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Irodalmi attekintés

A TNF géncsalad tagjainak azonositasa

A Tumor Nekrézis Faktor (TNF) felfedezése még 1893-94-re nyilik vissza, amikor William
Coley New York-i sebész leirt egy daganatos betegek bakteridlis fert6zésekor fellépd jelenséget,
amely a daganat bevérzéses elhaldsahoz' vezetett. A kutatdsok elSrehaladtaval felfedezték a
TNF szerkezetileg homoldg rokon fehérjéit, amelyeket egy csalddba lehetett sorolni. Ezek a
fehérjék tobbféle élettani hatdssal rendelkeznek, és ma mdr tudjuk, hogy szinte minden
életfolyamatban részt vesznek. Mivel halakban sikeriilt azonositani a TNF-t, a cél, hogy
csirkében azonositsuk a TNF-et vagy a TNF-fel rokon fehérjéket kézenfekvé volt, hiszen ennek
a molekulacsalddnak az eredete szinte teljesen ismeretlen, és tanulmdnyozva a kiilonb6z6
fajokbdl szdrmazé molekuldkat dj ismereteket szerezhetiink azok szerkezetérél és funkciéjardl.
Kordbban csirke eredetdd makrofagok esetében irtak le, hogy azok bakteridlis lipopoliszaccharid
hatdsdra kibocsdjottak egy kb. 17 kDa molekulasilyd fehérjét, amely keresztreagalt egy
poliklondlis anti-humdn TNF ellenanyaggal. Mai tuddsunk szerint génduplikdcidkkal johetett
létre ez az emberben mintegy 20 tagot szdmldld, szertedgazé hatdsokkal biré molekulacsalad,
illetve azok receptorai.

A TL1A a TNF legkozelebbi rokona

A humédn TL1A (TL1A= TNF Like 1..., VEGI=Vascular Endothelial Growth Inhibitor) a
Tumor Necrosis Factor SuperFamily (TNFSF) tagja, nevezéktanilag: TNFSF15. A tagok ko6zott
szerkezeti homoldgia mutathaté ki. A TL1A és a TNFO kozotti hasonlésdgot még élettani
hatdsok is aldtdmasztjdk. A TNF bioldgiai hatdsai koziil az egyik legismertebb, hogy egér
fibroblaszt sejteken (L929) képes apoptdzist kivéltani. A TNF-csaldd tagjainak lényeges
jellemzdje, hogy a trimer formdban fejtik ki hatdsaikat az ugyancsak trimerizalt receptoron
keresztiil. A TL1A receptora a DR3, az egyik TNF-receptor (TNF.R1) legkozelebbi rokona. A
DcR3 gén terméke ugyancsak homotrimer formédban k6t6dik a TL1A-hoz, de ez a molekula — a
DR3-mal ellentétben — nem membranhoz kotott, hanem szabadon keringé formédban képzsdik.
A DcR3 azonban kot6dik még két méasik TNF-csalddtaghoz is, mégpedig a LIGHT és a FasL
molekuldkhoz, bdr eltér6 mértékben. A DcR3 termel6dése megfigyelhetS tumorokban, és
bizonyitottan részt vesz a tumorszovet immunoprivilegizélt helyzetének kialakitdsdban, tovabba
szerepe van a dendritikus sejtek érésében. Csirkében bizonyitott a DcR3 létezése , dm
funkcidjardl kevés adat all rendelkezésre.

A TL1A/VEGI biolégiai hatasai

A humdn TL1A-t k6dol6 gén a 9. kromészédma hosszu karjan helyezkedik el (9q32), egy 16.8
kilobdzis hosszi DNS szakaszon és 4 exonbdl 4ll. A fehérjének 3 izoformdja ismert, amelyek
alternativ promoterrdl képzGdnek, tovdbbad jelentds megjegyezniink, hogy a fehérje
poszttranszlaciés modifikdcion megy keresztiil . Az izoformdk bioldgiai hatdsairdl tudjuk, hogy
a 174 aminosav hosszu varidnsa (VEGI-174) gétolja a vérerek endotél sejtjeinek osztdddsdt, a
192 aminosav hosszi izoforma (VEGI-192) a tumorndvekedést gétolja. Ugyancsak ez az
izoforma az antigénprezentalé funkciéval rendelkezd naiv dendritikus sejtek (DC) érését és
antigénprezentdl6 aktivitasat indukélja. Ez a 1épés alapvetd fontossdgu a T-sejtek specifikussd
éréséhez. A legnagyobb mennyiségben termel6dd 251 aminosav hosszi TL1A a DR3
receptoron keresztiil a T-sejtek effektor funkcidjat serkenti.

! Bevérzéses elhalés: Haemorrhagic necrosis
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A TL1A patholégids viszonyok kozott fokozottan termelSdik gyulladdsos bélszakasz lamina
propria rétegében, amelyet els6ként a Crohn-betegségben irtak le.

