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CELKITUZESEK
Jelen értekezés létrejotte annak az Gjonnan felismert jelenségnek

koszonhetd, amely szerint a human a-interferon antiviralis hatdsa bizonyos

aminosavakkal modulalhaté. Az értekezés célja elsGsorban az adott jelenség
részletes leird jellegl ismertetése, érvényességi teriiletének feltérképezése,
korlatainak megéllapitdsa. Ennek megfelelSen az aldbbi kérdésekre szerettem volna
valaszt kapni kisérleti munkam soran:

1. Az észlelt jelenség csak a HulFN-o-ra jellemz8, vagy valamennyi human

interferon esetén kivalthaté?

2. Azonos mdédon hatnak-e az egyes aminosavak mindhirom interferon-
tipusra?

3. Hogyan fiigg az aminosavak mdédosité hatdsa a koncentraciéjuktol?

4. Hogyan befolyasoljak az egyes aminosavak a HulFN-oo és a HulFN-y

kozotti szinergizmust?

5. Az aminosav - interferon kolcsonhatdsok azonos, vagy eltérd
hatasmechanizmuson alapulnak?

6. Az egyes aminosavak hatdsa fiigg-e attdl, hogy az antiviralis értékmérés
mely fazisaban adjuk ket a mérérendszerhez?

7. Aminosav - interferon kolcsonhatdsok csak human rendszerben
észlelhet8k, vagy mas fajokra is jellemz&k?

8. E kolcsdnhatdsok csak homolég mérdrendszerben jelentkeznek, vagy
heterolég rendszerben is?

9. Az aminosavak csak az interferonok antiviralis hatasat képesek modulalni,

vagy egyéb biolbgiai hatésait is?



10. Az antiviralis hatast modulalé aminosav - interferon kolcsonhatasok csak
a vesicularis stomatitis virussal szemben érvényesiilnek, vagy egyéb virusoknal is?

11. Befolyasoljak-e az aminosavak az egyéb drogokkal terapias
kombinaciéban alkalmazott IFN-ok antiviralis hatdsat?

12. Vannak-e a vizsgilt jelenségnek kozvetlen gyakorlati alkalmazasi

lehet&ségei?



BEVEZETES

Az interferon fosalma és élettani jelentosege
Interferon gyUjténév alatt a fehéri€éknek egy olyan - a gerincesek valamennyi

osztalyara jellemz& (Béladi & Pusztai, DeSena & Rio, Krim 1982a, 1982b, Sanders) -
csoportjat értjuk, amely a gazdaszervezet sejtjeiben idegen behatasra (virus,
baktérium, kett&sszald RNS, antigén, mitogén, stb.) keletkezik, és antiviralis
aktivitassal rendelkezik. Az interferonokat a jelenleg elfogadott nomenklatira
szerint (Stewart et al. 1980) harom csoportra osztjuk:

- alfa (o) interferon: Kilonboz6 tipusa fehérvérsejtekben (Roberts, N. J. Jr. et al,,
Saksela et al., Kikuta et al.) virusok vagy kett&s szald RNS hatasara termel&ds, 18-26
kD kozotti molekulasalya (Goren et al.) proteincsalad. A humin o-interferonnak
jelenleg 23 altipusa ismert (Bartholomew & Windass, Henco et al.), génjeik a 9-es
kromoszéman, egy kapcsolasi csoportban helyezkednek el (Owerbach et al., Trent
et al., Ullrich et al.).

- béta () interferon: Kb. 20 kD molekulasialya glikoprotein, a molekulasily a
gikozilacié  mértékétsl fliggben némileg  valtozhat  (Rubinstein  1982).
Fibroblasztokban termel&dik virusok, vagy kettSs szald RNS hatdsdra (Stanton et
al). Jelenleg két altipusat ismerjik (Seghal & Sagar, Billiau, Weissenbach et al.),
mindkettének a génje a 9. kromoszéman taldlhaté (Owerbach et al., Trent et al.).

- gamma (y) interferon: Antigének, mitogének, endotoxinok és kis molekuladja
inducerek hatasara(Rubinstein 1982) a T-limfocitdkban (Stanton et al.) termel&dd,
20-25 kD k'o'zétti molekulasilya glikoprotein (Rubinstein 1987). Egyetlen altipusat
ismerjuk (Balkwill), amelynek génje a 12. kromoszémin helyezkedik el
(Carrington). Bar a szakirodalomban tébben leirjdk a y-interferon preparatumok

heterogenitasat (Friedlander et al., Yip et al.), ezek az észlelések valdszinlleg a



molekula poszttranszkripciés médosuldsainak, €s a glikozilaltsag eltérd mértékének
tudhaték be (Rinderknecht et al., Rubinstein 1987).
Egyre tobb jel mutat arra, hogy létezik egy negyedik tipusi interferon is,

melyet a kutatdk feltételesen omega (o) inteferonnak neveznek (Kruzel et al., Pieler
& Hauptmann). Ez a molekula antigén-szerkezetében az o-interferonokkal rokon
(Borecky et al. 1989), fizikokémiai jellemzoi a y-interferonra hasonlitanak (Mécs et

al. 1989a, 1989b, Téth S. et al. 1988a), bioldgiai hatasaiban pedig mindkett&tdl eltér

(Mécs et al. 1988, Téth S. et al. 1988b). Az o-interferon fehérvérsejtekben

termelédik (Klieman et al., Huygen et al.,, Scheglovitova et al.), megtalalhato

természetes a-interferon készitményekben (Chadha, Kruzel et al., Filipic et al.

1986a, 1986b, Téth S. & Mécs 1986), valamint egyes virusfertézésekben (Chadha,
Huygen et al., Lebon et al., Sherertz), és autoimmun betegségekben (Borecky et al.
1986, Klieman et al., Waschke & Diezel) szenvedd paciensek szérumdiban. Bocci
(1988b) szerint ez a molekula megegyezik a természetes korulmények kozott "in
vivo" keletkezd interferonnal.

Végul Pretnar és munkatirsai beszamolnak elektroindukcié hatasara
keletkezs, antiviralis hatdsd, de sem az eddig ismert interferonokkal, sem egyéb
antivirdlis aktivitasi molekulakkal (interleukinok, tumor nekrézis faktor) antigén
rokonsagot nem mutaté anyag létezésérSl. Nem kizart, hogy itt egy otodik
interferon-tipusrdl van szo.

Bar az interferonokat antiviralis hatdsuk alapjan fedezték fel, és ezzel a
sajatsaggal minden interferonnak definiciészerien rendelkeznie kell, ezen kivul is
igen széles kord bioldgiai aktivitas jellemzi Sket (részletes ismertetésiik a kovetkezd
pontban). Ezek kozil a legfontosabb, s egyben valészintleg az interferonok

elsédleges funkcidéja az immunrendszer modulaciéjaban betoltott szerepiik



(6sszefoglaléul: Maudsley et al, Vileek & De Maeyer, Virelizer). Ilyen
min&ségiikben az interferonok egy magasabbrendd immunregulaciés hdlézatnak, a
limfokin rendszernek a tagjai (Dinarello & Mier, Szeri), amely viszont - a
monokinekkel, a tumor nekrdzis faktorokkal és a ndvekedési faktorokkal egytitt - a
citokin halézatot alkotja (Balkvill, Balkvill & Burke, Kawade, Tovey).

Az interferonok azon sajatossigai (Kawade), hogy nem a termel$ sejtekben
hatnak, kozvetlentl a sejtkozotti térbe, majd (vagy) a véraramba keriilnek, a
célsejteken specifikus receptorokhoz kotédnek, a célsejtek mikodésére szabalyozd
hatast fejtenek ki, minden tekintetben megfelelnek a hormonokkal szemben
tdmasztott kritériumoknak (Inglot, Borecky). Ez az analdgia, valamint az
immunrendszer és az endokrin rendszer kozotti szoros kolcsonhatasok
(0sszefoglaléul: Baldzs, Szabd, Szegedi) késztették Kawade-t arra, hogy megalkossa
a homeokin fogalmat, értve alatta az endokrin rendszernek és az
immunrendszernek olyan transzmitter molekulait, amelyek szabalyozé szerepet
toltenek be a homeosztazis fenntartasiban.

A fentiek alapjan tehat Ggy fogalmazhatjuk meg az interferonok élettani

jelentSségét, hogy az interferonok a homeosztazis fenntartasaban részt vevo

immunregulator molekulak Emellett azonban az interferonok antivirdlis és

antiproliferativ képességgel is rendelkeznek (amelyek beleférnek a’ homeokin
kategéridba, de nem limfokinként). E sajatsigok csak részben érvényesiilnek
attételesen, immunstimulacié révén, részben direkt mechanizmusokon keresztil
nyilvinulnak meg. Mivel az interferonok terapias alkalmazasat f6ként ez utébbi két
tulajdonsagnak koszonhetjik, a terapeutak gyakran figyelmen kiviil hagyjak az
interferonok els&dleges élettani szerepét, és olyan terdpias dézisokat alkalmaznak,
amelyek mar immunblokkol6 hatdstak (E kérdésre kisérleti eredményeim fényében

a "Megbeszélés" fejezetben vissza fogok térni.)



Az interferonok biologiai hatdsai

Regulator szerepikbdl adéddan az interferonok a célsejtekre hatva igen
sokrétd, tobb lépcsés, kaszkadszerlen szélesedS biokémiai folyamatsorokat
inditanak el. E folyamatok egyes elemei negativ feedback révén gondoskodnak a
beindult reakciok terminéldsardl, illetve az interferon-hatdskaszkad altal bekapcsolt
gének Gjbdli represszidjardl. Az interferon hatasok komplexitdsat sokszorosara
noveli, hogy e hatdsok min&sége és mértéke erbsen figg olyan moduldléd
tényez8ktdl, mint a célsejtek mindsége (pl. a HulFN-a egyes sejtvonalak
differencidlédasat indukalja, masokét gatolja - 1d. Grossberg & Taylor, Moritz &
Kirchner), az interferon tipusa, mennyisége (az IFN-ok legtobb bioldgiai hatasukra
nézve bifazisosak: bizonyos koncentracié-optimumon tdl az effektus csdkken, sét
ellenkez&jére fordul), az interferon-expozicié idépontja a cellularis eseményekhez
(sejtciklus, virusfertézés stadiuma) képest, a behatas id&tartama, stb. Végul az IFN-
ok hatdsai tobb szinten nyilvanulnak meg, igy célszerd elkilonitve emliteni a
sejtszintd, a szerv(rendszer)-szinti és az organizmus szintjén jelentkezd IFN
hatasokat. Az interferonok biolégiai hatdsainak részletes ismertetése, sét ezeknek
csak teljes kord felsorolasa is meghaladja e bevezetés kereteit. Igy csak a f&bb
hatascsoportokra és azon belil a legjellemz&bb elemekre fogok- szoritkozni
(altalanos attekintésiil itt és a tovabbiakban: Balkwill, Maudsley et al, Niederle &
von Wussow, Stewart, Vilcek & de Mayer).

Valamennyi IFN valamennyi hatdsdanak kozos kiindulé eleme, hogy az IFN
molekulanak ki kell jutnia a termel& sejtbdl, és a sejtmembran kilsé felszinén lévé
specifikus receptorhoz kell kapcsolédnia. Ennek a lépésnek akkor is végbe kell
mennie, ha adott specifikus hatds eléréséhez ezutdn az IFN molekuldnak Gjbdli

internalizal6d4sara van szitkség. A receptor-komplex intracellularis régidja tartalmaz



egy proteinkinazt - az IFN-o/B receptorok esetében ez a TyK-2, mig az IFN-y

receptorndl a JAK-2 -, ami az IFN-koét&déskor foszforildlja a receptor-komplex egy
masik elemét, az ISGF-3-t (amely mindkét receptorkomplex kozos alkotérésze). Az
aktivalt ISFG-3-p levalik a komplexrdl és a sejtmagban a genom megfeleld
szakaszaihoz kapcsolédva beinditja bizonyos gének, az un. IRE (interferon-reaktiv
elemek) transzkripciéjat. Ez a mechanizmus felel&s az IFN-ok altal indukalt de novo
tehérjeszintézisért (Abbas et al.). Az IRE-fehérjék kozott talalhatdk antivirdlis hatdsa
molekulak, proliferaciét befolyasolé komponensek és az immunrendszerhez tartozé
elemek.

Az antiviralis elemek kozil a legismertebbek:
- az Mx (egérnél) vagy Mx-like (embernél) protein, amely az influenzavirus primer
transzkripciéjat gatolja;
- a dsRNS-fiiggd proteinkinaz (a transzlaciét gatolja az elF-2a riboszémalis inicidcids
faktor foszforilalas Gtjan torténd inaktivalasaval);
- €s a 27-57-A-szintetdaz, amely dsRNS jelenlétében aktivalédva egy 27-5 kotésben
lévd oligoadenilat lancot szintetizal. A 2°-57-A egy 80 kD molekulatomegi endoRN-
azhoz kapcsolédva azt aktivalja, és az enzim hasitja az ssRNS molekulakat az UA,
UG és UU szekvencidk mentén.
E két utébbi mechanizmus nem szelektiv a virdlis RNS-re €s fehérjeszintézisre, igy
feltehet&en a sejtosztédas gatlasdban is szerepuk lehet.
Erdemes még megemliteni, hogy 1994-ben egy francia kutatécsoport izolalt egy 50
kD-os fehérjét, amely az IRE harmadik generdcidjahoz tartozik - azaz az IFN-vilasz
génaktivacids kaszkddjanak harmadik 1épcs&jében keletkezik -, és eddig minden

megvizsgalt virus esetében teljes szaporodasi blokkot okozott. A 12 kiprébalt



virustdrzs az ismert allati viruscsoportok teljes spektrumat (dsDNS, ssDNS, ssRNS,
dsRNS) atfogja (la Bonnardiére, személyes kozlés, 1994).

Joval kevésbé ismert az antiproliferativ hatasok biokémiai hattere. Tudjuk,
hogy elsGsorban represszor-fehérjék keletkeznek, amelyek gatoljak bizonyos proto-
onkogének (pl. c-myc, c-fos,) expresszidjat, tovabba fékezik a sejtciklust é€s Go/Gy
fazisban tartjak a sejteket. Egy masik proto-onkogén, a c-ras esetében igazoltdk
(Samid), hogy az IFN-ok fokozzak a citozin metilaciéjat az 5-6s szénatomon a gén
regulator régidjdban, amelynek a transzkripcidja igy csokken.

Az is ismert, hogy az IFN-ok (elsGsorban az IFN-y) gatoljak az uGn. novekedési

faktorok sejtproliferaciét el&segité hatasait, pl. a PDGF (trombocita-eredetd
novekedési faktor) altal aktivalt ornitin-dekarboxilaz és poli-ADP-ribéz szintetaz
muikodését (Einat et al.).

Az TFN-ok nem befolyasoljak kozvetleniil a de novo DNS-szintézist, de -ismeretlen
médon- gatoljadk az Gjonnan keletkezett Okazaki-fragmensek 6sszekapcsolodasat
(Clemens & McNurlan, Jacobsen).

[FN-kezelésre fokozddik a célsejtek aktin- és fibronektin termelése, és megerdsodik
a citoplazmamembran és a citoszkeleton kapcsolata. Ennek kovetkezményeként
megnd a membran rigiditdsa, ami részben az intramembrin proteinek mozgasat
gatolja, részben akadilyozza a sejtosztédashoz elengedhetetlen sejttomeg-
novekedést (Taylor-Papadimitriou). Az ilyen iranyG membranvaltozasok felel6sek
lehetnek olyan antivirdlis hatdsokért is, mint a virus penetracidjanak, a szincicium-
képzésnek, vagy a virus kiszabadulasnak (budding) a gatlasa.

A sejtmembrinok fluiditidsat egy masik mechanizmuson keresztiil is csokkentik az

IFN-ok: gatoljak a delta-9-deszaturdz enzim aktivitdsat, amely a telitett sztearinsavat



(C: = ardny 18 : 0, o.p.: 69°C) mono-deszaturalt oleinsavva (18 : 1, 13.9°C) alakitja
(Apostolov). A magasabb o.p. megndvekedett membran-rigiditast eredményez.

Az IFN-ok elBsegitik bizonyos differencidlatlan sejteknek -elsGsorban a
hematopoézis sejtjeinek- a differencidlédasat, ennek mechanizmusarél azonban
szinte semmit nem tudunk. Tovdabb bonyolitja a helyzetet az a tény, hogy ezzel
szemben egyes sejtvonalak differencidlédasat képesek gatolni is (Grossberg &
Taylor).

A legdsszetettebb hatast az IFN-ok az immunrendszerre fejtik ki. Mint a
citokin-halézat elemei, méas citokinek termelését indukalni képesek, €s maguk is
indukilhaték egyéb citokinek altal. E hélézat mikodését még csak egyes
részleteiben, igen hidnyosan ismerjik. Az immunsejtek kozotti  “kémiai
kommunikacié” mellett azonban kdzvetlen IFN hatdsok is ismeretesek.

A humorilis immunvélaszt tekintve az IFN bifazisos hatast fejt ki az 1gG €s az IgM
produkcidra. Alacsony dézisok (100-1500 NE/ml) serkentik az ellenanyag-termelést,
mig magasabb dézisokkal gatolni, vagy teljesen blokkolni lehet az ellenanyag-
valaszt (Stewart). Ugyanakkor alacsony dézisok is gatoljak a T-sejtek altal stimulalt
poliklonalis IgE-produkciét (Coffman & Carty).

Az IFN-ok dézisfiggéen fokozzdk vagy gatoljak a természetes és az antitest-figgd
cellularis citotoxicitast -valdszinlleg a reaktiv oxigén-gyokok szintézisének
szabalyozasa utjan- (Benczir, Herberman, Heron et al.), valamint az antigén- és
mitogéningerre bekovetkezd blasztos transzformiciét (Beller, Benczur, Soos &
Johnson, Uher).

Az o és B interferonok fokozzak az MHC-I antigének expresszidjat a sejtfelszinen,

mig a y IFN mind az MHC-I mind az MHC-II expressziét stimulalja. IFN-y hianyaban
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nem térténik meg az antigénprezentdcié és felismerés sem (Germain, Maudsley et
al).
Fokozzak az interferonok az adhéziés molekuldak (ICAM-1, Integrin-a2, Integrin-B1)
expresszi6jat is mind az immunsejtek, mind a vaszkularis endotél sejtek felszinén
(Capobianchi et al., Dolei et al.,, Takeuchi et al.), ami egyrészt, el&segiti a limfoid
sejtek és makrofagok kitapadasat, masrészt serkenti azok migracidjat az
extravaszkularis térbe.
Az IFN-ok gétoljdk a hematopoetikus sejtek osztédasat és indukaljak azok
differencialédasat (Balkwill).

Végul -csak jelzésszerGen- meg kell emlitenem néhany fontosabb szisztémas
IFN hatast is, amelyeknek terdpids jelentésége van (esetleg mellékhatasként
sziikséges figyelembe venni). Ilyenek:
-az o, B és y IFN-ok gyulladasgitlé (Lemmel & Obert, Lemmel et al.,, Mécs et al.
1984b, 1985a, 1986) és az ® IFN gyulladdsfokozé (Mécs et al. 1989b) hatasa;
- az IFN-o. opiat-szerd hatdsa (Adams et al.,, Bocci 1988a, Dafny & Georgiades,
Rohatiner et al., Salazar et al., Scott), amely azon alapul, hogy megnoveli az opiat
receptorok expresszidjat a neuronok felszinén (Sztcs M., Szlcs V. és Téth S., nem
kozolt adatok);
- az IFN-y kardiotoxicitdsa (Mannering & Deloria, Scott, Wagstaff et al.1985b)
- az angiogenezis gatldsa (Klagsbrun & D"Amore, Sidkey & Borden, Stinson et al.);
- a zsfranyagcsere befolyédsoldsa az arachidonsav-szintézis (az o és B IFN gatolja, a y
IFN fokozza - Boraschi et al.), a méj zsirsavszintézis (Grunfeld et al 1990, 1991,
Grunfeld & Feingold) és a zsirsav-szaturicié (Apostolov) szabalyozasan keresztiil;
- a tdpanyaghasznositds fokozasa beteg (Cummins et al.) és egészséges (Szabd D.,

Mécs 1. és Téth S., nem kozolt adatok) borjakban.
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A szisztémis hatdsok koziil kiilén szélni kell egy egészen speciilis esetrdl: egy IFN-
o-hoz hasonlé -feltételesen tau interferonnak nevezett- molekula termel&dik a
trofoblaszt sejtjeiben a terhesség kezdetén amelynek a terhesség immunoldgiai
felismerésében és a kialakul6 immuntolerancia kivaltisiban tulajdonitanak szerepet
(Roberts, R. M. et al., Paulesu et al.). A terhesség kés&bbi szakaszaiban a

placentdban IFN-B képz&dése indul meg, amely viszont az embriondlis szovetek

differencidlédasat szabilyozza ( Duc-Goiran et al., Jiang et al., Chany-Fournier et

al.).

Az interferonok terdpids alkalmazdsa

Tumoros megbetegedések
Az elsS terapids kisérlet utan (Falcoff et al), ami igen szerény részleges

eredményt hozott, Cantell és munkatarsai human interferon termelési €s tisztitasi
eredményei (Cantell & Hirvonen 1977, 1978, Cantell et al., Strander & CantelD)
lehetévé tették, hogy nagy mennyiségl, emberi terapiara alkalmas tisztasagu
interferonnal prébalkozzanak az emberi tumorok gydgyitasaban. Az elsé igazi
attorést Strander és munkacsoportja (1973a, 1973b) érte el az osteosarcoma mutét
utani adjuvans kezelésében. Bar ezek az eredmények -megfelelé kontroll hijan-
nehezen interpretdlhatéak és vitdra ingerléek voltak (Sikora), mégis hatalmas
lendiiletet adtak az emberi tumorok interferonnal torténd kezeléséhez.

A hetvenes években tovabbra is Strander munkacsoportja jart elél (Ahstrom
et al.,, Blomgren et al., Einhorn & Strander 1978, Mellstedt et al., Strander, Strander
et al 1976), de az USA-ban (Dunnick & Galasso, Guttermann et al., Hill et al,
Horoszewicz et al.,, Merigan et al.), Franciaorszagban (Gresser) és Jugoszlaviaban

(Ikic et al. 1975a, 1975b) is komoly'terépiés kisérletek kezd&dtek.
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Ez a tendencia er8sodott a 80-as években (6sszefoglaléul: Goldstein &
Laszlo, Jaffe & Sherwin, Martinelli & Cavalli, Sarosy et al., Schiller et al., Smyth et al,,
Spiegel), majd egyéb citokinekkel is kisérletekbe kezdtek (Balkwill et al., Bronchud
et al, Creasey et al., Feinberg et al., Lotze et al. 1985, 1986, Mazmunder &
Rosenberg, Mule et al.,, Nakata et al.,, Nishimura et al., Orr et al., Ottow et al,
Paciucci et al., Phillips J. H. et al., Rosenberg et al., Sporn & Roberts, Talmadge et
al., Theologides, Vadhan-Raj et al.) az egyre biztatébb interferon-eredmények
nyoman.

