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IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1. Az interferon fogalma és az interferonok osztályozása

Az interferon (IFN) fehérjetermészetű anyag, amely a szerve­

zet természetes védekező rendszerének része. A szervezet sejtjei 

IFN-termeléssel reagálnak különféle hatásokra. IFN kiválasztását 

stimulálják vírusok, baktériumok, idegen sejtek, idegen makromole­

kulák és számos egyéb vegyület. Az interferonok nem direkt módon 

fejtik ki hatásukat, hanem a sejteket késztetik újabb fehérjék 

szintézisére, amelyek befolyásolják a vírusszaporodást, az immun- 

rendszer működését, a sejtek szaporodását és egyéb sejtfunkciókat.

Az interferonok a sejtek között jelátvivő szerepet töltenek 

be, egy szabályozó, ún. cytokin hálózathoz tartoznak. .A cytokin

hálózat physiológiás feladata, hogy a szervezet sejtjeinek működé­

sét, differenciálódását és szaporodását szabályozza, és fertőzés­

kor a szervezet védekezésének aktív résztvevőjévé válik. A hálóza­

tot alkotó cytokineket lymphokineknek hívják, ha lymphocyták, mono- 

kineknek, ha monocyták és macrophagok termelik. Egyes cytokineket 

interleukinoknak is neveznek, amelyek a leukocyták közötti jelátvi­

vő anyagok, és az immun- és gyulladásos folyamatok mediátorai. 

Eszerint az interferonok is cytokinek. A többi cytokintől elkülöní­

tő, az interferonokat jellemző legfontosabb tulajdonság a jelentős

széles spektrumú antivirális hatás. Ezt a hatást az interferon

specifikus, nagy affinitásé receptorhoz való kapcsolódást követően 

fejti ki (Báron és Dianzani, 1972, Stewart, 1980).
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Az interferon rendszer három típusba sorolható molekulák

családja: a leukocyta, vagy IFN-alfa, a fibroblaszt, vagy IFN-béta 

és az immun-, vagy IFN-gamma (Pestka és Báron, 1980). Ezek a 

típusok termelődésük módjában, antigenitásukban és egyes fizikoké- 

miai tulajdonságaikban térnek el egymástól.

A leukocyta IFN (IFN-alfa) termelésére tulajdonképpen vala­

mennyi maggal bíró sejt képes, így az immunrendszer sejtjei is (De 

Maeyer, 1987). Fő forrásai ennek az IFN-típusnak а В lymphocyták, 

a 0 lymphocyták és a macrophagok. Nagyon sokféle ágens szerepel 

IFN-alfa inducerként, így a vírusok, polinukleotidok, endotoxinok, 

idegen sejtek, vírussal fertőzött sejtek, tumorsejtek és a baktéri­

umok közül-elsősorban intracellulárisan szaporodók.

Az IFN-alfa nem egyetlen fehérje, hanem olyan molekulák keveréke,

amelyek egy, vagy néhány aminosavban különböznek egymástól. Több,

mint 25 szerkezetükben hasonló proteint, vagy glycoproteint tartal­

maz (Zoon, 1992). A korábban IFN-alfa családba sorolt IFN-alfa^^-t 

Adolf (1987) javaslata alapján, eltérő antigenitása miatt külön 

IFN családnak tekintik, és IFN-omegának nevezik.

A fibroblaszt IFN (IFN-béta) termelésére az IFN-alfához hason­

lóan mindenféle sejt képes, a fő sejttípusok, amelyekben képződik 

a fibroblasztok, epitélsejtek, myeloblasztok és lymphoblasztok. 

Inducerei a vírusok, polinukleotidok, az RNS- és fehérjeszintézist

gátló anyagok. Az IFN-alfától eltérően egyféle IFN-béta molekula

ismeretes.

Az immun-IFN (IFN-gamma) termelése az antigén által aktivált 

T sejtek speciális funkciója. Antigének és T sejt mitogének idézik
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elő termelését. Az NK sejtek, azaz az LGL sejtek (Djeu és mtsai, 

1982, Young és Hardy, 1990) is termelnek IFN-gammát.

Az IFN-alfát és bétát I-típusú interferonokként is emlegetik, 

mivel sok közös biológiai aktivitással és fizikokémiai tulajdonság­

gal bírnak, míg az IFN-gammát II-típusú interferonnak is nevezik.

2. Az interferon-gének

Az 1980-ban történt első klónozásuk óta (Nagata és mtsai, 

1980) sok humán leukocyta IFN gént klónoztak és jellemeztek 

restrikciós térképük, nukleotid szekvenciájuk és kromoszómalokáci­

ójuk alapján.

