) TNFa
fehérjeszekvencia (CAC16408) keresd motivumként torténd felhasznalasaval, és igy
azonositottuk a csirke TL1A-t.

A human TL1A gén promoterének analizise: Kiilonb6z6 emlds fajok TL1A génjének
transzlacids iniciator kodonjatol szamitott 3000 bp-os upstream promoter szekvenciajat a
DoOP adatbazisbol toltottiik le [53]. Ezeket a szekvencidkat és a csitke TL1A hasonlo
faktor-kotéhelyek kereséséhez a MATCH programot [55] hasznaltuk a TRANSFAC®

PROFESSIONAL 9.2 adatbazison [56].

Sejtek kinyerése

14,5 napos csirke embriok végtagkezdeményeibdl kimetszettik a novekedési
porckorongokat. Ezeket 18 oran keresztiil tripszineztiik (0,05% Tripsin + 0,02% EDTA)
(Sigma-Aldrich Kft.) PBS-oldatban, majd a kinyert porcsejteket (kondrocitdkat) Petri-
csészékbe osztottuk szét és tovabbi 48 ordig tenyésztettik DMEM + 5% borjisavo (Sigma-

Aldrich Kft.) tapoldatban.

Sejtvonalak

A human eredetii SW1353 jelt kondroszarkoma sejtvonalat altalanosan hasznaljak a
reumatoid artritisz kutatasaban [57], amelyet az MTA SZBK Biokémiai Intézetében Dr. Kiss
Ibolya bocsajtott rendelkezésre. A biologiai aktivitas teszteléséhez a csirke eredetii

immortalizalt REV-T jelii vonalat hasznaltuk, amelyhez Bernd Kaspers (Institute for Animal
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Physiology, University of Munich, Miinchen, Németorszag) révén jutottunk hozza [58]. Ez a
sejtvonal a T-sejtekre jellemz6 IFNy termelését megtartotta €s kiilonboz6 indukciok (pl. LPS)

hatasara ezt fokozza.

Szovetmintak

A helyi etikai bizottsag beleegyezése ¢s Utmutatasai alapjan pikkelysomords betegek
tiinetes €s tiinetmentes borébol vettiink 6 mm-es punch biopszidkat. Az egészséges kontroll
bérmintdkat plasztikai sebészeti beavatkozason atesett egyénektdl nyertiink. A szubkutan
szovet eltavolitasat kovetden a biopszidkat 4°C-on Dispase oldatban (Grade II, Roche
Molecular Biochemicals) inkubaltuk egy ¢jszakan keresztiill, majd a dermiszt és az
epidermiszt szétvalasztottuk. A szdvetmintdkat Trizol reagensben (Invitrogen, Carlsbad,
USA) taroltuk -70°C-on, majd a gyartd utasitisainak megfelelden total RNS-t izolaltunk
beldliikk. Kontroll (egészséges egyénbdl szarmazo) mintabol 4 db; pikkelysdmoros
tiinetmentes mintabol 3 db; pikkelysomoros tiinetes mintabol 5 db keriilt felhasznalasra a

kisérletekhez.

Bioldgiai tesztek

A citokinekkel torténé indukcios kisérletekhez a laboratériumunkban eldallitott
rekombinans humén TNFa-t (100 U/ml), IFNy-t (10 pg/ml) és IL-1B-t (400 U/ml) hasznaltunk
tapoldatban higitva. A citokinek aktivitasat gyari standard készitményekkel szemben
validaltuk. A human TL1A expresszidjanak vizsgalatdit SW1353 sejten 24 o6ras citokin
indukciot kovetden végeztiik el. Ehhez méréspontonként 2x10° sejtet lemezeltiink ki 35 mm-
es Petri csészékbe MIXMEM tapoldatban, 10% borjusavo mellett. Ezt kovetden a tapoldatot
eltavolitottuk, a sejteket 2x mostuk PBS oldattal, majd rovid cenrifugalast kovetden

felhasznalasig -80°C-on taroltuk.
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cDNS készités

A sejtszuszpenziokbol 0ssz-RNS  preparatumot  készitettiink guanidium-tiocianat
extrakcioval [59]. A kinyert RNS mennyiségét UV spektrofotométerrel hataroztuk meg,
mindségét denaturalod gélelektroforézissel ellendriztiik. A cDNS-t egy modositott S.M.A.R.T.
(Clontech, USA) modszerrel készitettiik el[60]: 5 pul reakcidelegyben 1 pg RNS, 10 uM CDS
III 3’-primer [5’-dATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T);VN-3"], 10 uM SMART III
oligonukleotid [(5’-dAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTATGGCCr(GGG)-3’] inkubalva
70 °C-on 2 percig, majd jégen all Spercig. Rovid centrifugalas utan az elegyet kiegészitjiik 2
pl 5x Reverse Transcriptase pufferrel (Fermentas, Litvania), 1 pl dNTP-vel (10 pmol), 1 pl
(200 U) ,,RevertAid RNase H Minus” reverz transzkriptdzzal (Fermentas) és 1 pl (20U)
RNasin-nal (Fermentas). Inkubélds 37 °C-on 1 ora 15 percig. Az igy elkésziilt cDNS-t

hasznaltuk fel real-time és normal PCR-es kisérletekhez.

PCR primerek és PCR koriilmények

Az in silico keresést kovetéen a hasonlosagot mutatdé EST szekvenciakbol
kivalasztottunk egy kb. 470 bp-os konszenzus szakaszt. Sense primernek a 5’—
GCCGTGCTGCTCTGCCTGCT-3’ szekvenciat, mig antisense-nek a 5—
CACTGAGGGTCTTGGTGCTGGTCAG-3" oligonukleotidot valasztottuk ki, a Vector NTI 6.0
program (Invitrogen) segitségével. Ezeket az MTA SZBK Oligonukleotid Szintézis
Laboratériumaban szintetizaltdk meg és a PCR reakciokhoz a kovetkezé reakcidelegyet
Osszeallitva hasznaltuk: 25 pl-es reakcioelegyben 30-50 ng cDNA, 25-25 pmol PCR primer,
200 uM dNTP, 1.5 mM MgCl,, 5 unit Taq Polymerase (Fermentas, Litvania). A PCR
reakciokat MJ Research gyartmanya PTC-100-96V tipusu késziilékkel végeztiik a kovetkezd
beallitasokat hasznalva: 94 °C 3 perc kezdeti denaturalas, majd 35 ciklusban [93 °C 30 mp
denaturalés, 65 °C 30 mp oligohibridizacid, 72 °C 30 mp elongacio], végiil 72 °C, 5 perc

befejezd elongacio. A bakterialis expresszios plazmidba torténd klonozashoz sense
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primerként egy BamHI restrikcios enzim felismerdhellyel meghosszabbitott oligonukleotidot
(5’-CGGGATCCGCCGTGCTGCTCTGCCTGCT-3"), mig antisense primerként egy Xhol restrikcios
enzim felismerdhellyel meghosszabbitott oligonukleotidot (5-
CCGCTCGAGCCACAAAGCTGCTGCCAGAGACCTACAG-3’) hasznaltunk. A  bakulovirusos
expressziohoz késobb felhasznalt konstrukcidhoz mindkét primert tudtuk hasznalni.

A csirke DcR3 mRNS expresszidjanak igazoldsdhoz a kovetkez6 primereket
szintetizaltattuk meg: chDcR3 sense 5’~ATGCTGTTCTGTCCCGACCCG-3’, chDcR3 antisense

5’>-TTGGTTTCCTGGCACATTGG-3’.

Valés ideji (Real-Time) PCR

A human TLIA expresszidjanak vizsgalatadhoz génspecifikus TaqMan assay-t
vasaroltunk az Applera cégtol (Hs00270802). A mi esetiinkben 5’-végi jeloléshez 6-FAM
(494/518 nm), 3’-végi jeloléshez TAMRA (565/580 nm) festéket hasznaltak. A vizsgalatokat
Bio-Rad gyartmanyu iCycler késziiléken folytattuk le, a szokasos TagMan koriilmények
kozott, amely 93 °C 3 perc, majd 35-40x [60 °C 1 perc, 93 °C 30 mp].

Az IRF1 (NM_002198) és IRF2 (NM_002199) gének expresszidjanak vizsgalatahoz a
Roche Probe Library termékét hasznaltuk. A gyarté honlapjarol elérhetd szoftver segitségével
PCR primereket terveztiink. Az IRF-1-et kimutat6 proba a 36. szamu konyvtar tagja, mig az
IRF-2 probat az 56. szamu konyvtar tartalmazta. A rendszer altal javasolt oligonukleotidokat
(IRF1_sense: GAGCTGGGCCATTCACAC, IRF1 antisense: 5’-TTGGCCTTCCACGTCTTG-3’;
IRF2 sense: 5’—~AAGTGGATAGTACGGTGAACATCA-3’, IRF2 antisense: 5—
GCGGATTGGTGACAATCTCT-3’) megszintetizaltattuk, majd azok megbizhatdsagat eldzetesen
kontroll PCR reakciokban ellenériztiik human keratinocita c¢DNS preparatumbol

felhasznalasaval. Bels6 kontrollként a béta-aktint és a 18S RNS génjét hasznaltuk.
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Klénozas, szekvenalas

A PCR amplikonokat agar6z gélelektroforézissel analizaltuk, a fragmenteket agar6z
g¢lbal tisztitottuk és Promega gyartmanyu TA-klonozo kit segitségével épitettiik be pGEM-T
Easy vektorba, a gyart6 utasitasai szerint. A ligatumot a tovabbiakban kompetens XL-1Blue
E.coli baktérium sejtekbe transzformaltuk Hanahan modszerével [61]. A szélesztés 100
pg/mL ampicillin tartalma Luria-Bertani (LB) + 1.5% agar taptalajos lemezekre tortént. Csak
a transzformansok képeztek telepeket, amelyekbdl ezt kovetéen 2 mL LB folyadékkulturat
inditottunk, ugyancsak 100pg/mL ampicillin koncentracié mellett. Az ¢&jszakan 4t 37 °C-on
razatott kultirakbol plazmid miniprepeket tisztitottunk. A kapott plazmid DNS-t
megszekvenaltattuk. A szekvencia-adatokat Osszehasonlitottuk azzal az EST adatbazissal,

amelybdl kiindultunk.

A csirke TL1A fehérje termeltetése bakterialis és bakulovirusos

rendszerben

A klonozashoz a PCR amplifikécioval kinyert, gélbdl kitisztitott, majd megemésztett
fragmentet a pET28a jelii (Novagen) bakterialis expresszios vektor BamHI-Xhol helyére
épitettiik be. A ligdtummal az E. coli DH5a bakterialis torzs sejtjeit transzformaltuk, majd a
miniprepekbdl kinyert plazmid DNS bazissorrendjét a kloénozéhely mindkét oldalarol
kiindulva (T7 ¢és T7Term primerek) meghataroztuk (MTA SZBK DNS Szekvendlo
Laboratorium).

A csirke TL1A fehérje bakterialis rendszerben torténd termeltetéséhez az ellenérzott
plazmiddal a kompetens BL21/RIL (Stratagene) E.coli torzset transzformaltuk és 25 pg/ml
Kanamycin tartalmi LB lemezre szélesztettik. Vektorunk IPTG indukélhaté T7/Lac
promotert tartalmaz, a gyartd ajanldsa szerint 1 mM IPTG-vel (Fermentas, Vilnius,

Litvania)12 6ran at indukaltuk az el6z6leg ODggo: 0,4 -ig ndvesztett 100 ml térfogata kultarat.
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A bakulovirus alapu fehérjetermeléshez a pFastBacHTB (Invitrogen, Carlsbad, USA)

vektort hasznaltuk (2. abra).