Napjainkban a tumorok hatékony interferon-terapidjat eredményesség
szempontjabdl hiarom csoportra oszthatjuk: Az elsé csoportba tartoznak azok a
tumorok, amelyeket interferonnal monoterapidban teljesen, vagy nagy szazalékban
gyogyithaték. Ide tartoznak bizonyos hematolégiai tumorok, mint a hajas sejtes
leukémia (Bezwoda et al., Golomb et al., Mandelli et al., Quesada et al. 1984, 1986,
1987 1988a, Schwarzinger et al.), a non-Hodgkin limféma (Bunn & Foon, Bunn et
al., Canellos, Chisesi et al., Foon & Bunn, Thde et al., Simoni et al., Urba & Longo,
Wagstaff et al. 1985a, 1986), a kronikus myeloid leukémia (Alimena et al. 1988a,
1988b, Fujimiya et al., Kurzrock et al. 1987, Niederle et al. 1986, 1987, Talpaz et
al. 1986, 1987a), a kronikus limfoid leukémia (Cueno et al., Pangalis & Griva,
Rozman et al., Talpaz et al. 1987b), a kronikus granulocitas leukémia (Bergsagel
et al.) egyéb myeloproliferativ (Giles et al., Gisslinger et al. 1986, Gugliotta et al.,
Silver) és limfoproliferativ (Shapiro et al.) korképek, tovabba a papovavirusok
okozta szolid tumorok, mint a laringealis papilloma (Benjamin et al., Einhorn &
Strander 1984, Gerein et al., Healy et al, Leventhal et al.,, Lusk et al), a cervix
prekancerézus allapotai (Davidovich et al, de Palo et al), verruciform
epidermodiszplazia (Arico et al.) vagy a condyloma acuminata (Friedman-Kien

et al., Gall et al., Gross et al., Hohenleutner et al., Keay et al., Kirby et al., Petersen
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& Kroon, Zachariae et al). és az in situ higyholyag-karcinoma (Ackermann et
al., Andriole, Glashan Grups et al.,, Torti et al.) Kilon megjegyzésre érdemes tény,

hogy Magyarorszagon el8szor a természetes human leukocita (o) interferont a hajas

sejtes leukémia gydgyszereként torzskonyvezték 1989-ben.

A maisodik csoportba azok a tumorok sorolhatdk, amelyek interferon
terapidra egyértelmden reagilnak, de teljes gydgyuldst nem, vagy az eseteknek csak
kis sz4zalékaban érhetiink el. Ide tartozik példiul a multiplex myeloma (Ahre et
al., Einhorn & Strander, Giles, Ludwig et al., Penny et al., Quesada et al. 1988a), a
Hodgkin-kor (Blomgren et al., Clark, R. et al., Leavitt et al, Rapson et al), az
AIDS-sel kapcsolt Kaposi-szarkoma (Krown 1989, Lane et al., Penny et al,
Volberding & Mitsuyasu, de Wit et al.), a vese-sejtes karcinéma (Figlin et al,,
Krown 1985, Muss et al., Rinehart et al., Rudolf, Umeda & Niijima), a malignus
melanéma (Creagan et al. 1987a, 1987b, Ernstoff et al., Kirkwood & Ernstoff, Legha
et al., Maral et al., Steiner et al., von Wussow et al. 1988a). Ezeknél a tumoroknal
gyakori az interferon kombinaciés terapiaban torténd  alkalmazasa
citosztatikumokkal (Croghan et al., Durie et al., Fossa & De Garis, McLeod et al.,
Pehamberger et al., Sarosy et al., Talpaz et al. 1986, Wadler et al., Weiner et al.), és
sugarkezeléssel (Holsti et al., Sunami et al., Torrisi et al.). Teljesen Gj terapias
terilet a biolégiai reguldtorok kombinalt alkalmazdsa. A legfontosabb ilyen
kombinacick a kiillénbdzé interferon-tipusok egytittes hasznalata (Kurzrock et al.
1986, Quesada et al 1988b, Schiller et al.), interferon és interleukin-2 (Baars et al.,
Huberman et al., Kriegel et al., Margolin et al.), interferon és tumor-nekrézis faktor
(Smith et al.) illetve interferon és retinoidok (Bollag, Bollag et al., Rustin et al.,
Thestrup-Pedersen et al.) kombinacidja. A kulonleges kombindcidk koziil emlitést

érdemel még az igéretes, de nem eléggé bizonyitott hatdsi interferon - aszpirin
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kombin4cié (Creagan et al. 1988) illetve a zselatin—interferon konjugatum (Tabata et
al.) alkalmazéasa.

A harmadik csoportban szerepld tumorok esetében a terapids hatasra
vonatkozé adatok ellentmondisosak, mint a kolorektalis tumorok (Lillis et al.,
Oberg et al. versus Clark, P. . et al., Furue, Krown et al., Niederle et al. 1984), az
emlokarcinéoma (Fentiman et al., Gutterman et al., Jereb et al. 1987 versus
Bruntsch et al., Nethersell et al, Sarna & Figlin), az ovarium karcinoma
(Abdulhay et al., Berek et al.,, Hsu et al., Goldstein et al.,, Welander et al. versus
d'Acquisto et al., Oberg et al.), a nem-kis sejtes tiildoadenémaik (Ardizzoni et al.,
Rosso et al. versus Grunberg et al., Leavitt et al.) és a csontszarkomak (Edmonson
et al.,, Strander et al. 1985) esetében. Ezeknél a terdpiids sikertelenség oka lehet a
helytelentil megvalasztott interferon tipus, hibas terapias protokoll, vagy az
alkalmazas nem megfelel mdédja. Ide soroljuk azokat a tumorokat is, amelyeknél
igéretes, de kisszamu Kkisérleti adat 4ll rendelkezésre. Ilyenek példaul az
asztrocitomak (Jereb et al. 1986),a gliomak (Mahaley et al.1985a, 1985b, Padovan
et al.), masztocitézis (Kluin-Nelemans et al.), szemészeti tumorok (Ljustina et
al.), endokrin pankreasz tumorok (Eriksson et al.), a bér kiilonbozé neoplaziai -
a bazalsejtes karcinomak (Grob et al., Padovan et al.,, Wickramasinghe et al.),
lapsejt-karcinomak (Edwards et al.), keratoakant6-mak, Bowenoid keratozis,
(Padovan et al.,, Wickramasinghe et al), epidermodysplasia verruciformis

(Blanchet-Bardon et al.)



15

Virusfertézések

Az interferont antivirdlis anyagként fedezték fel, és nem is késett
sokdig az els§ ilyen jellegd human terapids probalkozas. Maga Isaacs és
munkatarsai alkalmaztak elészor interferont himlGoltas szovédményeinek
megel6zésére (Scientific Committee on Interferon 1962). Ez a munkacsoport
még Isaacs halala utan is folytatta munkéjat az interferon terapidas antiviralis
alkalmazasainak lehet&ségét kutatva (Scientific Committee on Interferon 1966,
1970). Kulonosen nagy lelkesedéssel prébalkoztak léguti fertézések,
influenza és natha kezelésének és prevenciéjanak megoldasaval (Scientific
Committee on Interferon, 1965, 1970), de e tertileten mindmaig rendkiviil
ellentmondésos eredményekrdél szamolnak be a kutaték (Douglas et al.,
Hayden et al. 1986, Monto et al., Treanor et al. vs. Foy et al.,, Hayden et al.
1987, Tyrell). A hetvenes évek kutatasai els6sorban az in vitro antiviralis
hatasok  elemzésében  hoztak  komoly  el6rehaladdst. = Emellett
allatkisérletekben prébalkoztak meg olyan virusferté6zések interferon
terapiajaval, amelyeket - mint példaul a rabiest - embereken nem lehetett
tanulmanyozni (Hilfenhaus et al., Majer et al., Weinmann et al., Wiktor et al.).
A human antiviralis terdpiaban a nagy attorést a herpeszvirus csalad altal
okozott fer6zések sikeres interferon-kezelése hozta meg (Arvin et al., De la
Pena et al., Emodi & Rufli, Emodi et al.,, Galin et al., Jones et al., Kern &
Glasgow, Merigan et al.). Ugyancsak ekkor kezd&dtek a papillémavirus
fert6zések (I1d. a tumorterapiaknadl), és a hepatitis B fert6zések interferon
terapias kisérletei is (Carter et al., Desmyter), amelyek késébb rendkiviil
sikeresnek bizonyultak (Alexander et al., Anderson et al., Eddleston & Dixon,
Liaw et al., Mancini et al., Mazzella et al., Scully et al.,). Hasonléan kivalé
eredményeket értek el a hepatitis C (Eddleston & Dixon), a delta hepatitis
(Hoofnagle et al., Mancini et al., Thomas et al) és az akut fulminans

hepatitis (Levin et al.) kezelésében is.
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Nem viralis fert6zd betegségek
Mivel szdmos bakterialis antigén és endotoxin képes interferon termel&dést

indukélni, nem meglepd, hogy modellkisérletekben vizsgalni kezdték, van-e vajon
az interferonnak antibakteridlis, esetleg egyéb kérokozdkkal szembeni hatasa is?
Ezek a vizsgilatok sok esetben pozitiv eredménnyel végz&dtek. Kitlnt, hogy az
interferon gatolja az Enterobacteriaceae csalidba tartozé fajok invazivitasat
(Bukholm et al., Degré et al., Gober et al, Niesel et al), akadilyozza az
intracelluldris parazitdk -Chlamydia, Toxoplasma- in vitro (Byrne et al) és a
Rickettsiak in wvivo szaporodasat (Li et al), valamint a kérokozdk in wvivo
szaporodasat kisérletes leishmaniasisban (Hockertz et al., Murray), listerosisban
(Nakane et al.), echinococcosisban (Pfister et al.), eperythrozoon fertézésben
(Suntharasamai & Rytel), malariaban (Poindron et al.) aspergillosisban (Khan et
al.) és néhdny egyéb gombis fert&zésben (Perfect, Phillips P. et al.)

Teradpidsan is sikeresen alkalmaztik az interferont egyes human nem viralis
fert6zésekben, bar itt az esetek tobbségében a jol kidolgozott, hatékony kezelési
sémak miatt a hagyomanyoshoz képest koltségesnek szamité interferon terdpidnak
kevés létjogosultsdga van. F&ként olyan esetekben johet széba, ahol a kérokozo
hagyomanyos antibiotikumokkal és kemoterdpeutikumokkal nehezen érheté el
(leishmanniasis - Badaro et al., Brandely et al., Harms et él.; rickettsiasis - Kazar
et al. 1971a; trachoma - Kazar et al. 1971b), vagy azokra polirezisztens (lepra -
Kaplan et al., Nathan et al., 1986; TBC - Gauci, Maziarz). Tovabbi fontos szerepe
van az interferonnak immunhiinyos €és/vagy immunszuppresszalt betegek
szekunder fertGzéseinek megelozésében, kilondsen, ha magat az

alapbetegséget is interferonnal kezelik (Ingimarsson et al., Murphy et al.).
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Egvéb korképek
J6 néhany autoimmun betegségben kozvetve, vagy kozvetleniil karosodik az

interferon termeld rendszer. Ezek a betegek interferon deficiensek lesznek mint a
Bechterew-kdérban (Boromisza, Téth S. 1984), rheumatoid arthritisben (Boromisza,
Taran et al., Téth S. 1984), vagy interferon talprodukalék lesznek, mint inzulin-
fliggs diabetes mellitusban (Téth S. 1984), esetleg spontdn interferon-termeldk,
mint psoriasisban (Borecky et al.), sclerosis multiplexben (Hertzog et al., Rudick &
Ransohof), vagy szisztémas lupus erythematosusban (Borecky et al.).

Ugy tlnik, ezeknek a betegségeknek egy részében interferon adasara a
tinetek enyhithet8k, esetleg teljes mértékben megsziintetheték. Legjobb
eredményeket eddig a rheumatoid arthritis (Cannon et al., Coto et al., Lemmel &
Obert, Lemmel et al., Pernice et al.,, Sosa et al., Veys et al.), a Bechet-kor (Fierlbeck
multiplex (AUSTIMS Research Group, Fierlbeck & Rassner, Ghezzi et al., Hirsch et
al.,, IFNB MS Study Group, Johnson & Panitch, Kahan et al, Milanese et al,
O'Malley et al) gydgyitdsiban értek el. Reményt kelté adatokrdl szamolnak be
azonban a psoriasis (Fierlbeck & Rassner, Harrison & Peat, Quesada &
Gutterman), a Langerhans-sejtes hystiocitozis (Boccara et al.), sét a skizofrénia
(Cabrera et al) kezelésében is. Az immunolégiai eredeti idiopatias
trombocitopénias purpuraban is beszamoltak hatékony interferon-kezelésrdl
(Proctor et al. 1988, 1989, Facon et al.), de eredménytelen prébalkozasokrdl is

(Hudson et al., Matthey et al.).
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Az interferon—kutatads torténetének legfontosabb dllomdsai
A virusinterferencia jelenségét -miszerint egyes virusokkal tortént fert&zés

meggitolja, hogy ugyanazt a sejtet tovabbi fert&zés érhesse barmely mas virus altal-
mar 1935 o&ta ismerik a mikrobiolégusok (Hoskins), de a jelenségért felelSs
fehérjetermészetd szolubilis faktort Alick Isaacs irta le és azonositotta
munkatarsaival 1957-ben. O adta neki az “interferon” nevet is. Két évvel késébb Ho
és Enders kimutattdk az emberi interferon létezését is. A felfedezés utdn nem sokat
varatott magéra a terdpids alkalmazas gondolata sem, és 1962-ben beszdmolnak az
els6 human alkalmazasrél (Scientific Committee on Interferon 1962). Hamarosan az
is kiderilt, hogy az interferon nem csak antivirdlis anyag, hanem egyéb értékes
biolégiai hatdsokkal is rendelkezik. A priming jelenségét (az interferonnak sajat
képz&désére gyakorolt potencirozé hatasa) mar 1958-ban leirta Burke és Isaacs.
Paucker és mtsai 1962-ben el8szér ismerték fel az IFN sejtosztédast gatlé hatasit,
majd Svet-Moldavsky és Chernyakovskaya 1967-ben beszamoltak az elsé felismert
immunmoduléns sajatsagrél: az NK sejtek aktivitisdnak potencirozasardl. 1966-ban
Lockart meghatarozta az interferon fogalmat és felallitotta azokat a (mindmaig
folyamatosan médosulé) kritériumokat, amelyek alapjan egy adott molekulat az
interferonok kozé lehet sorolni. Ugyanebben az évben Strander és Cantell in vitro
termelé rendszert dolgoztak ki, amellyel nagy mennyiségd human IFN el&allitdsa
valt lehet&vé. 1967-ben Fournier és mtsai humén fibroblaszt tenyészetekben a
leukocita IFN-tSl eltérs tulajdonsagid, dn. “fibroblaszt-interferon”-t allitottak eld.
Wheelock mar 1965-ben beszamolt egy fitohemagglutininnel indukalhaté savlabil
IFN-18l, de csak 1970-ben igazolta be Falcoff munkatarsaival, hogy a leukocita IFN-
t&l ktilonalls, Gj IFN-tipusrdl van sz6, amelyet “immun interferon”nak neveztek el.
1973-tél,amikor Strander és mtsai a humin interferon hatékonysagardl

szamoltak be human csontszarkéma gydgyitasaban, a daganatterapias alkalmazas
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lehet&sége dridsi  érdeklddést keltett az interferon irant. Ettél kezdve
megsokszorozédtak mind az alapkutatis erdfeszitései, mind a terapids kisérletek. Uj
és Gj bioldgiai hatasokat és alkalmazisi lehet&ségeket fedeztek fel. Az interferon-
kutatas “els6 aranykora” a hetvenes évek végéig tartott. Addigra mar jénéhany
terapias kudarc jelezte, hogy az IFN nem az a rdkellenes csodaszer, aminek
Stranderék bejelentése nyoman remélték. A korabbi euféria szkepticizmusba (pl.:
Waddell), itt-ott az IFN terapids értékének teljes tagadasiba csapott at (lasd:
névtelen szerz$ -az irodalomjegyzékben “Anonymous” - szerkeszt&ségi véleményét
a Br. Med. J. 1977. évi 1. szamaban). Még a legoptimistdbbak (Strander, 1977, Scott
& Tyrell) is Ggy vélték: az interferon nem lehet igazi, széles korG gyogyszer, mert
csak nagyon korlatozott mértékben hozzaférhetd.

Uj fellendiilést hozott az IFN-kutatisban 1980, amikor Nagata és mtsai

bejelentették, hogy géntechnoldgiai eljarassal eld&allitottdk a HulFN-a egyik

altipusat. Ezutdn hénapokon beliil egymast kovették az Gjabb rekombindns IFN-ok
(Goeddell et al. 1980, 1981, Maeda et al.,, Mantei et al., Taniguchi et al) és
hamarosan elegendé mennyiség allt rendelkezésre a megfelel6 pontossagi €s
esetszamu klinikai kiprébalasokhoz. Tovabb fokozta az érdekl&dést, hogy 1981-ben

Merrifield és mtsai szintetikus uton is el&allitottdk az IFN-o1 és -a2 molekulakat.

1984-ben a kémiai Nobel-dijat B. Merrifield kapta, a hivatalos indoklas szerint “a
szilard fazisa peptidszintézis kidolgozasaért, és ezzel a mdodszerrel biolégiailag aktiv
interferon el&allitasaért”. A masodik “interferon boom” a 80-as évek kozepéig
tartott. Addigra felmérték a terdpias alkalmazdsok korlatait, és egy Uj jelenség is
csokkentette a lelkesedést: kideruilt, hogy a rekombinans IFN-ok nem teljesen
egyeznek a nativ molekuldkkal, igy a tartés kezelések jelent&s szamaban anti-IFN

megjelenésével lehet szimolni (Brand, Inglada et al., Konrad et al., Oberg & Alm,
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Steis et al., von Wussow & Jakschies). Valodi visszaesés mégsem kovetkezett be,
mivel ekkorra mar feljovében volt az IFN alkalmazasa a kombinaciés tumorterapidk
fontos elemeként, masrészt 1985-ben teljesen 1j alkalmazasi terlletet is
megnyitottak (Obert & Hofschneider, Wolfe et al., Zilly & Obert), amikor a
rheumatoid artritisz  gyogyitdsaban dramai sikerrel vetették be az IFN-t.
Napjainkban, gy tiinik, redlissd valt végre az IFN-ok terdpids szerepének
megitélése: nincsenek messianisztikus elvarasok vele szemben, de nem is becsilik
ala a lehet&ségeit.

Interferon—~kutatdsok Magyarorszagon
Magyarorszagon is viszonylag kordn, 1964-ben megkezd&dtek az IFN-

kutatasok a SZOTE Mikrobiolégiai Intézetében Dr Béladi Ilona €s Dr Mécs Imre
iranyitasaval (Mécs 1964, Pusztai & Béladi 1964). Itteni munkacsoport igazolta a
viligon elséként, hogy a humin patogén adenovirusok nonpermissziv
csirkesejtekben képesek IFN-t indukélni (Béladi & Pusztai). Ezt a tényt késébb az
onkogén 12-es tipusra vonatkozdan is igazoltdk (Béladi et al. 1968, Mucsi et al.,
Pusztai et al. 1976), majd a vizsgalt tipusok in vivo IFN-indukcids képességét is
bizonyitottak (Béladi, Pusztai et al. 1969). Ugyanez a csoport bizonyitotta elGszor az
adenovirus-csirkesejt rendszerben, hogy egyes esetekben az IFN-indukciéhoz viralis
struktarfehérjék is elegenddek (Lengyel et al., Pusztai et al. 1969, 1974). Vizsgaltak
az IFN immunszuppressziés hatasat in vitro (Bakay et al., Béladi et al. 1975) és in
vivo (Béladi et al. 1976) koriilmények kozott, tovabba az in vitro (Rosztéczy &
Mécs) és in vivo (Rosztéczy ]982) priming effektust. Megallapitottak, hogy a
priming és az antivirlis hatds egymastdl fizikokémiai médszerekkel elvalaszthaté

(Rosztoczy 1975). Késdbb e jelenségnek valdszind magyarazatat is megtalaltak az
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egyes HulFN-o altipusok eltéré mértékd bioldgiai aktivitdsaban (Mécs et al. 1988,
Téth S. és mtsai 19880).
A SZOTE Mikrobioldgiai Intézetében indult meg Magyarorszagon elsSként a

HulFN-o termelésével és hatasaival kapcsolatos kutatds is. Vizsgaltdk a termel&dést

befolyisol6 anyagokat és tényez&ket (Gl et al. 1981a, b, Kdétai et al.,, Mécs & Béladi
1977a, b, Téth S. és mtsai 1985), az egyes IFN tipusok priming-hatdsat (Béladi et al.
1984, Endrész et al. 1983, 1984, 1985, Rosztéczy 1977 a, b, Téth M. et al. 1985),
valamint az IFN és egyéb limfokinek kolcsdnhatdsait a képz&dés soran (Dinh et al.

19803, b, ). Uj termelési eljarasokat dolgoztak ki HulFN-a. (Béladi et al. 1980, Mécs

et al. 1980, Téth M. et al. 1984b, Téth S.), HulFN-y (Béladi és mtsai. 1981), valamint

A

a két tipus egyiittes (Téth M. és mtsai 1983, Téth M. et al. 1984a) el&illitdsara.
Szabadalmuk (Mécs és mtsai 1980) alapjan indult el a HulFN-o nagylizemi
termelése az EGYT (késébb: EGIS Gydgyszeripari Rt)-ben. E munkak
kiegészitéseként gyors, megbizhaté mddszert dolgoztak ki az inducerként hasznalt
Sendai virus készitmények tesztelésére (Koltai & Mécs, Mécs et al. 1982).

Itt irtdk le el&szor a HulFN-a gyulladasgatld hatasat (Koltai & Mécs, Koltai et
al., Mécs & Koltai, Mécs et al. 1984b), és azonositottdk a nativ HulFN-o
készitményekben az é hatasért felelGs altipusokat (Mécs et al. 1985a, Mécs €s mtsai
1986a). Els&ként alkalmaztdk a kromatofékuszildst az egyes altipusok
szétvalasztasara (Mécs és Téth S. 1985, Mécs et al. 1985b), és tanulmanyoztak a
nativ  altipusok biol6giai hatdsait Osszevetve rekombindns és szintetikus

homolégjaikkal (Filipic et al. 1986a, b, Mécs et al. 1988). Nativ HulFN-a

készitménybdl sikeriilt egy savlabil komponenst izolalniuk (Téth S. €s mtsai 19883,

b, Mécs et al. 1989a), melyet késébb az IFN-o-val azonositottak (Mécs et al.

1993).Egy szlovén munkacsoporttal kézdsen el8szér irtdk le a viligon az erSs
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elektromos impulzusok IFN-indukcids képességét (Pretnar et al., Kovics et al.,
Somogyvari et al.).

Szoros egytittmikodést alakitottak ki az IFN-kutatds nemzetkozi élvonaldba
tartozé intézetekkel (Mécs et al. 1984a, ¢, Sonnabend et al. 1967, 1968, Tarédi et
al.). Kiterjed az egytittmikddés a Magyarorszagon, egyéb kutatéhelyeken folyé IFN-
munkikra is (Béladi et al. 1982, 1984, 1991, 1994, Mécs és mtsai 1986, Mécs et al.
1988, 1989a, b, Téth M. és mtsai 1986, Téth S. és mtsa 1985, Téth S. et al. 1988a, b).