A humán IFN-alfa géncsalád 14 nem allelikus génből és 4 pszeu- 

dogénből áll (Henco, 1985), és a 9-es kromoszómán helyezkedik el 

(Owerbach és mtsai, 1981; Slate, 1982). Az IFN-omega génje 70% 

homológiát mutat az IFN-alfa génekkel (Hauptman, 1985). Az IFN-bé- 

tát egyetlen gén kódolja szintén a 9-es kromoszómán, kb. 45% 

homológiát mutat nukleotid szinten a humán IFN-alfa génekkel 

(Taniguchi és mtsai, 1980). Az IFN-alfa, béta és omega génekre 

jellemző, hogy intront nem tartalmaznak. Általában az IFN-alfa 

gének nem kódolnak N-glykozilációs helyet (Pestka, 1983), míg az 

IFN-béta és az IFN-omega 1 génje hordoz N-glykozilációs helyet. A 

humán IFN-alfa és béta gének egy 189 aminosavból álló prefehérjét 

kódolnak, amelyek a sejtből való kijutás során 166 aminosavból 

felépülő érett fehérjévé alakulnak. Az IFN-omega 1 gén 172 amino­

savból álló érett fehérje kódját hordozza (Dron és Tovey, 1991).
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Az IFN-alfa gén fontos régiója a "vírus responsive element" (VRE), 

amely felelős a gén vírusok általi aktiválhatóságáért (Weidle és 

Weissmann, 1983).

A humán IFN-gammát egyetlen gén kódolja, ezt izolálták és 

szekvenciáját is meghatározták (Gray és Goeddel, 1982). A génben 

három intron és négy exon található, ezek a 12-es kromoszómán 

helyezkednek el (Naylor és mtsai, 1983; Taya és mtsai, 1982). A 

kódolt polipeptid 166 aminosavból áll, amelyek szekvenciájából két 

glykozilációs helyre lehet következtetni. A 20 kDa molekulasúlyú 

fehérje egyik helyen, míg a 23 kDa-os fehérje mindkét helyen glyko- 

zilált (Rinderknecht és mtsai, 1984; Yip és mtsai, 1982). A fehér­

jére jellemző, hogy nagy mennyiségű bázikus aminosavat tartalmaz,

és ez összefüggésbe hozható biológiai aktivitásának savlabilis 

voltával (Devos és mtsai, 1982).

3. Az interferonok indukciója, és az interferon-inducerek

3.1. Az IFN-alfa és az IFN-béta indukciója

Az interferont a vírusinterferencia jelenségének vizsgálata 

során fedezték fel (Isaacs és Lindenman, 1957). A vírusok mindmáig 

a legalaposabban tanulmányozott IFN-inducerek. Szinte az összes 

állati vírusról (mind az RNS, mind a DNS tartalmú vírusokról) 

leírták az IFN-t indukáló képességet in vitro és/vagy in vivo 

körülmények között (Stewart, 1980; De Clercq, 1981; Но, 1984). Az 

IFN-alfa/béta termelése szinte általános jelenség a vírusfertőzést
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követően. A leghatékonyabb IFN-inducernek 

(dsRNS) tekintik. A dsRNS-t tartalmazó vírusok közül a Bluetongue 

vírusról (Reovírus család) kimutatták, hogy emberi sejtkultúrában 

magas titerű IFN termelését idézi elő (Jameson és Grossberg, 

1979). Az egyszálú RNS-t tartalmazó vírusok között az influenza 

vírus jól ismert, hatékony inducer, hiszen Isaacs és Lindenmann az 

interferon első leírása során ezt a vírust használta inducerként

a duplaszálú RNS-t

csirkesejtekben. • Humán monocyták in vitro influenza A vírussal 

fertőzve IFN-alfát 'produkálnak (Roberts és mtsai, 1979). A 

paramyxovírusok közé tartozó Sendai vírusról Gresser (1961) írta

le elsőként, hogy emberben IFN termelést képes kiváltani. A

Newcastle ■ disease vírus (NDV) széles körben alkalmazott

IFN-inducer. Az NDV szaporodása során keletkező duplaszáló RNS 

szakasz felelős az IFN-t indukáló képességért (Marcus és mtsai, ■ 

1983). A vesicular stomatitis vírus (VSV, Rhabdovírus család) 

esetében is kimutatták a dsRNS replikációs intermedier szerepét az 

IFN indukciójában (Marcus és Shekellick, 1980).