Th7L
SV40 pA
Xhol (4201)
NCS\ f1 origin
BamH1 (4129)

TEV recognition site =
6xHis \
inifiation ATG S 391

PH promoter ﬁ}

Polyhedrin forward primer

pFastBacHT B

4857 bp
Pc promoter ¥

pUC origin

7R

2. abra: A baculovirus alap(i expresszids rendszer “entry” vektora. A PCR fragment
iranyitott beépitése a BamHI és Xhol restrikcids helyek kozé tortént. A termeld sejtvonal
létrehozéasa a Tn7R és Tn7L jell transzpozon karok segitségével tortént.

Ennek lényege, hogy a termeltetni kivant gént a plazmidon 1€v0 transposon
segitségével rekombinacio révén a DHIOBac jeli E. coli gazdaba juttatjuk, amely
kromoszémalisan tartalmaz egy provirust. A rekombindnsok a fert6zoképes rekombinans
»bakmid”-ot termelik extrakromoszémalisan. A bakmidot E.ZN.A. ENDO-Free
plazmidtisztitd kittel (Omega Bio-tek, USA) nyertiik ki, meghataroztuk koncentraciojat és
tisztasagat és ezutan keriilt sor az Sf9 rovarsejt transzfekcidjara a gyarto altal javasolt modon.
A pFastBacHTB plazmidba a bakteridlis plazmidhoz hasznalt primerek segitségével iranyitott
PCR alapu klonozassal illesztettiik be a csirke TL1A 670 bp-os darabjat, a leolvasasi keretnek

megfeleléen. Az Sf9 rovarsejtet a gyartd utmutatasainak megfeleléen 1:10 aranyu
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1éptékndvelésti 1épéseken keresztiil fertdztiik a rekombinans virus-feliiliszoval. A rovarsejtek
tenyésztés¢hez TNMFH téapoldatot (Sigma-Aldrich Kft.) hasznaltunk, ugyancsak a gyarto
utmutatasainak megfelelden. A sejteket kb. 5x107 sejt/ml koncentracioban gyiijtottiikk 6ssze

centrifugalassal, 50 ml-es centrifuga csdvekben és felhasznalasig -70 °C-on taroltuk

Affinitas kromatografia

A bakterialis expressziot kovetden a sejteket centrifugalassal gytjtottiikk 6ssze, majd
jégen PBS oldatban szuszpendaltuk. Ezutan a sejteket ultrahangos feltarassal szolubilizaltuk,
Branson Sonifier (Danbury, CT, USA) B-30 késziilékkel (beallitas: 50% Duty Cycle,
Output:2, Timer: 3 perc). A feltarast egy 50 mL-es Falcon (BD, USA) miianyag cs6ben, 25
mL térfogati PBS oldatban, jégen végeztiikk. A bakulovirusos rendszerbdl szarmazo sejteket
ugyancsak 25 ml PBS-ben szuszpendaltuk fel, jégen és ezt kovetden a fentiekhez hasonldan
ultrahangos feltarast végeztiink (beallitds: 50% Duty Cycle, Output:2, Timer: 1 perc). Ezt
kovetden a bakteridlis sejtfal-tormeléket centrifugalds révén tavolitottuk el az oldatbol
(10.000 rpm, 20 perc, 4 °C), JA-20 (Beckmann, USA) rotorban. A vizszerlien atlatszo,
feltisztult oldatot elkiilonitettiik a tormeléktodl és perisztaltikus pumpa segitségével egy 0,8 cm
atmérdji és 1 ml térfogatl, elézetesen PBS-sel ekvilibralt Talon (Clontech, USA) oszlopra
vittiik fel, 2 ml/perc sebességgel, éjszakan at, hidegszobaban. Ezt kdvetéen 5 ml PBS oldattal
mostuk az oszlopot, 1-1 ml-es frakciokat szedve, majd linearis gradienst alkalmazva elualtuk
a megkdtodott fehérjéket 0,5 ml-es frakciokat szedve. A moso és eludlt frakciokbol 15-15 pl-t
vittlink fel 15%-o0s poliakrilamid gélre. A gélt Coomassie festékoldattal [2,5 g Coomassie
Brillant Blue R-250 (Serva, Németorszag) 450 ml metanol, 100 ml 96%-o0s ecetsav, 400 ml
viz] festettiik, majd differencialé oldatban (450 ml metanol, 100 ml 96%-os ecetsav, 400 ml

viz) differencidltattuk.
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Western blot

A Western blotting kisérletet a standard eljardsoknak megfelelden végeztik el,
nitrocelluléz membranon. A rovarsejtek ,,crude extrakt”-jabol és az affinitds kromatografia
pufferrel (Roche Applied Science, USA) és egy 15%-o0s SDS-poliakrilamid (Serva, Germany)
gélre vittiik, majd minitankban futtattuk 150 V fesziiltség és 35 mA aramerdsség mellett, SDS
futtatd pufferben (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0.1% SDS). A gélfuttatast kovetden a
fehérjéket nitrocellul6z membranra blottoltuk egy milanyag tartalyban, konstans 31 mA
aramerdsség mellett, 4 °C-on 16 o6ran at a kovetkez6 pufferben: 25 mM Tris, 192 mM glicin,
pH: 8.3, 15% metanol. A membrant desztillalt vizzel mostuk 5 percig sikrazon, majd Tris-
pufferelt fizioldgias soban oldott (TBS: 125 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8.0, 0,1% Tween 20)
5%-os tejporral telitettiik 1 oran at, 4 °C-on. Elsddleges (kecske anti-VEGI ellenanyag: P18,
Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) és masodlagos (tormaperoxidaz-konjugalt nyul anti-
kecske IgG, Fc fragment specifikus, Jackson Immunoresearch Laboratories, USA)
ellenanyagokat alkalmaztunk a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A peroxidaz aktivitas
detektalasat a SuperSignalWestPico Chemiluminescent kit segitségével végeztiik el (Pierce,

USA), ugyancsak a felhasznalasi atmutato szerint.

Immunhisztokémia

A TL1A protein kimutatasa a rutin immunohisztokémiai detektalasi modszerrel tortént
formalinnal fixalt, paraffinba agyazott csirke-combcsont mintan, amelyet egy 14,5 napos
csitke embriobol nyertiink. A kimutatashoz kecske anti-TL1A (human/egér/patkany) (goat
anti-VEGI antibody P18, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) és nyul anti-kecske
immunoglobulint (Ig) (DakoCytomation) hasznaltunk, amelyet polimer-tormaperoxidazzal

jelolt anti-nytl Ig ellenanyaggal (EnVision', DakoCytomation) hivtunk el§.
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Eredmények

A human TNFa gén legkodzelebbi rokonanak azonositasa a csirke

genomban

Az eredeti célkitlizésiink az volt, hogy a csirke Tumor Nekrozis Faktor (TNF) génjét
megklonozzuk, amelynek létezésére csak funkcionalis adatokon alapulé indirekt bizonyitékok
alltak rendelkezésre.

Az egyik megkozelitésben degeneralt PCR primerekkel — amelyeket huméan és mas
fajok TNFa szekvencidinak legkonzervaltabb szakaszai alapjan terveztiink meg — PCR
reakciokat végeztiink csirke genomi DNS-en, illetve csirke T-sejt-specifikus cDNS bankon. A
kapott amplifikditumokat plazmid vektorba épitettilk, majd meghataroztuk a nukleotid
sorrendjiiket. A szekvencia adatok alapjan azonban ezek egyike sem volt azonosithatd a
TNFa-val, (eredmények és adatok nincsenek bemutatva). A masik megkozelitésben az emberi
¢és a szivarvanyos pisztrang (Onchorhynchus mykiss) TNFa fehérjeszekvenciajat hasznaltuk
mintaként a GenBank® adatbazisban torténé in silico kereséshez. A csirke novekedési
porckorong EST szekvencidk kozott igy taldltuk meg egy TNF-rokon fehérje cDNS

szekvenciat, amely az eredeti bejegyzés szerint ChEST230f6 néven szerepelt (3. és 4. abra).

>603232619F1 clonelD="ChEST230f6" chicken Chondrocytes isolated from growth
plates
CGGGGGCGGCGCGCCCTGCAGTTCTCCCTTCCCTGAGCTAGGTTTCTATTGTAGGCGGTGCATTCCTCGGGAGGG
AGGGTGTGTGTGTGTCGGTGCCTTCCCACACTTCGGGCAGCTCTTATTTAATGGGGGTCTCCATGCAGGGCAGAA
GGCAGAGGAGGTTTAGCCGTTGCCAGGCTCAGCGGCAGCTCGTACGCCAATTGCCGGCATGGATCACGGGGCTGA
AATAACCCTGGAAGAGGCTTCGGCGACCGGCCAAGCCTCCAGGATGCACATCAAGGAGGACCTGCGGAGGATGCG
CTGCGCCGTGCTGCTCTGCCTGCTGGCCGTGCTGCTGCTGGCGCTGCCCATCGCATACCTGCTGGCCGGGAACCT
GAGAGCACCCACCTCCTGCCCCCAGGTCGTGGATGAGAGGAGCTCTCACTTTCTGAAGCAGCGAGCAGTAGCTGC
TGTTACAGACACGCTTCCCAGCGCCGAGAAGCCAAGAGCACACCTGACAGTGAAGAAACAAGAACCCTCCAGCAC
CACGGGAAGCCATCTGCCCATCCTGCAGTGGGAAGACAAGCGAGGCTTGGCCTTTACCAAGAACAACCTGAGTTA
TTCCAGCAACGCACTGGTGATACCTGTGTCTGGGGATTACTATGTCTATGCTCAGGTCACTTTCCGAGGGCCCAG
TGACACTTCAAGTAAAACCAGTTCTGTCACTGCAGTCATCACTAAAGTCACTGACAGCTACCCCGAGCCCACCCA
GCTGCTGACCAGCACCAAGACCCTCAGTGAAGAAAGGAACAACTGGTTCCAGCCCATTTATCTGGGAGCTTGTGG
TTCCTTAGAGATAGGAGACAAGCTAATGGTCAACGTTAGTGACATCAAGGCTGGGGAAAAAA

3. abra: a csirke EST adatbazisbdl kivalasztott szekvencia és az amplifikalashoz hasznalt primerek helye

4 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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B03373140F1
= G053232619F1
B353d6652F 1
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B3951554F 1
603158314F1
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BO37d0TIFFL
kb 0.8kh 1khk
Wacu1t kidney + adrenalMadult small intestine .u:hu:undr‘u:u:ytes

4. &bra: A csirke kiilonb6z6 szerveib6l izolalt atfedd EST szekvencidk. Az altalunk amplifikalasra kivalasztott,
a human TL1A/VEGI szekvencidjaval rokonsdgot mutaté ChEST230f6 EST x-gal jelolve.

Ezt a DNS bazissorrendet visszakeresve a human genom szekvencia adatbazisdn
(BLAST keresés) az deriilt ki, hogy ez azonos a korabban VEGI-ként (Vascular Endothel
Growth Inhibitor) leirt, késdbb TL1A néven ismertté valt fehérje génjével, csirkében.

A csirke genom  bazissorrendjének  megallapitasa és publikalasa

(http://genome.wustl.edu/projects/chicken/ ) vilagitott ra, hogy a csirkében nincs meg a TNFa

génje, ezért hozzalattunk a csirke TL1A génjének jellemzéséhez. Az irodalmi adatok alapjan
ismert volt , hogy a human illetve egér TL1A fehérje aktiv, trimerizalodasra mar képes, illetve
biologiai funkcidval rendelkezd része a 72. aminosavtol a 251. aminosavig terjed [24]. A
fehérjeszekvencidk egymasra illesztésével meghataroztuk a klonozashoz hasznalhatéd
primerek helyzetét. A porcbdl késziilt cDNS-t felhasznalva amplifikaltuk a csirke TL1A
cDNS egy 670 bp-os szakaszat, amely az emlitett fehérjét kodolja. Az altalunk klonozott

szekvenciarészletet kozzétettilk a GenBank adatbazisban (AY954626).