Jelenleg a legfontosabb IFN-kutatdsok harom intézetben folynak hazankban:
a SZAOTE Mikrobiolégiai Intézetében (Béladi et al. 1991, 1994 Megyeri & Béladi,
Pusztai et al. 1991), az Orszagos Kozegészségligyi Intézetben (Batkai & Stoger,
Hung et al., Markovits et al., Premecz et al. 1986, 1994) és a JATE Biotechnoldgiai
Tanszékén (Filipic et al. 1991, Kovéacs et al.,, Mécs et al. 1989a, Pretnar et al.,
Somogyvari et al.).

Tavilatok az interferon—kutatdsban
A kilencvenes évek elejére gy tinik, az interferonok elfoglaltdk az ket

megilletd helyet az alapkutatasban és a terdpiadban egyarant. Az alapkutatasban
elsésorban az immunrendszer regulator halézatanak integrans részeként a tobbi
citokinnel kolcsonhatasban vizsgiljak Sket. E tertileten féként az immun-medialt
kérképekben jatszott szerepiik vizsgalata tinik a klinikai alkalmazas szempontjabdl
is igéretesnek. A masik f& kutatdsi terilet jelenleg az interferonok
hatasmechanizmusanak tanulminyozasa a receptorokkal valé kolcsonhatas és az
ezt kovetd szignalizécié szintjén, valamint az Ggynevezett interferon-reszponziv
elemek (IRE), azaz az IFN hatésra aktival6édo gének é€s termékeik feltérképezése.
Az IFN-terdpids kutatdsok alapvetd irdnya -az Gj alkalmazasi teriiletek

keresése mellett- a két legfontosabb probléma megoldasat célozza:
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- A rekombinins interferonok -nyilvinvaléan a prokariétak eltérd
poszttranszlaciés rendszere kévetkeztébeﬁ— nem tokéletesen azonosak a nativ
altipusokkal, ezért tartés terdpia esetén 30-60%-os gyakorisaggal specifikus
immunreakciét valtanak ki (Brand). A keletkez& ellenanyagok kozott az esetek
mintegy 10%-aban neutralizalé antitestek is megjelennek, ezért a terapia
hatdstalanna valik. Ugyanakkor még a nem neutralizdlé ellenanyagok jelenléte is
stlyos kovetkezményekkel jarhat a kerings antigén-antitest komplexek generalizalt
vaszkulitiszt okozé hatdsa miatt. A probléma megoldasara négy iranybdl torténnek
prébalkozasok.

Nativ IFN-t hasznilni rekombindns helyett (von Wussow et al.1988b, von Wussow
& Jakschies) - ez megfelelS valasznak tdnik, de a korlatozott hozzaférés és a human
vértermékek fertézési kockazata (HBV, HCV, HIV) miatt nem jelent igazi megoldast.
Az immunvalasz fellépésekor atvaltani mas, keresztimmunitassal nem rendelkezd
altipusra, vagy tipusra - 4tmeneti megoldast jelent, mivel nem kizart az Gjabb

immunreakcié lehet&sége, emellett a rendelkezésre all6 terdpias alternativak (IFN-y,
IFN-0) szidma er8sen korlatozott.

Talan az eukariéta -lehet8leg allati sejttenyészetben termeltetett- rekombinans IFN-
ok nyithatnak kiutat ebb&l a problémidbdl, de ezen a terlleten még nem
rendelkeziink elegendd tapasztalattal a biztos itéletalkotashoz.
Végul igéretes in vitro (Ferrantini et al., Lauret et al., Pitha et al., Vieillard et al,
Watanabe & Sakata) és allatmodell kisérletek (Cases et al., Maruguchi et al., Pitha et
al.) folynak az IFN-ok génterapias alkalmazisa terén , de a mddszer humin
terdpiaban torténd kiprobalasidig még nem jutottak el.

A maisik terdpids problémat a nagy doézisok alkalmazasa kovetkeztében

felléps mellékhatasok jelentik. A HulFN-a ldzat, influenza-szer( tiineteket,



24

hajhullast, anorexiat és kozponti idegrendszeri tineteket (opidt-szerG hatasok)
okozhat (Adams et al., Bocci 1980, 1988a, Mannering & Deloria, Scott), mig a

HulFN-y alkamazas f6 kockazata a kardiotoxicitads, valamint exacerbacick kivaltasa

autoimmun kérképekben (Graninger et al., Mannering & Deloria, O “Connell et al,,
Tolmayat et al.). Végezetil valamennyi terapias IFN képes lehet nagy dézisokban
autoimmun kdrképek (Fattovich et al., Gisslinger et al. 1992, Juggla et al., Simmons
& Willenborg) és toxikus sokk szindréma (Kotb, Ozmen et al.) el&idézésére. A
dézisok csokkentése -megtartott terapias hatas mellett- tehat kulcsfeladat az IFN-
terapiaban.

Az egyik megkozelités a kombinalt alkalmazas, ami egyes esetekben bevalhat,
maskor az alkalmazott szerek toxikus hatdsa is fokozddik, ami szinergista
kolcsdnhatas esetén végzetes is lehet.

A masik lehet&ség kis dézisa IFN alkalmazdsa mellett a kivant terapias effektus
specifikus feler&sitése. A hipertermia példaul jelentSsen képes fokozni az
antiproliferativ hatast (Fleischmann 1986, Fleischmann et al 1986., Groveman et al.,
Yerushalmi et al.), mig az antivirilis hatasra egyaltalan nincs befolyassal (Hirai et
al). A makrofig koldnia-stimulidlé faktor felfiggeszti az interferonok
mieloszuppressziv hatdsat, ugyanakkor nem befolydsolja sem az antiviralis, sem az
antiproliferativ aktivitdst (Koren et al.). Jelen dolgozat egy hasonld lehet&séget vet
fel: az antivirdlis hatds szelektiv potencirozasat aminosavakkal, az egyéb bioldgiai
aktivitdsok befolydsoldsa nélkil. Ezek a kolcsonhatasok lehetévé teszik a kivant
terapias effektus elérését a korabbinal lényegesen alacsonyabb IFN doézisokkal,
csokkentve, vagy kikliszobolve a karos mellékhatasokat.

Egy masik, rendkiviil izgalmas és igéretes megkozelitése a problémanak az IFN-ok

oralis alkalmazasa. Meggyz4 vizsgalatok igazoljak, hogy -nagyon kis mennyiségd! -
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oralis IFN adagolasaval a nagy dozisa szisztémas alkalmazéssal azonos biolégiai
hatasokat lehet elérni (Koren & Fleischmann), de Ugy tdnik, a mechanizmus,
amelyen keresztil ezek megvalésulnak, eltér az eddig ismertektél. Az orilis IFN
allatkisérletekben is hatdsosnak bizonyult (Rush Moore et al., Toth T. et al.), st mar
hatasos human HIV- (Babiuch & Musabbir, Koech & Obel 1990a, b, Obel & Koech,
Roberts) és HBV-terapiardl is beszamoltak (Zielinska et al.). Ez utébbi esetben 25 -
150 NE/nap orilis interferon azonos értékinek bizonyult heti 3 alkalommal adott 10

- 30 millié NE/dézis i.m. interferon injekcidval, annak mellékhatdsai nélkil.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok

Virusok
Vesicularis stomatitis virus (VSV, Indiana strain):

A Rhabdoviridae csaladba tartozé, komplex szimmetridja, nagy RNS-virus (a SZOTE
Mikrobiolégiai Intézete sajat allomanyabadD.

Encepbalomyocarditis virus (EMC virus): A Picornaviridae
csaladba tartozé kicsi, egyszerd RNS virus (a SZOTE Mikrobioldgiai Intézete sajat
allomanyabadD.

Polyomyelitis virus: A Picornaviridae csalad tagja. Kisérleteimben
egy vakcinaként hasznalatos 2-es tipusa torzset (LSC 2 ab) és egy laboratériumi
referencia-torzsként hasznalatos vad izolatumot (Mahony) alkalmaztam. Mindkét
torzzsel Dr. Szoll&ssy Ervin (Csongrad Megyei ANTSZ) szivességébdl dolgozhattam.

Herpes simplex 1 és 2 virusok (HSV1, HSV2): A Herpesviridae
csalad tagjai, peplonnal rendelkez& kozepes bonyolultsigi DNS virusok. A HSV1
"KOS" ellnevezésl egérpatogén laboratériumi tdrzse és a klinikai anyagbdl izolalt
HSV2 térzs egyarant a SZOTE Mikrobioldgiai Intézete sajat dllomanyabdl szarmazik.

Sendai virus (Cantell strain; az a-interferonok indukciéjahoz): RNS

virus, a Paramyxoviridae csaldd tagja (a SZOTE Mikrobiolégiai Intézete sajat

allomanyabdl).

Sejtek

Folyamatos sejtvonalak:
HEp?2 - Human gégekarcindéma eredetd epiteloid

sejtvonal (a SZOTE Mikrobioldgiai Intézete sajat dllomanyabdD)
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Sejtek

Folyamatos sejtvonalak:
HEp?2 - Human gégekarcinéma eredetti epiteloid
sejtvonal (a SZOTE Mikrobiolégiai Intézete sajat allomanyabol)
K562 - Human kronikus mieloid leukémia eredetd
sejtvonal (az MTA Szegedi Biolégiai Kozpont Genetikai
Intézetébdl, Dr. Andé Istvan szivességébdl)
WISH - Human amnion eredetd epiteloid
sejtvonal (a SZOTE Mikrobiolégiai Intézete sajat allomanyabol)
L929 - Egér kotészoveti eredetd fibroblaszt jellegu sejtvonal (a
SZOTE Mikrobiolégiai Intézete sajat allomanyabol)
MDBK - Borju vese eredetti epiteloid sejtvonal
(a New York-i Sloan Kettering Memorial Cancer Institute-bél, Dr M.
Krim és Dr. Mécs Imre szivességébdl)
PK - Sertés vese eredetti epiteloid sejtvonal
(a New York-i Sloan Kettering Memorial Cancer Institute-bél, Dr M.
Krim és Dr. Mécs Imre szivességébdl)
CV1 - Afrikai zoldmajom vese eredetd epiteloid sejtvonal

(a SZOTE Mikrobiol()giai Intézete sajat allomanyabol)

Friss szovetek:

' Primer csirke embri6 fibroblaszt -
9 napos embrionalt tytuktojasbél mechanikus embridapritast koveten
szUréssel és tripszinezéssel eldallitott kultara
Human fehérvérsejt -
A SZOTE Vértranszfuziés Allomasérél, Dr Gal Gyorgy szivességébél.
Allati (sertés, borja) fehérvérsejt -

A szegedi Vagohidrol, Dr. Tészegi Levente szivességébdl
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Interferonok
A humin a-és y , a sertés és szarvasmarha o- és az egér R interferonokat

laboratériumunkban magunk éllitottuk elé.
A humin 8 interferont Dr. Rosztoczy Istvdn, a ConA-indukalt csirke interferont
pedig Dr. Pusztai Rozélia volt szives rendelkezésemre bocsatani.

Aminosavak
A kisérleteimben felhasznalt aminosavak -ahol errél kulon emlités nem

torténik- Reanal gyartmanyq, at. mindségl készitmények voltak. Néhany esetben
Pharmacia gyartmanyq, "analytical grade" min8ségd aminosavakat (Asp, Gly, Opr,
8-Phe, Ser, Tyr), illetve a Dr. B. Merrifield (Rockefeller Center, N.Y., U.S.A.) altal
rendelkezésemre bocsatott, in vitro fehérjeszintézis céljara hasznalt kulonleges
tisztasdgu aminosavakat (8-Phe, Ser) hasznaltam.

Timidin—analogok
Valamennyi, a kisérletek sordn felhasznalt timidin-analég drogot (5-

brémvinyl-2"-desoxy-uridin=BVDU 5-ethyl-2"-desoxy-uridin=EDU, 5-isopropyl-2"-
desoxy-uridin=iPDU, 5-j6d-2"-desoxy-uridin=IDU) az MTA Kozponti Kémiai Kutaté

Intézetében allitottak els, és homogenitasig tisztitottak.

Radioaktiv izotopok
A timidin-inkorporaciés vizsgalatok Amersham gyartmanyua 3H-mal jelzett

timidinnel torténtek. Az NK-aktivitis mérésére Amersham gyartmanya 51Cr izotépot

hasznaltam.

Egvéb vegyszerek
Concanavalin A - Calbiochem-Behring, USA

Controlled pore glass (CPG) - Electronucleonics, USA
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6-hydroxydopamin (6-OHDA) -Fluka, Switzerland
2-thiobarbitursav - Reanal
komplett portaptalajok -Gibco, Scotland
fotélis borjiszérum - Flow Laboratories Inc., USA; Gibco, Scotland
borjiszérum - Mez&hegyesi Allami Gazdasig
A hazilag készitett tdpfolyadékokhoz "at" min&ségl Merck (Germany), Serva

(Germany) és Reanal gyartmanya vegyszereket hasznaltunk fel.

Modszerek

Interferon eloallitas

o—interferonok

Valamennyi o-interferont fehérvérsejt-szuszpenzidban Sendai virussal

indukaltuk. Teljes allati vérbdl illetve emberi buffy coatbdél indultunk ki. A
vagohidrdl, friss vagasbdl szarmazd, ACD (citromsav, Na-citrat, dextréz) oldattal
stabilizat teljes vért centrifugaldssal (10 perc, 4°C, 800 g) szeparaltuk, és
levalasztottuk a fehérvérsejtekben duas réteget (buffy coat). A kész buffy coat-okat a
vorosvértestektdl kétszeri ammaoniumkloridos hemolizissel (EI&bb 4-szeres, majd 9-
szeres térfogati 0.83%-os NH4Cl oldattal kezeltiik a buffy coat-ot 0°C-on 10 percig,
majd lecentrifugaltuk) tisztitottuk meg. A fehérvérsejteket 1% borjaszérumot
tartalmazé pufferelt sékeverékben (Téth M. et al. 1984) vettik fel 107 sejt/ml
koncentraciéban. 200 NE/ml humén a-interferonnal elSkezeltik a sejtszuszpenzidt
(priming), majd 2 6rai inkubacié utdn inducerként 200 HAE/ml (hemagglutinacids
egység/ml) Sendai virust adtunk hozzid. A priming és az indukcié soran a
sejtszuszpenziét magneses keverdvel, 60-100 rpm frekvencidval folyamatosan

kevertettiik.
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Az o-interferon tartalmi feltiliszékat 16 éfa utan nyertik ki centrifugalassal
(49C, 1500 g, 30 perc). Kisérleteimet ily médon nyert nyers (kb 705 NE/mg protein
specifikus aktivitdsd), vagy CPG-n tisztitott (kb 7 00 NE/mg protein specifikus
aktivitasa) interferonokkal végeztem.

Egeér 8 interferon

48 6ras monolayer L929-sejtkultirat 100 NE/ml MulFN-8-val elSkezeltiink 16
6raig, majd 100 pg/ml polyl:polyC-vel indukaltuk 1 pg/ml Cycloheximide egyideji
hozzaadasaval. 4 oéra milva az inducert moséassal eltavolitottuk, és friss

tapfolyadékkal folytattuk az inkubalast tovabbi 18-20 draig.

Humdn vy interferon
Az 2) pontban leirt médon elkészitett (de 2.5*107 sejt/ml koncentraciéjd) és

4 oraig 1500 NE/ml HulFN-a-val primingolt human fehérvérsejt-szuszpenzidt 15
pg/ml Concanavalin A-val indukéltuk. A HulFN-y tartalmu feliiliszékat 16-20 oérds

inkubicié utan gyujtottik be.

Antiviralis értékmérés

Microplate modszer
A leggyakrabban alkalmazott, egyszer( és megbizhaté eljards az interferonok

antiviralis titerének meghatarozasara. Elénye, hogy gyors, anyagigénye kicsi €s nagy
mennyiségld minta egyidejd vizsgilatara alkalmas. Kisérleti munkam sordn ezt a
modszert hasznéltam alapmodellként az aminosavak moduldciés hatasanak
értékelésére.

A miashol (Mécs & Béladi 1977a, b) részletesen ismertetett médszer réviden a
kovetkezd: Az értékmérésre hasznalt sejteket 96 lyukd lapos profild mikrotitrald

lemezekbe (Falcon; Cooke) mérjiik a megfelel tapfolyadék 100pl-ében olyan
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koncentraciéban, hogy 24 éra mulva valamennyi lyukban &sszefiiggd mbnolayext
kapjunk. Kozvetlentil a titralas eldtt a lyﬁkakbél eltavolitjuk a feltilaszét és 100-
100pl-nyi friss tapfolyadékkal pdtoljuk. Ezutdn a lemezek bal szélén az els6
lyukakba bemérjik a vizsgdlandé interferon mintdk 100-100pl-ét (anyagonként
legaldbb 2 parhuzamos minta) és balrdl jobbra kettes 1éptéki tovafutd higitasi sort
készitiink a mintdkbdl. Lemezenként legalabb két sornyi ismert titerd nemzetkdzi
(vagy nemzetkozivel hitelesitett belsd) sténdard referencia interferon mintat is
felvisziink. Megfeleld inkubaldsi idé utdn (4ltaldban 18-24 o6ra) az interferon-
tartalma felildszékat eltavolitjuk, és helyére 100-100pl-nyi challenge-virus
szuszpenziét mérunk. Challenge-virusként a nemzetkdzi konvencidknak
megfelelen vesicularis stomatitis virust alkalmazunk (de ezt a mddszert hasznaltam
a poliovirusokra gyakorolt hatéds vizsgalata soran is) olyan koncentraciéban, ami a
kezeletlen kontroll szovetmintdt 24 6ra alatt 100%-ban elpusztitja. A virusfert&zés
utan 24 oraval értékeljuk a lemezeket, vizualis Gton, mikroszkép alatt megallapitva
az egyes interferon-higitasokkal kezelt lyukakban a citopatids hatds mértékét az
elpusztult sejtek szazalékos ardnyaban kifejezve. Konvencié szerint az adott
interferon minta antiviralis titerének tekintjik azt a higitast, amely a tesztsejtek 50%-
at védi meg a challenge-virus citopatids hatasatél. A titert nemzetkozi antiviralis

egységekben (NE) fejezziik ki, és a higitasbdl az alabbi képlet alapjan szamitjuk ki:

T=(2*/2%)*s*D

ahol: "I - a kérdéses minta titere;
"A" - annak a lyuknak a sorszama, ahol az 50%-os védelmet észleltiik a
szoban forgd minta esetén;
"B" - annak a lyuknak a sorszama, ahol az 50%-os védelmet észleltiik a
referencia minta esetén;
"S" - a referencia minta titere nemzetkozi antiviralis egységekben;
"D" - a vizsgalt minta kiindulasi higitasa.
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Hemagglutindcios modszer

A microplate mddszernél lényegesen pontosabb, finomabb felbontist
eljards. Hatranya, hogy lassG, nagyon anyag- €s munkaigényes. Kis szamd minta
nagyon pontos meghatdrozdsiara alkalmas. A tobb lépcsds moddszer igen kis
virushozam-kulonbségeket is képes mérhetévé tenni aziltal, hogy az eltéréseket
amplifikalja. Kisérleteimben a csirke fibroblaszt interferon antiviralis aktivitdsanak
mérésére hasznaltam.

Az eljaris els6 lépése megegyezik a microplate modszerrel. Tesztsejtként a
csirke interferon méréséhez primer csirke embrié fibroblaszt tenyészetet
hasznaltam, a challenge-virus LCM (limfocitas chorimeningitis) virus volt.

Masodik lépésben a mikrotitralé lemez egyes lyukaibdl a feliluszokat
egyenként begyljtve tizes 1€ptékd higitasi sorozatot készitettem beldlik, €s ismét
csirke fibroblaszt tenyészetre vittem fel a higitdsokat. 24 &ra mualva ismét
begytjtottem a feliillaszokat. 96 lyukt, V profilG mikrotitrator lemezbe 100-100pl-nyi
pH:7.2-es fiziolégids NaCl tartalmua foszfatpuffert mértem, és 2-es léptékd higitasi
sorozatokat készitettem a masodik lépésben nyert virusmintakbdl. Ezutan rninde1;1
lyukba 100pl 0.5%-o0s humén 0-4s Rh+ vordsvértest-szuszpenzidét mértem, €s a
lemezt egy 6rdig 4°C-on inkubaltam. A virusminta titerének azt a legnagyobb
higitdst tekintettem, amely még éppen mutatott agglutiniciés aktivitast. E
modszerrel néhany szdzaléknyi eltérés az interferonnal kezelt szovetmintdk
virushozamaban j6l mérheté hemagglutinacios titerkiilonbséget eredményez. Ismert
antiviralis titerd referencia-minta parhuzamos alkalmazasaval az egyes mintak titere
antiviralis egységekbe atszamithato.

Yield modszer
ElsS 1épésként ennél a mddszernél is egy microplate-titralast kell elvégezni.

Az egyes lyukakbdl nyert feliiliszokbdl ezutan 10-es 1éptékd higitasi sorozatot kell
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késziteni, s ezzel megfelels érzékenységli monolayert fertdzni. 6 cm atmérdjd Petri-
csészékben nevelt szévetkultirahoz 0.5 ml virushigitast adunk, majd egy oranyi
379C-on torténd  inkubdldas utdn lagy (0.5-0.8%-os), tapfolyadék tartalmu
agarréteggel fedjuk a sejtréteget.

A kell& inkubicids id6 eltelte utan (HSV1 esetén pl. 72 dra) a szovetet 10%-
os triklérecetsavval fixadljuk, majd terazdliumvords vagy kristalyibolya festéssel a
plakkokat lathatéva tessziik. Valamely jol szamolhaté higitasban (plakkok szama 20
és 200 kozott legyen) megszdmolva a keletkezett plakkokat, majd a higitds
értékével megszorozva a kapott szamot, plakkformalé egységekben (PFU) kapjuk
meg a virushozamot, igy az interferon (vagy egyéb antivirdlis anyag) gatlé hatasa

kozvetlentl, fert6z8 egységekben mérhets. Kisérleteim sordn a  human

herpeszvirusokkkal végzett kisérletek soran hasznaltam ezt a modszert.

Sejtosztodast gatlé hatas vizsgalata

Vizudlis (sejtszamlidldsos) modszer
A frissen tripszinezett, 60 mm atmérdjd Petri-csészékben azonos sejtszammal

inditott  sejtkultardk tapfolyadékat a kitlepedés utan (2-4 éra mulva) a megfelel
mennyiségl teszt-anyagot tartalmazé tapfolyadékkal cseréltem le. Az inkubdlast a
kezeletlen kontroll telijes monolayer allapotaig (72-96 ¢ra) folytattam, majd az
elpusztult sejtek eltdvolitdsat célz6 mosas utdn a tenyészeteket tripszineztem, €s
centrifugalds (10 perc, 4°C, 700 g) utdn ismert térfogata fizioldgias pufferoldatban
(PBS) szuszpendaltam fel, és Buerker-kamraban 4llapitottam meg a sejtszamokat. A
modszer szubjektivitdsibdl szarmazé hibalehet&ség csokkentésére egy- egy

hatéanyag-koncentraciét legaldbb 5 parhuzamos mintdban vizsgaltam.
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Timidin inkorpordcios modszer
Az el&z8& pontban leirt médon inditott tenyészeteket 24 éran keresztiil inkubaltam.
Ezut4an mintanként 10 pCi aktivitdst SH-mal jelzett timidint adtam a tenyészetekhez
majd egy Odras jelolés utdn haromszori mosassal eltdvolitottam a nem
inkorporalédott radioaktivitast.