A DNS tartalmú vírusok interferont indukáló hatása is sok

forrásból ismeretes. Az adenovírusok csirke sejtekben indukálnak 

IFN-t (Béládi és Pusztai, 1967). A humán cytomegalovírussal és 

varicella-zoster vírussal fertőzött sejtek IFN-t termelnek (Váczi 

és mtsai, 1965). Rasmussen és munkatársai a Herpes simplex vírus 

IFN-indukáló hatásáról írtak (1974). A DNS tartalmú vírusok eseté­

ben az indukcióért felelős stimulus mibenléte nem tisztázott.

Egyes DNS-vírusok szaporodása során kimutattak dsRNS köztitermé­

ket, de mások esetén ez nem volt megfigyelhető.
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A szintetikus duplaszálú RNS polimerek nagy hatékonysággal 

indukálnak IFN-alfát és bétát, pl a poli-rl-rC (Field és mtsai, 

1967). Ez is alátámasztja a dsRNS jelentőségét az IFN-indukcióban.

A dsRNS-en kívül egyéb vírusalkotók is képesek IFN-t indukál­

ni, pl a Herpes simplex vírus és az NDV antigénjei (Capobiancti és 

mtsai, 1985), és a Sendai vírus glycoproteinjei egér lépsejtben 

indukálnak I típusú IFN-okat (Ito és mtsai, 1978).

A vírusokon.kívüi egyéb mikroorganizmusok is indukálnak inter­

feron termelést,' így baktériumok, gombák és protozoonok. Sok bakté­

riumról leírták ezt a képességet, köztük a Corynebacterium parvum- 

ról (Kirchner és mtsai, 1979) és a Listeria monocytogenes-ről 

(Nakane és.Minagawa, 1981).

A bakteriális endotoxinok főleg macrophagokban váltják ki IFN

termelését. Ezt a rendszert leginkább egerekben vizsgálták.

Az intracelluláris parazita rikettsiák, a mycoplasmák, a protozoo­

nok közül a Toxoplasma gondii, Plasmodium berghei, Trypanosoma

cruzi és Plasmodium falciparum a fontosabb nem virális fertőző

hogy IFN-alfa/béta képződésétágensek, amelyekről kimutatták, 

idézik elő (Но, 1984; De Maeyer és De Maeyer-Guignarde, 1988).

3.2. Az IFN-gamma inducerei

Az IFN-gammát produkáló sejtek spektruma szűk, a T lymphocy- 

tákra és az NK sejtekre korlátozódik. Akkor termelődik, ha ezek a

sejtek aktiválódnak külső ágensek hatására, és sok endogén faktor 

is reguláija az IFN-gamma termelését (Billiau és Dijkmans, 1990).
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Tehát ezek a lymphocyták IFN-gammát termelnek válaszként mitogének-

re és olyan bakteriális és virális antigénekre, amelyekkel szemben 

már szenzitizálódtak, allogén sejtekre és lymphocyták felszíni 

antigénjei elleni ellenanyagokra (Epstein, 1982). A legfontosabb 

fiziológiás stimulus tehát a specifikus antigén olyan sejtek eseté­

ben, amelyek hordozzák a megfelelő receptort. Ez az antigén lehet 

virális eredetű, pl«a herpes labiálisban szenvedő betegek macro- 

phag és lymphocyta kultúrájában a HSV antigén hatására IFN-gamma 

termelést észleltek' (Valle és mtsai, 1975). Blackman és Morris 

(1984) Semliki forest vírussal (SFV) immunizált állatok lymphocytá- 

inak IFN-gamma termelését írták le SFV antigén hatására.

Bakteriális antigének hatására is megfigyeltek IFN-gamma 

produkciót. A Streptococcus pyogenes M proteinjének egy peptidfrag- 

mensét IFN-gamma inducernek találták (Báron és mtsai, 1985). IFN- 

gamma képződik mycoplasma-stimulusra humán lymphocytákban (Cole, 

1983) és rickettsia hatására egerekben (Turco, 1983). Egér lépsej- 

tek IFN-gammát termelnek, ha Escherichia coli lipopoliszachariddal 

(LPS) stimulálják (Blanchard és mtsai, 1985). Green és mtsai 

(1969) tuberkulin PPD-vel, tisztított tetanus toxoiddal és diphthe­

ria toxoiddal váltottak ki immunizált donorok lymphocytáiban IFN- 

gamma termelést. Youngner és Salvin (1973) kimutatta, hogy BCG-fer- 

tőzött egerek specifikus antigén (alt-tuberkulin) hatására IFN-gam- 

mát termelnek. A hővel elölt Listeria monocytogenes T-sejt-macro- 

phage keverékben IFN-gamma termelését váltja ki (Nakane és Minaga-

wa, 1981).