Génszerkezet és kromoszomalis lokalizacio

A csitke kromoszomalis szekvencia-adatbankot 2004-ben tették nyilvanosan
elérhetévé®. A ChEST230f6 szekvencia felhasznalisaval BLAST keresési modszerrel
beazonositottuk a gén kromoszomalis lokalizacigjat. Ennek alapjan a csirke VEGI/TLIA a
17. kromoszoman taldlhato, egy 13 kilobazispar (kbp) hosszi szegmensen. A géncsalad

génduplikalodasra visszavezetheto keletkezését mutatja, hogy példaul a szomszédos CD30L

> http://genome.wustl.edu/projects/chicken/
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gén, amely ugyancsak a TNF géncsalad tagja az emlds fajokhoz hasonldéan ugyanezen a
kromoszoman helyezkedik el. Az eddig ismert TNF csaladtagok kromoszoma-

lokalizaciojanak osszehasonlitasa az 1. tablazatban talalhato.

Kromoszomalis lokalizacié vagy referencia
TNFSF tag Gén Human Egér Csirke GenBank
18 GITRL 1923 1H2.1 -
6 FASL 1923 1H2.1 6 AJ890143
4 OX40L, CD134L 1925 1H2.1 -
10 TRAIL 3q26 3A3 [62] AB114678
1 LTa 6p21.3 17B1 -
2 TNFo 6p21.3 17B1 -
3 LT 6p21.3 17B1 -
CD30L 9q33 4C1 [62] AB105911
15 TL1A/VEGI 9q32 4Cl1 [63] AB194710
Sajat eredmény AY954626
11 OPGL/RANKL/TRANCE 13ql14 14D3 1 XM 425625
13B BLys/BAFF/TALLI1 13g32-34 11B4 1 AF506010
12 TWEAK 17p13 11 -
13 (izoformak)  APRIL/TALL2 17p13.1 11B4 -
14 LIGHT 19p13.3 17D-E1 -
7 CD27 19p13 17C-D -
9 4-1BB-L 19p13.3 17D-E1 -
5 CD40L Xq26 XAS [64] AJ243435
EDA Xq12-q13.1 XC3 4

1. tAblazat: A TNF géncsalad tagjainak kromoszomalis lokalizacidja emberben, egérben és csirkében. Lathato,
hogy a harom fajban az egyes gének kromoszomalis helyzete egymashoz képest megegyezik.

A gén exon/intron szerkezete szinte teljesen megegyezik mas emlds fajok TL1A génjének
felépitésével (5. abra). A csirke TL1A fehérje szekvencidjanak Osszehasonlitasat a 6. abra

mutatja.
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5. dbra: TL1A gének exon-intron szerkezetének Osszehasonlitasa. GgTL1A: Gallus gallus (csirke), HSTL1A:
Homo sapiens (emberi), MmTL1A: Mus musculus (egér) eredetii TL1A. A fekete boxokban az adott exon altal
kodolt peptidszakaszok hossza van feltiintetve. Lathatd, hogy a kiilonboz6 fajokban a TL1A gén szerkezete
nagyon hasonlo.
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Csirke @ —-——-- VDHEAE I TLEEASATGQARMH I KEDLRR---MRCAVLLEELAVLLEALP IAYELAGNERAPTSCPQVVDERSSH

Emberi 1) MAEDLGLSHEETASV/EVLPEHGSCRPKARSSS———-- ARWALTCORVLLPF] ‘GLTTYLVSSASGEACVOFQALKGS
Egér MAEELGLGHEEGVPV[EVLPEGCRHFPEARAGLAARSKACLAL TCOELSFP I [WAGLSTL[EMAGQMYVPGKDCMLRAITEE

Csirke  (72) FLKQRAVAAVTDTLPSAE[GIARMIVKKEERFSSTTGSHLP IEOEDKRELMETINL SfSSNAMVIEVEEN Y Vi AVilE
Emberi  (76) EFAPSHQQVYAPLRADGD[GIIARMIVVRETRTQHFKNQFPANHIEHE L GLUARENRMNY TNK FEL [IESENF 1NSEVils
Egér (81) -SEPSPQQVYSPPRG- - —[ SN I KKWT{gAPHL KNQL SAIHIEHD L EMAREGMKY | NKSEVIZESERNF 14SY | iz

Csirke (152) QgPS--------—- DYRSKIS STV | TKVDS Y PEPYe)L LIKSUKUBS EEsNW QY L GAYYS LIRIGDRLMYNVSD 1[4
Emberi (156) REMTSECSEIRQAGRPNIPDSIIVYIAESY TR iasx ToMIMG TSV CEYGSNEeP I XM - QEER KNS
Egér  (157) RETTSVCGDISRGRRPNIPDSINVIALSYA B aEsARMI TGSV CE 1 SNYReS LM F I E e RN SH

Csirke (223) DMAIKCH[QIEECNSNE-
Emberi (236) YDMAINEO[QIESCINGNE-
Egér ([€XTpW /DY TKEDKTFFGAFLLE

6. &bra: A csirke, az egér és az emberi TL1A fehérjék szekvencidjanak dsszehasonlitasa. Az azonos aminosavak
inverzen, a konzervalt cserék sziirke hatérrel vannak megjelenitve.

A promoter analizis eredménye

A TL1A promoterében az eddig ismert szabalyozo régiokon feliil feltételeziink egy 1j,
masok altal eddig még fel nem fedezett transzkripcids aktivator szekvenciat, amely szinte
teljesen megegyezik a konszenzus IRF-1 kotohellyel. Az analizist 6 kiilonb6zo faj TL1A
szekvencidjanak egymashoz illesztésével kezdtik, majd ezt Osszevetettik olyan
adatbankokkal, amelyek szisztematikusan tartalmazzak az eddig ismert 0sszes szabalyozo

faktor felismerd-szekvenciajat. Az eredményt a 7. abra jeleniti meg.
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VSIRF_Q6

GgTL1AElPrs CC--TCACGCTCCCCCTTCGCTTCTCACTTTCCCTCCCATTGGTTTCACGTTCCCTTCAC
MmTL1AElPrs CAAGCCACACACCTCCT-AGTCCCTCACTTTCACTTCCAGAAGGAACACACTTCCCAGAC
RnTL1AElPrs CAAGCCACACACCTCCC~-AGTCCCTCACTTTCACTTCCAGAAGRAACACACTCCCCAGAC
HsTL1AE1Prs CAAACCACACACCTCTC--ATCCCTCACTTTCACTTCCAGAAG---CACACTCCCCAGAC
PtTL1AEl1Prs CARACCACACACCTCTC--ATCCCTCACTTTCACTTCCAGAAG-~-~-CACACTCCCCAGAC
CfTL1AElPrs CATACCACACACCTCCC-CATCCTTCACTTTCACTTCCAGAAGCATCACACTCACCAGAT

- ISR SR LB .

WAk kw mEw - www W W

GgTL1AE1Prs A i e e e e e e e e | CGTGGARAAGCT---TTCAAGCTCATCCAGCCTGG
MmTL1AElPrs CAGCTCGGCTGECTGCAGTCCAGGGCA-GEAGCAGGTACATTTTAATTTGCCCCACCCAT
RnTL1AElPrs CAGCTCAGCTGGCTGCAGTCCAGGGCAGGGAGCAGGTACATTTTAACTTGCCCCACCCAT
HsTL1AElPrs TGGCACAGCTGETAAGCCTCCAGTGCAGGGAACAGGTATATTTTAAT TTGCCCCACCCAL
PtTL1AElPrs TGGCACAGCTGGTAAGCCTCCAGTGCAGGGARCAGGTATATTTTAATTTGCCCCACCCAL
CETL1AElPrs TGGCTTGGCTGECAGGCTGCCAGGGCA-GGGACAGCTATATTTTAATTCACCCTGCCCAC
* - L *® ok * * - -
V$ .01V
GgTL1AElPrs CGGTGGAGTTTATCCTGG--TTCCACCCACTEGEACTTTCCTAGCTY

MmTL1AE1Prs TGACTTAATGTATTCTTGATCTCCTCCTCCAGGGACTTTCCT

RnTL1AElPrs CGGCTTGATGCATTCTTCATCTCCTCTTCT GACTTTCCTGACTY
HsTL1AElPrs TGACTTGATGAATTCTTTCTCTCCTCCTTCAGGGACTTTCCTAAC
PtTL1AElPrs TGACTTGATGAATTCTTTCTCTCCTCCTTCA T
CETL1AElPrs TGACTTGATGGATTCTTTTTCTCCTCCTCCA
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GgTL1AElPrs CAAGGGGAAAAAAAGGCAGAGGCAGGCGGCAGGCATCCCGGEGA--———== GCTCGGGGA
MmTLIAElPrs =  -—=-—-==-- AAATGAAGGARAGAGCACATG-~~AGCATACTGTACATARATATGCTTGGGAA
RnTL1AElPrs = ======= ARATGARGGAAAGAGCACATG---ATCGTACTGTATATARATATGCTTGGGAA
HsTL1AElPrs -AMACGAAGGAAGGAGCACATG---AGCATACTGTATATAAATATGCTTGGGAA
PtTL1AElPrs —AARACGAAGGAAGGAGCACATG-—-AGCATACTGTATATAAATATGCTTGGGAA
CETL1AEIPrs = — -==—==-, ARACGAAGGAAGGAGCACATG---AGCACACTGTATATAAATATGCTTGGGAA
GgTL1RElPrs G G G R D T D T = e e e i o e e CTGA
MmTL1AElPrs A--GCTTTCTCCTTCTCCTTCTTCTTCTTCTTTTTTTTTTT=~~TTTTTTCTTARARCCAA
RnTL1AElPrs A--GCTTTCTCCTTCTCCTTCTTCTTTTT -—=TTTTTTCTTACACCAA
HsTL1AElPrs A--GCTTTCTTCTTCTCCTTCTTCTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCTCAARCCAR
PtTL1ARElPrs A=-=-GCTTTCTTCTTCTCCTTCTTCTTCTTTTITTTTTTTTTT--TTTTTCCTCARARCCAR
CEfTL1AElPrs A--GCTTTCTTCTTCTTC-====== === ——mmmm—————————— TTTTTTTTTARACCGA
GgTL1AElPrs GCTAGGTTTCTATTGTAGGCGGTGCATTCCTCGGGAGGGAGG——————————~ GTGTGTG
MmTLIAE1Prs ACTTGGTTTCTGTTGTAGGCGGCGCATTCCCTAGCCGGGCAGGGCAGGCTGCAGAGGGC-
RnTL1AElPrs ACTTGGTTTCTGTTGTAGGCGGTGCATTCCCTAGCTGGGCAGGGCGGGTAGCAGAGGGC-
HsTL1AElPrs ACTTGGTTTCTGTTGTAGGCGGTGCATTCTCTAGCAGGGTAGGGC-—--CACAGTGTGCT
PtTL1AEl1Prs ACTTGGTTTCTGT TGTAGGCGGTGCATTCTCTAGCAGGGTAGGGC ~-~~CACAGTGTGCT
CEfTL1RElPrs ACTTGGTTTCTGTTGTAGGCGGTGCAT TCCCTAGCAGGGCGEGEGL~ -~~~ CCAGTGTGT-