A Reumatoid artritisz (RA) a Kkisiziiletek ismeretlen eredeti kronikus gyulladdsos
megbetegedése. A TL1A fokozott termelddését mutattdk ki az IgG1 Fc fragmentjének hatdsdra
human monocita és dendritikus sejtekben. A DR3 receptor génjében mar leirtak olyan SNP-t is,
amely halmozottan fordul el6 RA-s betegekben. A DR3 receptor egy részének duplikicidja is
el6fordul ugyancsak a RA-es populdciéban, amely egy DcR3-hoz hasonlité molekuldt
eredményez.

A Szklerozis multiplex egy silyos idegrendszeri betegség, amely f6leg a periférids idegrostokat
tamadja meg auto-reaktiv T-sejtek kozvetitésével, autoimmun gyulladds formdjdban. A TL1A-
hidnyos kisérleti egérben a szklerdzisos tiinetek kb. csak 50%-ban vilthatdk ki.

A pikkelysomor (psoriasis) a bdr T-sejt medidlta autoimmun betegsége. JelentSs szerepe van a
betegség fenntartdsiban a gyulladdsos medidtoroknak, igy a TNF -nak, és az interferon
gammdnak (IFN ),amelzeket az aktivélt T-sejtek termelnek. A bér keratinocitdi immunsejtnek
tekinthetSek és hordoznak citokin receptorokat, ezekre a génexpresszids mintdzatuk
megvaltozasaval reagdlnak. elem lehet A betegség eredetének tisztdzdsiban fontos lenne azon
gének megismerése, amelyek a betegség létrejottében, illetve a betegség fennmaraddsdban
jatszanak kulcsszerepet. Ezek kiiktatdsa egy specifikus gétldszerrel megakaddlyozhatja a
progressziot és/vagy hosszi ideig tiinetmentességet biztosithat a beteg szdmdra.

A Crohn-betegség, a Pikkelysomor, a Reumatoid artritisz és a Szklerozis multiplex T-sejt (Th1)
medidlta betegségek. Tiinetegyiitteseik néha ,,4tfednek”, ;s mindhdrom betegség kezelésében a
TNF -elleni célzott terdpia tobb év 6ta bevezetésre keriilt és j6 eredményekrdl tesznek jelentést,
a sajndlatos és jelentGs mellékhatdsok ellenére.

Citokinek expresszija a bérben

A bdr az egyik legfontosabb védekez$ szerviink, amely megvéd a kiilsé kornyezet karos
behatdsaitdl, {gy a kdros UV sugdrzdstol, mechanikai behatdsoktdl, kérokozoktol. A védekezés
fontos elemei az immunsejt tulajdonsdgokkal is rendelkez§ keratinocitdk. Ezen feliil a bérben is
megtaldlhatéak az adaptiv immunvdlasz fontos elemei is, a naiv, myeloid eredetdi dendritikus
sejtek (DC), amelyek aktivdlédasa kérokozok dltal jon létre és professzionalis antigén-
prezentalasi képességiik révén a kdzponti nyirokszervek felé kozvetitik a vészjelzést a testidegen
agens jelenlétérdl. A naiv T sejteket aktivaljdk, amelyek ezt kovetSen szovetspecifikus jelleggel
az immun-inger kiinduldsi helyére vdndorolnak. Ezek azok a sejtek, amelyek TNF -at és IFN -4t
termelnek, igy a citokinek helyben a keratinocitdkra (KC) hatva gyulladést generdlnak. Ismert,
hogy az epidermalis Kkeratinocitdk génexpressziés mintdzata TNF indukcié hatdsdra
megvaltozik. Az irodalmi adatok alapjan elmondhatd, hogy ez kb. 1300 gént jelent .

Transzkripcioés faktorok szerepe a pikkelysomor pathomechanizmusaban
A pikkelysomor 1étrejottében szerepet jatszé transzkripeids aktivalé faktorok koziil az Interferon
Reguldlt 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, mivel irodalmi
adatok szerint pikkelysomor esetén a keratinocitdkban kifejez6d§ egymdssal rokon fehérje
szintje egymdshoz képest megvdaltozik.

Az immunsejtek IFN -indukciéra adott vélasza tobb szinten valésul meg. Az ,ElsGdleges
Génszinten” vannak olyan transzkripcids faktorok génjei, amelyek aktivdlodasukat kovetSen
mas gének kifejezGdését segitik eld, amelyeket igy ,.Mdsodlagos Génszintnek” nevezhetiink. Az
Els6dleges Gének kozott taldljuk az IRF és STAT transzkripcids faktorok génjeit, amelyek a
Midsodlagos Génszinten 1évS gének koziil olyanokat aktivdlnak, amelyeknek cisz-reguldld
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promoter-elemei kozott megtaldlhatéak az IRF és STAT kotShelyek. Ilyen gének az iNOS) és az
IL-8, amelyek részvétele a pikkelysomorre jellemzd Thl-tipusu klinikai kép kialakitdsdban
ugyancsak ismert tény.