A tumorantigének is lehetnek IFN-gamma inducerei. Bursuker és
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Pierce (1990) megfigyelései szerint in vivo tumor-szenzitizált 

egerek T sejtjei IFN-gammát termelnek in vitro újbóli stimulálás 

eredményeként.

Az aspecifikus vagy poliklonális mitogének hatására bekövetke­

ző IFN-gamma termelésről először Wheelock számolt be 1965-ben, 

amikor Phytohaemagglutinin (PHA) kezelésre az addig ismert vírus 

indukálta IFN-től eltérő tulajdonságú IFN keletkezését írta le

vulgaris-ból nyerik, humánlymphocytákban. A PHA-t Phaseolus

lymphocyta kultúrában sejtmegnagyobbodást és mitotikus aktivitást 

vált ki, IFN-gamma termelést idéz elő (Friedman és Cooper, 1967). 

Egyéb növényi lektineket, igy a Lens culinaris-ból kivont lentil 

lektint (Kauppinen és mtsai, 1985), és a Canavalis enziformis-ból 

nyert Concanavalin А-t (Con A) is alkalmazzák IFN-gamma inducere-

ként.

Egér lépsejtekben Johnson és mtsai (1977) a Con A és a PHA 

mellett hatásos IFN-gammát indukáló mitogénnek találta a Staphylo­

coccus aureus A törzs hőstabil, vízoldékony toxinját, az entero- 

toxin А-t. Osborn (1979) ennek az inducernek a felhasználásával

nagy mennyiségben tudott egér IFN-gammát termelni.

Goldfarb és Herbermann (1981) a phorbol vagy diterpén észterekről 

leírta, hogy a leghatásosabb tumorpromoterek, amelyek önmagukban 

nem karcinogének, de más karcinogén anyagok hatását fokozzák. 

Hatásaik közé tartozik a T lymphocyták aktiválása. A TPA-t (tumor 

promoting agent) vagy másként PMA (12-phorbol-13-myristate-aceta- 

te)-t Yip és mtsai (1981/a) perifériás mononukleáris sejtekben 

IFN-gamma inducernek találták. Megfigyelték, hogy a mezerein,
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amely a TPA-hoz hasonló szerkezetű diterpén észter, hatásában meg­

egyezik vele. A TPA-val való előkezelés fokozza a PHA-val, vagy 

egyéb mitogénnel indukált IFN-gamma produkciót (Yip és mtsai

1981/b). A Con A és PMA együttes IFN-gammát indukáló hatását írta

le Reem és Yeh (1984). Siggens és mtsai (1985) a mezerein és mito- 

gén kombinált alkalmazásakor az IFN-gamma mRNS szint növekedését 

figyelték meg. Az IFN-gamma gén mitogén általi aktiválása fehérje- 

szintézistől független volt, a mezerein hatására bekövetkező IFN- 

termelés fokozását a fehérjeszintézis gátlása megszüntette.

Az A 23187 alacsony molekulatömegű kálcium ionophore, amely a

T sejtekre mitogén, és IFN-gamma termelést indukáló képességéről 

Dianzani és mtsai 1980-ban számoltak be . A TPA ezzel a mitogénnel 

együtt adva is fokozza az IFN-gamma produkciót humán perifériás 

lymphocytákban (Braude, 1983). Antonelli és mtsai (1988) is azt

mutatták ki, hogy az A23187 és a phorbol észterek szinergizálják

egymás IFN-gamma.termelést előidéző aktivitását lymphocytákban.

Mitogénként hatnak a T sejtekre az antilymphocyta savók,

illetve a T sejt felszíni determinánsai elleni ellenanyagok. Elő­

ször Falcoff (1972) írta le, hogy a specifikus antilymphocyta

globulinok pH 2 érzékeny IFN termelésére késztetik a humán lympho- 

cytákat. Az 0KT3 monoklonális ellenanyag szintén T sejt mitogén , 

minden perifériás T sejttel reagál, és monocyták jelenlétében 

IFN-gamma termelést vált ki, amit a TPA szintén fokoz (Chang és

mtsai, 1982).