Természetes citotoxikus (NK) hatas vizsgalata
Heparinnal (1.5 E/mD stabilizalt teljes human vért PBS-sel haromszorosara

higitottam, majd 1.075 g/cm3 strdségl Ficoll-Uromiro gradiensre (Pharmacia)
rétegeztem és szobahdmérsékleten 800 g-vel 20 percig centrifugdltam (Boyum). Az
interfazisbdl nyert sejteket PBS-sel haromszor mostam, végul 10% borjasavot
tartalmazé RPMI 1640 tapfolyadékban vettem fel. Az effektorsejt-szuszpenzid
életképességét tripankék-festéssel allapitottam meg.

Célsejtként RPMI  1640-ben, szuszpenziés kultGraban fenntartott K562
sejteket hasznaltam. A kisérletekhez 2*100 sejtet jeldltem 100pCi 21Cr izotéppal
37°C-on 5% CO; atmoszférdban 1 érdig. A nem inkorporalédott jelolést haromszori
mosassal (savémentes tapfolyadékban) tavolitottam el, és a sejtszamot 1*10>re
allitottam be.

Az effektor sejteket meghatdrozott mennyiségl interferonnal, aminosavval,
Vagy IFN-aminosav keverékkel inkubaltam 37°C-on 5% CO; atmoszféraban 1-4
6ran keresztil,

Az el&kezelt effektor sejteket 50 : 1 ardnyban kevertem Ossze célsejtekkel 96
lyukd lapos profild mikrotitrator lemezekben 200 pl végtérfogatban, és 4 éran at
inkubaltam 37°C-on 5% CO; atmoszféraban. Centrifugilds utan (szobahdén 20 perc,

800 g) a feliiliszé 100 nl-ének radioaktivitasat y-szamldléban (Gamma Mudvek)
mértem. Az effektor sejtek toxicitdsat citotoxicitasi szazalékban szdmitottam ki az

alabbi képlet alapjan:
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T%=[(x-s)/t]*100

ahol: T% - a citotoxicitasi szazalék;
x - a kérdéses minta felildszéjaban mért
radioaktivitas cpm-ben;
s - a célsejtek spontan pusztulasibdl szarmazd
radioaktivitds cpm-ben (az effektor sejtek nélkili célsejt-kontroll
minta felulaszéjanak aktivitasa);
t - a mintara esd célsejt-mennyiség altal beépitett teljes radioaktivitas
cpm-ben.

Szuperoxid—diszmutiz (SOD) aktivitas mérése
A mérémdbdszer azon alapszik, hogy a normalis korilmények kozott

rendkiviil gyors auto-oxidiciét mutaté 6-hydroxydopamin (6-OHDA) kezdeti
oxidacidjat (0-15 sec) a SOD hatékonyan gitolja (Heikkila & Cabbat). Az enzim
aktivitdsa egyenesen ardnyos a vizsgalati rendszerben a kezeletlen kontroll 6-OHDA
mintdkhoz képest észlelt abszorpcid-csdkkenéshez 490 nm-nél.

108 sejtet 1 ml desztillalt vizben ozmotikus sokkal feltartam. 10 perces (4°C,
700g) centrifugilds utan 0.1 ml aliquotokat adtam a feluildszébdl 0.89 ml pH:7.4-es
50mM-os foszfatpufferhez. Az igy el6készitett mintdkat mérésig (de legalabb 15
percig) 37°C-on inkubiltam. Np-vel atbuborékoltatott desztillalt vizben 10mM-os 6-
OHDA torzsoldatot készitettem, melyet No-atmoszféra alatt 1 6ran at lehet eltartani
szamottevs auto-oxidacié nélkil. Ebbdl a reagens-torzsolodatbél 10ul-t mértem a
mintdkhoz, majd 15 mésodperc muilva 490 nm-en mértem a mintak abszorpcidjat.

Lipidperoxidaz aktivitas mérése
A meghatarozas a lipid peroxidacié egyik legfontosabb végtermékének a

malondialdehidnek (MDA) a mennyiségi meghatarozasan alapul (Placer et al.): a

sejtben keletkezett MDA mennyisége egyenesen aranyos az enzimaktivitdssal. Az



36

MDA savanyG kozegben 2-thiobarbitursavval sirgasvords szind stabil komplexet
képez, melynek 532 nm-nél abszorpciés maximuma van.

A mérés az alibbi médon tortént: Frissen tripszinezett sejtekbdl 108-t ozmotikus
sokkal feltartam 1ml-nyi térfogatban, majd 0.1 ml-nyi lizitumhoz 0.9 ml reagens-
elegyet adtam (1 rész thiobarbitursavval telitett 10%-os perklérsav és 3 rész 20%-os
triklérecetsav frissen készitett elegye), és a mintakat 20 percig 100°C-on f&ztem. A
kapott csapadékos oldatokat kihiilés utan 4°C-on 2000 g-vel centrifugéltam 10
percig, és a feliliszét 532 nm-en fotometraltam (Specord S500) a mintdkkal azonos
modon kezelt, de lizatum helyett 0.1 ml desztillalt vizet tartalmazé "vak" mintaval
szemben. A mintdk MDA-egyenértékét a kovetkezd tapasztalati képlettel

szamitottam ki:

A532 * 32.54 = x nM MDA/10 seit.

Kromatofokuszalas
A nativ human o-interferon készitmények szétvalasztasat altipusaikra K16-os

(Pharmacia) oszlopba toltétt PBE 94 (Pharmacia) gélben végeztem. 3-5 *100 NE
aktivitdsi mintat toltottem fel a 25mM imidazollal pH:7.2-7.4-en ekvilibralt oszlopra,

majd pH:3.6-3.8-as Polybuffer 74-gyel (Pharmacia) eludltam.
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EREDMENYEK

HulFN-ok antivirdalis batdsanak befolydsoldsa aminosavakkal: az alapjelenség

Irodalmi adatok (Adams et al., Bocci 1988a, Dafny & Georgiades, Rohatiner
et al., Salazar et al., Scott) alapjan ismeretes, hogy a HulFN-a extrém magas terdpias
dézisok esetén opidt-szerd hatdsokat idéz el a kozponti idegrendszerben.
Munkahipotézisem a kovetkezd volt: Az IFN-a fenti mellékhatdsa valdszintdleg az
opiat-receptorokkal valé kolcsonhatas utjan valésul meg. Ha e kolcsdnhatés alapja
az IFN receptorok és az opiat-receptorok kozotti hasonlésag, akkor a glutaminsav,
amely képes az opiat-receptorokhoz kapcsolédni (Fuxe et al.), befolyasolhatja a
HulFN-a antivirdlis hatasat is.

Az elgondolds igazoldsara az antivirdlis értékméréshez hasznalt WISH sejteket
kilonb6z8 Glu  koncentricidk jelenlétében inkubdltam azonos eredetd és

mennyiségld HulFN-a-val, majd értékeltem a mintak antiviralis hatasat (1. dbra).
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1.abra: Glutaminsav hatdsa a HuIFN-o antivirdlis titerére a Glu koncentracié fiiggvényében.
Az abra alapjan lathaté, hogy a legmagasabb Glu koncentraciék nem nagy
mértékd, de szignifikans titercsokkenést eredményeztek. Ezek az adatok igazolni
latszottak a munkahipotézist, de dgy véltem, a HulFN-a molekula receptorkotd

helyének finomszerkezetét is tanulminyozhatom, ha mais aminosavakkal is

elvégzem ezeket a kisérleteket.
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Humin interferonok és természetes aminosavak kolcsonhatisinak
screenelése

Husz természetes aminosav hatasat vizsgéltam meg. A kisérletek sordn arra a
varatlan jelenségre figyeltem fel, hogy bizonyos aminosavak jelentds mértékben
fokozzdk a HulFN-o antiviralis hatdsat. Ezek az eredmények a szakirodalomban
eddig ismeretlenek lévén, eredeti célkitiizésemet megvaltoztatva ebben az irdnyban
folytattam tovabb vizsgalataimat. A kisérletsorozatot HulFN-f8-val és HulFN-y-val is

elvégeztem. A kapott eredmények mindségi Osszegzését az 1. tdblazat tartalmazza.

Kolcsonhcdds tipusa

Rl FUFN- ool U N- vl FUIFN-rvd

L: -Alcnin (Alo)
L:p-Alenin (B-Ala)
L-Arginin(Arg)*
- Aszparagin (Asn)
L-Aszparu

L-Cisztein (Cys)™
L-Giutemin(Gn)
L-Gutaminsav (Glu)
D-Gluterninscv (D-Glu)
L-Glicin (Gly)
L-Hiszticiin (His)
L-lsoleucin (Ile)
L-Leucin (Leu)
L-Lizin (Lys)*
L-Metionn (Met)
L-p-Feniladanin (Phe)
L Quprdn(Opf)
L-Prolin (Pro)
-Szerin (Ser)
L-Tirozin (Tyr)**
L-Treonin ( Thr)
L-Tnplofan(Try)*
L-Vein(Val)

(SR STS RN SRR B I B R I S I TR B R A ~ N |

[SESESIAEE ST ST ST SR S BN S B S S TSRS
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1. Tablazat: Aminosavak kodlcsénhatdsa human interferonokkal: Mindségi 4dttekintés.

Az egyes aminosavakat 10 mg/ml koncentriciéban alkalmaztam, kivéve a *-gal (citotoxikus) és **-

gal (gyenge oldékonysag) jelolteket. Ezek koncentricidja 5 mg/ml volt.
Jelmagyardzat: “-’; gitlis; “0”: indifferens; “+”: fokozas.

Amincscy  IEN-ter a kezeletien konirol %-cioan(SD)

HUIFN-o | HUIFN-B | HuFN-Y

Asp BO5+249 |250+182 |1570+ 71
Cys 820+ 75 | 650+ 84 | 25+07

Glu 488 +10,6 N.A. 41,0+57
Gly 2M,2+446 (10922144 | 93+ 64
His N. A¥ N.A. N.A.
Met 31,7+11,7 N.A. N.A.
Opr 1462+255 735+17,7 N.A.
B -Phe N.A. N.A. N.A.

| Ser  |2592:727 |4255+897 |4807+1657
Tyr 1515361 | 975+ 92 |101,2: 99

2. Tiblizat: A HulFN-a-val aktivitdst mutaté aminosavak hatdsinak mennyiségi ¢sszefoglalisa. Az
alkamazott koncentriciék az 1. Tablazatban megadottal azonosak.
N.A.*: nincs antivirdlis aktivitas - teljes gatlas.
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A 2. tablazatban a HulFN-o antiviralis aktivitisat befolydsolé aminosavak
(tovabbiakban: a-aktiv aminosavak) hatasit mindhdrom humdén interferonra
mennyiségileg is feltlintettem.

A két tablazatbdl megéillapithaté, hogy:

a/ nem a magas (10 mg/ml aminosav koncentraciébdl szarmazéd aspecifikus
hatassal allunk szemben,;

b/ a hirom alapvetd hatastipus (fokozas, gatlas, kozémbods) nem hozhaté
kapcsolatba a hasonlé hatdsi aminosavak kozds fizikai-kémiai jellemz&ivel
(molekulasily, lagos/savas karakter, hidroféb jelleg, specifikus csoportok, stb.);
¢/ az egyes aminosavak min&ségileg és mennyiségileg eltérd hatast gyakorolhatnak

az egyes HulFN tipusokra.

Ellen&rzo vizsgalatok.

Bizonyitandd, hogy valédi IFN - aminosav kodlcsonhatiasrdl van sz6, minden
aminosav esetében kilon megvizsgaltam, hogy az alkalmazott koncentracioban a
tesztsejtekre nem toxikus, és Onmagaban antiviralis hatdssal nem rendelkezik.
Valamennyi kisérletben Reanal gyartmany(, at. mindségli aminosavakat
hasznaltam. Annak elddntésére, hogy a megfigyelt jelenségeket nem okozhatja-e
valamely, a készitményekben jelenlévd egyedi szennyez8dés, kiillon kisérleteket
allitottam be, amelyekben &sszehasonlitottam a Reanal készitmények és a
Pharmacia 4ltal gyartott "analytical grade" min&ségli aminosavak hatasat (3.
tablazat), két esetben pedig (Ser, Phe) a Dr. B. Merrifield (Rockefeller Institute,
N.Y., USA) iéltal rendelkezésemre bocsatott kiulonleges tisztasaga, in vitro
fehérjeszintézisre alkalmas aminosavakat is bevontam az Osszehasonlité

vizsgalatokba.
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IFN titer a kezeletlen kontroll %-cdbcn
Aminoscvak Aminoscv _készitmények szérmazdisa

Recncl Pharmacia [Rocketeller Institute
Asp 152,0 170,9
Gly 2029 157,4
Opr 132,0 132,0
p-F’he NAX N.A. N.A.
Ser 2222 228,2 216,4
Tyr 121,3 1320

3. Tablizat: Kiilénbdz5 eredeti és mindségld aminosavaknak a HulFN-o antivirdlis titerére

gyakorolt befolyisa. Osszehasonlitas.
N.A.*: nincs antiviralis aktivitas

Az aminosavak hatisanak koncentraciofiiggése

A 2. abrin hirom gitlé és hiarom fokozé tipusd a-aktiv aminosavnak a
HulFN-a-ra gyakorolt hatdsat tintettem fel az alkalmazott aminosav-koncentracié

fuggvényében.
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2. dbra: Aminosav - HulFN-a antivirdlis kolcsénhatdsok koncentriciéfiiggése.
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Lathats, hogy (a Ser kivételével) csak viszonylag magas koncentridcidk
esetén kaptam értékelhets eltérést az eredeti antiviralis titertSl. A dézis-hatas gorbék
szigmoid tipustak, azaz minimummal vagy maximummal is rendelkeznek. Egyes
esetekben (Met, Glu, Ser) ez a telitési érték nem éallapithaté meg, mivel ezeknél a

kérdéses koncentricidk mar a tesztsejtekre toxikus tartoméanyba esnek.

Aminosavak hatasa az o — y szinergizmusra

Interferonnal foglalkozé szakemberek szamara kdzismert jelenség, hogy IFN-
o-t és IFN-y-t 6sszekeverve az elméletileg varhaté (szummacids) antivirdlis titernél
nagyobb hatast kapunk (Czarniecki et al., Fleischmann, Fleischmann et al. 1979,
1984a, b). Ez a szinergista hatds az antivirlis értékmérS rendszertdl és az IFN
komponensek keverési arinyitdl fiiggden 2,5 - 4-szeres lehet. Az "Anyagok és
modszerek” fejezetben részletezett WISH/VSV értékmérS rendszerben 1:1 aranyd
HulFN-oo - HulFN-y keverékkel vizsgaltam, vajon ez a szinergizmus hogyan

befolyasolhaté aminosavakkal.

‘ tit IFN titera
AmInOSaVk | pormirelle tior e sznergisia tiler %-¢ban
Asp 339,0 1260
p-Phe N.AX NA.
Met N.A. N.A.
Ser 8593 2707
Tyr 2635 - 79,0

4. Tablazat: Aminosavak befolydsa a HuIFN-a -HuIFN-y szinergizmusra.
N.A.*: nincs antivirilis aktivitas.

A 4. tablazat bizonysaga szerint a szinergista titerek épplgy fokozhaték vagy
gatolhaték a megfelel6 aminosavak alkalmazdsidval, mint az egyes IFN
komponensek sajit titerei. Erdemes megjegyezni, hogy a Tyr esetén (o titerét

fokozza, a y-ra k6z6mbods) a fokozé hatas hianyzik.
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Aminosav-pdrok batdsa a bumadn interferonok antivirdlis titerére

Az alapjelenség vizsgilataval kapcsolatos fenti eredmények felvetették a
kérdést: vajon azonos mechanizmus alapjin hat-e valamennyi aminosav az IFN-ok
antiviralis képességére? A vilaszt aminosav-parok szimultan alkalmazasaval
prébiltam megadni. E kisérleti rendszernek azonban van egy inherens hibdja. Az
értékelhetd  hatds  eléréséhez  szitkséges  aminosav-koncentriciék  nem
elhanyagolhaté mérntékd ozmotikus nyomast hoznak létre az inkubacids kézegben.
A tovdbbi ozmotikus nyomisfokozédast elkerilendS, az aminosavakat e
kisérletekben felére csdkkentett koncentriciéban (5 mg/mD hasznaltam, Ggy, hogy
egylttes t'c';ménységﬁk felelt meg a kordbbi kisérletekben haszniltnak. Az
aminosav-parok éaltal létrehozott eredd antiviralis titervaltozast ugyanakkor -itt nem
részletezhetd meggondoldsok alapjan- az egyedi aminosavak 10 mg/ml
koncentraciéban okozott hatdsahoz, mint kontrollhoz viszonyitottam.

Az ezen Kkisérletekbe bevont aminosav-paroknak a HulFN-a antivirilis
titerére gyakorolt hatdsat az 5. tablazatban foglaltam 6ssze, a mérési eredmények

alapjan valdszinGsithetd aminosav-kolesonhatasok tipusanak feltiintetésével.

IFN titer a kezeletien kortroll %-dban
o ; e Felidtelezhets

i ieen  nien, s > kdlcsorhatds
Asp +Gly 1417 1190 1190 dominancia
Asp + Met 1417 N.A. N.A. GNZ( .
Asp+Opr 1417 109,0 154,7 addicio(?)
Asp+p-Pre | 1417 NA. N.A.  |pPhecomnancia
Asp+Ser 1417 27,0 468,3 szinergizmus
Asp+Tyr 1417 146,5 17,2 extinkcid (?)
Gly +Opr 190 109,0 150,0 addicid
Gly ',gerphe 119,0 N.A. 1333 | Gly domincncia
gy' : }19.0 2740 168,3 kompeticid

y + Tyr 19,0 146,5 124,0 kompeticio(?)
Met+3-Phe N.AX N.A. N.A. ?
Met+Ser N.A. 2760 1240 kompeticd
Met+Tyr N.A. 1465 14,0 kompeticid
Opr+p-Phe 1090 N.A 114,0 Opr domnancia
Opr +Ser 109,0 2%0 130,3 Opr = vagy
Opr +Tyr 1090 1465 1290 kompeticid (?)

f3-Phe +Ser NA. 27,0 169,0 .

Phe *Tyr NA. %465 3,0 "
Ser+Tyr 2%.0 146,5 584,0 sznergzmus

5. Tablizat: Aminosav-parkombinéciék hatdsa a HuIFN-a antivirilis titerére.
N.A.*: nincs antiviralis aktivitas.
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IFN titer a kezeletien koriroll %-dban | Fetigtelezhetd

TAMINOSAV | 2AMINOSAV | EGYUTTES | késkestnhatts
HATASA HATASA HATAS

Asp + Met 225,0 NA. N.A. Met dominarcia
Asp+p-Phe | 2250 N.A. NA. pFre -
Asp +Ser 2250 463,2 14673 sZinergizmus

Kombindcid

Asp +Tyr 2250 100,0 2070 Aspdominancia

Met +p-Phe NAX N.A. N.A. ?

Met + Ser N.A. 4632 164,0 kompeticid

Met + Tyr N.A.  100,0 284 "
B-Phe+Ser N.A.  463,2 2305 N
p-Phe+Tyr N.A. 1000 N.A. |fFredominanca

Ser +Tyr 4632 100,0 8975 szinergizmus

6. Tabliazat: Aminosav-parkombinacidk hatdsa a HulFN-y antivirilis titerére.
N.A.*: nincs antivirdlis aktivités.

A 6. tablazat &t aminosav lehetséges parkombinacidinak hatasat tartalmazza
HulFN-y-ra. Az itt feltiintetett lehetséges kolcsonhatasokat ugyancsak a mért
adatokbdl allapitottam meg. Ezek nem feltétlenill egyeznek meg a megengedett
kolesonhatasokkal, melyek csak valamennyi parkisérlet Osszehasonlitisa utan

hatidrozhaték meg (Id. a "Megbeszélés" fejezetben).

KorrBindcid [FN titer a sziner ggﬂ kortrall %-cban| Feltetelezhetd
iNAc g
TR | AR AT SRS | kocsenhalds
Asp+Met 121.3 NA. N.A.  [Medomnaxia
Asp+p-Phe | 1213 NA. NA  |gPre =
Asp+Ser 12,3 . 3310 6670 SZnergizamus
+ 757 1043 IO
Asp+Tyr 12,3 . 'l&orsgpehc vagy
Met +aPhe N.A* NA. NA. ¥
Met + Ser N.A. 3310 2329 kompeticid
Met + Tyr N.A. 75,7 343
p-Phe +Ser N.A. 331,0 106.2 _
-Phe+Tyr N.A. 7,7 NA. [3F’hecbmvm
er+Tyr 3310 757 13158 szinergizmus

7. Tablazat: Aminosav-parkombindciék hatdsa a HuIFN-a — HuIFN-y antivirdlis szinergizmusra.
N.A.*: nincs antivirdlis aktivitis.
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Mint az a 7. tdblazat adataibdl kitinik, az a - y szinergizmus és az egyes aminosav-
parok (Asp-Ser, Ser-Tyr) kozétt fellépd szinergista kolesonhatas egymastdl fliggetlen
mechanizmus(, egymast erSsitS jelenségek, melyeknek megfelelé alkalmazasa az
IFN-komponensek eredeti titeréhez képest 20-40-szeres antiviralis hatasfokozédast

is eredményezhet.

Az interferonok és az aminosavak kolcsonbatdsdanak fazisfriggése

Az antiviralis értékmérés fazisai.

Az antiviralis értékmérés soran (részletesen ld. az "Anyagok és mddszerek"

fejezetben) hirom, egymastdl jol elkiilonithetd fazist azonosithatunk (3. abra).

Fertbzes
virussal (VSV)

nk S
(37°C,5%C02)
24 éra

3. abra: Az antivirdlis értékmérés fazisai.

Az elsé fazisban (F 1) a tesztsejtek a tenyésztSedényben tapfolyadék
jelenlétében noévekednek a monolayer stadium eléréséig. A kovetkezd fazis (F I1.)
az interferon hozzdadisival kezd&dik, és a virus hozzdadasiig (6-24 6ra) tart.

Ebben a stidiumban a sejtek fehérjeszintézise radikalis valtozason megy keresztil,
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mintegy felkésziilnek a virus elleni védekezésre. A tesztsejt-interferon rendszer egy,
az F [.-tS] eltérd bioldgiai egységet képez. A harmadik fazis (F II1.) ismét Gj bioldgiai
entitds: a tesztsejt-interferon-virus komplex. A harom fazis sorin egymastdl eltérd
biokémiai folyamatok zajlanak le, igy logikus a feltételezés, hogy az egyes
aminosavak fazisonként eltérd mdédon és mértékben befolyasolhatjak az IFN-ok
antiviralis hatsat.