Az NF-kB és az IRF1 transzkripcids faktorok kotSelemei sok gén promoterében megtaldlhatéak,
altalaban egymads kozelében. A két faktor egyidejd jelenléte és aktivalt allapota a célgének
expresszios szintjének megsokszorozddast szinergista médon noveli meg. A TL1A gén
promoterét kordbban alaposan feltérképezték, amely Osszhangban van a TL1A kiilonb6z6
citokinekkel torténd indukdlhatésdgdval.

A pikkelysomor tanulmédnyozdsdnak szempontjdbdl fontos azt is megjegyezni, hogy az egyik
elfogadott modell az IRF2” egér, ahol a faktor génjének teljes hidnya az 4llatban spontdn
pikkelysomoros tiinetek kifejlédéséhez vezet. Pikkelysomor betegség esetében kapcsoltsdg
mutathaté ki egy az IRF2 gént is tartalmazé kromoszomadlis lokusszal, tovdbbd eltérés
tapasztalhat6 az IRF1/IRF2 traszkripcids faktorok szintjében az egészségesekhez képest.

A STATS3 pikkelysomorben fokozottan aktivalt, és a STAT3 egy aminosav cserével létrehozott
konstitutiven aktivalt formdjanak (STAT3C) szovetspecifikus tilexpresszaltatdsdval kisérletesen
pikkely-somoros dllatmodellt lehet 1étrehozni.

Célkitiizések

Eredeti célkitizéstink az volt, hogy (1) bizonyitsuk a Tumor Nekrézis Faktor (TNF) génjének
vagy a (2) TNF-fel rokon gének létezését a csirke (Gallus gallus) genomban. Mivel kordbban
mar halakban is igazoltdk a TNF gén létezését, ezért kézenfekvd volt annak fellelhetGsége a
madarakban is. A késSbbiekben ez a feladat médosult és igy célunk lett a (3) csirke végtag
novekedési porckorongjdban expresszdlodé TL1A gén vizsgédlata, valamint a humian TL1A
lehetséges szerepének tanulméanyozdsa pikkelysomorosben és reumatoid artritiszben. Mivel
pikkelysomorben ismert volt, hogy kapcsolat van a kérkép és egyes transzkripcids szabdlyozo
faktorok ardnya kozott, ezért megprobéltunk adatokat nyerni pikkelysomords betegmintdkbdl a
TL1A, a transzkripci6s faktorok expresszidja és a betegség Osszefiiggését illetGen.

Anyagok és modszerek

In silico 1épések

Tblastx keresést hajtottunk végre egy, az interneten keresztiil elérhet§ csirke porcsejt EST
konyvtar adatbdzison az emberi és a szivarvanyos pisztraing TNF fehérjeszekvencidk keresG
motivumként torténd felhaszndldsdval, és igy azonositottuk a csirke TL1A-t. A human TL1A
gén promoterének analizisét kiilonbdzd emlds fajok TL1A génjének 3000 bp-os upstream

promoter szekvencidjanak osszehasonlitdsdval végeztiik el.

Sejtek, sejtvonalak és szovetmintak felhasznalasa

A 14,5 napos csirke embriok végtagkezdeményeibdl kimetszettiik a novekedési porckorongokat
és az ebbdl készitett cDNS prepardtumokat haszndltuk a csirke TL1A génexpresszids
vizsgdlatokhoz. A human TL1A génexpressziés kisérletekhez az SW1353 jeld kondroszarkéma
sejtvonalat, valamint a helyi etikai bizottsig beleegyezése és utmutatdsai alapjan a
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pikkelysomoros betegek tiinetes és tiinetmentes brébél vett mintdkat hasznéltuk fel.

Biologiai tesztek

A citokinekkel torténd indukcids kisérletekhez rekombinans huméan TNFo -t, IFNy -t és IL-1f -t
haszndltunk. A citokinek aktivitdsdt gydri standard készitményekkel szemben validdltuk. A
human TLI1A expresszidjanak vizsgdlatit SW1353 sejten 24 o6ras citokin indukciét kovetSen
végeztiik el.
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cDNS készités

A sejtekbdl 0ssz-RNS prepardtumot készitettiink guanidium-tiociandt extrakcioval. A kinyert
RNS mennyiségét és minSségét ellendriztiik. A cDNS-t egy pontmutécidt tartalmazé RNase H™
reverz transzkriptdzzal készitettiik el, amit ezt kovetSen valds idejdi (real-time) és normdl PCR-
es kisérletekhez hasznéltunk fel.

PCR primerek és PCR koriilmények

Az in silico keresést kovetSen a hasonlésdgot mutaté EST szekvencidk alapjan egy 470 bp-os
szakaszt klonoztunk, PCR-rel. A bakteridlis és bakulovirusos expresszidhoz a megfelel
plazmidba épitettiik be az irodalmi adatok alapjan biolégiai funkciét hordozé cDNS
fragmenteket. A csirke DcR3 mRNS expresszidjanak igazoldsdhoz ugyancsak PCR primereket
szintetizaltattunk a szekvencia alapjan, amely egy 370 bp-os fragmentet amplifikal.