Dianzani és mtsai 1979-ben leírták, hogy galaktózoxidáz enzim­

mel IFN-gamma indukálható humán lymphocytákban. Az IFN-gamma
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indukció receptorai galaktóz maradékot tartalmazó glycoproteinek 

lehetnek (Dianzani és mtsai, 1980).

Vitatott az interleukin 2 (IL-2) IFN-gamma termelést kiváltó 

képessége. A lektint és IFN-t nem tartalmazd humán IL-2 humán 

perifériás T lymphocytákban nagy mennyiségű IFN-gammát indukált. A 

Con A szuboptimális dózisával szinergismusban fokozta az IFN-gamma 

produkciót (Kasahara és mtsai, 1983). Nem stimulált humán periféri­

ás lymphocytákban (Vilcek, 1985) és tisztított humán T sejt prepa­

rátumban (Le, 1986) IL-2 hatására bekövetkező IFN-gamma termelés­

ről számoltak be. Handa és mtsai (1983) figyelték meg, hogy IL-2 

jelenlétében tenyésztett egér NK sejt kiónok jelentős NK-aktivitás- 

sal bírnak', és IFN-gammát termelnek. Yamamoto (1982) IL-2-vel 

kezelt egér lépsejtekben figyelt meg IFN-gamma képződést. Reem és 

Yeh (1984) az IL-2 IFN-gamma produkciót moduláld szerepét hangsú­

lyozza. Az IL-2 tisztított T sejtekben fokozza az IL-2 receptor 

kifejeződését és az IFN-gamma termelést. Croll és Morris (1986) 

szerint mitogén hiányában az IL-2 kevés IFN-gamma termelést vált 

ki leukocytákban, ami a mitogénindukció nélkül is jelenlevő kis 

számú IL-2 receptor pozitív sejteknek tulajdonítható. Az IL-2 

kötődést és IL-2 receptor kifejeződését gátló dexamethason és 

anti-Tac ellenanyag gátolta az IFN-gamma termelődését.

A T lymphocyták antigénnel való stimulálása akcesszorikus 

sejtfunkciót igényel, МНС II restrikció alatt áll, és antigénspeci­

fikus. Ebben a tekintetben az IFN-gamma termelés a többi T sejt 

funkcióhoz hasonlít (Williams és mtsai, 1984; Morris, 1988). Az 

IFN-gamma gén aktiválódása a lymphocyta stimuláció elsődleges
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eseménye. Az IFN-gamma keletkezése megelőző IL-2 termeléstől és

IL-2—IL-2-receptor kötődéstől függ. Ugyanígy a mitogének és az

IL-2 által kiváltott IFN-gamma indukcióhoz akcesszórikus sejtek

szükségesek, macrophagok vagy dendritikus sejtek; az akcesszórikus 

sejtfunkcióhoz a. HLA Dr rendszer integritása és IL-1 termelés 

igényelt (Le és mtsai, 1985). Az akcesszórikus sejtek Fc receptora­

ik révén a T3 komplex-szel való keresztkötések kialakításával és

IL-1 kiválasztással vesznek részt a T sejtek aktiválásában. Az 

IL-1 az IL-2 hatását támogatja. A TPA helyettesíti az akcesszóri­

kus sejtfunkciót a T sejt aktiválásában, ugyanazon mechanizmus 

alapján hatnak (Palacios, 1985). A TPA a proteinkináz C ismert 

aktivátora - (Palacios, 1985; Antonelli, 1988). Az akcesszórikus

sejtek hatására stimulálódik a diacilglicerol szintézis, és növek-
2+szik a T sejtekben a Ca koncentráció, ez aktiválja a .proteinki­

náz C-t. A mitogének első mérhető hatásainak egyike a citoszol 

koncentrációjának fokozódása (Allwood, 1971; Tsien és 

1982). Az A23187 növeli a membránok Ca^+-permeabilitását 

(Akerman és Andersson, 1984). Antonelli és mtsai szerint (1988) a

2+szabad Ca

mtsai

2+TPA és Ca -ionophore utánozzák az antigén v. mitogén indukálta 

jelet, és ezzel a T lymphocyták aktiválódásának korai lépéseit, és 

ebben nemcsak a proteinkináz C aktiválódásának, hanem a Ca-calmodu- 

lin rendszernek is szerepe van.