ek kR R R R R kR R R ek e R * - - LI
GgTL1AElPrs TGTGTCG --=GTGCCT---TCCCACA
MmTL1AE1Prs ==-TGTCAGAGGGAGGGGAGAGTAAAAAAGGGAGGAGAGGAC--AGTCATTAACTCACTCA
RnTL1AE1Prs ==-CGTCAAGGGGAGGGGAGAGT-ARRAAGGGAGGAGAGGAA-~-GGGCATTAACTCACGCG
HsTLI1AEl1Prs CTTGAAGAGGGGAGGGGAGAGG-ARRAGGGAAGGAGGAGACTGAGTGATTAAGTCACCCA
PtTL1AEl1Prs CTTGAAGAGGGGAGGGGAGAGG-ARAGGGGAAGGAGGAGACTGAGTGATTAAGTCACCCA
CETL1AElPrs TGETGGAGGGGGEAGGEGAGAGG-CCAGGGGGAGGAGTAGGC -~ TGTGATTAATGCACCCA
GgTL1AE1Prs CTTCGGGCAG----~ CTCTTATTTAATGGGGET-CTCCATGCAGGGCAGAAGGCAGAGGA
MmTL1AElPrs GTG-TGACAGCTGCTCTCTTATTTAATGGGGGG-CTCTCTGGTCAGAAGGGATCAGAAG-
RnTL1AElPrs GTG-TGACAGCTGCTCTCTTATTTAATGGGGEG-CTCTCTGGCCAGARAGGCATCAGAAG-
HsTL1AE1Prs CTG-TGAGAGCTGGTCTTCTATTTAATGGGGGCTCTCTCTGCCC-~~AGGAGTCAGAGG-
PtTL1AE1Prs CTG-TGAGAGCTGGTCTTCTATTTARTGGGGECTCTCTCTGCCC-~-AGGAGTCAGAGG-
CEfTL1AElPrs CTGTTGAGAGCCTGTCTTCTATATAATGGAGGGTCTCTCTGCCCAGGGGGAGTCAGACC-
GgTL1AEl1Prs GGTTTAGCCGTTGCCAGGCTCAGCGGCAGCTCGTACGCCAATTGCCGG ETcrﬁng
MmTL1AElPrs G "
RATL1AE1Prs methionine
HSTL1AE1Prs code
PtTL1AElPrs
CETLIAEl1Prs

W ok www . EIL]

7. &bra: Hat gerinces faj TL1A génjének promoter-osszehasonlitasa. Gg: Gallus
gallus — csirke; Mm: Mus musculus — haziegér; Rn: Rattus norvegicus —
vandorpatkany; Hs: Homo sapiens — ember; Pt: Pan troglodytes — csimpanz; Cf:
Canis familiaris — Hazi kutya A dolgozatban targyalt promoterelemek sarga hattérrel
vannak jeldlve.
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szekvencia mutatja, hogy evolucidsan fontos szabalyozo elvrdl lehet sz6, mivel ugyanezen
fajokban ismert az IRF-1 fehérjék létezése is (8. abra). Erdekes tény, hogy az IRF-1 faktort
csirkében is azonositottak, mint az [FNy-ra adott valasz fontos alkotoeleme [65]. A human
IL4 gén promoterében az IRF elemek tobb példanyban talalhatdak meg, létezésiiket

funkcionalis kisérletekkel bizonyitottak[66].

1. IL4 -92/-112 TGGCCCCAAGTGACTGACAA,

2. -180/-200 AAAGGTTTCATTTTCCTATT,

3. -280/-304 CTATGCAAAGCAAAAAGCCAGCAGCAGCCCCAAGCT ,
4. Consensus TCACTTTCACTTTCACTT

5. huTLI1A promoter TCACTTTCACTTCCA

SCAGTTEITUTUCAGGATGAAATAAGTUGATALR
IGGGTTAAAAAGCAAGTGTTTAGTGAATGCT
ATCCACAGCCAACATAGGCAAGGTARACCAC
STACAGAAGCCTATGTCATTATCTCTCTGAC
FACTCTCTGCTGGAACATAAATAACCTTATC
AACTTAAAATGGACATCTTCCTGGCTCTGCT
FTACCTTTCTGACTGTCAGTACTTCCATCTAT
NF-1/L
3CGCTTGGCAAGGGGCTGATGTGAACGTGAT
CCTAGTCCCTCACTTTCACTTCCAGAAGGAR
AGTCCAGGGCAGGAGCAGGTACATTTTAAT
SP1 NFB
I'GATCTCCTCCTCCAGGGACTTTCCTGACTT
AGCATACTGTACATAAATATGCTTGGGAAAC
ITTTTTTTTTTTTTCTTAAACCAAACTTGGT

api ari

8. &bra: A TL1A promoter elemei. A feltételezett IRF-1 kotéhely sziirkével satirozva.
A csirke TL1A expresszidja az osztédo porcsejtekhez lokalizalhaté
Az immunhisztokémiai vizsgéalatok elvégzéséhez a kereskedelemben nem volt kaphato
olyan ellenanyag, amely kifejezetten a csirke TL1A ellen késziilt volna (mivel akkor még nem
is ismerték azt). Ezért a prediktalt protein-szekvencia alapjan mas fajok TL1A fehérjéivel
homolog szakaszokat kerestiink az altalunk azonositott TL1A fehérjében. Ennek alapjan a

Santa Cruz cég P-18 jelzésii poliklonalis ellenanyagat valasztottuk ki tovabbi kisérleteinkhez
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(1d. Anyagok és Modszerek), amely mar elsé probalkozasra jelet adott csirke ndvekedési

porckorongbol késziilt metszeten (9. abra).

9. &4bra: Immunhisztokémiai festés anti-VEGI (Santa Cruz P-18) ellenanyaggal, csirke végtagporc
kezdeményeken

Jogosan meriil fel a kérdés, hogy mi alapjan lehetett megbizni az eredményben, ha
egyrészt a gyartd nem adta meg a hasznalt peptidantigén szekvenciajat, masrészt ha nem is
volt ismert addig a csirke TL1A génje és az altala kodolt fehérje szekvencidja. A kérdés
megvalaszolasdhoz — tehat, hogy azonos-e¢ a porcsejtek altal termelt fehérje a feltételezett
TL1A fehérjével —a TL1A gént meg kellett klonozni a porcsejtbdl szarmazoé cDNS mintabol,
majd expresszaltatni bakterialis rendszerben. Ehhez tobb 1épésen keresztiil jutottunk el, de a
végén sikeriilt megklonozni egy 670 bp-os géndarabot, amely az irodalmi adatok alapjan
feltételezhetéen kodolja a fehérje biologiailag aktiv részét és vélhetden egybeesik azzal a

koztes darabbal, ami az ellenanyaggal is reagal.

A csirke DcR3 cDNS jelenlétének igazolasa a végtagporc-kezdeményben

A porcsejtekbdl késziilt RNS (illetve cDNS) tartalmazhatja a TL1A keringd
receptoranak, a DcR3-nak az mRNS-ét, ami a TL1A szerepének tisztazdsdhoz adhat
segitséget. Ennek lehetéségét eldszor in silico ellendriztiik ugy, hogy BLAST 6sszehasonlitast
végeztiink el ugyancsak azon a nyilvanos csirke génbankon, amelyben a TL1A gént

megtalaltuk. Ebben az esetben viszont az ismert csirke DcR3 szekvenciat hasznaltuk kereso
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motivumként (AY251406). A keresés eredményeként egy EST® szekvenciat kaptunk
(603222417F1), és ezért ugyanabbdl az RNS preparatumbdl kiindulva RT-PCR reakciot
végeztiink el, amelyhez a primereket ezen EST szekvencia alapjan terveztilk meg. A varhato
amplikon mérete 339 bp. Az igéretes amplifikaciot kovetben a PCR fragmentet plazmid

vektroba épitettiik €s meghataroztuk nukleotid sorrendjét (10. és 11. abra).

Z2%agarose 20070509 chDcR3 mini

400-
300- e

100-

10. &bra: csirke DcR3 cDNS-darabjanak PCR-klonozasabdl szarmazd
miniprepek visszaellendrzése. Az 1. sz. miniprep keriilt megszekvenalasra.

1 50

603222417F1 (1) TCTGTTCTGTCCGACCCGACCGTGCGGCGGCTGCCAAGCGGGCGTTCGCT

chDcR3 candidate clone 1) -
51 100

603222417F1 (51) CCTCTCCTCCTGCTGCTGGCAGAGCTGGGCTGCAGCTCCCCACCCACGTA

chDcR3 candidate clone Q) -
101 150

603222417F1  (101) CCAGTGGAGAGACGCTGGGACCAAGGAGAGGGTCACCTGCCAGCAGTGCC

chDcR3 candidate clone (1) -CNNTGNNNAG-CGCTGGGACCNNGGAGAGGGTCACCTGCCAGCAGTGCC
151 200

603222417F1  (151) CGCCGGGGACGTTCGTGGCACAGCACTGCACCAAGGAAAGGCCGACGGTG

chDcR3 candidate clone (49) CGCCGGGGGCGTTCGTGGCACAGCACTGCACCAAGGAAAGGCCGACGGTG
201 250

603222417F1  (201) TGCGCGCCCTGCCCCGACCTGCACTACACGCACTACTGGAACTACCTGGA

chDcR3 candidate clone (99) TGCGCGCCCTGCCCCGACCTGCACTACACGCACTACTGGAACTACCTGGA
251 300

603222417F1  (251) GAAGTGCCTCTACTGCAACGTCATCTGCGGGGAGCGGCAGGTGGAGGTGC

chDcR3 candidate clone  (149) GAAGTGCCTCTACTGCAACGTCATCTGCGGGGAGCGGCAGGTGGAGGTGC
301 350

603222417F1  (301) AGCAGTGCAACGCCACCCACAACAGAGCGTGTCAGTGCCAGGAGGGCTTC

chDcR3 candidate clone  (199) AGCAGTGCAACGCCACCCACAACAGAGCGTGTCAGCGCCAGGAGGGCTTC
351 400

603222417F1  (351) CATGCAGAGCTGGAGTTCTGTGTGCAGCACTCCGAGTGCCCGCCGGGCTC

chDcR3 candidate clone  (249) CATGCAGAGCTGGAGTTCTGTGTGCAGCACTCCGAGTGCCCGCCGGGCTC

11. &bra: A csirke DcR3 jelenlétének igazolasa kivalasztott 1. sz. miniprep nukleotid sorrendjének

meghatarozasaval kapott szekvencia.

8 EST= Expressed Sequence Tag (kifejez6d6 szekvencia darab, részlet)
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A csirke TL1A bioldgiai aktivitasanak mérése

Mivel hosszu ideig nem sikeriilt eldallitani hosszabb darabot a csirke TL1A cDNS-
¢bol, ezért kezdetben a tenyésztett csirke-kondrocitdk feliiliszojat hasznaltuk biologiai
tesztkisérletekben, hogy el tudjuk donteni, hogy hasonléan a human ortologhoz ez is képes-e
T-sejteket aktivalni. Ehhez csirkébdl szarmazé immortalizalt T-sejteket hasznaltunk (REV-T),
amelyek IFNy termelését vizsgaltuk. A teszthez a csirke porcsejtek feliilliszojanak higitasait
inkubaltuk célsejtekkel. A célsejt egy olyan stabil transzfektans fiirj fibroblaszt sejtvonal,
amelyben a luciferaz riporter gén kifejezodése a guanilat kotdéfehérje (GBP) transzkripcids
faktor kontrollja alatt all. A csirke T-sejtek altal a tdpfolyadékba kivalasztott IFNy a fiirjsejtek
tenyészetéhez adva indukalja a GBP-t. Tehat a fiirjsejtek feltardsa utdn mért luciferdz aktivitas
a T-sejtek IFNy termelésének fiiggvénye. [67, 68]. A mi tesztrendszeriinkben a luciferaz gén
kifejezodését is elinditja a moddositott fiirj fibroblaszt sejtekben. Ugyanaz az elem képes

nemcsak csirke, hanem egér- és human eredetii sejtekben is miikodni [69].