Valés idejii (Real-Time) PCR

A human TL1A, IRF1 és IRF2 gének expresszidjanak vizsgalatat génspecifikus TagMan assay-
vel folytattuk le, Bio-Rad gyartmanyud iCycler késziiléken a szokdsos TagMan koriilmények
kozott.

Klénozas, szekvenalas

A PCR amplikonokat agaréz gélelektroforézissel analizdltuk, majd a gélbdl Kitisztitott
fragmenteket TA kl6noz6 vektorba épitettiik, baktérium sejtbe transzformaltuk és a telepekbdl
tisztitott plazmid DNS miniprepeket szekvendldssal ellendriztiik. A szekvencia-adatokat
Osszehasonlitottuk azzal az EST adatbazissal, amelybdl kiindultunk.

A csirke TL1A fehérje termeltetése bakterialis és bakulovirusos

rendszerben

A PCR amplifikdciéval kinyert, gélbdl kitisztitott, majd megemésztett fragmentet a pET28a jeld
bakteridlis expressziés vektor BamHI-Xhol helyére épitettiik be, majd E. coli BL21/RIL
bakteridlis torzs sejtjeibe transzformaltuk. A transzformansokbdl miniprepeként kinyert plazmid
DNS bazissorrendjét a klénozéhely mindkét oldalarél kiindulva meghataroztuk. A csirke TL1A
fehérje bakteridlis rendszerben tortén0 termeltetését a gyarté ajanldsainak megfelelen végeztik
el. A bakulovirus alapd fehérjetermeléshez a pFastBacHTB vektort hasznaltuk.

Affinitas kromatografia

A jégen felolvasztott, rekombindns fehérjét tartalmazé sejteket PBS oldatban szuszpendaltuk, és
ultrahangos feltarassal szolubilizaltuk, A sejtfal-tormeléket centrifugélds révén tavolitottuk el az
oldatbdl. A feltisztult oldatot egy el6zetesen PBS-sel ekvilibrdlt Talon (His6 affinitds) oszlopra
vittiik fel. Az oszlopot a felviv§ pufferrel mostuk, majd frakcidkat szedve, linedris imidazol
gradienst alkalmazva eludltuk a megkot6dott fehérjéket. A frakcidkat poliakrilamid gélen
analizaltuk.

Western blot

A Western blotting kisérletet a standard eljardsoknak megfelelGen végeztiik el, nitrocelluléz
membrdnon, a rovarsejtek ,,crude extrakt”-jabdl késziilt affinitds kromatogréfia frakciéibdl vett
mintdkon. Elsédleges (kecske anti-VEGI ellenanyag) és masodlagos (tormaperoxiddz-konjugalt
nyul anti-kecske IgG, Fc fragment specifikus) ellenanyagokat alkalmaztunk a gyart6
utasitdsainak megfelelGen. A peroxiddz aktivitds detektdldsat kemilumineszcens kit segitségével
végeztiik el, ugyancsak a felhaszndldsi ttmutaté szerint.



Immunhisztokémia

A TL1A protein kimutatdsa rutin immunohisztokémiai detektdldsi mddszerrel tortént
poliklondlis kecske anti-VEGI (humdan/egér/patkany) elsdleges ellenanyaggal, nyul anti-kecske
immunoglobulinnal és polimer-tormaperoxiddzzal jelolt anti-nyul Ig ellenanyaggal.

Eredmények

A human TNF gén legkozelebbi rokonanak azonositasa a csirke

genomban

Az eredeti célkitizésiink az volt, hogy a csirke Tumor Nekrézis Faktor (TNF) génjét
megklonozzuk, amelynek létezésére csak funkciondlis adatokon alapulé indirekt bizonyitékok
alltak rendelkezésre. Az el&szor degenerdlt PCR primerekkel elvégzett PCR reakcidkkal nem
sikeriilt eldbbre jutnunk, mivel a kapott amplifikdtumok szekvencia adatai alapjan azok egyike
sem volt azonosithaté a TNFoa-val. A masik megkozelitésben mar ismert TNFo
fehérjeszekvencidkat felhaszndlva mintaként a GenBank adatbdzisban torténé in silico keresés a
korabban VEGI-ként (Vascular Endothel Growth Inhibitor) leirt fehérje génjét eredményezte,
csirkében. A human TL1A fehérje bioldgiailag mar aktiv része a 72. aminosavtél a 251.
aminosavig terjed. A fehérjeszekvencidk egymadsra illesztésével meghataroztuk a klénozashoz
haszndlhat6 primerek helyzetét és ezt kovetSen épitettiik be a csirke TL1A ¢cDNS egy 670 bp-os
szakaszdt expresszids vektorokba, amely az emlitett fehérjét kédolja.