4. Az interferonok receptorai

Az interferonok hatásaikat fajspecifikus sejtfelszini recep-
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torokon keresztül fejtik ki. Az IFN receptoroknak két típusa léte­

zik. Az egyik az I típusú IFN-okkal lép kölcsönhatásba 

pedig a II típusú IFN-nal (Branca és Baglioni, 1981.). Ezért az 

, bétát és ómegát kötő receptorokat I típusú receptornak 

a másikat II típusúnak. Az IFN-alfa és béta között fennál­

ló strukturális homológia magyarázza, hogy egyforma receptorkötő 

dóménjük van, és közös receptort használnak. A különféle IFN-alfa 

altípusok eltérnek a receptorhoz való kötődésük affinitása tekinte­

tében, pl. a humán IFN-alfa 1 kisebb affinitással kapcsolódik a 

humán sejtekhez, mint az alfa 2 altípus (Aguet és mtsai, 1984).

Matematikai kalkulációk alapján a sejtek felszínén található 

IFN receptorok száma lO'* nagyságrendben van, egyéb aktivátor mole­

kulákhoz hasonlítva ez kis szám. Példaképpen: a humán leukocyta 

IFN Daudi sejteken 4200/sejt receptorhoz kötődhet (Mogensen és 

mtsai, 1981), a rekombináns IFN-alfa 2 В sejteken 444 kötőhelyet 

talál (Hannigen és mtsai, 1986). A rekombináns IFN-gamma monocytá-

a másik

IFN-alfát

hívják

kon 4000 (Finbloom és mtsai, 1985), T sejteken 500 kötőhelyhez 

kapcsolódhat (Faltynek, 1986).

Mindkét típusú IFN receptor génjének kromoszómalokációja 

ismert. Az I típusú IFN receptor génje a 21-es kromoszómán találha­

tó (Tan és mtsai, 1973; Slate és mtsai, 1978). A humán IFN-gamma

receptorának génje a 6-os kromoszómára lokalizálódik (Rashidbaigi 

és mtsai, 1986; Kung és Békési, 1986). Megfigyelték azonban 

a humán IFN-gamma aktivitásának kifejtéséhez a 6-os kromoszóma 

által nyújtott fajspecifikus receptoron kívül a 21-es kromoszóma 

által meghatározott szintén fajspecifikus transzducer is szüksé-
'ex

hogy
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ges, amely a receptorhoz való kötődés hatására kialakuló biológiai 

választ serkenti (Jung és mtsai, 1987).

Újabban

cDNS-t (Uze és mtsai, 1990), ez egy 63485 dalton molekulatömegű 

fehérjét kódol, ami jelentősen kisebb a korábban közölteknél 

(110-160 kDa, Pestka, 1986). Az eltérés a fehérje glykoziláltságá- 

ból eredhet, hiszen 15 lehetséges glykozilálási hely található 

rajta. A klónozott receptor segítségével az IFN-alfa és béta vala­

mennyi biológiai aktivitása nem váltható ki, felmerül egyéb eset­

leg fajspecifikus faktorok szükségessége (Mariano és mtsai, 1992). 

Aguet és mtsai (1988) elvégezték az IFN-gamma receptorának klónozá­

sát és expresszióját. Megállapították, hogy a receptor fehérje 489 

aminosavból épül fel, és 17 aminosavnyi szignálpeptidet hordoz. A 

natív IFN-gamma receptort tisztították és jellemezték: a kb. 90 

kDa molekulatömegű proteinlánc, extracelluláris, transzmembrán és 

intracelluláris doménekkel rendelkezik. Az extracelluláris rész

klónozták a humán I típusú receptor mRNS-ének megfelelő

proteázokra aránylag rezisztens, a sejten belüli rész pedig érzé­

keny (Stüber és mtsai, 1992).

5. Az interferonok hatásai

Bár az IFN-alfa,-béta és agamma különböznek egymástól az indu­

káló ágensek és molekulaszerkezetük tekintetében, hatásaik terén 

azonban sokban megegyeznek. Ezek az antivirális állapot indukció­

ja, antiproliferativ (sejtszaporodást gátló hatás), macrophagok 

aktiválása a tumorsejtek és mikrobák elpusztítására, az NK sejtek
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aktivitásának serkentése és az MHC antigének kifejeződésének foko­

zása. Ezen hatások nagy része a nemspecifikus védekezést képviseli 

a szervezetben, kivéve a T sejtek által termelt IFN-gamma specifi­

kus antigén hatására, mégis mindhárom IFN fontos immunreguláló

anyag, mivel kifejezett hatással bírnak a specifikus immunválasz­

ban résztvevő T sejtekre.