Fazisdiagrammok

Valamennyi eddig ismertetett eredmény F II. tipusa kisérletekbdl szarmazott,
azaz az aminosavakat mindig az IFN-nal egyutt adtam a vizsgilati rendszerhez.
Munkam kovetkezd szakaszdban az egyes aminosavak hatdsat mindharom fazisban
megvizsgaltam. Az igy kapott adatok segitségével az aminosavakrél an.
fazisdiagrammokat készitettem, amelyek j6l mutatjdk az antivirdlis titerre gyakorolt
befolyasuk irinyat és mértékét az egyes fazisokban. Ot ilyen fazisdiagrammot mutat

be a 4. dbra a HulFN-oa-val kdlcsdnhatasban.

%1000

oFlL
? il
39 a FIIL.
< 500
= :
o :
& g
= 100 I_#

O Ser Asp Tyr Cys Phe

4. abra: Aminosavak és HulFN-o. antivirdlis kolcsonhatdsanak fazisdiagrammjai.

Lényeges kiildnbségek figyelhetSk meg a kordbbi kisérletek alapjan egyarant
a fokozé csoportba sorolt Ser, Asp és Tyr kozott, ugyanigy az F Il.-ben egyarant
gitlé hatdsi Cys és Phe kozétt. Ezek az eltérések egyes esetekben tovabbi

segitséget nyUjthatnak a kolcsénhatds mechanizmusinak tisztdzasahoz (Id.

"Megbeszélés™).



46

Hasonlé trendeket lathatunk az o-y szinergista komplex-szel
kolcsonhatasban (5. 4bra).

8
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5. abra: Aminosavak és HulFN-« -y keverék antiviralis kélcsonhatasanak fazisdiagrammjai.

Aminosav - HulFN-y kolcsonhatasok az elsé fazisban.

Nem volt médomban fazisdiagrammokon &brazolni a HulFN-y és az
aminosavak kolcsonhatasait, mivel a tesztsejtek elSkezelése bizonyos
aminosavakkal varatlan jelenséget eredményezett. A sejtek érzékennyé valtak
a HulFN-y citotoxikus hatasara: az aminosavak eltavolitasa, majd a HulFN-y
hozzdadasa utan 90 perccel az aminosav mindségétsl és mennyiségétsl
fiiggden kiilonbdzd mértékd sejtpusztulast tapasztaltam. Megjegyzendd,
hogy bar bizonyos aminosavak esetén (Ser, Asp) mind vitalis festéssel, mind
a timidin inkorporécié mérésével latszélag teljes sejtpusztulast tapasztaltam,
mindig akadtak talélé sejtek, amelyekbdl regeneracié indult meg. E
regeneralédott sejtek azonban mar telijes mértékben rezisztensnek
mutatkoztak a HulFN-y antiviralis hatdsara. Természetesen minden esetben
ellendriztem, hogy az aminosav elSkezelés onmagdban nem toxikus a

tesztsejtekre.
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El6 sejtek ardinyct ()
3

icdd (dra)

6. dabra: Aminosavakkal potencirozott és HulFN-y direkt citotoxikus hatast tilélé WISH sejtek
mennyisége a kezeléskezdetétdl eltelt idS fuggvényében.

A 6. dbra hat, kulénboz8 aminosavval elSkezelt sejttenyeszet
élGsejtszamanak alakuldsdt mutatja a HulFN-y hozzaaddsa wutdn, az idS
fuggvényében. J6l megfigyelhets az egyes aminosavak eltéré mértékd hatasa, és a

regeneracids folyamat. a) Asp

1004

8

ardnyat (%)

|6 sejtek
!
3

Talé

7. dbra: HulFN-y direkt citotoxikus hatdsat tdlélé WISH sejtek mennyisége a potencirozd
aminosavak koncentriciéjinak fliggvényében a kezelés kezdetétSl szidmitott 90 perc €s 24 6ra

mulva.
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A 7. abrin ugyancsak az élGsejtszamot tintettem fel az aminosav-
koncentraciék fliiggvényében, a HulFN-y hozzdadasa utdn 90 perccel, illetve 24
éraval. Ugy tinik, a kezdeti sejtpusztulds az aminosav-koncentricié logaritmusaval
egyenesen ardnyos, mig a regenerdciés képesség a novekvS koncentraciéval
linearisan csdkken (ez exponencialis redukciénak felel meg a szemilogaritmikus
koordinatarendszerben).

A fent leirt jelenség kapcsan tovabbi harom tény érdemel figyelmet:

a/ Az aminosavaknak a HulFN-y citotoxicitdsara érzékenyits képessége idSigényes
folyamat. Nem tapasztaltam citotoxicitast 1, 2, 3, 4 és 6 6ras elSkezelés utan; a teljes
hatis kifejl6déséhez legalabb 24 érara volt sziikség.

b/ A humin IFN-ok antivirdlis hatdsara rezisztens K562 sejteket nem lehetett
aminosavas el8kezeléssel érzékenyiteni a citotoxicitasra. Mivel a HulFN-y
citotoxicitdsat taléls sejtekbdl (ezeket joggal tekinthetjik “rezisztens”-nek)
regeneralodott kénok szintén elvesztették valamennyi HulFN antivirdlis hatasaval
szembeni érzékenységiiket, ésszeriinek tdnik feltételezni, hogy az antiviralis
érzékenység és a HulFN-y citotoxicitasira valé érzékenység valamilyen médon
kapcsolédoé sajatsagai egy adott sejtvonalnak.

¢/ A HulFN-y citotoxikus hatdsa az aminosavakkal érzékenyitett sejtekre teljes
mértékben felfiggesztheté HulFN-a hozzdadéasaval. Mar az 1:5 aranya HulFN- o :
HuIPN—y keverék sem rendelkezik toxikus hatassal.

E tény magyardzata valészinileg a két IFN-tipusnak a célsejtek scavenger
enzimrendszerére gyakorolt eltérd hatdsdban rejlik. Irodalmi adatok szerint a
HulFN-y fokozza a makrofagokban a hidrogén-peroxid termel&dését (Nathan et al.,
1985, Nathan & Tsunawaki), mig sajat méréseim szerint a HulFN-ao kozvetlen

védelmet nyuijt a H,O, toxikus hatdsival szemben (8. dbra).
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—i——Kontroll --©- - IFN védelem —® - 1 6 IFN elokezelés —2— 4 o IFN eldkezeles
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8. dbra: HulFN-a elSkezelés és szimultin alkalmazis védé hatdsa Wish sejteken direkt H,O,
kezelés toxikus hatdsiaval szemben.
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9. dbra: Membrinhoz kétott lipid peroxidaz aktivitas alakuldsa WISH sejtekben 2 6ris interferon
kezelés utan a kezeléstdl eltelt id6 fiiggvényében. A kezelés 200 Ne/ml IFN-nal tortént.
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10. abra: Membrinhoz kotott lipid peroxidaz aktivitds alakuldsa WISH sejtekben 2 6ras interferon
kezelés utan az alkalmazott IFN koncentricié fliggvényében.

A 9. és 10. abra szerint ugyan nincs lényeges kuilonbség a membranhoz
kotott

lipid peroxidazokra gyakorolt

hatasukban, de a HulFN-a kezelés

szignifikAnsan magasabb (11. 4bra) és id6ben jobban elhtzéds (12.

abra)
szuperoxid diszmutaz aktivitjst eredményez, mint az azonos mennyiségld HulFN-y.

1500

1000
SOD (U/ 10

sejt)

500

50
100

200 HulFN- )
500
IFN koncentracio (NE/ml) 1000
11. abra: Szuperoxid diszmutdz enzimaktivitis WISH sejtekben 2 6ris
alkalmazott IFN koncentricié fliggvényében.

IFN kezelés utan az
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12. abra: Szuperoxid diszmutdz enzimaktivitds alakulasa WISH sejtekben 2 éras IFN kezelés
utan a kezeléstdl eltelt idS fiiggvényében. . A kezelés 200 Ne/ml IFN-nal tértént.

IFN - aminosav kodlcsonhatasok a harmadik fazisban

Az antiviralis értékmérés folyamataban az F III. stddium kozeliti meg
leginkabb az él8 szervezetben a virusfert6zés soran el6allé helyzetet: egytitt van
jelen a sejt az IFN és a virus. Ezért az F III. tipust vizsgalatok b6vebb informaci6t
nyujthatnak az IFN - aminosav kombinacidk esetleges terdpias alkalmazasanak
lehet&ségeirdl.

Mivel a HulFN-y esetén nem volt lehetéségem a fazisdiagrammok

felvételére, az itt kapott F III. eredményeket a 8. tdblazatban mutatom be.

: IFN titer a kezeletien kontroll
Aminosavak °fo-cban

Asp 22630

Cys 13815

Gly 184,2

Met 2591

Opr 18101,0
(3-Phe N.A.

Ser 598, 2

Tyr 1695,1

8. Tablazat: F III. fazisban alkalmazott aminosavak hatdsa HulFN-y antiviralis aktivitasara.
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Sziikségesnek tartom felhivni a figyelmet az F II.-ben kozombodsnek bizonyult
Tyr, illetve gatlé jellegii Cys és Opr (Id. 2. tablazat) kiemelkedéen magas
antiviralis titer fokoz6 hatasara.

A 13. abra az F IIIl. kolcsonhatasok alakuldsat mutatja be az aminosavak
koncentracidjanak fiiggvényében. Mint az &brarél megallapithat6, itt is
elengedhetetlen a magas koncentraciék alkalmazasa szamottevs valtozasok

eléréséhez.

gm’ <Opr

=

Ezooo

CISOO xASp
ko)

¥ e

g
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(7]

= ;.O’Ser ?

001 0] 1 10 00101 1 1
aminosav(mg/mil)

13. 4bra: Aminosavak antiviralis aktivitdst moduldlé hatdsanak dézisfliggése az értékmérés III.
fazisaban alkalmazva.

F IIL-ban is megvizsgaltam egyes aminosav-parok egylittes hatasat az e
fejezet B. pontjaban részletezett kisérleti 6sszeallitasban. A kapott eredményeket

a 9. tablazatban foglaltam 6ssze. Az adatokbél kitiinik, hogy a leghatasosabb
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aminosavak antiviralis titer novels képessége - az F II. stadiummal ellentétben -

F III.-ban mar nem fokozhaté tovabb parkombinaciok alkalmazasaval.

IFN titer a kezeletlen kontroll % —dban
Asp Cys Gy Met Opr Ser Wr
Asp 1722
Cys 542 527
Gly 161 192 143
Met 22 362 313 283
Opr 395 249 157 249 342
Ser 664 322 209 352 38 22
Tyr 124 197 114 296 296 99 1568

Amincsavok

9. Tablazat: F III. fazisban alkalmazott aminosav parkombinaciék hatasa a HulFN-o antiviralis
aktivitasara.

Faziskombinacids vizsgalatok.

Az aminosav-parok azonos fazisban torténé egytittes tesztelése mellett
kipréobaltam a kiilonboz8 aminosavak egymas utan, eltéré fazisban torténd

alkalmazasat is.

F.IL IFN titer a kezeletlen kontroll %- dban
FIL Asp Cys Gly Met Opr Ser Tyr| -

Asp (15395 226 174 147 538 8605 269|147
Cys 586 329 104 174 697 174 13| 82
Gly 160 226 120 67 116 220 160 | 158
Met 190 190 120 16 123 160 147 | 42
Opr 349 293 104 123 349 349 147 | 122
Ser [1279 220 147 349 587 2790 190|276
Tyr 403 269 135 586 269 493 226 17

= 1228 527 143 283 3424 221 157|100

10. Tabldzat: Aminosav-parok szukcedan , II. - III. fazisban torténd alkalmazédsanak hatasa
HulFN-o antiviralis titerére.

A 10. tablazat hat aminosav F II. - F III. kombinéaciéival kapott
eredményeket mutat be. Kiemelked§ jelentSségiiek az Asp-Asp, Asp-Ser és Ser-

Ser kombinaciék, melyek barmelyik egyfazisti, egykomponensii kontrollhoz
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képest tobb mint egy nagysagrendnyi antivirdlis titernovekedést
eredményeznek. A kezeletlen kontrollokhoz képest 80-150-szeres antiviralis
hatasfokozédas is elérhetd.

A 11. tablazat tantisaga szerint az F I.-ben alkalmazott aminosav (Asp;
F L-ben gatol, a kapott titer a kezeletlen kontroll 45 %-a; 1d. 5. 4bra) hatasa
egyértelmtien domindl az F IL-ben hozzaadottak felett. Ez a dominancia
kevésbé érzékelhets az F L. - F III. kombinaciékban, a mért értékek inkabb az
F IL. - F III. adatok trendjére emlékeztetnek, bar a valtozasok mértéke jéval
kisebb. Nem kizart, hogy itt inkabb a sejtek altal az F IL-ben felvett

aminosavak F II. tipust hatasa érvényestil.

Aminosav Titerek a kezeletlen kontroll %-aban

F 1L F IIL
Asp 820 734.4
Cys 27.3 518.1
Gly 39.1 130.2
Met 23.3 335.6
Opr 14.9 972.8
Ser 391 5194

11. Téablazat: Aminosavak hatasa II. illetve III. fazisban, I. fazisban alkaimazott
aszparaginsavat kovetSen.

Aminosavak befolyasa a késleltetett antiviralis hatasra.

Bar nem tartozik szorosan az antiviralis értékmérés fazisaihoz, mégis
célszerd itt targyalni a titrdlas egy specidlis kivitelezési médjat, amikor
el@szor virussal fertézik meg a tesztsejteket, majd ezutan adjak hozza a
rendszerhez az antivirdlis anyagot. Ez a médszer kivaléan alkalmazhaté
olyan antiviralis anyagok hatdsmechanizmus meghatarozasara, amelyek a
virus szaporodasat egy ponton gatoljak, de a tobbszoros tamadaspontt IFN-
ok esetében nem hasznalatos. Mégis hasznosnak tartottam ebben a kisérleti
rendszerben is megvizsgalni az aminosavak befolyasat annak kideritésére,

hogy az IFN
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antiviralis hatasat altalaban (cellularis funkcidkon keresztiil), vagy egy
meghatarozott ponton (viralis mechanizmus gatlasanak fokozasa) médositjak.

Az antivirdlis értékméréshez hasznalt VS virus teljes replikaciés ciklusa 6 orat
vesz igénybe. Ezen id6tartam alatt a HulFN-o. antiviralis aktivitisa - a tobb

tamadasponti hatasmechanizmusnak megfeleléen - hiperboloid goérbe mentén

csokken (14.4bra).
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14. abra: HulFN-o. antivirdlis aktivitdsa a virusfert8zés utan alkalmazva a fertézéstdl eltelt idé
fuggvényében.
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15. abra: Virusfertdzéssel egyszerre adott aminosavak hatdsa a virusfert6zés utin kiilonbsz6
idépontokban adott HulFN-o antiviralis aktivitidsara a fert6zés és az IFN alkalmazas kozott

eltelt id§ fiiggvényében.
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Hasonl6 kinetikat kovetnek a 15. abra tantsaga szerint az aminosavakkal
inkubalt IFN mintédk is, kivéve az Asp tartalma mintdkat. Asp jelenlétében az
antiviralis titer az elsé két éraban nem valtozik, ami - figyelembe véve a VSV
replikaciés ciklusat (Friedman et al.) - arra utal, hogy az Asp a HulFN-alfanak a
virus nukleinsav-szintézisét gatlé hatasat fokozza. Ez a feltételezett
mechanizmus jé Osszhangban van az Asp fazisdiagrammjaval is (Id.
"Megbeszélés").

Az interferon - aminosav kolcsonhatdasok gyakorlati alkalmazadsai.

Bar a fentebb ismertetett jelenségek jobbara az alapkutatas szamara
jelenthetnek Gj segédeszkozt az IFN-ok antivirdlis hatdsmechanizmusanak jobb
megértéséhez, néhany esetben j6 gyakorlati médszernek bizonyultak mas IFN-

kutatasi teriileten is.

HulFN-a altipusok jellemzése aminosav-IFN kolcsonhatasokkal.

Munkacsoportunk témai kozé tartozik a természetes HulFN-o
készitmények altipusainak szétvalasztasa kromatofékuszéal, a készitmények

jellemzése altipus-osszetételiik alapjan, illetve az egyes altipusok jellemzése.

16. adbra: EGIFERON® nativ HulFN-o prepardtum kromatofékuszalassal meghatarozott altipus-
dsszetétele. Az x tengelyen a kromatofékuszal6 oszloprél lejott frakcié sorszamat abrazoltam. A
bal oldali fiiggdleges tengelyen az aktualis frakcié antiviralis titerének logaritmusa, mig a jobb
oldali tengelyen a pH értéke lathaté. A futtatds pH-meredekségét az dbran a balrél jobbra
siillyed$ egyenes mutatja.
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A 16. abran egy kromatofdkuszalas segitségével késziilt jellegzetes altipus-
diagramm lathat6 (EGIFERON®, magyar nativ HulFN-a készitmény). Egyes
altipusokat izoelektromos pontjuk alapjan a megfelelé rekombinans altipusok
segitségével azonositani tudtunk, a bettvel jeldlt csticsok azonositasat azonban
egyenlére még nem tudtuk megoldani. Ezekben az esetekben is el kell
mindemellett donteni, hogy az egyes azonositatlan antiviralis aktivitasi csticsok
valéban ©nall6, fizikokémiailag és biolégiai hatasaik alapjan elkiilonithetd
altipusok-e? Szamos egyéb vizsgalat mellett jol hasznalhaté médszer e célra az

antiviralis aktivitasok aminosav-érzékenységének 6sszehasonlitasa.

Ami- Antiviralis titer az egyes altipusok ©nall6 kontroll-titerének %-aban
nosav

o IFN “F’ a2 a4 a7 as "G" al “H” Nativ
Asp 31.9 111.9 118.5 103.2 55.8 103.2 187.5 109.8 627 148.4
Cys 27.2 74.8 91.7 91.8 67.7 59.8 81.8 31.8 65.0 820
Gly 39.0 1446  208.8 2145 250.0 131.7 1649 81.8 193.2 2122
Met 22.8 153.0 148.7 1614 227.1 67.7 109.3 446 130.0 317
Opr 15.4 123.5 1529 1723 2494 98.6 130.2 440 1739 1462
Ser 39.0 185.3 156.4 1194 1546 1785 260.4 1388 163.1 243.0
Tyr 65.1 92.0 136.6 99.1 2220 948 109.3 61.5 824 149.2 |

12. Tablazat: Aminosav-érzékenységbeli eltérések a nativ HulFN-a (EGIFERON) altipusai
kozott. II. fazisti mérések.
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Ami- Antiviralis titer az egyes altipusok 6nallé kontroll-titerének %-aban
nosav

oIFN  “F” a2 o4 a7 as G al L
Asp 734.1 1695.1 17959 22627 1467.2 1131.4 1131.4  457.7 oB82.3
Cys 519.0 2386 231.3 309.8 213.8 2828 3414 2483 218.9
Gly 130.0 178.2 168.2 2181 1189 141.6 218.2 64.8 154.2
Met 336.3 2464 4175 4784 5256 308.4 3542  208.8 319.3
Opr 6979.1 1031.0 14514 2382.2 1090.5 1754.2 1650.6 659.4 852.5
Ser 519.0 7178 561.8 558.2 5349 1542 168.2 141.4 309.4
Tyr 88.2 2554 4594 559.0 4506 2255 150.0 84.5 122.7

Nat

1722.
527.

283.
3425.:
271.
1568.i

13. Tablazat: Aminosav-érzékenységbeli eltérések a nativ HulFN-a (EGIFERON) altipusai
kozott. ITI. fazist mérések.

A 16. abran lathato készitmények nagy aktivitasa, Gn. "major" cstcsainak
osszehasonlitdsat mutatja be a 12. (F II.) és a 13. (F 1IL.) tablazat. A mérési adatok
egyértelmten bizonyitjak, hogy az eddig még azonositatlan antiviralis aktivitasi
csiucsok (F, G) jellegzetes, egyéni aminosav-érzékenységi mintazattal
rendelkeznek, ami eltér mind a tSbbi altipustél, mind a természetes keveréktdl,
igy onallé6 altipusoknak tekinthetSk. Egyszersmind az is megallapithat6, hogy az
aminosav-érzékenységi mintazat vizsgalata az altipusok jellemzésére és a

természetes keverékekbdl izolalt altipusok azonositasara jol hasznalhato6 eljaras.

Kis mennyiségii IFN kimutatiasa aminosavas érzékenyitéssel.

Egy masik kutatasi teriiletiink kapcsan gyakran sziikséges kulonbdzé
betegségekben szenvedd (urémia, SLE, Sjogren-szindréma, rheumatoid arthritis,
stb) paciensek IFN-termelS képességének vizsgalata, illetve a szérumukban
esetleg jelen 1évs spontan termel6dott IFN kimutatasa. Sok esetben olyan kis

mennyiségld IFN-r6l van sz6, hogy az altalunk alkalmazott értékmérd
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moédszerrel nem mutathaté ki. Maskor a vizsgalt szérum toményen toxikus a
tesztsejtekre, kihigitva pedig IFN tartalma a kimutathatésag hatara ala csokken.
Ilyenkor is bizonyitani lehet azonban az IFN jelenlétét, ha megfelel6 aminosavas

érzékenyitést hasznalunk.

Minta Kontrol  |[titer O mg/ml | Ser-kezett .
(beteq) ) e === titer(h)
rod il o
17/2x <TbN.m)* 8076 =
17/ 5« 1698 22842 1345,2
17/ Tex 1009 22842 22638
17/8 1009 25639 2541,0
179 2855 25639 89,0
170« 2401 32303 1345,4
71 o 1428 6791 . 475,6
1771 1698 16151 951,2
T/ 1Ml < 714(m) 1162 =
17 N 2544 22842 897,9
17V 1200 16151 1345,9
17/ Vliex 849 11421 1345,2
17/ X < T4nm) 6410 -
23/6 5070 34109 672.8
23/0x 4482 25352 565,6

14. Tablazat: Alacsony IFN-o termelSképességd urémids betegek IFN-janak potencirozasa
szerinnel.

*n. m.: nem mérhetd - a titer a mérés érzékenységi hatara alatt marad.

A 14. tédblazat alacsony, illetve ki nem mutathaté HulFN-o, a 15. tablazat
pedig HulFN-y titerek amplifikalasat mutatja be F. Il.-ben alkaimazott Ser

segitségével.

Minta Kontrol  ftiter Omg/ml | Ser-kezett .
ibewa) titer _ Ser kortroll  0er )
kédja jelenlétében

2/1 53 8113 15 307,5
w3 <38nmy| 1705 -
55 28| e %36
2%/9 106 8006 75528
24/10Y <38(nm)| 2868 -
/11y 73 2412 33041
2/NY <Brm | 1014 -
2NI 53 3411 64358
ANy | <38nm)| 1434 -

15. Tablazat: Alacsony IFN-y termelSképességd urémids betegek IFN-janak potencirozdsa
szerinnel.

*n. m.: nem mérhetd - a titer a mérés érzékenységi hatara alatt marad.
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A korabbi adatokkal ©sszevetve kittinik, hogy alacsony titerek esetén
sokkal nagyobb mértékd fokozas érhetd el, de az is kideril a két tablazatbdl,
hogy a fokozas nagysaga nem egységes, nem fiigg sem a minta tipusatél, sem a
kiindulasi titertél. Igy ez a médszer csak a kimutathatésag hatara alatti titerd
mintdkban alkalmas az IFN jelenlétének bizonyitasara, kvantitativ mérésekre
nem hasznalhaté. Ennek ellenére prognosztikai értékd eljaras lehet mind az
autoimmun koérképekben a szérum IFN-tartalmanak kimutatasara (Borecky et
al.,, Hooks et al., Preble et al., Sherertz, Waschke & Diezel), mind az urémias
betegek IFN-termel8képességének vizsgalatara (Gal et al. 1981,a b, Sanders et al.,

To6th S. et al. 1985)

IEN - aminosav kolcsonhatdsok homoldg és heteroldg antivirdlis értékméro rendszerekben.