Génszerkezet és kromoszomalis lokalizacié

A csirke kromoszémadlis szekvencia-adatbankot 2004-ben tették nyilvdnosan elérhetdvé®. A
ChEST230f6 szekvencia felhaszndldsdval BLAST keresési moddszerrel beazonositottuk a gén
kromoszémalis lokaliz4cidjat. Ennek alapjdn a csirke VEGI/TL1A a 17. kromoszémdn taldlhatd,
egy 13 kilobazispar (kbp) hosszi szegmensen. A géncsalad génduplikdlédasra visszavezethet
keletkezését mutatja, hogy példdul a szomszédos CD30L gén, amely ugyancsak a TNF
géncsaldd tagja az emlSs fajokhoz hasonléan ugyanezen a kromoszéman helyezkedik el. A gén
exon/intron szerkezete szinte teljesen megegyezik mds emlds fajok TLIA génjének
felépitésével.

A promoter-analizis eredménye

A TL1A promoterében az eddig ismert szabdlyoz6 régikon feliil feltételeziink egy dj, masok
altal eddig még fel nem fedezett transzkripcids aktivdtor szekvencidt, amely szinte teljesen
megeeyerdk o konszenzus IRF-1 kotShellyel. Az analizist 6 kiilonboz6 faj TL1A szekvencidjdnak
egymdshoz illesztésével kezdtiik, majd ezt Osszevetettik olyan adatbankokkal, amelyek
szisztematikusan tartalmazzak az eddig ismert 0sszes szabalyoz6 faktor felismerd-szekvencidjat.
A tény, hogy a TL1A promoter régidjdban sok fajra kiterjeszthetSen fellelhet egy szekvencia
mutatja, hogy evoldciésan fontos szabdlyozé elvrdl lehet sz6, mivel ugyanezen fajokban ismert
az IRF-1 fehérjék létezése is. Erdekes tény, hogy az IRF-1 faktort csirkében is azonositottdk,
mint az IFN -ra adott vdlasz fontos alkotéeleme . A humédn IL4 gén promoterében az IRF
elemek tobb példanyban taldlhatéak meg, létezésiiket funkciondlis kisérletekkel bizonyitottak.

A csirke TL1A expresszidja az oszt6do porcsejtekhez lokalizalhaté
Az immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzéséhez a kereskedelemben nem volt kaphaté olyan
ellenanyag, amely kifejezetten a csirke TL1A ellen késziilt volna (mivel akkor még nem is

2 http://genome.wustl .edu/proj ects/chicken/




ismerték azt). Ezért a prediktalt protein-szekvencia alapjan mds fajok TL1A fehérjéivel homolog
szakaszokat kerestiink az dltalunk azonositott TL1A fehérjében. Ennek alapjan a Santa Cruz cég
P-18 jelzési poliklondlis, multispecies specifitdsi ellenanyagat vdlasztottuk ki tovabbi
kisérleteinkhez, amely mdr els§ prébélkozdsra jelet adott csirke novekedési porckorongbdl
késziilt metszeten. Mivel a gyarté nem adta meg a hasznalt peptidantigén szekvencigjat, ezért a
porcsejtek altal termelt fehérjérdl be kellett bizonyitani, hogy azonos a TL1A fehérjével. Ehhez
a TL1A gént meg kellett klénozni a porcsejtbdl szdrmazé cDNS mintdb6l, majd expresszaltatni
bakteridlis és bakulovirusos rendszerben.

A csirke DcR3 ¢DNS jelenlétének igazolasa a végtagporc-kezdeményben

A porcsejtekbdl késziilt RNS (illetve ¢cDNS) tartalmazhatja a TL1A kering6 receptordnak, a
DcR3-nak az mRNS-ét, ami a TL1A szerepének tisztdzdsdhoz adhat segitséget. Ennek
lehetSségét elGszor in silico ellendriztik ugy, hogy BLAST Osszehasonlitdst végeztiink el
ugyancsak azon a nyilvdnos csirke génbankon, amelyben a TL1A gént megtaldltuk. Ebben az
esetben viszont az ismert csirke DcR3 szekvencidt hasznéltuk keresé motivumként. A keresés
eredményeként egy EST® szekvencidt kaptunk, és ezért ugyanabb6l az RNS prepardtumbdl
kiindulva RT-PCR reakciét végeztiink el, amelyhez a primereket ezen EST szekvencia alapjan
terveztiik meg. A vérhaté amplikon mérete 339 bp. Az {géretes amplifikdciot kovetSen a PCR
fragmentet plazmid vektroba épitettiik €s meghataroztuk nukleotid sorrend;jét (4. és 5. dbra).