A csirke TL1aA expresszidja

A bakterialis expresszioval eldallitott fehérje tisztitdsakor technikai akadalyokba {itkoztiink.
Mar az ultrahangozast kdvetden a fehérje gélelektroforézis eredménye révén észleltiik, hogy
az izolalni kivant fehérje jelentOs része zarvanytestekben talalhato, illetve a szolubilis része
pedig kicsapodik rovid ideig tarto allas soran is.

BamHI | TL1A fehérje

His6 tag \

Xhol
RN N\ |
I \H y

ChTL1A pFastBacHT B

12. &bra: A chTL1A/pFastBacHTB expresszios plazmid vazlata

Ezért dontottiink ugy, hogy attériink a bakulovirus alapi expresszios rendszer

alkalmazasara (12. abra) és a kés6bbi kisérletekben az igy nyert fehérjét hasznaltuk fel. A
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csirke TL1A a klonozasi kisérlet soran kapott egy affinitas-kromatografias tisztitasra alkalmas
His6-tag-et (toldalékot).
Az igy nyert fehérjeszekvencia kezdete a kovetkezo:

MSYYHHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMGSAVLLCLL. A teljes szekvencia a 13. dbran lathato.

M S Y Y HHHHHMHD Y D
ATGTCGTACTACCATCACCATCACCATCACGATTACGAT
I P T TENLYFQGAMGSA AUV L L C
121 ATCCCAACGACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGCCATGGGATCCGCCGTGCTGCTCTGC
L LAV LLL AL PI1T AY L L AGNTILR
181 CTGCTGGCCGTGCTGCTGCTGGCGCTGCCCATCGCATACCTGCTGGCCGGGAACCTGAGA
AP TSCWPOQVV DEIRSSHEFUL K QR
241 GCACCCACCTCCTGCCCCCAGGTCGTGGATGAGAGGAGCTCTCACTTCCTGAAGCAGCGA
AV AAV T DTULUPSAEIKWPRAMHILT
301 GCAGTAGCTGCTGTTACAGACACGCTTCCCAGCGCCGAGAAGCCAAGAGCACACCTGACA
v K K Q EP S S TTGSHLUP 1T L Q W E
361 GTGAAGAAACAAGAACCCTCCAGCACCACGGGAAGCCATCTGCCCATCCTGCAGTGGGAA
D KRGLAFTIKNNLSY S SNATILYV
421 GACAAGCGAGGCTTGGCCTTTACCAAGAACAACCTGAGTTATTCCAGCAACGCACTGGTG
M PV S GDY Y VY AQV TZFRGUP S D
481 ATGCCTGTGTCTGGGGATTACTATGTCTATGCTCAGGTCACTTTCCGAGGGCCCAGTGAC
T S S K T S SV TAV I T KV TD S Y P
541 ACTTCAAGTAAAACCAGTTCTGTCACTGCAGTCATCACTAAAGTCACTGACAGCTACCCC
E P T QL L TS TIKTUL S EEIRNNWF
601 GAGCCCACCCAGCTGCTGACCAGCACCAAGACCCTCAGTGAAGAAAGGAACAACTGGTTC
Q P 1 YL GAVYV SLEI GDIKL MV N
661 CAGCCCATTTATCTGGGAGCTGTGGTTTCCTTAGAGATAGGAGACAAGCTAATGGTCAAC
v § D1l KL VDY TIKEHIKTFZFG A F
721 GTTAGTGACATCAAGCTGGTGGATTACACTAAGGAGCACAAAACCTTCTTCGGTGCCTTT
L L STOP
781 TTACTGTAGGTCTCTGGCAGCAGCTTTGTGGCTCGAG

13. &bra: A csirke His-teg-gel ellatott fuzids csirke TL1A fehérje és kodolo DNS szekvenciaja

Ha ezt Osszevetjik a GenBank adatbazisban taldlhaté fehérjeszekvenciaval

(XM 415523 transzlacioja), akkor latszik, hogy a kivant fehérje van a keziinkben:

XM_415523 : (1) MDHGAEITLEEASATGQASRMHIKEDLRRMRCAVLLCLLAVLLLALPIAY
chTL1A_670: (1) MSYYHHHHHHDYD IPTTENLYFQGAMGSAVLLCLLAVLLLALPIAY

A His-teg-elt, rekombinans fuzios fehérje 235 aminosav hosszu, szamitott molekulatomege 26

kD-nak becsiilhetd.
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Sepharose
Bead

14. dbra: A TALON kromatografias matrix szerkezete. A:
szefar6z gyongy az orientalt Co®' ionnal; B: a kot6dé
rekombinans fehérje. [Forras: Talon Felhasznaléi utmutatod
(Clontech, USA)]

A kromatografias tisztitds azon az elven alapszik, hogy a csirke TL1A fehérje N-
terminalis végén elhelyezked6 6 darab hisztidin molekula (14. abra) erds kotést képes
l1étesiteni a metal-keldt matrix-szal, amely igy mintegy magaval ,,huzza” a fazids fehérjét,

elésegitve annak nagymértékil tisztulasat (15. abra).

A B
F..-. -
| — 70 —
— 55 —
—— 35
"BE T
= 1 O m =
s =N Nk
5 g2 BS
=% F
w

15. &bra: Bakulovirus rendszerb8l szarmazo chTL1A fehérje
analizise. A: Poliakrilamid gélelektroforézis és B: Western blot
az affinitas kromatografiaval tisztitott frakciokbol.
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A TL1A fokozott mértékii kifejez6dése pikkelysomorben

A feltételezésiink — hogy a TL1A esetleg jelen van proliferald keratinocitdkban —
abbol a megfigyelésbol indult ki, hogy csirkében az osztédo porcsejtek termelik a TL1A
fehérjét. Ugyan a két sejttipus igen tavol all egymastol, de mivel (1) pikkelysomorre is
jellemz6 a fokozott — keratinocita — proliferacié (parakeratdzis) és hogy (2) a keratinocita
tulajdonképpen immunse;jt.

Irodalmi adatok alapjan ismert volt, hogy a TL1A indukcidja bekovetkezik tobbek
kozott TNFa és IL-1p hatasara is [70]. A TNFa-val torténd indukcid esetében ez az indukcio
egy NF-kB transzkripcios faktor/kotohely révén valosul meg. Egy NF-kB/Luc konstrukcioval
stabilan transzfektalt keratinocita (HaCaT) sejtvonalon igazoltuk, hogy TNFa hatasara NF-kB
aktivalodas tortént. Normal, tenyésztett keratinocitakon végzett génindukcios kisérleteink
ugyanakkor azt mutattdk, hogy a TL1A nem indukalhaté annak ellenére, hogy azok a
transzkripcids faktorok, amelyeknek szerepet tulajdonitunk a TL1A gén expresszidjaban jelen
vannak ¢és feltehetdleg indukalhatoak. Ezek a gének az IRF1 és IRF2. Korabban publikalt
irodalmi adatok alapjan ismert volt, hogy a pikkelysomords borben az IRF1/IRF2 faktorok

mennyiségének aranya eltolodik az elébbi javara [38, 71]. Ezzel 6sszhangban all az egyik

egérmodell esetében megfigyelt jelenség, ahol az IRF2-/- egérben az emberi pikkelysémorre
jellemzo tiineteket lehet kivaltani [72].

Az IRF1 (16. abra) és IRF2 (17. abra) gének relativ expresszidjanak vizsgéalatdhoz
egészséges emberbOl szarmazod keratinocita szuszpenziot hasznaltunk, amelyet kiilonbozo

koncentracioju citokinekkel indukaltunk.
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16. abra: Az IRF1 faktor relativ expresszidja citokinekkel indukalt human
keratinocitdkban, Real-Time PCR kisérletben. Az oszlopdiagramon feltiintetett
értékek a megsoszorozddas mértékét jelzik. Belsé kontrollként a 18S RNS ¢cDNS-
e, normal kontrollként a kezeletlen sejt szolgalt. Lathatd, hogy 2 o6ras kezelésnél
mar bekovetkezik az IRF1 expresszidjanak megsokszorozodasa, ami a 6 Oras
mintéban elkezd csokkenni.

2,50
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0
2
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17. dbra: Az IRF2 faktor relativ expresszidja citokinekkel indukalt keratinocitakban,
Real-Time PCR Kkisérletben. Az oszlopdiagramon feltiintetett értékek a
megsoszorozodas mértékét jelzik. Normal kontrollként a kezeletlen sejt szolgalt.
Lathatd, hogy 2 oras kezelésnél mar bekovetkezik az IRF2 expresszidjanak
megsokszorozodasa, ami a 6 6ras mintaban elkezd csokkenni.
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18. &bra: Az IRF1 és IRF2 transzkripcios faktor cDNS-ek relativ expresszidjanak
meghatdrozasa pikkelysdmords bér dermisz és epidermisz rétegében. A két faktor
expresszidjanak mértéke lényeges jellemzdje a pikkelysomords bérnek, mivel ismert
hogy a két faktor egymassal ellentétesen szabalyozza azoknak a géneknek az
expressziojat, amelyekben felismerShelyiik eldfordul.

Ezzel péarhuzamosan vizsgaltuk ugyanezen gének expresszojat pCMV-STAT3C
konstrukcioéval stabilan transzformalt keratinocita sejtekben és az ebbdl nyert adatokat
ugyancsak ezekre az abrakra vetitettiik ra, mivel igy azok Osszehasonlithatéak az indukcios
adatokkal. A TL1A génexpressziojanak vizsgalataban Osszehasonlitottuk a tenyésztett és
indukalt keratinocitakban, valamint pikkelysomoros betegekbdl szarmazo keratinocitakban a

relativ expresszié mértékét. Ennek eredményeit a 19. és 20. dbran mutatom be.
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19. &bra: A TLI1A relativ expresszidjanak oOsszehasonlitsa citokinekkel indukalt és
STAT3C konstitutiven aktivalt transzkripcids faktort stabilan expresszalo keratinocitakban
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20. dbra: A TL1A ¢DNS-ének relativ expresszidja pikkelysomords borben. Az oszlopdiagramm
értékei a ¢cDNS megsokszorozodasanak mértékét mutatjak, a normal egészséges bérmintahoz
képest.
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A TL1A expresszidjat vizsgaltuk még az SW1353 jeli human kondroszarkéma
sejtekben, citokin indukciokat kovetden (21. abra).

Felmeriil, hogy a génexpresszios vizsgalatok mellett érdemes a fehérjét is kimutatni,
amit megprobaltunk, de nem sikeriilt detektalnunk a TL1A-t a rendelkezésre allo
ellenanyagokkal. A sikertelenség magyarazhato vagy az ellenanyagok hasznalhatosaga, vagy

pedig a tenyésztett sejtek altal termelt TL1A fehérje kis mennyiségével.

90,00 -
78,79
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70,00 -

60,00 -

51,98

50,00 -
40,00 -

30,00 -

Relativ TL1A expresszio

20,00 -
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0,00 - :
INFy TNFo IL-1p

21. &bra: A human TL1A cDNS-ének relativ expresszioja kiilonboz6 citokinekkel
tortént indukciot kovetden, human SW1353 sejtben. A TNFa (100 egység/mL) és IL-1B3
indukalhatosag kb. 79x-es és kb. 52x-es mértékli, mig az IFNy (100 pg/mL) altal
kivaltott indukcio joval kisebb (9,51x) mértékii. A kapott értékek az irodalmi adatokkal
nagysagrendileg megegyeznek.
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Eredmények dsszefoglalasa

1.

A TNF géncsalad tagjai klaszterekben helyezkednek el az egyes kromoszoméakon. A
csirke TL1A kromoszomalis lokalizacioja ugyancsak konzervalt és megfelel ennek a
klaszterszabalynak.

A TLI1A kifejezédik a fejlodd, 14,5 napos csirke embrid végtagjainak ndvekedési
porckorongjaiban.