Vizsgalatok nem human homolég rendszerekben.

Eddigi eredményeim kizar6lag homolég human rendszerre vonatkoznak
(emberi IFN humén sejtvonalon kifejtett hatasa). Természetesen fontos volt
tisztazni, hogy a fenti jelenség egyéb fajok IFN-jaira is érvényes-e? A kérdés
eldontésére az alabbi modelleket valasztottam ki: sertés (Po) IFN-a PK (sertés
vese) sejtvonalon, egér (Mu) IFN-8 L929 sejtvonalon, valamint ConA indukalt
csirke interferon primer embriondlis csirke fibroblaszt sejteken. Az elsé két
rendszerben VSV-t, a harmadikban pedig encephalomyocarditis (EMC) virust
hasznaltam challenge-re. A 16. tablazatban Osszehasonlitottam a homolog
humaén és sertés rendszerben o IFN-nal kapott eredményeket 11 aminosavra
vonatkozéan. Az adatok tantasaga szerint a homolég sertés rendszerben egyediil

az Asp bizonyult fokoz6 hatastinak.
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PolFN-a/PK (titerek

Aminosav HulFN-o/WISH (titerek
a kezeletlen kontroll %- a kezeletlen kontroll %-

aban) aban)
Asp 150.5 2419
Cys 82.0 81.1
Gly 211.2 30.9
His N. A* 14.6
Opr 146.2 N. A.
Ser 259.2 12.5
Tyr 1515 77.7
Val 98.3 88.2

16. Tablazat: Human és sertés IFN-o érzékenysége aminosavak antiviralis titert modulalé
hatasara homolég sejteken: 6sszehasonlitas.
N.A.*: nincs antiviralis aktivitas.

Aminosav Hu-IFN-g/WISH MulFN-B/1929 (titerek
(titerek a kezeletlen a kezeletlen kontroll %-
kontroll %-aban) aban)
Asp 143.5 147.7
Gly 132.2 427
D-Glu 160.3 40.3
L-Glu 37.1 10.1
His N. A* 2.1
Met N. A. 57.0
Opr 73.5 10.1
Ser 425.6 143.5
Tyr 97.8 47.9

17. Tablazat: Humdén és egér IFN-P érzékenysége aminosavak antivirdlis titert modulalé
hatasadra homolég sejteken: 6sszehasonlitas.
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A 17. tablazatban a human és az egér IFN-8 mar kozel azonos médon
viselkedik,bar a homolég egér rendszerben kisebb mértékd fokozasokat
tapasztalunk. Homol6g csirke rendszerben egyediil a Ser-t prébaltam ki. Itt
ugyancsak szignifikdans fokozé hatast észleltem, ami mértékében a homolég

human rendszerben kapott HulFN-o értékhez allt legkozelebb (18. tablazat).

IFN Sejttipus - aminosav
csirkeembri6 PK 1.929 WISH
fibroblaszt
Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp

Csirke-y  200.0 M. £ - - - - . -

Po-a - - 125 2419 - - - -
Egér-p - - - - 147.7 143.5 - -
Hu-o - - - - - - 243.0 148.2
Hu- - - - - - - 425.6 143.5
Hu-y - - - - - - 463.2 225.0

18. Tablazat: Aszparaginsav és szerin hatasa kiilonb6zd faju és tipusu IFN-okra homolég
rendszerekben.

Aminosav HulFN-a/WISH (titerek PolFN-o/PK (titerek
a kezeletlen kontroll %- a kezeletlen kontroll %-
aban) aban)
Asp 1722.6 9870.1
Cys 527.0 66.9
Gly 143.2 8751.9
His N.A* N. A
Opr 3425.4 9865.0
Ser 271.6 259.4
Tyr 1568.3 137.7
Val 99.7 109.1

19. Tablazat: Human és sertés IFN-o érzékenysége F III. fazisban alkalmazott aminosavak
antiviralis titert modulalé hatasdra homolég sejteken: 6sszehasonlitas.
N.A.*: nincs antiviralis aktivitas.
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Valamennyi e pontban eddig ismertetett kisérletet F II. fazisban végeztem.
A 19. tablazatban viszont a homolég sertés rendszerben kapott F III. fazist
adatokat hasonlitottam 6ssze a human eredményekkel. Itt mar lényegesen tobb
esetben talaltam fokozo6 hatast a sertés rendszerben, mint az F II. kisérletekben. A
human mérésekkel osszevetve felttinik, hogy a PolFN-a antiviralis hatasa sokkal
erGsebben fokozhaté. Fajspecifikus eltérések észlelhet6k a Cys, Gly és Tyr

hatasokban.

Vizsgalatok heterolog rendszerekben.

Tovabbi lényeges informaciét nytjt a jelenség természetére vonatkozoan,
hogy az aminosavak altal elSidézett antivirdlis hatas-modulacié milyen
mértékben koveti az egyes interferonok fajok kozotti keresztreakciéit. Ezért a
. HulFN-o-val és a PolFN-a-val heterolég rendszerekben is megvizsgaltam F I1.

fazisban az igéretesebb aminosav-IFN kolcsénhatasokat.

Aminosav Antiviralis aktivitas a névleges titer %-aban
cvi MDBK PK

Asp 51.4 147.1 17.6
Cys 56.2 109.0 N. T.**
Glu 44.6 N. A* N. T.
His 56.2 citotoxikus 17.6
Met 48.5 126.0 54.0
Opr 63.0 N. A. N. T.

[-Phe N. A. citotoxikus N. A.
Ser 772 74 N. A.
Tyr 97.2 91.8 99.0

20. Tablazat: Aminosavak hatdsa HulFn-o antivirilis titerére heterolég sejteken: F II. fazisu
kisérlet.

N.A.*: nincs antiviralis aktivitas.

N. T.**: nem teszteltem
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A 20. tablazatbdl kideriil, hogy a HulFN-a hatasat egyedil aszparaginsavval
sikeriilt kis mértékben fokozni, ezt is csak bovin (MDBK) sejteken. A gatlé
hatasokrél egyenlére nem lehet eldonteni, hogy specifikus vagy aspecifikus
jellegtiek, de még igy is figyelmet érdemel a szerinnel MDBK-n és PK-n kapott
felttinGen erds gatlas. MeglepSen ellentétes hatasokat tapasztaltam viszont a

PolFN-oo/ MDBK rendszerben.

Aminosavak Antiviralis aktivitas a névleges titer %-aban

MDBK WISH

Asp 314.6 309.9

Cys 81.1 34.0

Gly N. A* 9.0

His 10.7 N. A.

Opr 667.9 8.3

Ser 99.5 16.3

Tyr 260.7 55.9

Val 229.4 29.9

21. Tablazat: Aminosavak hatasa sertés IFN-o antiviralis titerére heterolég sejteken: F II. fazisa
kisérlet.
N.A.*: nincs antiviralis aktivitas.

Mint a 21. tablazat mutatja, a sertés a IFN antiviralis hatasa lényegesen tobb
aminosavval és nagyobb mértékben fokozhaté bovin sejteken, mint a homolég
rendszerben. Nem taldltam ugyanakkor lényeges eltérést a homolég sertés és a

PolFN-o./WISH rendszerek kozott.
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Aminosavak Antiviralis aktivitas a névleges titer %-aban

PK MDBK WISH
Asp 9870.1 27776.2 3833.0
Cys 66. 16480.1 5420.7
Gly 8751.9 4120.0 110.5
His L. A% N. A. N. A.
Opr 9870.1 12.8 145.0
Ser 259.4 27776.2 6536.3
Tyr 137.7 944.5 493.2
Val 109.1 458.8 219.7

22. Tablazat: Aminosavak hatasa sertés IFN-a antiviralis titerére homolég és heterolég sejteken:
F III. fazisa kisérlet.

N.A.*: nincs antiviralis aktivitas.

Az F II. adatokhoz hasonlé erés keresztreakciét mutatnak MDBK-n az F IIL
fazist PolFN-o mérések(22. Tablazat), de ebben az esetben mar a human (WISH)
sejteken is jelentésen fokozhaté a PolFN-o antivirdlis hatasa egyes
aminosavakkal. Human sejteken a fokozé aminosavak spektruma megegyezik a
HulFN-o méréseknél tapasztalttal, de a fokozas mértéke a PolFN-ra lényegesen
magasabb. Az MDBK sejtek reakcidja egyes aminosavak esetében a human
sejtekhez all kozelebb (Asp, Cys, Ser, Tyr, Val), mig a Gly-re a PK sejtekhez

hasonléan reagal. Specifikus kiilonbségekre utal az Opr-vélasz jellege, valamint

a Cys- és a Ser-reakcié mértéke.

Aminosavak és a humdn interferonok nem antivirdlis hatdsai.

Az interferon - aminosav interakciok elemzése soran nem szabad
figyelmen kiviil hagynunk az interferonok egyéb, nem antiviralis hatasait sem. E
hatasok koziil -a leger8sebb antivirdlis modulaciét mutaté aminosavakat

alkalmazva- a két legjellegzetesebbet vizsgaltam meg.
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Aminosav Sejtosztédas gatlasa a kezeletlen kontroll %-aban.
Aminosav kontroll HulFN-a + aminosav
Asp 385 48.9
Met 356.5 48.2
-Phe 48.6 53.3
Ser 47.1 33.6

23. Tablazat: Aminosavak befolyasa a HulFN-a antiproliferativ hatasara.

A 23. tablazat bizonysaga szerint az alkalmazott aminosavak 10 mg/ml
koncentraciéban aspecifikus gatlast fejtenek ki a célsejtek (HEp2)
proliferacidjara. Ez a hatas szignifikansan magasabb, mint a 200 NE/ml HulFN-
o altal okozott specifikus gatlas, és nem befolyasolhaté szamottevéen az egytittes
kezeléssel. Ha ennél alacsonyabb aminosav-koncentraciékat alkalmazunk,
amelyek mar nem okoznak onmagukban szignifikans gatlast, akkor az egytittes
kezelés soran az interferon eredeti specifikus gatlast az aminosavak nem
képesek befolyasolni.

Az interferonok immunmodulans hatasai koziil a leginkabb standardizalt,

legjobban vizsgalhaté NK (természetes 6l6sejt) stimulalé hatast valasztottam

reprezentansként.
Inkubaciés kozeg Citotoxicitasi % 50 : 1 effektor : célsejt
aranynal
Asp B-Phe Ser
Tapfolyadék kontroll 22.58 22.58 26.53
Aminosav kontroll 21.38 24.66 22.79
HulFN-a kontroll 57.51 3791 51.48
HulFN-o + aminosav 44.08 46.96 50.53

24. Tablazat: Aminosavak hatasa a HulFN-o. NK-sejt aktivitast stimulalé képességére.
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Mint azt a 24. tablazat adatai mutatjdk, a vizsgalt aminosavak
onmagukban nem rendelkeznek NK stimulalé képességgel. 200 NE/ml HulFN-
a-val egyiitt alkalmazva az aminosavak enyhén, nem szignifikans mértékben
gatoljak az interferon NK aktivitast fokoz6 hatasat.

A kérdés egyértelmd eldontéséhez természetesen valamennyi aminosav
kiprébalasa sziikséges lenne mind a két fenti kisérleti rendszerben, mind pedig
egyéb nem antiviralis interferon-hatasok esetén, de az eddigi adatok alapjan agy
tiinik, hogy az interferon - aminosav kolcsonhatasok kevésbé, vagy egyaltalan

nem érvényesiilnek az interferonok nem antiviralis hatasaiban.

Aminosav - interferon kélcsénhatisok egyéb virusok esetében.

Egyszeriibb RNS-virus modell: a poliovirus.

Eddig ismertetett antiviradlis vizsgélataimat olyan rendszerekben
végeztem, ahol -egy kivétellel (E. 1. pont, homolég csirke rendszer, EMC virus)-
minden esetben VSV-t (vesicularis stomatitis virus) alkalmaztam teszt- virusként.
Nagyon lényeges dolog eldonteni, hogy a fentebb ismertetett jelenségek egyéb
virusok esetében is érvényesek, vagy kizardlag az interferonok VSV elleni
hatasara jellemz&ek.

A VSV meglehetésen komplex, peplonnal és sajat enzimekkel is
rendelkez6 RNS-virus. Ellendrzé kisérleteimben egy lényegesen egyszertbb
modellre tértem at, a Picornavirusok csaladjaba tartozé poliovirust alkalmaztam.
A poliovirus HulFN-ra érzékeny (17 NE/ml 50% gatlast eredményez a
virushozamban), a tesztsejtként hasznalt WISH sejtekben endogén interferont
nem indukal, igy a kisérleti rendszerben a virussal szemben felmeriild
kovetelményeknek kivaléan megfelel. Vizsgalataimban egy vad (Mahony) és egy

attenualt (LSC 2 ab) virustorzset hasznaltam fel.
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IFN +Aminosav Antiviralis titer az aminosav nélkiili IFN-kontroll
%-aban
Mahony LSC2 ab
HulFN-o + Asp 50.0 47.3
HulFN-a + Cys 89.7 98.0
HulFN-o + Met 43.2 50.0
HulFN-a + Phe N. A* N. A.
HulFN-a + Ser 25.0 17.1
HulFN-o + Tyr 100.0 89.7
HulFN-y + Asp 35.4 33.0
HulFN-y + Cys 96.6 104.1
HulFN-y + Met 58.8 68.4
HulFN-y + Phe N. A. N. A.
HulFN-y + Ser 100.0 89.7
HulFN-y + Tyr 100.0 93.5

25. Tablazat: Aminosavak hatdasa HulFN-a és -y Poliovirus-ellenes aktivitasara.
N.A.*: nincs antiviralis aktivitas.

A 25. tablazat tantsaga szerint sem a HulFN-o sem a HulFN-y poliovirus-
ellenes hatisa nem fokozhaté a kiprébalt harom (a VSV-ellenes hatast
karakterisztikusan erdsité) aminosav egyikével sem, ha azokat F IL fazisban
alkalmazzuk. A tablazatbdl lathaté szignifikans gatlasok (Ser - HulFN-o,, illetve
Asp mindkét IFN-nal) azonban arra mutatnak, hogy e rendszerben is jelen

vannak a virusszaporodast befolyasolé aminosav-specifikus kolcsonhatéasok.

DNS-virus modell: a HSV-1.

Lényegesen nehezebbnek bizonyult vizsgalataim tovabbi kiterjesztéséhez

megfelel6 DNS-virust taldlni. Szamos kompromisszum &aran végiil a Herpes
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simplex virus 1 tipusa mellett dontottem. Az alkalmazott kisérleti rendszerben a
virus ugyan kevésbé volt érzékeny HulFN-ra (TCID 50: 2000 NE/ml HulFN-a
ill. 500 NE/ml HulFN-y), de a HEp2 sejtekben nem indukalta endogén IFN
keletkezését. Kisérleteimben szuboptimdlis IFN-koncentraciékat alkalmaztam
(1000 NE/ml HulFN-« ill. 250 NE/ml HulFN-y) azon meggondolasbél, hogy a
szignifikans virusgatlas megjelenése az adott aminosav szinergizalé hatasat fogja
jelezni. Az eredmények téves interpretacidjanak komoly kockazatat rejtette
magaban az a tény, hogy az aminosavak magas koncentraciéban alkalmazva
sejtosztédast gatlé hatastak a HEp2 sejteken (I1d. 23. tablazat). Ezért az
aminosavakat alcsonyabb (5 mg/ml) koncentracioban kellett hasznalnom.
Tovabbi 6vintézkedésként timidin-inkorporaciés modszerrel megmértem az
egyes anyagok és kombinaciéik DNS-szintézist gatlé hatasat is az esetlegesen
jelentkezo aspecifikus virusgatlas detektalasa céljabél. Amint ez az
eredményekbdl (17. és 18. abra) és a késébbi adatokbdl kittnik, az adott kisérleti
rendszerben nem taldltam 6sszefiiggést a cellularis DNS-szintézis gatlas mértéke

és a virushozam kozott.

LR L RN I

~v=BNCmum o —~
“MEA B aE® O=ARNODNONE = DA~

IFN  Asp IFN+As Ser [FN+Ser b B 1 1
B virusgddis Z  DNS-szint gidis

17. abra: A cellularis DNS-szintézis gatldsa és a HSV1 szaporodas gatlasa kozotti dsszefliggés
Hep?2 sejtekben. HuIFN-y, Asp, Ser, IDU és BVDU hatasanak vizsgalata.
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18. 4bra: A cellularis DNS-szintézis gatlasa és a HSV-1 szaporodids gatlasa kozotti
osszefiiggés Hep? sejtekben. IDU, Asp, Ser és HulFN-y kombinéciéinak hatasa.

A kisérletekben kiprébalt két erésen szinergista aminosav egyikével
sem sikeriilt szignifikins gatlé6 hatast elérni szuboptimalis IFN- illetve

aminosav-dézisok kombinaciéjaval 19. 4bra).

19. sbra: Szuboptimalis HulFN-o. és -y dézisok, Ser és Asp egyiittes hatdasa HSV-1
szaporodasara.
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Timidin-analog kemoterapeutikumok HSV-1 elleni hatisinak fokozadsa
Interferonnal és aminosavakkal.

Az el6z6 pontban ismertetett negativ eredmények értelmezési nehézségei -(a
kényszertien alacsony dézisok miatt) arraikésztettek, hogy egy, a vizsgalandé
jelenséget potencialisan felerésité kisérleti rendszert keressek. Korabbi
munkam soran vizsgaltam timidin-analég drogok antiviralis hatasat a HSV-
1/HEp2 rendszerben (Mécs & Té6th S. 1988, 1989a, b, ¢, Rozs et al., Té6th S. &
Meécs 1989a, b ), valamint e drogok és a HulFN-a kolcsonhatasat (Mécs et al.
1986b). Ugy véltem, hogy e drogoknak az IFN-okkal valé kombinaciéja
amplifikalhatja az aminosavak esetleges modulalé hatasat. Természetesen a
harmas kombinéciékban kapott eredmények értékeléséhez elengedhetetlentiil
szitkkséges volt az egyes anyagparok egymas kozotti kolcsonhatasainak

ismerete.

HulFN-«a és timidin-analégok egviittes hatasa.

HulFN-o. szuboptimalis koncentraciéit (10, 100 és 1000 NE/ml)
kombinaltam 5-j6d-2'-deoxyuridin (IDU), 5-ethyl-2'-deoxyuridin (EDU), 5-
izopropyl-2'-deoxyuridin (iPDU) és 5-bromovinil-2'-deoxyuridin (BVDU)
koncentraciésorozat tagjaival. Mivel az alacsonyabb HulFN-a koncentraciék
esetén az 1000 NE/ml-nél kapottakkal azonos negativ eredményeket kaptam,

itt csak a legmagasabb dézissal kapott adatokat abrazolom.
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20. &bra: Szuboptimalis (1000 NE/ml) dézist HulFN-a és timidin analég drogok egyiittes
antiviralis hatasa HSV-1-gyel szemben.
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A 20. abra taﬁﬁséga szerint szignifikans (>1.5 logy() gatlasfokozédast
egyetlen esetben sikerult elérnem: a blegmagasabb (100 pg/ml) IDU
koncentraciénal. Erdekes megfigyelés, hogy a BVDU esetében a HulFN-o
kozel szignifikdans mértékben (3-10-szeresére) csokkenti a drog antiviralis
hatasat valamennyi koncentraciéban. Nem ismert, vajon van-e 0sszefiiggés a
BVDU antiviralis aktivitasa és timidin-inkorporaciét fokozé hatasa kozott (1d.
17. 4bra), de a HulFN-o valamennyi drogkoncentracié esetében csokkentette
a BVDU altal snmagaban fokozott DNS-szintézis ratat (Téth S., nem kozolt

adatok).

HulFN-y és timidin-analégok egviittes hatasa.

Az el6z6 pontban felsorolt timidin-analég antiviralis drogok
koncentraciésorozatat szuboptimalis (5, 50 és 250 NE/ml) mennyiségd
HulFN-y-val kombinalva a fentihez hasonlé eredményeket kaptam, azzal az
eltéréssel, hogy a legmagasabb dézissal a HulFN-y az IDU antiviralis hatasat
valamennyi vizsgalt koncentraciéban, az EDU-ét pedig 50 és 100 pg/ml-nél

szignifikansan fokozta (21. 4bra).
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21. 4abra: Szuboptimalis (250 NE/ml) dézisi HulFN-y és timidin analég drogok egyiittes
antiviralis hatasa HSV-1-gyel szemben.
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Aminosavak és timidin-anal6gok egviittes hatasa.

E kisérletsorozatban - kordbbi meggondolasok alapjan -

aszparaginsavat (22. abra) és szerint (23, abra) alkalmaztam 5 mg/ml-es

koncentraciéban.
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22. abra: Aszparaginsav befolyasa timidin analég drogok antiviralis hatasara HSV-1-gyel
szemben.

25

Az abra megmutatja, hogy az Asp képes szignifikansan (6-18-
szorosara) fokozni mind a BVDU, mind az IDU antivirdlis hatasat
valamennyi vizsgalt drogkoncentraciéban, vagyis az antiviralis sajatsagot

potencirozé képesség nem kizarélag csak TFN-okra érv

enves.
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23. abra: Szerin befolyasa timidin analég drogok antiviralis hatasara HSV-1-gyel szemben.
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A Ser szignifikansan fokozza mind a BVDU, mind az iPDU hatasat a
HSV-1 ellen. Kiilonosen dramai azonban ez a fokozas az IDU esetében, ahol a
gatlas 10000-szeresére né meg, illetve a magasabb drogkoncentraciék (50-100
ug/ml) esetében nem allapithat6 meg, mivel a kombinacié teljes
virusszaporodasi blokkot idézett el6. Ugyanakkor a Ser -meglepé médon-
szignifikdnsan csokkenti az EDU antiherpesz aktivitasat.

Legalabb erre a két aminosavra tehat igaz az, hogy antiviralis hatasat
modulal6é tulajdonsaguk nem az interferonon, mint target molekulan
keresztiill ~ érvényesiil, hanem  annak valamely  (feltehetéen a

nukleinsavszintézissel kapcsolatos) hattéreseményét amplifikalja.

HulFN-a, timidin-anal6gok és aminosavak kombinacidja.

A harmas drogkombinaciok vizsgalata soran 1000 NE/ml HulFN-o-t
alkalmazva azt tapasztaljuk, hogy az Asp - timidin-analég kombinaciékhoz
képest szamottevs antivirdlis aktivitas fokozédas nem torténik (24. abra). A
magasabb (50 és 100 pg/ml) IDU koncentraciok esetében az Asp potencirozo,

és a HulFN-o szinergista hatasa, tigy ttinik addicional.