A csirke TL1A bioldgiai aktivitasanak mérése

Mivel hosszu ideig nem sikertilt elGéllitani hosszabb darabot a csirke TL1A cDNS-ébdl, ezért
kezdetben a tenyésztett csirke-kondrocitdk feliildszdjat hasznaltuk bioldgiai tesztkisérletekben,
hogy el tudjuk donteni, hogy hasonléan a humén ortoléghoz ez is képes-e T-sejteket aktivalni.
Ehhez csirkébdl szdrmazé immortalizdlt T-sejteket haszndltunk (REV-T), amelyek IFN
termelését vizsgaltuk. A teszthez a csirke porcsejtek feliiliszéjanak higitdsait inkubaltuk
célsejtekkel. A célsejt egy olyan stabil transzfektdns fiirj fibroblaszt sejtvonal, amelyben a
luciferdz riporter gén kifejez6dése a guanildt kotSfehérje (GBP) transzkripcids faktor kontrollja
alatt all. A csirke T-sejtek altal a tapfolyadékba kivalasztott IFNy a fiirjsejtek tenyészetéhez adva
indukadlja a GBP-t. Tehdt a fiirjsejtek feltdrdsa utdn mért luciferdz aktivitds a T-sejtek IFNy
termelésének fiiggvénye. . A mi tesztrendszeriinkben a luciferdz gén kifejez6dését is elinditja a
modositott fiirj fibroblaszt sejtekben. Ugyanaz az elem képes nemcsak csirke, hanem egér- és
human eredetd sejtekben is miikodni .

A csirke TL1aA expresszidja

A bakteridlis expresszidval elGallitott fehérje tisztitasakor technikai akaddlyokba iitkoztiink. Mar
az ultrahangozést kovetSen a fehérje gélelektroforézist eredménye révén észleltiik, hogy az
izoldlni kivant fehérje jelentSs része zarvanytestekben taldlhatd, illetve a szolubilis része pedig
kicsapddik rovid ideig tarté dllds sordn is. Ezért dontottiink dgy, hogy attériink a bakulovirus
alapu expresszids rendszer alkalmazasara. A csirke TL1A a klonozdsi kisérlet sordn kapott egy
affinitas-kromatografids tisztitasra alkalmas His6-tag-et (toldalékot).

A His-teg-elt, rekombindns fiziés fehérje 235 aminosav hosszd, szdmitott molekulatomege 26
kD-nak becsiilhetd.

A TL1A fokozott mértékii kifejezodése pikkelysomorben
A feltételezésiink — hogy a TL1A esetleg jelen van proliferdlé keratinocitdkban abbdl a
megfigyelésbdl indult ki, hogy csirkében az 0szt6d6 porcsejtek termelik a TL1A fehérjét. Ugyan

3 EST= Expressed Sequence Tag (kifejez6dS szekvencia darab, részlet)
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a két sejttipus igen tdvol dll egymadstol, de mivel (1) pikkelysomorre is jellemz$ a fokozott —
keratinocita — proliferacié (parakerat6zis) és hogy (2) a keratinocita tulajdonképpen immunsejt.
Irodalmi adatok alapjan ismert volt, hogy a TL1A indukcidja bekovetkezik tobbek ko6zott TNF
és IL-1 hatdsdra is. A TNFa-val torténd indukcié esetében az indukcié egy NF-kB
transzkripcids faktor/kotShely révén valésul meg. Azok a transzkripcids faktorok (IRF1 és
IRF2), amelyeknek szerepet tulajdonitunk a TL1A gén expresszidjdban jelen vannak és igy
vizsgaltuk azok indukdlhat6sdgat. Kordbban publikdlt irodalmi adatok alapjdn ismert volt, hogy
a pikkelysomoros bérben az IRF1/IRF2 faktorok mennyiségének ardnya eltolédik az elGbbi

javéra. Ezzel 6sszhangban 4ll az egyik egérmodell esetében megfigyelt jelenség, ahol az IRF2-/-
egérben az emberi pikkelysomorre jellemzd tiineteket lehet kivdltani .

Az IRF1 és IRF2 gének relativ expresszidjdnak vizsgdlatdhoz egészséges emberbdl szdrmazo
keratinocita szuszpenziét hasznaltunk, amelyet kiilonb6z6 koncentraciéji citokinekkel
indukéltunk. Ezzel parhuzamosan vizsgdltuk ugyanezen gének expresszéjit pCMV-STAT3C
konstrukciéval stabilan transzformdlt keratinocita sejtekben, mivel elfogadott egérmodell 1étezik
pikkelysomorre a STAT3C transzgénikus egér formdjdban. A TLIA génexpresszidjanak
vizsgdlatdban Osszehasonlitottuk a tenyésztett és indukdlt keratinocitdkban, valamint
pikkelysomoros betegekbdl szarmazé keratinocitdkban a relativ expresszié mértékét.

A TL1A expresszidjat vizsgdltuk még az SW1353 jeld humdn kondroszarkéma sejtekben,
citokin indukcidkat kovetSen.

Eredmények dsszefoglalasa
1. A TNF géncsalad tagjai klaszterekben helyezkednek el az egyes kromoszémdkon. A
csirke TL1A lokaliz4ci6ja megfelel ennek a klaszterszabdlynak.
2. A TLI1A kifejezédik a fejléds, 14,5 napos csirke embrié végtagjainak novekedési
porckorongjaiban.
3. Tobb faj esetében megfigyelhets, hogy a TL1A gén promoterében megtalalhaté a
konszenzus IRF kotShely.