Tobb faj esetében megfigyelhetd, hogy a TL1A gén promoterében megtalalhato a
konszenzus IRF kotohely. Az NF-kB kotohellyel meglévo szomszédsaga okot ad arra,
hogy kisérleteket tervezziink annak kideritésére, hogy vajon TNFa és IFNy egyiittes
indukcioja szinergizal-e a TL1A gén expresszidjanak indukalasaban.

Sikeriilt kimutatni a TL1A fokozott expressziojat a reumatoid artritisz modelljekent
hasznalt emberi sejtvonalban.

Sikeriilt kimutatni a TLI1A fokozott expresszidjat pikkelysomorben szenvedd
betegekbdl szarmazé mintakban, ami alatamasztja azt a feltételezést, hogy ennek
szerepe lehet a korkép kialakuldséban és fenntartasaban.

Sikeriilt azt is igazolni, hogy az altalunk vizsgalt beteganyagban megfigyelhetd az
IRF1 és IRF2 faktorok eltérd aranya a bor kiilonbozé rétegeiben, és ez megfelel a
szakirodalomban talalhaté adatoknak
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Eredmények megvitatasa — diszkusszio

Mivel a csirkében nincs TNFa ortolog [63], ugyanakkor a csirke TL1A az L929 sejten
képes hasonlé mdédon apoptdzist kivaltani, ez arra enged kovetkeztetni, hogy a TNFa altal
kifejtett bioldgiai funkciot csirkében a TL1A latja el, amit munkacsoportunk hasonld tipust
elokisérleti eredményei alapjan magunk is feltételeztiink.

Kisérleteinkben sikeriilt meggy6zden bizonyitani a TL1A gén kifejezodését (1) csirke
eredetii 0sztodd porcsejtekben, (2) emberi eredetli kondroszarkoma sejtekben és (3)
pikkelysomorben szenvedd betegek bdrének keratinocitdiban, mRNS szinten. Az els6 esetben
a kifejez0do fehérje jelenlétét immunhisztokémiai modszerrel is igazolni tudtuk, mig a masik
két esetben ez nem sikeriilt. Ennek okaként a rendelkezésiinkre 4allo és felhasznalt
ellenanyagok eltérd specificitasa tehetd feleldssé.

A csirke porcsejtben kifejez6dé TL1A/VEGI fehérjének egyrészt (1) szerepe lehet a
porcra jellemz0 szoveti szerkezet kialakulasaban, masrészt (2) hozzajarulhat a porcszovetre
jellemzé viszonylagos érszegénységhez, hiszen gatolja az érijraképzddést. A morfologiai
szerepkort alatamasztja, hogy kimutattuk a DcR3 gén kifejez6dését mRNS szinten, ami azért
lehet fontos, mert a porcsejtek differencialodasat csontszovet képzodése koveti az
endokondralis csontosodas folyamatdban és ennek része az oszteoklasztok megjelenése, amit
viszont — irodalmi adatok szerint — a DcR3 molekula eldsegit [16].

Jogosan mertil fel a kérdés az olvasoban, hogy mi lehet a funkcidja a csirke TL.1A-nak
az 0sztddo porcsejtekben? A kérdés nehezen valaszolhaté meg, hiszen két receptora koziil
csirkében csak a DcR3 ortoldég I€tezése bizonyitott, am errdl is kevés kisérleti adat all
rendelkezésre [17]. Mivel az eml6sokben megtalalhatdo DcR3-r6l tudjuk, hogy képes
makrofdg sejteket oszteoklaszt sejtekké differencialtatni, ezért fennall annak a lehetdsége,
hogy a porcsejtekben a TL1A esetleg a DcR3 altal kivaltott reverz szignal mechanizmuson

keresztiil vesz részt a porcbol kiinduld endokondralis csontosodas folyamataban. Ennek
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bizonyitasara megprobaltuk a DcR3 jelenlétét detektdlni a csirke végtag ndvekedési
porckorongjabdl késziilt cDNS-en, amely azonban dnmagaban csak fogddzonak tekinthetd
késébbi kisérletekhez. Terveink szerint a csirke DcR3-hoz hasonldan el6szor az egér ortolog
jelenlétét probaljuk bizonyitani, majd olyan immortalizalt emlds sejtet eldallitani, amely
termeli az egér DcR3 fehérjét. A sejtfeliilluszobdl affinitas-,,teg” segitségével kis
mennyiségben eldallitva egér porcsejteken differencialtatasi kisérleteket lehetne igy

elvégezni.

Lehet6ségek a kronikus gyulladasos korképek kezelésére

Az emberi eredetli kondroszarkoma sejtvonal (SW1353) a kisérletes reumatoid
artritisz-kutatasok kedvence, széles korben hasznaljak. A TL1A kifejezédésének, tovabba
indukalhatosaganak abban rejlik a jelentdsége, hogy mivel ezt a sejtvonalat tekintik a reumas
izlileti porc kisérletes megfelel6jének, az altala termelt citokinek és bioldgiailag aktiv
molekuldk szerepe a gyulladdsos kép kialakulasdban ¢s fenntartasdban ezen keresztiil
vizsgalhat6. Mivel a gyulladt iziileti folyadékban (izzadmanyban) — az immunkomplexek
alkotoinak betudhatéoan — a TL1A-nak emelkedett a szintje, ez a jelenlévo aktivalt T-sejtek
helybenmaradasat és aktivalt allapotat tartja fenn. Az indukalhatosagot ebben a sejtvonalban
sikeriilt bizonyitani, ami részben megfelel az irodalmi adatoknak, illetve atfed azokkal.

A TL1A gén indukélhatosaga citokinekre — hasonldéan az irodalmi adatokhoz — a mi
kisérleteinkben is igazolhatdo volt. Ezt egészitettiik ki az aktivalodasban szerepet betdltd
promoter elemekre vonatkozo kisérletekkel, tovabba a human eredetli keratinocitdkon végzett
kisérletekkel.

A STAT3 transzkripcios faktor aktivalt allapota jellemzdje a keratinocitdk
differencialodasanak [73] és pikkelysomorben ehhez hozzajarul a sejtek folyamatos

osztédasa. A STAT3, mint mesterregulator mas gének aktivalodasaért felelés. Ilyen pl. az

-----
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[51]. A konszenzus IRF felismer6-helyet — sajat in silico adatainkra alapozva — fellelhetjiik a
TL1A gén promoterében is, am ennek kisérleti igazolasa varat magara.

A pikkelydmor esetében fontos tényezo a bér keratin rétegének elvékonyodasa, ami
megkonnyitheti gyogyszerek bejutattatasat. Fehérje-természetii anyagoknak a bdérén, mint
barrier-en keresztiil torténé bevitele jelenleg még nem megoldott, illetve csak az inzulin
esetében torténtek bizonyos probalkozasok korabban. Fehérjék borbe torténd bevitele egy
hidrogéles kendcsben, illetve ezt kombinalva iontoforetikus v. ultrahangos kezeléssel
elképzelhetonek tiinik és alkalmazasa széles korben elterjedhet. A helyi anti-TL1A kezelés
megvalositasa — a beviteli modszer kidolgozasaval — a mellékhatasok kikiiszobolésének egyik
moddja lehet, amely teljesen uttérd jellegi elképzelés. Ezt kombindlva anti-TNFo adéssal
jelentOs sikerrel kecsegtet a pikkelysomor kezelését illetGen.

A receptor fehérjeszekvencidjanak egyetlen aminosav eltérése gyengitheti a ligand
kotddésének erdsségét, amelyre példa az osteoprotegerin (OPG, TNFRSF11B) 4. szamu, Gn.
cisztein-gazdag doménjében (CRD’) felfedezett mutacié. Ezt teszik feleléssé az 6rokléds,
juvenilis Paget kor kialakuldsaért [74]. Szerkezet-homologiai meggondolasbol ered az az
elképzelés, hogy mas, a TNF receptor csaladba tartozo fehérjéknél egy ugyanebbe a doménbe
es0 mutacié okozhat funkciobeli eltérést. A DR3 receptor ilyen D159G aminosavcserét
eredményezé mutacidja (22. abra) halmozottan fordul elé reumatoid artritiszes betegekben
[29, 30], amelynek kisérletes bizonyitds még varat magara, mindossze egy szerkezet-
vizsgalatra alapozott kdzlemény jelent meg [75] err6l. A D159G cserérdl azt gondoljak, hogy
a DR3 glikozilaltsagaban jatszhat szerepet, ami egyrészt azért kérdéses, mert az aminosav-
sorrend ezen a helyen nem felel meg a konszenzus szabalynak (N-X-S, N-X-T vagy N-X-C),
masrészt mivel nincs olyan kozlemény az irodalomban, amelyben a DR3 glikozilaltsagat

vizsgaltak volna.

7 CRD= Cystein Rich Domain
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ssl I I I ss82 I
15 29 30 33 43 52
TNEFRSF1A VCPQGKYTIHPQNNST ———————— C—-- CTK CHKGTYLYND-—CPGPGQDTDCR
DR3 RCDCAGDFHKKIGLF —====——=- C-- CRG CPAGHYLKAP-—CTEPCGNSTCL
33 47 48 51 61 70
55 70 73 76 88 1
TNFRSF1A EC ESGS- FTASENHLRH---- CLS CSK CRKEMGQVEISSCTVDR DTVCG
DR3 VC PQDTF LAWENHHNSE ---- CAR CQA CDEQASQVALENCSAVA DTRCG
73 89 92 95 107 115
98 114 117 120 129 134 137
TNFRSF1A CRKNQYRHYWSEN-—--——— LFQ CFN CSL CLN--GTVHLS CQ-EK CcC-T
DR3 CKPGWFVECQVS-QCVSSSPFY CQP CLD CGALHRHTRLL C-S- CGT!
117 138 141 144 155 159 162
139 150 153
ITNFRSF1A CHAGFFLRENE CvVs C
DR3 CLPGFYEHGDG Ccvs C
165 176 179

22. 4bra: A human TNF-R1 és DR3 aminosav sorrendjének Gsszehasonlitd abraja. Jelolések: SS1, SS2, SS3:
intramolekularis cisztein-hidak; Piros szin jeloli a ligandkétésben fontos szerepet jatszé aminosavakat: N134
(TNF-R1) és D159 (DR3). (Forras: [75])

Elképzelésiink szerint a DR3 receptor ezen polimorfizmusa (SNP®) ravilagit egy
kismolsulyt inhibitor fejlesztésének lehetdségére, mivel feltételezhetd, hogy a receptor ezen
régidja — amennyiben ez nem egy esetleges alternativ glikozilacids hely — kozvetleniil vesz
részt a receptor-ligand kdlcsonhatas kialakitasaban. Ennek alapjan 1étrehozhato egy sejtes
tesztrendszer, amelyben a ligand k&todését a mutans receptorhoz 6sszehasonlitjuk a normal
receptorhoz vald kotodésével, illetve ehhez pl. NF-kB/luciferaz rendszert kapcsolunk. A
vizsgalt anyag inhibitor jellegére a luciferaz aktivitas valtozasa alapjan kovetkeztethetiink.

A TL1A fehérje szintje megemelkedett a reumatoid artritiszes gyulladasos iziileti
folyadékban [76]. Az indukcidért az ellenanyagok Fc részét, mint kivaltd tényezot teszik
feleldssé.

A Sclerosis multiplex allatmodelljében ha a TL1A-ra nézve KO egeret hasznalnak,

akkor a szokasos gyulladas csak kb. 50%-ban valthato ki [31].

¥ Single Nucleotide Polymorphism
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Mindezek az adatok azt sugalljak, hogy a TLIA Ilehet egy majdani
gyogyszerfejlesztési célmolekula, amely hatasanak neutralizalasa csokkentheti vagy
megsziintetheti az T-sejt medialta betegségek tiineteit. A legmodernebb gyakorlat erre az,
hogy humanizalt monoklonalis ellenanyaggal gatoljak az adott molekula hatésait. Erre példa
az anti-TNF hatasu Infliximab vagy a T-sejtek altal expresszalt CD20 nevii molekula ellen
kifejlesztett Rituximab. Sajnos, mivel ezek alkalmazasa altaldban szisztémasan, tehat a teljes

test vonatkozasaban torténik — a mellékhatasok eléfordulésa jelentds.