12
10
8
Virushozam &
(logPFU/ml) - ]ijlgDU+HulFN«+Asp
4 IDU+HuIFN-%+ASp
2 IDU
EDU+HUIFN-+ASD
0 EDU
0 BVDU+HUIFN-«+ASp
10
25 BVDU
50
Drogkoncentracié 100
g/ ml)

24. abra: HulFN-a, aszparaginsav és timidin-analégok egyiittes hatdsa HSV-1
szaporodasara.
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25. abra: HulFN-o, szerin és timidin-analégok egyiittes hatdsa HSV-1 szaporodasara.

A Ser-nel kapott eredmények harom (j elemet tartalmaznak az eddigi
tapasztalatokhoz képest: A HulFN-a jelenléte eliensfxlyozza a Ser géatlo
hatasat az EDU-ra, ugyanakkor szignifikdnsan csokkenti a Ser-nek az iPDU-
ra és az IDU-ra kifejtett potencirozé hatasat. Ez wutébbi annal is
ellentmondasosabb, mivel a 100 pg/ml-es IDU koncentracié esetében maga a

HulFN-a is szinergizalénak tdnt.

HulFN-y, timidin-anal6gok és aminosavak kombinaciéja.

A korabbi kettés kombinaciés kisérletek alapjan a HulFN-o-nél jéval
igéretesebbnek tiint a HulFN-y-val alkotott harmas drogkombinacié. Ennek
ellenére az aszparaginsavval kapott eredmények a hérrﬁas kombinéciéban
egyetlen esetben utaltak pozitiv effektusra: A HulFN-y fokozta az Asp

potenciroz6 hatasat BVDU-ra (26. abra).
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26. _abra: HulFN-y, aszparaginsav és timidin-analégok egyiittes hatdsa HSV-1
szaporodasara.
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27. 4bra: HulFN-y, szerin és timidin-analégok egyiittes hatdsa HSV-1 szaporodasara.

Lényegesen jobb eredményeket kaptam szerinnel (27. 4bra), ahol a

harmas drogkombinéciékban mind a drogkontrollhoz, mind az egyedi
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parkombinaciékhoz képest szignifikans gatlasnovekedést tapasztaltam a
BVDU és az EDU esetében. Az iPDU-nal nem tortént jelentds hatasfokozas az
iPDU - Ser kombinaciéhoz képest, mig az IDU - HulFN-y - Ser harmas hatéasa
rosszabb mint az IDU - Ser parosé volt.

Osszegezve, a harmas kombinaciék az aminosav - timidin-anal6g
parokhoz képest nem igérnek jelentSs javulast, igy esetleges terapias
alkalmazasi lehetSségiik erésen megkérddjelezhets. Természetesen nem
szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy éppen a herpeszvirusok esetében az
IFN-ok in vivo sokkal hatékonyabbnak bizonyultak, mint in vitro
rendszerekben, ezért indokolt lenne a fenti harmas kombinaciék in vivo

tesztelése is.
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MEGBESZELES
Jelen dolgozat témaja egy téves munkahipotézisre alapozott kisérlet

soran végzett megfigyelésre alapul. Az a feltételezés, hogy a HulFN-a. opiat-
szerd hatasat az endogén opiat receptorokhoz valé kotédése utjan fejti ki,
nem bizonyult helytallonak: késébbi kisérleteink igazoltdk, hogy ehelyett a
fenti receptorok expressszidja fokozédik IFN-a hatasara (12. o. 1. bek.). A
hibas elképzelés ellendrzésére tervezett kisérletek azonban egy eddig fel nem
ismert jelenségre deritettek fényt: arra, hogy a természetes aminosavak jé
része képes befolyasolni a human interferonok antivirdlis aktivitasanak
mértékét. A hasz leggyakoribb L-aminosav és néhany médosulatuk (o-Ala,
D-Glu, Opr) vizsgalata azt mutatta, hogy a HulFN-o hatasat 10, a $-ét 14, a y-
ét 17 aminosavval lehet moédositani (1. Tablazat). A moédosité6 hatas lehet
fokozé vagy gatlo, amely a kontroll antivirdlis effektust akar tobbszorosére
fokozhatja, vagy teljesen megszuintetheti. A megfigyelt hatasok IFN tipustol
és az adott aminosavtél fuggnek, nem tudhaték be a magas aminosav
koncentraciokbél adédé  aspecifikus (ozmézishyomés-fokozédés, pH-
eltolédas, stb.) effektusoknak. A pH- valtozasokat minden esetben
korrigaltam, igy valamennyi aminosav-tartalma tapfolyadékot pH:7.2-re
allitottam be. Barmely egyéb aspecifikus hatas esetén az varhat6, hogy a hatas
az alkalmazott IFN mingségétél fiiggetleniil minden esetben azonos iranyu és
hasonlé mértékd lesz. Ezzel szemben az L-Tyr példaul csak az IFN-a
aktivitasat fokozza, a masik két IFN esetében hatastalan. Az L-B-Ala

mindharom IFN-re kiilonb6zd hatast fejt ki: serkenti a HulFN-B-t, gatolja a
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HulFN-y-t és kozombos a HUIFN-o-ra. Az azonos karakterd aminosavak
eltéré hatastak: az L-Asp mindharom IFN tipus antiviralis aktivitasat
fokozza, mig a szintén savas karakterd L-Glu mindharmat gatolja. A ligos
jellegd His mindharom esetben gatlé hatast, ugyanakkor a rokon karakterd
Arg és Lys nem befolyasoljak egyik IFN antiviralis aktivitasat sem. Ezek az
adatok mind arra mutatnak, hogy az extrém magas aminosav koncentraciék
ellenére az észlelt jelenség specifikus hatasokat tiikroz.

Mivel egy -késébb targyalandoé- kivételtsl eltekintve ezek a médositoé
hatasok csak a fiziolégias koncentraciékndl nagysagrendekkel nagyobb
aminosav mennyiségek esetén érvényesiilnek (2. abra), nyilvanvalénak ttnik,
hogy nem kozvetleniil az antiviralis kaszkad valamely elemére hatnak.
Val6szintibb, hogy a kaszkad megvalésulasa soran fellépS biokémiai
szintézis-reakciok egyensulyat toljak el olyan iranyban, ami potencirozza,
vagy éppen akadalyozza a kaszkad egyes lépéseinek végbemenetelét. E
feltételezés mellett sz6l az a tény is, hogy a dozisfliggés telitési tipusta
gorbéket ad, vagyis egy adott koncentracié felett mar hidba fokozzuk az
aminosav-mennyiséget, a biokémiai egyenstly mar oly mértékben eltolédott,
hogy a kérdéses komponens mennyiségének novelése mar nem jar tovabbi
mérhetd valtozassal.

Az IFN-ok terapias alkalmazdsa szempontjabdl természetesen az
antiviralis hatas fokozasanak lehet8sége szamit igéretesnek. Erre korabban is
torténtek  -mas  mechanizmusok  felhasznalasaval-  prébalkozasok

(Fleischmann 1984, 1986, Fleischmann et al. 1979, 1984, 1986). Egyik ilyen
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lehetéség az I tipusa (o vagy PB) és a IL tipust (y) IFN-ok egyiittes
alkalmazasa. Ilyenkor a két IFN szinergista moédon fokozza egymas
antiviralis aktivitasat. Vizsgalataim azt mutatjdk, hogy azon aminosavak
hatasa, amelyek mindkét alkalmazott IFN tipusra azonos médon hatnak (pl.
Asp, Cys, His, B-Phe, Ser, stb.), ezt a szinergizmust is az egyedi IFN-okhoz
hasonlé moédon és mértékben modulaljak. Az antiviralis hatas fokozasanak
gyakorlati értéke mellett ebbdl arra is kovetkeztethetiink, hogy az
aminosavak potencirozé hatdsa és az IFN tipusok szinergizmusa eltérg,
egymassal nem interferal6 mechanizmusokat vesz igénybe.

Legalabb ilyen fontos kérdés azonban, hogy az egyes aminosavak
azonos, vagy eltéré anyagcsere-lépések befolyésbléséval fejtik ki modulalé
hatdasukat. Részben a megfigyelt jelenség biokémiai alapjait lehet e kérdésre
valaszolva jobban megkozeliteni, részben tobb eltéré mechanizmus esetén
tovabbi additiv vagy szinergista hatasok gyakorlati alkalmazasara nyilhat
lehetSség. A rendelkezésemre allé metodikai eszkozok nem tették lehetévé,
hogy az egyes aminosavak altal befolyasolt biokémiai folyamatok jellegét
kozvetleniil probéljam felderiteni. Ezért arra kellett szoritkoznom, hogy azt
vizsgéljam, egy, vagy tobb mechanizmus jatszik szerepet a médositd
hatasokban. Aminosav-parok kombinalt alkalmazésaval sikeriilt kideritenem,
hogy legalabb harom -de valészintleg még tobb- kiilonb6zé olyan pont
létezik az antiviralis kaszkad kiegészit6 anyagcserefolyamataiban, amelyek
aminosavakkal modulalhatok. Ezeket a kisérleteket 5 mg/ml/aminosav

koncentraciéban végeztem. Ilymédon nem az egyedi aminosavak
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koncentraciéja, hanem a végsé ozmotikus nyomas értéke volt azonos a
korabbi kisérletekben alkalmazottal. Nem kivantam ugyanis az egyébként is
komplex eredmények interpretalasakor még egy 1j faktor hatasaval szamolni.
Ugyanakkor a dézisgorbék alapjan ez az aminosav koncentracié ha nem is a
telitési értéknek megfelel6 hatast eredményezi, de befolydasa még
szignifikansnak tekinthets. Az 5., 6. és 7. tablazatokban feltiintetett lehetséges
kolcsonhatasok elemzése az alabbi kovetkeztetésekhez vezet:

1. Az egymas hatasat szinergista médon erdsité biokémiai entitasok eltéré
mechanizmus szerint (pl penicillin és klavulansav), vagy ugyanazon
biokémiai folyamat eltéré pontjain (pl. szulfonamidok és trimetoprim)
hatnak. Mivel a Ser valamennyi esetben szinergista volt az Asp-val és a Tyr-
nal, feltételezhets, hogy a Ser egyedi, a tobbiektdl eltér6 moédon hat. Ezt
tdmasztja ala az a tény is, hogy a Ser-nek eltér a doézisgorbéje a tobbi
aminosavtol, és mar fiziolégias értékekhez kozeli tartomanyban is hatasos.
Az sem kizart, hogy a Ser eltér6 moédon hat alacsony és magas
koncentraciékban, de doézisgorbéjét (2. abra) tekintve ez kevésbé
alatamasztott.

2. Bizonyos dominanciasor latszik érvényesiilni egyes (mind serkents, mind
gatlé hatast) aminosavak kozott. A sor aljan a Tyr taldlhato, felette az Asp,
majd a Met és a B-Phe (ezek sorrendje nem donthetd el), és legfelul a Gly.
Kiilonleges helyzetet foglal el a fenti aminosavakkal mutatott
kolcsonhatasaban az Opr, amely vagy addiciondl az Asp-val, vagy Asp

dominancia érvényesiil felette, ugyanakkor az egyetlen aminosav, amely a [3-
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Phe teljes antiviralis blokkjat képgs felfliggeszteni. A  biokémiai
folyamatokban a dominancia-szuppresszi6 viszony altalaban kozos receptor-
vagy enzimkot6 helyre utal. Ebben az esetben azonban a helyzet 6sszetettebb
kell, legyen. Az Opr valészintileg azonos ponton fejti ki hatasat mint a -Phe,
de affinitasa szignifikdnsan nagyobb. Ugyanakkor hatasmechanizmusa eltérd
lehet az Asp-ét6l (amit tovabbi adatok -ld. 14. abra- is alatamasztanak). A (-
Phe és a Met dominanciaja az Asp folott igy feltehetGen abbél ered, hogy az
Asp Aaltal befolyasolt reakcié valamely korabbi 1épését, pl. valamely
prekurzor képzddését gatoljak. Ez a gondolatmenet magyarazatot képes adni
az Asp-nak a Tyr folotti latszélagos dominancidjara is: a reakciélanc egy
korabbi pontjan (amely lehet azonos a -Phe és a Met tamadaspontjaval is)
bekovetkezé kisebb erdsités hatasat egy késébb bekovetkezé nagyobb mérvd
erdsités konnyen elfedheti.

3. A B-Phe és a Ser kozotti kdlcsonhatas elsé pillantasra azonos kotShelyért
valé kompeticiénak tinik. Ez azonban nem lehetséges,tekintve, hogy a Ser a
Tyr-t6l eltéré mechanizmus alapjan, mig a -Phe és a Tyr feltételezhetSen
azonos médon hat. Igy inkabb egy serkents és egy gatlé regulator egyszerd
hatasaddiciéjardl lehet sz6. Tekintve azonban a B-Phe rendkiviil erds gatlé
aktivitasat, két magyarazat kindlkozik arra, miért nem kovetkezik be teljes
antiviralis gatlas. Az egyik szerint a Ser és a [(-Phe azonos reakciélanc
egymast kovets lépéseiben hatnak. Ez esetben a Ser altal amplifikalt
prekurzor mennyiségileg meghaladja a B-Phe gatlasi kapacitasat, vagy a B-

Phe gatlas kovetkeztében nagy mértékben lecsokkent valamely komponens
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2 I

egyébként mar nem mérhet6 hatasat er(jsiti fel annyira, hogy “visszatér’az
antiviralis hatas. A masik elképzelés szerint a Ser valéban két komponenstu
hatast fejt ki az IFN-ok antivirdlis aktivitdsara, amelyek koziil az egyik
blokkolhaté -Phe-nal, mig a masik tovabbra is megnyilvanul.

Az egyes aminosav-parok IFN-tipustél fiiggé eltéré viselkedését
magyarazhatja, hogy az I. illetve II. tipusa IFN-ok biolégiai hatasspektruma
csak részben fedi egymast, ezért a biokémiai hattérmechanizmusok azonos
modifikacidja eltéré végeredményhez vezethet.

Az elméleti kovetkeztetések mellett e kombindciés kisérleteknek
tovabbi fontos eredménye, hogy az IFN-o -IFN-y szinergista hatast
szinergista aminosav-parokkal potencirozva a névleges antiviralis titer 20-40-
szeresét is el tudtam érni.

Az egyes aminosavak hatasmechanizmusainak kulonbségérdl tovabbi
informacidkat lehetett beszerezni az antivirdlis teszt kiilonb6z6 fazisaiban
torténd alkalmazassal. A fazisdiagrammok (4. és 5. abra) azt mutatjak, hogy
két alapvets diagrammtipus fordul elé: az L-III. irdnyban csokkend hatasa,
vagy Ser-tipusti, és a novekvé hatést (a tobbi vizsgalt aminosav). Igy ezek az
adatok is megerdsitik, hogy a Ser a tobbiektdl eltéré6 mechanizmus alapjan
hat.

Kiilonos figyelmet érdemel az eddig nem targyalt Cys, amely az els6 fazisban
alkalmazva teljesen hatastalan marad, a masodik fazisban szignifikansan
gatolja az IFN-ok antiviralis hatasat, mig a harmadik fazisban igen erésen

serkenti. Ez a furcsdnak tdnd viselkedés egy igen egyszerd feltételezéssel
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konnyen magyarazhaté: A Cys valészintdleg aspecifikus médon hat. Ilyen
extrém magas koncentraciéban konnyen léphet kolcsonhatasba a de novo
keletkezé fehérjék Cys elemeinek -SH csoportjaval, és kiilsé diszulfid kotések
létesitésével megakadédlyozza a funkcidképes térszerkezetd fehérjék
kialakuldsat. Ez az effektus minden fehérjére egyarant érvényes. Ezért a IL
fazisban az antivirdlis fehérjék képz&dését akadalyozva gatolja az IFN-hatast,
a III. fazisban pedig a virusfehérjék kialakulasat blokkolva potencirozza az
antiviralis hatast. AZ 1. fazisban alkalmazva természetesen hatastalan, mivel
ebben a fazisban sem pro- sem antiviralis események nem fordulnak el6. Ez
az elképzelés egyszertisége miatt igen vonzé, de van egy stilyos hianyossaga:
nem ad valaszt arra, hogy ilyen kortilmények kozott miért nem antiviralis
onmagaban is a cisztein. Tovabbi vizsgalatokkal talan tisztazhaté lesz, milyen
szerepe van az IFN-nak a Cys ilyen jellegt aktival6dasaban.

Mivel az F IIL. fazis j6 kozelitéssel modellezi az in vivo virusfert6zés
allapotat, indokoltnak tartottam az F IL-ben elvégzett d6zisvizsgalatokat és
parkombinaciés kisérleteket ebben a fazisban is végrehajtani.

A dozisgorbék (12. abra) az F I1.-h6z hasonlé szigmoid alakot mutatnak, bar
ez esetben a telitési szakasz nem lathaté (matematikailag persze az itt lathaté
gorbék lehetnének exponencialisak is, de ennek nincs biolégiai értelmezési
lehet6sége). Fontos eltérés az F II. gorbékhez képest, hogy itt a Ser is a
tobbiekhez hasonlé, “szabalyos” dézisfiiggést mutat. Ez tovabb erdsiti azt a
feltételezést, hogy a Ser potencirozé hatdsa Osszetett jellegli, és mas

mechanizmus érvényesiil F II. fazisban, mint F IIL-ban.



Masik lényegi kiilonbség a két fazis kozott (9. Tablazat), hogy F IIl.-ban nincs
jelen az F II.-ben megfigyelt szinergista egytittmtikodés (Ser-Asp ill. Ser-Tyr
kozott), ami ismét arra utal, hogy a Ser e fazisban az F Il.-ben érvényesiil6tsl
eltér6 modon hat. Rendkiviil érdekes kovetkezménye lathaté ennek a 10.
tablazatban: F II. és F III. fazisban alkalmazva egymas utan a Ser egyik majd
masik hatasmoédja szukcedan érvényesul, és a két mechanizmus képes
egymast erdsiteni -azaz a Ser itt nmagat is képes potencirozni.

Hasonlé autopotencirozast az Asp esetében is megfigyelhetiink (10. Tablazat),
s6t Asp(Il)-Ser(IlI) és Ser(II)-Asp(Ill) szinergizmus is jelentkezik. Mivel F III.-
ban nincs Asp-Ser szinergizmus, ezek az adatok arra utalnak, hogy
feltehetSen az Asp is eltéré hatdsmechanizmussal rendelkezik a kiilonbozé
fazisokban.

Az Asp-nak az IFN-ok antiviralis aktivitasat potenciroz6 hatasanak -
vagy egyik ilyen hatasanak- tisztazasdhoz dwjabb lényeges tampontot
szolgaltatott a  virusfert6zés utan hozzadadott IFN aminosavas
potencirozasanak vizsgalata. Az IFN, mint tobbszoros tamadasponta anyag,
antiviralis hatasab6l hiperboloid gorbe mentén veszit a fert6zéstdl eltelt id6
fliggvényében (13. abra). A teljes hatasvesztés a virus replikaciés ciklusanak
befejezésekor, a 6. érara kovetkezik be, ami azt mutatja, hogy az IFN egyarant
gatl6 hatassal bir a korai és a késéi replikaciés eseményekre. Az aminosavak
potencirozé hatasa -az Asp kivételével- ugyanilyen gorbe mentén csokken
(14. abra). Ez arra utal, hogy barmi is legyen e potencirozas biokémiai alapja,

valamennyi antiviralis mechanizmust kozel azonos hatasfokkal befolyasolja.
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Ismét ajabb adat, ami kézvetett médon igazolja, hogy inkébb az antiviralis
kaszkad biokémiai  hattéreseményeinek (valészintileg ~ bizonyos
szintézisfolyamatoknak) a moédositasarél lehet sz6, mintsem az antiviralis
kaszkad valamely eseményének vagy eseményeinek direkt befolydsolasarol.
Az Asp kivételes viselkedése azonban azt sugallja, hogy ez esetben egy
konkrét gatlasi mechanizmus potencirozaban jatszik szerepet. A fokozé hatas
gyakorlatilag valtozatlanul -és igen magas szinten- all fenn a virusreplikacié
harmadik 6rajaig. Olyan antiviradlis hatasrél van tehat itt sz6, amely a
replikaciés ciklus 3. és 4. érdja kozott zajlé eseményeket érinti. Ez alaposan
lesztkiti a széba johet6 hatasok korét. A VSV replikaciéja soran ekkorra mar
lezajlott a korai fehérjék szintézise, megtortént a sejt szintetizalo
apparatusanak a virusregulacié ala vonasa, egyaltalan nem folyik viszont
még a virusrészecskék osszeépiilése vagy kiszabadulasa. Ebben a szakaszban
két lényegi folyamat zajlik: a struktarfehérjék mRINS-ének szintézise, és a
teljes virusgenom replikacidja. Egyértelmd tehat, hogy az Asp valamilyen
modon az IFN-oknak a gazdasejt RNS-szintézisére gyakorolt gatlé hatasat
potencirozza rendkiviil hatékony moédon. Arra vonatkozéan egyenlére
nincsenek ismereteink, hogy a potencirozé hatéas szelektiven a viralis RNS-re
érvényesiil, vagy ugyanigy érinti a gazdaseejt-eredetd RNS-eket is, de
néhany jelenleg félyé vizsgalatunk részeredményei a szelektiv jelleget
latszanak alatdmasztani (Eszes és T6th S., nem kozolt adatok).

A fazisvizsgélatok a hatdsmechanizmussal kapcsolatos informéaciék

mellett két tovabbi lényeges eredménnyel jartak.
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Kiderult, hogy a szukcedan féziskombinéciék sordan az Asp-Ser
szinergizmussal illetve az autoszinergista Asp alkalmazasaval az IFN-a
antiviralis titere 80-150-szeresére (10. Tablazat), mig az IFN-y-é Opr-nal 180-
szorosara is fokozhaté.

Ennél is meglepsbb volt az a felismerés, hogy az aminosavak nem csak az
antiviralis hatast képesek modulalni, hanem felerésitik a HulFN-y citotoxikus
hatasat is, amennyiben a célsejteket elSkezeljiikk -mintegy érzékenyitjiik-
veliik (6. és 7. abra). Ez a hatds ugyancsak specifikus volt egyes aminosavakra
nézve. Leghatékonyabbnak az Asp, a Met és a Ser bizonyultak. A jelenséget
csak olyan sejteken lehetett megfigyelni, amelyek érzékenyek voltak az IFN-
ok antiviralis hatasara. Ez olyannyira jellemzé volt, hogy a talélé sejtekbdl
regeneralédott sejtklonok el is veszitették antiviralis érzékenységiiket. Ez
valészintleg azt jelenti, hogy a kezelt szovetekben eleve jelen voltak olyan
mutans sejtek, amelyek nem rendelkeztek antiviralis érzékenységgel, és ezek
élték tal a citotoxikus hatast. A két sajatsag szorosan kapcsolt jellege miatt
ésszerd feltételezni, hogy IFN-y-koté képességiiket elveszitett receptor-
mutéansokrél lehet szé. Igy -bar az aminosavak ez esetben az antivirélis
képességtdl biologiailag eltérd sajatsagot befolyasolnak-, a két jelenség nem
valaszthaté el egymastol. Erre utal az a megfigyelés is, hogy itt is az
antiviralis hatas befolyéasolasaban legmarkansabb aminosavak bizonyultak a
leghatékonyabbnak.