5.1. Az interferonok hatásmechanizmusa

Az IFN-ok hatásaikat oly módon fejtik ki, hogy a célsejt

IFN-receptorához való kötődés által egy jelátvivő rendszer lép 

működésbe,- amely a sejt magjában több gén gyors és átmeneti induk­

cióját, míg mások gátlását eredményezi. Az I típusú IFN-ok és az 

IFN-gamma által indukált gének különböznek egymástól, de átfedés 

is megfigyelhető. Weil és mtsai (1983) leírása szerint ugyanazon 

antivirális aktivitású IFN-alfa/béta és IFN-gamma hatására T 21

sejtekben 12, a kezeletlen sejtekben nem jelenlevő fehérje termelő­

dik, ezekből 6 csak az IFN-gamma kezelésre jelenik meg.

A jelátvitelnek több reakcióútját vizsgálták a különböző enzi­

mek működését gátló szerek és mutáns sejtvonalak alkalmazásával. 

Bizonyított a diacyl-glycerol (DAG) koncentrációjának átmeneti, 

gyors növekedése IFN hatására. A DAG forrása lehet a Daudi sejtben 

az inozitol-foszfát (Yap, 1986), a foszfatidilkolin a HeLa sejtek­

ben (Pfeffer és mtsai, 1990), vagy az arachidonsav a foszfolipáz 

aktivitásán keresztül а 3T3 egér sejtekben (Hannigan és Willi­

ams, 1991).
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A jelátvivő rendszer következő :tagja a protein kináz C (PKC),

hiszen a DAG aktivátora ennek az enzimnek. A PKC többféle izoformá-

ja közül a PKC tűnik fontosnak az IFN-alfa biológiai hatásának 

kialakulásában (Pfeffer és mtsai, 1991).

Az I típusú.IFN-ok hatására aktiválódik az IFN-stimulálta gén- 

faktor 3, az ISGF3 (Dale és mtsai, 1989). Az IFN-gamma esetében 

nem találták meg ezt a faktort (Michael és Larner, 1992). Az ISGF3 

a sejt magjába vándorol, ahol a DNS-en az IFN-stimulálta response 

elemekhez (ISRE) kapcsolódik, amelyek az IFN regulálta gének köze­

lében találhatók. Az IFN-gamma egy gamma-aktiválta faktor (GAF) 

révén a magban a DNS gamma-aktiválta szekvenciájához (GAS) kapcso­

lódik, ami a guanilát kötő fehérje (GBP) génjének része. Ez a GAS 

nem azonos .a génhez tartozó ISRE-vel (Stark és Kerr, 1992).

Az IFN-aktiválható gének által kódolt mRNS-ek transzlációja 

során keletkeznek az IFN-indukálható fehérjék, ezek száma meghalad­

ja a 30-at. Az IFN-nal kezelt sejtekben indukált fehérjék közül 

mutat be néhányat az I. táblázat (Sen és Lengyel, 1992).

Az interferonok biológiai hatásait a II. táblázat foglalja 

össze (Borden, 1992).
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I. táblázat

INTERFERONOK HATÁSÁRA TERMELT FEHÉRJÉK

Elnevezés Funkció

(2'-5')(A)n synthetase 

p68 Kinase

Indolamine 2,3-dioxygenase

(2'-5')(A)n szintézis 

Fehérje phosphorylálása

Tryptophan degradáció

Mx Influenzavírus ellenes hatás

МНС I. osztály 

MCH II. osztály 

/^-Microglobulin 

ICÁM 1*

Immunválasz regulációja 

Immunválasz regulációja

Immunválasz modulálása

Immunválasz modulálása

£ Intracellular adhesion molecules
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ii. táblázat

INTERFERONOK HATÁSAI

Mikrobaellenes hatás

RNS vírusok

DNS vírusok

Intracelluláris egyéb pathogenek 

Sejtproliferáció gátlás 

Differenciálódás fokozás

Enzim indukció

2'-5'-o'ligoadenylsav synthetase

Protein kinase

Indolamine 2,3-dioxygenase

Felszíni antigen-expresszió fokozás 

МНС I és II osztály*

Effektor-sejt aktivitás fokozás

T sejt, NK sejt

Monocyta

Macrophag aktivitás fokozás

Toxikus oxygenmetabolitok

Monokin termelés

Ж Az alfa- és béta-IFN csak az МНС I expressziót fokozza
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5.2. Az interferonok antimicrobiális hatásai

Az IFN-ok aktivitásai közül az antivirális állapot létrehozá­

sa a legjobban jellemzett. Minden vírus szaporodása gátolható IFN-

nal kisebb-nagyobb mértékben. A vírusok érzékenyek az IFN hatására 

a replikációjuk különböző szakaszaiban. Ezek a szakaszok: a penet­

ráció, az "uncoating", a transzkripció, a transzláció, az összeépü-

lés, az érés és a kijutás a sejtből.