4.  Sikeriilt kimutatni — a TL1A fokozott expressziéjat a reumatoid artritisz modelljekent
hasznalt emberi sejtvonalban, valamint a

5.  — pikkelysomorben szenvedd betegekbdl szarmazé mintdkban, és
6. — az IRF1 és IRF2 faktorok cDNS-ének eltérd ardnydt a bdr kiilonbozd rétegeiben.

Eredmények megvitatdsa — diszkusszio

Mivel a csirkében nincs TNF ortoldg , ugyanakkor a csirke TL1A az 1.929 sejten képes hasonlé
moédon apoptozist kivéltani, ez arra enged kovetkeztetni, hogy a TNF altal kifejtett biologiai
funkciét csirkében a TL1A ldtja el, amit munkacsoportunk hasonld tipusd elSkisérleti
eredményei alapjan magunk is feltételeztiink.

Kisérleteinkben sikeriilt meggy6z8en bizonyitani a TL1A gén kifejez8dését (1) csirke eredetdd
0sztddé porcsejtekben, (2) emberi eredetd kondroszarkéma sejtekben és (3) pikkelysomorben
szenvedd betegek bdrének keratinocitdiban, mRNS szinten. Az elsG esetben a kifejez8d6 fehérje
jelenlétét immunhisztokémiai médszerrel is igazolni tudtuk

A csirke porcsejtben kifejez6d6 TL1A/VEGI fehérjének egyrészt szerepe lehet a porcra jellemzs
szoveti szerkezet kialakuldsdban, mdsrészt hozzdjdrulhat a porcszovetre jellemzd viszonylagos
érszegénységhez. A morfoldgiai szerepkort aldtdmasztja, hogy kimutattuk a DcR3 gén
kifejez6dését mRNS szinten. Az emberi eredetd kondroszarkéma sejtvonal (SW1353) a
kisérletes reumatoid artritisz-kutatdsok kedvence. A TL1A kifejez6désének itt abban rejlik a
jelentGsége, hogy mivel ezt a sejtvonalat tekintik a reumds {ziileti porc kisérletes
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megfelel§jének, az daltala termelt citokinek és bioldgiailag aktiv molekuldk szerepe a
gyulladédsos kép kialakuldsaban és fenntartdsdban ezen keresztiil vizsgdlhaté. A gyulladt {ziileti
folyadékban (izzadmanyban) — az immunkomplexek alkot6inak betudhatéan — a TL1A-nak
emelkedett a szintje, és ez a jelenlév§ aktivalt T-sejtek helybenmaraddsét idézheti elS. Mivel az
eml&sokben megtaldlhaté DcR3-rél tudjuk, hogy képes makrofag sejteket oszteoklaszt sejtekké
differencidltatni, ezért fenndll annak a lehetGsége, hogy a porcsejtekben a TL1A esetleg a DcR3
altal esetlegesen kivéltott reverz szigndl mechanizmuson keresztiil vesz részt a porcbdl kiinduld
endokondrdlis csontosodds folyamatdban. Ezért megprébéltuk a DcR3 jelenlétét detektdlni a
csirke végtag novekedési porckorongjabdl késziilt cDNS-en, amely azonban nmagaban csak
fogédzonak tekinthetd késGbbi kisérletekhez.