A HulFN-y-rél ismert, hogy makrofagokban fokozza a H,O, képz&dését.

Mivel az adott rendszerben nincsenek jelen kiilon effektor- és célsejtek,
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lehetségesnek tartottam, hogy az IFN-érzékeny sejtekben ugyanez a fokozé
hatas érvényesiil. Kozonséges koriilmények kozott persze ez a hatds nem
manifesztalédik, mivel a keletkez6 H,O, nem extrém mennyiségd, és
lizoszémakban elzarva fordul el6. Az aminosavak valamilyen médon a
HulFN-y-nak ezt a képességét potencirozzak oly mértékben, hogy a termeld
sejtek ezt a H,O, mennyiséget mar nem képesek kezelni, vagy meggatoljak a
H,0, lizoszémakba valé bezarédasat, igy mintegy “ongyilkossagra késztetik”
a célsejteket.

Barmi is legyen a potencirozas hatasmechanizmusa, az aminosavakkal
“elShivott” HulFN-y citotoxicitas HulFIN-o-val kivédhetd. Ha ez a védelem a
H,0, eliminaldsan alapul, akkor a HulFN-a-nak képesnek kell lennie, hogy a
célsejteket a kozvetlen H,O,-toxicitastdl is védje. Mint az 8. abrabél kidertil, a
HulFN-a valéban képes az ilyen védelemre, és ez a véddShatas feltehetSen a
SOD aktivitas tartés és nagy mértékd fokozasanak képességén alapul (11. és
12. abra). Kozvetett médon tehat igazolhat6é, hogy az aminosavak valéban a
H,0,-kozvetitett citotoxicitast befolyasoljak. Még egyértelmtibb bizonyiték
lehetne erre nézve, ha aminosavas el6kezeléssel makrofagokat is sikeriilne
autolizisre késztetni.

Tovabbi nem antiviralis IFN-hatasokrél eddig nem sikertilt igazo]hom,
hogy aminosavakkal moduldlhaték lennének, de egyrészt vizsgalataim
egyenldre csak a két leginkabb tanulmanyozott nem antivirdlis aktivitasra
korlatozédtak, masrészt csak néhany -az antiviralis rendszerben legaktivabb-

aminosavval végeztem el Sket. Korantsem biztos, hogy egyéb aminosavak
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tovabbi nem antiviralis sajatsagok befolyasolasira nem képesek. Jelen
dolgozat korlatai kozott azonban elegendének véltem megnyugtatéan
tisztazni, hogy az antiviralis rendszerben aktiv aminosavak -elsGsorban a Ser
és az Asp, amelyek esetleges terapias alkalmazas szempontjabdl is széba
keriilhetnek- nem rendelkeznek a legfontosabb IFN-aktivitasok teriiletén
szamottevS mellékhatasokkal.

Egy Gjonnan felismert jelenségnek meg kell kisérelni feltérképezni az
érvényességi hatarait. Azt mar tudjuk, hogy a fontosabb nem-antiviralis IFN-
hatasok teriiletén‘ nem észleltiik az aminosavak specifikus hatasait. Kérdéses
volt azonban, hogy nem csak egy kizarélag a human IFN-okra jellemzg,
er6sen korlatozott érvényességli kolcsonhatasrél van-e sz6? Ennek
felmérésére kiprébaltam a human rendszerben aktivnak bizonyult
aminosavakat mas fajokbdl szarmazé IFN-okra is. Bar lényegesen sztiikebb
spektrumban, de a mas faja homolég IFN - célsejt rendszerekben is meg
tudtam figyelni az aminosavak potencirozé hatasat. Gatlé hatast sokkal tobb
esetben tapasztaltam, de annak eldontésére, hogy ezek specifikus jellegtiek,
vagy sem, nem tudtam vallalkozni, igy féleg a potencirozé hatasra
Osszpontositottam. Fokozé hatastnak taldltam az aszparaginsavat PolFN-a -
PK homolég sertés rendszerben (16. Tablazat), a Ser-t és az Asp-t MulFN-f3 -
L929 homolo6g egér rendszerben (17. Tablazat) és a Ser-t ConA-indukalt csirke
IFN - csirkeembrié fibroblaszt mérérendszerben (18. Tablazat).

A human mérdérendszerhez hasonléan lényegesen tobb és nagyobb hatasa

potencirozé effektust taldltam a homolég sertés rendszerben a harmadik
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fazisa vizsgalatok soran (19. Tablazat). Az itt mért adatok azonban a human
eredményekkel egybevetve csak részbeni egyezéseket mutattak. Azonos
jellegl és mértékd hatast észleltem a Ser esetében, és az egyetlen -a human
rendszerben kozombosnek taldlt- “semleges” aminosav, a Val is egyarant
hatastalannak bizonyult. Erés potencirozé hatasa volt mindkét rendszerben
az Asp-nak és az Opr-nak, de mindkett6 sokkal aktivabbnak mutatkozott a
sertés IFN esetében. Az emberi modellben erés aktivitasa Tyr csak nagyon
mérsékelt hatast fejtett ki a PolFN-ra, mig a Gly-nél éppen forditott volt a
helyzet. Végezetiil a Cys, ami a HulFN-t F IIL.-ban jél potencirozza, a PoIFN-
ra gatlé hatasa volt, ami Gjabb kételyeket vet fel a Cys korabban targyalt
feltételezett hatasmechanizmusaval kapcsolatban.

A fajspecifikus eltérések egy masik aspektusat vizsgaljak a heterolég
rendszerekben végzett mérések, ahol a célsejtek mas fajbdl szarmaznak, mint
az antivirdlis hatast kifejt6 IFN. Ilyen heterolég rendszerben a HulFN-o
rendkiviil csekély potencirozhatésagot mutatott (20. Tablazat). Mind majom
(CV1), mind sertés (PK) szoveten csak gatlé aminosav-hatast, vagy semmilyet
sem tapasztaltam. Egyetlen esetben észleltem enyhe, de szignifikans
potencirozast: az Asp serkentette a HulFN-o antivirdlis hatasat bovin
(MDBK) sejteken.

A homolég rendszerben meglehetésen rosszul potencirozhaté PolFN-o
ugyanakkor sokkal aktivabb kolcsonhatasokat mutatott MDBK szoveten. Az
egyes aminosavak homolog (16. Tablazat) és heterolég (20. és 21. Tablazat)

rendszerben latott eltérd viselkedése azt sugallja, hogy:
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a) fajspecifikus kulonbségek léteznek. az egyes aminosavakra valé
érzékenységben, tovabba, hogy

- b) a heterolég rendszerekben a fajspecifikus reakciék bizonyos “faji
hierarchiat” mutatnak (pl. az Opr esetében a bovin “tipust” valasz dominal a
porcin felett, mig ez utébbi a human felett).

A fent emlitett fajspecifikus eltéréseket tiikrozik a PolFN-o-val F IIL
fazisban heterolég sejteken végzett kisérletek eredményei is (22. Tablazat). E
kisérletek legszembeottlébb eredménye az Opr-nal és Ser-nel MDBK-n
elérhetd extrém mértékd, tobb mint 275-szoros aktivitas-fokozédas.

A fenti kiterjesztett fajkord vizsgalatok eredményeibdl készithets
komplex elemzések lehet&ségeit a szerin példajan szeretném bemutatni:
Lathatjuk, hogy a Ser, ami a human, a murin és a csirke homolég
rendszerekben egyarant fokoz6, mig a homolég sertés rendszerben gatlé
hatasa (18. Tablazat), nagyon erdsen gatolta a HulFN-o aktivitasat mind PK,
mind MDBK sejteken 20. Tablazat). A Ser F IL.-ben nem csak a human IFN-t
gatolta sertés sejteken, hanem a PolFN-t is human sejteken (21. Tablazat) -
azaz az els6 esetben szovetspecifikusnak, a masodikban pedig IFN-
specifikusnak latszik a gatlas. Ez az ellentmondas tigy oldhat6 fel, ha a hatast
fajspecifikusnak fogjuk fel -azaz a Ser F IL-ben serkent6 a human
rendszerben, de gatlé a sertésben. Kevert elemd heterolég rendszerekben
pedig a jelek szerint a sertés-specifikus hatas érvényesiil. Arra nézve, hogy a
Ser eltéré mechanizmus alapjan hat F II. és F III. fazisban, Gjabb kodzvetett

bizonyitékul szolgal, hogy F IIl.-ban nem csak a homolég sertés rendszerben,



92

hanem PoIFN-oc-val végzett heterolég Vizsgélatokban is potencirozé hatasa
(22. Tablazat), - vagyis az F IL.-ben észlelt sertés-specifikus gatlas F III.-ban
nem nyilvanul meg.

Talan az aminosavak potencirozé hatasanak fajfiiggésénél is
lényegesebb kérdés, hogy az IFN-ok antiviralis aktivitasa vajon tobb virussal
szemben is fokozhaté-e aminosavakkal, vagy kizarélag a vesicularis
stomatitis virusaval szemben érvényesiil? Az eddig ismertetett kisérletek
soran ugyan volt egyetlen eset, amelyben mas challenge-virust alkalmaztam
(a csirkeembri6 fibroblaszt sejteket encephalomyocarditis virussal ferztem a
csirke IFN tesztelésekor), de szerettem volna megfelel6en tervezett és
kontrollalt moédon 1is megvizsgadlni, van-e mas, esetleg gyakorlati
szempontbdl is szamba johetd lehet8ség az antiviralis aktivitast fokozé hatas
hasznositasara. A vizsgalatokhoz két modellvirust vélasztottam.

Mivel a VSV viszonylag nagy, sajat enzimeket is kédolé6 RNS virus,
elméletileg fennall a lehetésége, hogy az aminosavak potenciroz6é hatésa
valamilyen médon e sajat enzimek gatlasaval all kapcsolatban. Ezért az RNS
virusok reprezentansaként a legkisebbek, a Picornaviridae csalad tagjai koziil
valasztottam a poliovirust. A virus a modellrendszer
kovetelményrendszerének megfelel (Id.: az “EREDMENYEK” fejezet
“Egyszerdbb RNS-virus modell: a poliovirus” c. részét), és gyakorlati
jelentSséggel is bir. Sajnos a vizsgalat soran nem tapasztaltam potencirozé
hatast (25. Tablazat). Ez magyarazhat6 a tesztrendszer szabta korlatokkal is: a

virusokat primer majomvese szévethez adaptaltak, igy szaporodasuk a WISH
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sejteken eléggé korlatozott volt (4-5 nagysagrenddel csokkent mértékd). A
virusszaporodast gatlé folyamatok egy eleve csokkent szaporodasi ratara
kevésbé érzékelhetSen, esetleg egyaltalan nem hatnak. Természetesen létezik
ennél egyszertilbb magyarazat is: a tesztelt aminosavak nem képesek
potencirozni a HulFIN-a és -y poliovirus ellenes hatasat.

Ennek ellenére az adatokbdl egyértelmten kitlinik, hogy specifikus
aminosav-hatasok jelentkeznek ebben a rendszerben is, de ezek gatlé
jellegtiiek. Hogy nem aspecifikus effektusokrél van sz6, azt a Ser példaja
bizonyitja. Ha a hatas nem specifikus, akkor fiiggetlennek kell lennie a
rendszerben jelen 1évé IFN tipusatdl, és ugyanolyan iranya és mértékd lesz
mindkét IFN jelenlétében. A Ser viszont szignifikansan gatolja a HulFN-a
antiviralis hatasat mindkét virustorzsre, mikozben a HulFN-y antipolio
hatasat egyaltalan nem befolyasolja.

A DNS virusok reprezentansaként a HSV-l-et valasztottam. IFN-
érzékenység szempontjabél ugyan jobb megoldas lett volna kanin
parvovirussal dolgozni (Papp, Mécs és Téth S. valamint Hevesi, Mécs és Téth
S., nem kozolt adatok), de ez uajabb faj, Gjabb vonatkoztatasi rendszer
bevezetését igényelte volna. Masrészt a gyakorlati alkalmazas lehetSsége
szempontjabdl is a Herpes simplex virus tdnt igéretesebbnek, mivel jelenleg
folynak a HulFN-o tartalma kendcs hazai torzskonyvezés elStti klinikai
vizsgalatai HSV ellenes alkalmazasra, igy esetleges klinikai referenciaadatok

mar rendelkezésre allnak.
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A HSV-1 - Hep2 tesztrendszer alkalmazasa bizonyos kompromisszumos
megoldasokra kényszeritett amelyeket az “EREDMENYEK” fejezet “DNS-
virus modell: a HSV-1” c. részében mar ismertettem.

Mivel az IFN-aminosav kombinaciék a HSV-1-re hatastalannak bizonyultak a
korabban ismertetett feltételek kozott, ki kellett bévitenem a modellt egyéb
herpeszellenes drogok bevonasaval.

Bizonyos meglep6 eredményekkel mar az elSkisérletek soran is
szembesiiltem. Nem vart informécié volt, hogy a rokon szerkezetd és
feltételezetten azonos hatdsmoéda timidin-analég drogok eltéréen
befolyasoljak a cellularis DNS-szintézist (17. abra). Ez egyszersmind azt is
felveti, hogy az IDU és a BVDU nem azonos mechanizmus alapjan fejtik ki
herpeszellenes hatasukat. Ilyen koriilmények kozott az is varhat6, hogy az
egyes timidin-analégok eltéréen  viselkednek majd a  harmas
kombinaciékban.

Még varatlanabb eredményeket hozott a kettés drogkombinaciék tesztelése.
Kideriilt, hogy az aminosavak antiviralis hatast potencirozé képessége nem
korlatozédik az IFN-okra. Az Asp egyarant képes volt fokozni az IDU és a
BVDU herpeszellenes aktivitasat (22. abra), mig a Ser a BVDU-ét, az IDU-ét
és az iPDU-ét (23. abra). Ugyanakkor a Ser gatolta az EDU aktivitasat.

Ezeket az adatokat egybevetve a DNS-szintézis vizsgalataboél levont
kovetkeztetésekkel azt kell feltételezniink, hogy a négy timidin-analég
hatasmechanizmusa legalabb némely lépéseiben teljesen egyedi, az ©sszes

tobbitdl eltérs kell legyen. Azt mar lattuk, hogy a BVDU fokozza a timidin-
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inkorporéciét, és ez a képessége elkiiloniti a masik harom rokon drogtél. Az
Asp fokozza a BVDU és az IDU aktivitasat, de nem hat az EDU-ra és az
iPDU-ra, azaz az IDU antivirdlis akciéja soran legalabb egy olyan lépésnek
kell lennie, ami nem kozos az EDU és az iPDU hatasmechanizmusaval.
(Lehet viszont kozos ez az elem a BVDU akcidja soran lezajlé valamely
egyedi torténéssel anélkiil, hogy teljesen azonos mechanizmust kellene
feltételezniink.) A Ser BVDU-t, IDU-t és iPDU-t potencirozé képessége azt
jelzi, hogy e harom drog hatasaban eléfordul legalabb egy olyan elem, amely
mindharom esetben kozos. Ez a 1épés vagy hianyzik az EDU
hatasmechanizmusabdl, vagy abban van egy olyan egyedi -a masik harom
timidin-anal6gnal hianyzoé- elem, amelynek az érvényesiilését a Ser gatolja, és
ez a gatlas elfedi a masik harom esetben megnyilvanulé potencirozé
effektust.

E vizsgalatok soran amellett, hogy kideruilt, az aminosavak antiviralis hatast
fokozo képessége sokkal tagabb lehetSségeket rejt magaban, mint azt
korabban hittem, fény deruilt arra is, hogy a timidin-analég herpeszellenes
drogok hatasmechanizmusa az eddig feltételezettnél sokkal Gsszetettebb, és
egyénibb. Annak ellenére, hogy az e drogok barmelyike ellen kialakul6
rezisztencia a virust a tobbi hatasaval szemben is ellenalléva teszi (Mécs &
Toth S. 1988, 1989a, ¢, Rozs et al.,, Téth S. & Mécs 1989a, b), a fenti
kisérletekbdl szarmazoé eredmények azt sugalljadk, a drogok alkalmazasi
korulményeinek finom szabalyozasdaval a Kkeresztrezisztencia esetleg

meggatolhaté (ebben az iranyban jelenleg is folynak biztaté6 eredményd
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kisérleteink). Ha ez bebizonyosodik, megsokszorozhatjuk a herpeszellenes
terapia lehetdségeit, amelyek a virdlis timidinkinaz magas mutaciés rataja
mellett éppen a keresztrezisztencia kovetkeztében szikiilnek be.

A harmas drogkombinaciok az eddigiekhez képest mar kevés Gj informaciét
szolgaltattak. Emlitésre mélt6, hogy a HulFN-a (a BVDU kivételével
valamennyi esetben antagonizélni latszik a Ser hatasait - akar a fokozoét, akar
a gatlét (v. 6. a 23. és 25. abrakat), de tovabbi kisérletek nélkiil ennek a
jelentSségét egyenlére nem tudom meghatarozni.

A HulFN-y és a Ser (27. dbra) valédi kooperaciét mutat a BVDU hatésanak
fokozasaban. Kulonosen érdekesnek tartom, hogy a HulFN-y nem csak
ellensalyozni latszik a Ser-nek az EDU-ra kifejtett gatlé hatasat, hanem
gyakorlatilag mintegy megforditja ezt az effektust: a kozos fokozé hatés
szignifikansan magasabb annal, amit a HulFIN-y magaban képes kivaltani.

Az egyenlére nem interpretdlhaté, de érdekes effektusokra utalé
eredmények, és a Herpesvirusok fokozott in vivo IFN-érzékenysége egyarant
indokolja. a harmas drogkombinaciék vizsgalatinak folytatasat és
kiterjesztését alkalmas in vivo modellre (a modellrél bévebben 1d.: Mécs &
To6th S. 1989a, b, Rozs et al.).

Jelen tanulmany eredményei nem csak az antiviralis mechanizmusok
tanulmanyozasahoz nytjtanak egy tjabb segédeszkozt a meglévSk mellé,
amely komplexitdsa révén ugyan nagyon munkaigényes, de ugyanezen okbol
a vizsgalt mechanizmusok finomanalizisét is lehet6vé teszi, de van néhany

konkrét gyakorlati alkalmazasi lehetSségiik is.
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Az egyes IFN tipusoi( és altipusok biolégiai hatasai kozott mennyiségi és
mindGségi eltérések vannak (Brand, Mécs et al. 1985a, 1988). Egyebek kozott
eltér6 az egyes altipusok egységnyi fehérjemennyiségre vonatkoztatott
antiviralis aktivitisa (NE/mg protein) is (Rubinstein 1987). Ez utébbi
eltérések az egyes IFN-molekulaknak az antiviralis kaszkad kiilonbozé
lépéseiben meglévé affinitas- és turnover- kiilonbségeire vezethetSk vissza.
Miutan a kulénb6zé aminosavak mas-mas médon, helyen vagy mértékben
avatkoznak be ezekbe a folyamatokba, tobb aminosavat alkalmazva olyan
komplex, egyéni érzékenységi mintazatot kaphatunk az egyedi IFN tipusokra
és altipusokra, amely mintegy “ujjlenyomatként” azonosithatja ket. A 12. és
13. tablazatok egy ilyen mintaelemzést illusztralnak: egy nativ HulFN-o
készitmény altipusainak 6sszehasonlit6 vizsgalatat. E médszer alkalmas lehet
az eltér6 eljardssal termeltetett vagy tisztitott nativ készitmények
Osszetételének Osszevetésére, a tisztitdis soran alkalmazott 1épések
valorizalasara  altipus-szelektivitas  ill. Osszetétel-modosité  hatas
szempontjabdl, tovabba Gj IFN tipusok és altipusok azonositasara, eltérd
karakteriik igazolasara.

Az aminosav-potencirozé hatas egy masik gyakorlati alkalmazasi lehet&ségét
mutatom be a 14. és 15. tablazatok segitségével. Ez a moédszer a
kimutathatésdg hatara alatti IFN-mennyiségek jelenlétét képes igazolni.
Hasznalhat6 szérumok endogén IFN-tartalménak kimutatasara, a kiviilrél
bevitt IFN teljes inaktivalédasi idejének meghatarozasara, esetleg IFN

kimutatasara liquorbdl és egyéb “védett” kompartmentekbdl, stb. Kiilonosen
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izgalmas lehet&ségnek tlinik megkisérelni IFN jelenlétének kimutatasat a
kiilonbozs szdvetekbdl és testnedvekbdl extrém alacsony doézisa IFN orélis
alkalmazasa (Babiuch & Musabbir, Koech & Obel 1990a, b, Koren &
Fleischmann, Obel & Koech, Roberts, Rush Moore et al.,, Toth T. et al.,
Zielinska et al.) utan. Ez ugyanis olyan Gj, IFN hatastartomany -a 0.5-0.1
NE/ml alatti koncentraciok hatasai- létezését igazolhatna, amelyneg meglétét
ma még csak gyanitjuk, direkt bizonyitékaink nincsenek ra.

Végiil a gyakorlati alkalmazasi teriiletek kozil a legfontosabb: a terapias
felhasznalas lehetSsége. Az IFN-terapia egyik alpvetS korlatjat jelentik a
magas terapias doézisok alkalmazéasanak sziikségessége, és az ebbdl adédé
terapias mellékhatasok. Ezek néha a kezelés felfiiggesztését is sziikségessé
teszik, tovabba a magas dézisok nagy mértékben fokozzdk a rekombinéans
IFN-okkal szemben kialakulé immunvalasz kockazatat. Az aminosavas
potencirozas ennek a problémanak egy részmegoldasa lehet. Antiviralis
terapiaban sokkal alacsonyabb effektiv dézisokkal érheté el a kivant terapias
hatas, a mellékhatasok ekdzben nem jelentkeznek, mivel a potencirozé
effektus specifikus az antiviralis aktivitasra. Mellesleg az antiviralis terapia
koltségeit is nagysagrendekkel csokkentheti, ha lényegesen kevesebb IFN-t
kell felhasznalni. Sajnos a sziikséges magas aminosav-koncentraciok
technikai és biokémiai okokbdl egyarant limitaljak a jelenség ilyen iranya
felhasznalasat. Ilyen magas ozmoézisnyomast ugyanis szérumban sem nem
szabad létrehozni, sem a fenntartisa nem Dbiztosithat6. Két megoldas

kinalkozik ennek a probléménak a kikiiszobolésére: a lokélis alkalmazas
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(ken&csben, olajokban, cseppekben herpesz- és papillémavirusok ellen), vagy
szerintartalma készitmények kifejlesztése. A Ser ugyanis 10" mg/ml-es
koncentraciéban is aktiv, igy akar mar 0.5 ml térfogatd, 10 mg/ml
szerintartalma injekciéval hatékony koncentraciét lehet elérni a teljes
keringési térfogatban. Munkacsoportunk jelenleg az elsé valtozattal
foglalkozik: Kkifejlesztés alatt all egy alacsony IFN-tartalmd, aminosav-
kombinaciéval potencirozott kenécs, amelyet herpesz- és papillémavirusok

terapidjaban szeretnénk hasznositani.
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