A TL1A/VEGI szerepe a dendritikus sejtek érésében

Az antigénprezentald funkcioval rendelkezd naiv dendritikus sejt szerepe az, hogy
bemutassa az antigént a naiv, nyugvo T-sejtnek és igy aktivalja azt. Ebben az aktivalasi
folyamatban a TL1A egyik izoform4janak, a VEGI-192-nek fontos szerepet tulajdonitanak.
Azonban az eddigi eredmények sajat kisérleteinkben torténd felhasznalasa dvatossagra int
benniinket. A rendelkezésre allo forrasok alapjan nem tudjuk, hogy vajon kotédik-e és ha
igen, milyen mértékben ez a ligand a DR3 receptorhoz, mivel receptorkotési kisérleteket nem
tettek kozzé. A fehérje-szerkezeti informéaciokat szolgaltato adatbankban’ is talalhatdak
rontgenkrisztallografiai adatok a TL1A-rol (2QE3, 2RE9, 2000), de a molekula azon része,
amely a kiilonbséget jelenti a két izoforma kozott — hianyzik!

A beavatkozas lehetdsége ebben a Iépésben tehat — a TL1A hatasanak specifikus
gatlasa — adott és indokolt lehet. Ez jelentheti egyrészt (a) az antigén-inger bevezetd
(afferens) szaranak gatlasat, mivel a dendritikus sejtek aktivalédasa és antigénprezentald
képessége blokkolodhat, masrészt (b) a szovetekbe kivandorld aktivalt T-sejtek effektor
funkciojanak (efferens) gatlasat. Az afferens ut sikeres gatlasara van mar példa is, az
Efalizumab (Raptiva® — Genentech) nevii, a CD11a molekula ellen létrehozott humanizalt

monoklondlis ellenanyagrol szo6ld kozleményekben [77, 78]. Az effektor funkcid gatlasat

? http://www.rcsb.org/pdb/home/home.doc

A TL1A/VEGI expresszidjanak vizsgalata... 45



valdsitia meg az Infliximab (Remicade® — Centocor) nevii humanizalt monoklonalis
ellenanyag gyogyszer, a T-sejtek altal termelt TNFa blokkolasa révén.

Az irodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a TL1A/DR3
molekulaparos fontos szerepet tolt be az immunrendszer folyamataiban. JelentOségiiket
szamos kozlemény bizonyitja, de a teljes Osszefiiggés-halmaz még nincs felderitve, hiszen
egyre gyakrabban jelennek meg érdekes eredmények az autoimmunitassal kapcsolatos
témakorokben. A talany, hogy miként valtozhat az egyébként normalis immunmiikodés
tulfokozotta, hogyan valik egy sajat — tobbé-kevésbé ismeretlen — antigén sulyos, élethosszig
tartd betegség forrasava, még mindig nyitott! Korunk medicindjanak egyik sokat kutatott
betegségcsoportja a kronikus, T-sejt medialta betegségek sok-sok embert érintenek szerte a
vilagban, ezért méltan érdemelték ki nemcsak a szaksajtd, de a bulvarlapok figyelmét is. Ha
valahol a vilagban leirnak egy olyan gyogymodot, amely csak egy kicsit is képes ezeket a
beteségeket érdemlegesen befolyasolni, oriasi figyelem 6sszpontosul ra!

A 2004-ben az FDA altal engedélyezett szisztémas Infliximab kezelésr6l ma mar
tudjuk, hogy igen hatasos pikkelysomdrben, de a mellékhatasok sajnos nem
elhanyagolhatoak. Ezek kozil a legjelentdsebb a TBC fert6zés és bizonyos limfoproliferativ
korképek fokozott eldfordulasa. A betegség magas el6fordulasi gyakorisaga indokolja az
alternativ gyogymodok, alternativ célpont molekulak keresését, és az ezeken alapul6 11j és
hatékony gyodgyszerek fejlesztését.

A keratinocitdkban torténd STAT3C fehérje kifejeztetése ezért eredményre vezethet az
IRF1 termelddés, illetve a fokozott TL1A kifejez6dés igazolasaban. Itt érdemes
megjegyezniink, hogy a Tapazol® nevii pajzsmirigy-talmiitkodésben hasznalt gyogyszer képes
a pikkelysomort tliinetmentessé tenni [79]. Ez a szer a STAT3 foszforilacidjanak gatlasan

keresztiil fejti ki hatasat.
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Ennek az a jelentOsége, hogy ha a feltételezett (putativ) IRF1 kotéhely a TL1A
promoterében irodalmi adatok alapjan fejti ki hatdsat, akkor magyardzhatova valik az az

,ordogi kor”'°

, amelynek a 1étezését régota sejtik (23. abra) [80, 81]. Az 6rdogi kor alatt egy
ongerjesztd folyamatot értiink, amelyben az egyik sejt altal termelt gyulladasos mediator egy
masik sejtet arra késztet, hogy ugyancsak valamilyen masik mediator termelésével az elsé sejt
gyulladast elosegitd mikodését serkentse. Erre jo példa az aktivalt T-sejtek altal termelt TNF

vagy IFNy. A bor keratinocitai pedig elsdsorban kemokineket, példaul CXCL8 molekulat,

illetve IL-8-at termelnek ezek hatasara.

Psoriatic plague

Pre-psoriatic skin

g Cytokine-activated -
e keratinocyte

23. abra: A pikkelysdmérben szerepet jatszo citokinek és az
altaluk kivaltott ongerjesztd folyamatok [80].

10 Ordogi kor’: a latin Circulus vitiosus, illetva az angol Vicious circle megfeleléje.
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DNS chip-alapu génexpresszios kisérletekbdl tudjuk, hogy TNF hatasara a
keratinocitakban hogyan valtoznak meg az egyes gének mintazatai: melyik mennyisége
novekszik és melyeké csokken vagy stagnal. Ennek a megkdzelitésnek azonban megvan az a
hatranya, hogy csak a chip-en 1évé génekre nézve kapunk adatokat, ha viszont lemarad 1-2
gén, akkor az nyilvanvaldan elkeriilheti a vizsgalo figyelmét. Az eléz6ekben emlitett konkrét
kisérletben ez tortént. A chip-en szdmos TNF-csaladbeli tag referencia szekvenciaja
megtalalhat6, de pl. a TL1A génje nem. Az ellendrzéshez a fenti cikkben emlitett annotalt
tablazatot (Affimetrix, HGU95Av2) letoltottiik. A keresést a TNFSF*, VEGI, TLIA
kulcsszavakkal végeztiik el és ezalapjan elmondhato, hogy ezen a DNS-chip-en nem volt rajta
a TL1A génnek megfeleld proba, ,,csak” majdnem az dsszes tobbi TNF-csaladbeli tag. Egy
korabbi munkaban a pikkelysémorre jellemzo génszint-valtozasokat ugyancsak hasonlo
modszerrel vizsgaltak [82]. Levonhat6 tehat az a kdvetkeztetés, hogy ha valaki olyan géneket
keres, amelyek keratinocitakban expresszalodnak gyulladasos folyamatok soran, akkor az
irodalom attekint6 keresése soran ezt a cikket nagy valosziniiséggel megtalalja, elolvassa és
késobbi kisérleteiben ezekre az adatokra épit. Ennek eredményeként elkeriilheti figyelmét a

TL1A, mint jelentés immunmodulator fehérje jelenléte.
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Tervek a jovore nézve....

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a feladat tehat adott: az egyre ndvekvd
ismeretanyag birtokaban a modern orvosi biotechnologia tarhazat felhasznalva 10j, kedvezébb
tulajdonsagu gyogyszereket kifejleszteni és azt minél elébb a gyogyitas szolgalataba allitani!
Erre jo lehet6ségnek latszik a TL1A hatasat neutralizalni képes humanizalt ellenanyag
kifejlesztése és terapias alkalmazasanak kidolgozasa.

A gyogyszerfejlesztés azonban tobb nagysagrenddel nagyobb mennyiségii pénzt
igényel, mint amivel ma Magyarorszagon a kutatési szektor szdmolni tud, ezért reélis cél lehet

1. allatmodell Iétrehozasa, akar az eddigiekben leirtakra épitve,
2. sejtes tesztrendszer kidolgozasa:
a. areceptor-mutacio jelent0ségének vizsgalatara — igazolasara és
b. egy alap neutralizal6 ellenanyag molekula neutralizaldé képességének
tesztelésére
3. lzletfejlesztés a technologidra, amely utdna tudja finanszirozni a tovabbi

kutatasokat.
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Készénetnyilvanitas:

Monostori Eva vagy ahogy mindenki ismeri, Monos elinditott és végig terelt azon az uton,
aminek a végén elfogadtak az elsdszerzds cikkiinket és igy én el tudtam kezdeni a doktori
disszertacid megirasat! Tanacsaival, biztatdsaval és pozitiv gondolkodasaval nem hagyott
csiiggedni! Ezért halas koszonetet mondok érte!

Tiszteletteljes kdszonetemet fejezem ki Dr. Sz¢éll Martanak, aki a pikkelysomorrel kapcsolatos
kisérletek megvaldsitasaban lelkes és potolhatatlan segitséget nyujtott!

Ezlton szeretném kdszonetemet kifejezni Bottka Sandornak a rengeteg oligonukleotid
megszintetizalasaért, amely nemcsak a kémiai szintézist, hanem azokat a jotanacsokat is
jelentette, amit az oligonukleotidok tervezésekor figyelembe kell venni.

A TL1A promoterének mélyrehatd in silico tanulmanyozasaban és analizisében Barta Endre
segitett — koszonet érte!

Rauch Tibornak kiilon kdszonetet mondok — a napi biztatasért és szakmai tanacsokért, amit a
klonozasok soran nyujtott.

Tiszteletteljes koszonetet mondok Dr. Udvardy Andor Tanir Urnak, aki a fehérjetisztitas
rejtelmeibe probalt beavatni és végiilis neki kdszonhetéen a rekombinans fuzids fehérjéket
sikeriilt természetes forméajuknak megfelelden kitisztitani.

Dr. Vizler Csaba gyakorlati szakmai tanacsaival, meglatasaival segitette érlelédni
elképzeléseimet — koszonet érte!

Kusz Erzsébet nem csiiggedd lelkes segitséget nytjtott a szovettenyésztésben, a rekombinans

crcr

érte!

Koszonetet mondok Hatarvolgyi Erikdnak és Kovacs Ritdnak potolhatatlan és faradhatatlan
segitségiikért, amit a klonozasokban €s minden laboratériumi munkdban nytjtottak!
Ko6sz6nom Dr. Katona Robertnek a dolgozatot érintd kritikus megjegyzéseit és tanacsait.

Végiil, de nem utols6 sorban Prof. Duda Ernének mondok koszonetet, aki helyet biztositott a
munka elvégézéséhez, tovabba oOtleteimet helyrerakta és mindig az eredeti gondolatokra
0sztonzott!
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Osszefoglalé

A Tumor Nekrozis Faktor (TNF) szupercsalad (Tumor Necrosis Factor Superfamily =
TNFSF'") a gerincesekben megtalalhaté pleiotrop hatisu molekula csalad, amely tobb mint 20
tagot szamlal. Megjelenésilk a halak valamely Osében johetett létre. A gének egész
kromoszomalis lokuszokra kiterjedd génduplikacidéval vagy multiplikacioval keletkezhettek.
Tagjai részt vesznek az immunrendszer mitkddésében, befolyasoljak az egyedfejlodést, a sejt-
¢és szoveti proliferaciot. A TNF maga a magasabbrendli gerincesekben az egyik legfontosabb
immunmodulator, a csalad tagjai koziil a legjobban jellemzett és jelenleg is kutatott fehérje.