Lehetdségek a kronikus gyulladasos korképek kezelésére

A STAT3 transzkripcids faktor aktivélt dllapota jellemzdje a keratinocitdk differencidléddsanak
és pikkelysomorben ehhez hozzdjarul a sejtek folyamatos osztéddsa. A STAT3, mint
mesterreguldtor mas gének aktivdlodasaért felelés — pl. ICAM—, amely fokozott

~~~~~

sajat in silico adatainkra alapozva — fellelhetjiik a TL1A gén promoterében is.
Fehérje-természetli anyagoknak a boron, mint barrier-en keresztiil térténd bevitele jelenleg még
nem megoldott, de egy hidrogéles kendcsben, illetve ennek kombindldsa iontoforetikus v.
ultrahangos kezeléssel eredményennyel kecsegtet. A helyi anti-TL1A kezelés megvaldsitdsa a
mellékhatdsok kikiiszobolésének egyik mddja lehet a pikkelysomor kezelését illetGen.

A receptor fehérjeszekvencidjanak egyetlen aminosav eltérése gyengitheti a ligand kotSdésének
erdsségét, amelyre példa az osteoprotegerin 4. szdmd, n. cisztein-gazdag doménjében (CRD*)
felfedezett muticié. Ezt teszik felelSssé az 6rokl6dS, juvenilis Paget kor kialakuldsaért .
Szerkezet-homoldgiai meggondoldsbdl ered az az elképzelés, hogy mds, a TNF receptor
csalddba tartozé fehérjéknél egy ugyanebbe a doménbe es§ mutdcié okozhat funkcidbeli
eltérést. A DR3 receptor ilyen D159G aminosavcserét eredményez6 mutdciéja halmozottan
fordul el§ reumatoid artritiszes betegekben. A D159G cserérdl azt gondoljak, hogy a DR3
glikoziladltsagaban jatszhat szerepet, ami kérdéses, mert az aminosav-sorrend ezen a helyen nem
felel meg a konszenzus szabdlynak (N-X-S, N-X-T vagy N-X-C), mdsrészt nincs tanulmdny,
amely a DR3 glikozildltsdgat taglalnd. Elképzelésiink szerint a DR3 receptor ezen
polimorfizmusa (SNP°) rdvildgit egy kismolstlyud inhibitor fejlesztésének lehetSségére, mivel
feltételezhet§, hogy a receptor ezen régidja kozvetleniil vesz részt a receptor-ligand
kolcsonhatds kialakitdsdban.

A TL1A fehérje szintje megemelkedett a reumatoid artritiszes gyulladdsos iziileti folyadékban.
A Sclerosis multiplex 4llatmodelljében ha a TL1A-ra nézve KO egeret haszndlnak, akkor a
szokasos gyulladas csak kb. 50%-ban valthaté ki .

Az adatok azt sugalljak, hogy a TL1A lehet egy gydgyszerfejlesztési célmolekula, amely
hatdsdnak neutralizdldsa csokkentheti vagy megsziintetheti az T-sejt medidlta betegségek
tiineteit. A legmodernebb mddszer az, hogy humanizdlt monoklondlis ellenanyaggal gétoljdk az
egy adott molekula hatdsait, amelyre példa az anti-TNF hatdsi Infliximab. Mivel ezek
alkalmazdsa 4ltaldban szisztémadsan torténik, a mellékhatasok el6forduldsa jelentds.

A TL1A/VEGI szerepe a dendritikus sejtek érésében

Az antigénprezentdl6 funkcidval rendelkez$ nafv dendritikus sejt szerepe az, hogy bemutassa az
antigént a nafv, nyugvé T-sejtnek és igy aktivalja azt. Az aktivdlasra képes a TL1A egyik

4 CRD= Cystein Rich Domain
® Single Nucleotide Polymorphism



izoformdja, a VEGI-192 is, de nem ismert, hogy mely receptoron keresztiil. A TL1A hatdsanak
specifikus gatldsa indokolt lehet. Ez jelentheti egyrészt az antigén-inger bevezet§ (afferens)
szardnak gatldsdt a dendritikus sejtek aktivdléddsdnak blokkoldsdval, masrészt a szovetekbe
kivandorl6 aktivélt T-sejtek effektor funkcidjdnak (efferens) gatldsit. Az afferens it sikeres
gatlasdra példa az Efalizumab nevli, a CDlla molekula ellen hasznalhaté humanizalt
monoklondlis ellenanyag, mig az effektor funkcié gatldsat valdsitja meg az Infliximab nevd
humanizélt monoklondlis ellenanyag gydgyszer, a T-sejtek dltal termelt TNF blokkoldsa révén.
Az irodalmi adatok és sajit eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a TL1A/DR3
molekulapdros fontos szerepet tolt be az immunrendszer folyamataiban. Korunk medicindjdnak
egyik sokat kutatott betegségcsoportja a kronikus, T-sejt medidlta betegségek sok-sok embert
érintenek szerte a vildgban. Ha valahol a vildgban leirnak olyan gyégymddot, amely csak egy
kicsit is képes ezeket a beteségeket érdemlegesen befolydsolni, 6ridsi figyelem 6sszpontosul ra!
A 2004-ben az FDA iltal engedélyezett szisztémads Infliximab kezelésr6l mdra mar tudjuk, hogy
igen hatdsos pikkelysomorben, de a mellékhatdsok nem elhanyagolhatéak. Ezek koziil a
legjelentGsebb a TBC fert6zés és néhany limfoproliferativ korkép fokozott eléforduldsa. A
betegség magas el6forduldsi ardnya indokolja az alternativ célpont molekuldk keresését, és az
ezeken alapuld dj és hatékony gyogyszerek fejlesztését. Ha a feltételezett (putativ) IRF1
kotShely a TL1A promoterében az irodalmi adatoknak megfelel6en fejti ki hatdsét, akkor
magyarazhatéva valik az ongerjeszt§ folyamat, amelynek a 1étezését régéta sejtik. Ezalatt egy
olyan jelenséget értiink, amelyben az egyik sejt dltal termelt gyulladdsos medidtor egy madsik
sejtet arra késztet, hogy ugyancsak valamilyen mdsik medidtor termelésével az els§ sejt
gyulladast elGsegitd mikodését serkentse. Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a feladat tehat
adott: az egyre novekv$ ismeretanyag birtokdban a modern orvosi biotechnoldgia tdrhdzat
felhasznalva uj, kedvez&bb tulajdonsdgi gyodgyszereket kifejleszteni €s azt minél el6bb a
gyogyitas szolgdlatdba allitani! Erre j6 lehetGségnek latszik a TL1A hatdsat neutralizalni képes
humanizélt ellenanyag kifejlesztése és terdpids alkalmazasanak kidolgozasa.
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