A TL1A molekula (TL1A=TNF Like Factor 1) a TNF szupercsalad tagja, nevét a TNF-fel
meglévé nagyfoku szerkezeti és funkcionalis hasonlosaga miatt kapta. Ebbol addédodan
biologiai feladatat homotrimer formaban fejti ki. Harom izoformaja ismert, amelyek alternativ
transzlacids iniciaciéo révén termelddnek. A legnagyobb mennyiségben termel6d6é forma
human endotél sejtekben a 251 aminosav hosszi TL1A, amelynek T sejt koindukalo hatasa
van CD4'CD25" sejtekre. A masik 192 aminosav hosszu izoformat eredetileg érndvekedést
gatlo hatasa révén fedezték fol, de leirtak dendritikus sejtekre (DC) hato aktivalo hatasat is. A
174 aminosav hosszl izoforma ugyancsak rendelkezik érndvekedést gatd hatassal. A csirke
genom teljes nukleotid szekvencidjanak meghatarozasaig a TNF biologiai hatasaihoz hasonlod
hatasu fehérje 1étezését csak annak hatasai révén tételezték fel. Késobb ismertté valt a genom
és az a tény, hogy meglepé mddon csirkében nincs kddolva a TNF ortolog génje €s az is
kideriilt, hogy nagy valoszintiséggel ezt a funkciot a TL1A latja el.

A TLI1A receptorai koziil az egyik (DR3/LARD/TNFRSF25) sejtfelszinhez kotott, a masik
(DcR3/TR6) szabadon szekretalt formaban termelddik. Mindkettére jellemzd, hogy

ligandjukat homotrimer formédban kotik. Szamos emldsben leirtdk a receptorok jelenlétét és

' Valéjaban ligand csalad, mivel receptoraik ugyancsak szupercsaladot alkotnak, de a ligandok esetében a
nevezéktan a ,,ligand” sz6t nem hasznalja, mig a receptorok esetében igen (TNFRSF=Tumor Necrosis Factor
Receptor Superfamily)!
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vizsgaltak hatasukat, hianyukat vagy emberben a tultermelodésiik altal okozott patologias
valtozasokat. fgy itt meg kell emliteniink, hogy tobb emberi daganatféleségrol leirtak, hogy
oriasi mértékben termelnek DcR3 fehérjét, amely jelenségrol feltételezik, hogy pontosan a
TL1A/VEGI hatasat csokkenti, ami viszont az érendotél ndvekedést lenne hivatott
csokkenteni. Ezzel a daganatsejt elosegitheti sajat érhaldzatanak kialakulasat. Eddig a TL1A
izoformainak egyikérdl sem sikeriilt megallapitani, hogy a lehetséges receptorok melyikéhez
kotodik és hogy milyen jellemzokkel. Csirkében ezzel szemben csak az valt ismertté, hogy a
TL1A expresszalodik a bakteridlis poliszacchariddal (LPS) kezelt allat szérumaban és hogy
rendelkezik a TNF-re jellemz6, egér eredetii fibroblaszt apoptozisat kivaltd hatassal.
Munkank soran célul tiztik ki, hogy adatokat szerezziink a TL1A-nak a csirkeporc
fejlodésében  betoltdtt  szerepérdl, illetve ennek segitségével emberi autoimmun
megbetegedésekrdl nyerjiink tovabbi informacidkat. Valasztasunk ezért a reumatoid artritiszre
és a pikkelysomorre esett, mivel az elsG esetben feltételeztiik, hogy a porcsejtek
hozzajarulhatnak a helyi gyulladas kialakulasadban. A pikkelysomor esetében pedig a
keratinocitakra jellemzé talfokozott osztdodas hivta fel arra a lehetoségre a figyelmet, hogy
ilyen koriilmények kozott termelddhet tobb TL1A!

Kisérleteinket két csoportba oszthatjuk. Az elsében a 14,5 napos csirke embrio végtag
novekedési porckorongjabdl szarmazd cDNS-b6l megklonoztuk majd bakterialis és
bakulovirusos rendszerben sikeresen expresszaltattuk a csirke TL1A  fehérjét.
Immunhisztokémiai mddszerekkel igazoltuk a fehérje nagyfoku hasonlosagat emlds fajok
TL1A fehérjéivel, tovabba igazoltuk a fehérje termelédését a porckorongban. Ugyancsak
kimutattuk a csirke DcR3 receptor cDNS-ének jelenlétét. A csirke TL1A gén promoterébdl
felfedeztiink egy masok altal eddig le nem irt transzkripcids kotohelyet, amely megfelel az

Interferon Regulalt Faktor (Interferon Regulated Factor =IRF) konszenzus nukleotid
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sorrendjének. Ez a kisérleti rendszer ramutat a TL1A lehetséges szerepére a porcbol kiinduld
endokondralis csontosodasban, s a DcR3 jelenléte ezt megerdsitheti, mivel a DcR3-rol
magasabbrendli gerincesekben leirtdk differencidlodasban betoltott szerepét (makrofag
eredetli sejtbdl képes oszteoklasztot differencialtatni).

A masodik kisérleti megkozelitésben pikkelysomoros betegekbdl szarmazd mintakban
igazoltuk a TL1A cDNS fokozott jelenlétét a tiinetekkel érintett teriileteken, tovabba
igazoltuk az irodalombol ismert IRF1/IRF2 faktorokra vonatkozo eltéréseket. A TL1A cDNS
kiilonbozd citokinekkel fokozhatd jelenlétét sikeriilt kimutatni human SW1353 sejtvonalban,
ami megfelel az irodalomban fellelhetd adatoknak. A masodik megkdzelitésnek a jelentOsége
abban all, hogy mindkét vizsgalt betegségmodell Gn. T sejt medialta korkép és a TL1A
immunologiai szerepét is egy Thl tipusu korképben, a Crohn betegségben tisztdztdk. Az
eredmények ramutatnak arra a lehetséges magyarazatra, hogy a TL1A/DR3 paros okozo
tényez0 és nem csak okozati jelenség, mint ahogy ezt a legtobb kdzlemény allitja. Bar
célmolekulaként is emlegetik Oket, tehat semlegesitésiiktol ezekben a korképekben jelentOs
javulas varhatd, mégis talan korai ezt kijelenteni a hipotézisek megfeleld allatmodellen
torténd igazoldsa nélkiil. A DR3™ egérben a kisérletes artritiszt, a TLIA™ egérben pedig a
kisérletes szklerozis multiplex-et nem lehet kivaltani, tehat a TL1A/DR3 ligand/receptor
paros nagy valosziniiséggel fontos szerepet tolt be ezeknek a korképeknek a kialakitasaban.
Osszegzésiil elmondhatjuk, hogy kisérleti adataink egy kutatasi szempontbdl nagy
érdeklodésre szamot tartd teriiletr6l szarmaznak és megfelelnek azoknak a tendencidknak,
amit masok eredményei sugallnak. A pikkelysomoér és a TL1A kapcsolatardl a
szakirodalomban ez idaig nem kozoltek hasonlé eredményeket. Eredményeink
hozzéjarulhatnak a gyulladasos korképek, ezen beliil a pikkelysomor kialakulasaban szerepet

jatsz6 folyamatok mélyebb megértéséhez.
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Summary

Vertebrate’s Tumor Necrosis Factor Superfamily consists of more then twenty
members with pleiotropic functions. Evolutionary appearance of the family may happened in
an ancestor fish. Members of the family could have been generated by gene multiplication or
duplication spanning whole chromosomal loci. They participate in immune processes, effect
ontogenesis and cell- and tissue differentiation, as well. TNF itself is one of the most
important immunomodulator proteins in higher vertebrates and the most completely
characterized and currently still studied member of the family.

TL1A molecule (TL1A= TNF Like Factor 1) is a member of TNF Superfamily, which
gained its name after having related structure and function to TNF. According to its
relationship with TNF, TL1A exerts its biological functions in a trimerized form. There are
three isoforms described, which are produced by alternate translation initiation. The most
abundantly produced form is the 251 amino acid long TL1A, which has coinducer activity on
CD4+CD25+ T cells. Other isoform consisting of 192 amino acid was originally described as
a vascular endothelial growth inhibitor (VEGI), however, it was reported to have activating
effect on dendritic cells (DC). The isoform with 174 amino acid has also vascular endothelial
growth inhibiting activity. The existence of a protein in chicken having TNF-like biological
activity was presumed based on its biological effects. Later the genome sequence came to be
public and as well as the surprising fact that a TNF orthologue is not encoded in chicken,
however the function is fulfilled by TL1A.

One of the receptors of TL1A is membrane bound (DR3/LARD/TNFRSF25), the other
one (DcR3/TR6) is circulating in a soluble, secreted form. Both of them forms trimers and
bind ligand in a trimerized complex. Receptors have been described in several mammalians
and they have been studied in pathological cases as overexpression or deficiency. Tumours

producing increased amount of DcR3 have been described in an immunoprivileged status and

| A TL1A/VEGI expresszidjanak vizsgalata... 61



good vascularization, perhaps due to TL1A/VEGI binding activity. However, there are no
experimental evidence supporting the isoforms’ receptor identity and features, yet! Besides
above described knowledge, there are newly published data suggesting that TL1A in chicken
is produced by LPS (bacterial polysaccharide) induction in the blood and featured with
biological (apoptotic) effects on mouse fibroblast cells, similar to TNF.

Aims of our study were to gain information on the role of TL1A in chicken cartilage
development and data on its presence in human autoimmune diseases. In selecting available
models our choice came to be rheumatoid arthritis and psoriasis. Cartilage tissue is involved
in inflammatory processes of the joints. Also, abnormal keratinocyte proliferation is one of
the important feature in the epidermal layer psoriatic of the skin.

Our experiments can be divided into two groups. First, we have cloned the
TL1A/VEGI cDNA from the cartilage growth disc of a 14.5 days old chicken embryo. The
cDNA was expressed in bacterial and baculoviral expression systems, purified to homogenity
and checked in Western blotting experiments by commercially available multispecies specific
polyclonal antibody. The same antibody was applied to sections from the same aged embryo
in immunohistochemical experiments, proving TL1A expression in developing cartilage
tissue. Presence of DcR3 cDNA in developing cartilage was also proved. A consensus
Interferon Regulated Factor (IRF) binding site has been found by comparing the upstream
activator regions of TL1A genes originated from five different species. Results of this
experimental approach may show a possible role of TL1A in endochondral ossification,
because DcR3 effects on differentiation of macrophage cell line into osteoclasts has been
approved in higher mammals.

In the second experimental study we have shown the expression of TL1A cDNA in
psoriatic lesional keratinocytes and proved the existence of imbalance in ¢cDNA levels of

Interferon Regulated Factors IRF1/IRF2 in the psoriatic epidermal and dermal keratinocytes.
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This latter data is in congruence with data in the literature. TL1A cDNA inducibilty was also
showed in human chondrosarcoma cell line SW1353, the model of rheumatoid arthritis. The
importance of these results is that both of the diseases are Thl mediated pathological
processes, similarly to Crohn-disease, in which the role of TL1A was first published. The
receptor (DR3) and ligand (TL1A) are mentioned as a pharmacological target by most of the
papers, so by their neutralisation a remarkable amelioration can be achieved, however, there
are no experimental animal model results published, yet! Supporting data are available on
DR3™ mouse where artificial arthritis can not be evoked and on TL1A™ mouse, where
experimental encephalomyelitis, a widely accepted model of multiple sclerosis can not be
generated.

Summarizing our results we could state, that these are in accordance with data already
published in a highly competitive field of science. Also, we generated novel data on genes

expressed by psoriatic keratinocytes which give addendum to existing ones.
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