A penetráció gátlását csak a VSV esetében figyelték meg 

(Whitaker-^Dowling és mtsai, 1983). Az "uncoating" gátlását Aboud 

és mtsai írták le egér leukémia vírussal kapcsolatosan (1980). 

Transzkripgió-gátlást kevés esetben idéz elő az IFN. A polimeráz- 

zal bíró RNS vírusok közül a VSV transzkripciójának IFN-alfa/béta 

általi és ennél enyhébb IFN-gammával történő gátlását tapasztalták 

(Ulker és Samuel, 1983; Belkowsky és Sen, 1987). Krug és mtsai 

(1985) szerint az influenza vírus genomjának a virionnal asszoci­

ált polimeráz általi primer transzkripcióját az IFN az Mx protein 

révén gátolja egérben. Pavlovic és mtsai (1992) jelentős mértékű 

gátlást figyeltek meg az influenza vírus RNS-transzkripciójában az 

IFN-indukálta Mxl protein hatására.

Ez az egérben leírt Mxl fehérje az IFN-alfával, vagy bétával 

kezelt sejtek magjában akkumulálódik. Az IFN-gamma gyenge inducere 

az Mxl fehérjének. Emberben az Mxl proteinhez hasonló MxA és MxB 

fehérjék szintetizálódnak az I típusú IFN-ok hatására, és ezek a 

fehérjék a citoplazmában találhatók (Aebi és mtsai, 1989). Az MxA- 

ról kimutatták (Staeheli és Pavlovic, 1991), hogy gátolja a VSV
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mRNS szintézisét ami a cytoplazmában zajlik le. Az MxA fehérje 

az influenza vírus szaporodását (transzkripciója a magban törté­

nik) is képes gátolni, tehát itt feltételezhetően nem a transzkrip­

ciót befolyásolja.

Az Mx fehérjékhez hasonló az élesztőben azonosított Vps lp 

fehérje (Rothman és mtsai, 1990), és a mikrotubulusokkal asszoci­

ált D100 dynamin (Obar és mtsai, 1990), és ezekre mind jellemző a 

GTP kötő képesség. A két utóbbi protein fontos szerepet játszik a 

fehérjék intracélluláris mozgásában, az Mx proteinek hatásai is 

feltételezhetően hasonló aktivitásnak köszönhetők.

A vírusok transzlációját befolyásoló IFN-ok által indukált 

enzim a 2"-5' oligo-adenilsav szintetáz (2'-5'A synthetase). Ezt 

az enzimet az IFN-alfa és IFN-béta sokkal hatékonyabban indukálja, 

mint az IFN-gamma (Verhaegen-Lewalle és mtsai, 1982). Az enzimet

kapcsolódású

oligomereket szintetizál, a trimerek a leggyakoribbak. Ezek a 

2'-5'A-nak nevezett oligomerek aktiválnak egy endogén endoribonuk- 

leázt, az RN-áz-L-t. Ez az enzim egyszálú vírus vagy sejt eredetű 

RNS-t bont, ezáltal a vírusszaporodás gátlódik (Hovanessian és 

mtsai, 1979). Bebizonyosodott azonban, hogy a 2-5A reakcióét sze­

lektív az antivirális állapot létrehozása tekintetében, mivel csak 

a picornavírusok replikációjának gátlása korrelál egyértelműen a 

2-5A szint emelkedésével (Chebath és mtsai, 1987).

A proteinkináz reakcióét szintén felelős a vírusok transzláci­

ójának gátlásáért, és az IFN-kezelt sejtekben dsRNS jelenlététől 

függ. Ez a proteinkináz (Pl) az eukariota sejtekben a fehérjeszin-

dsRNS aktiválja, és a 2'-5'A szintetáz ATP-ből 2'-5
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tézis eIF2 iniciációs faktorának alfa alegységét foszforilálja, 

ezáltal gátolja a fehérjék szintézisét (McNair és Kerr, 1992). Az 

IFN-indukálta antivirális állapotban betöltött szerepére világít 

rá az is, hogy igen sokféle vírus rendelkezik olyan eszközökkel, 

amelyek kivédik a Pl/eIF-2 proteinkináz hatását: az adenovírusok 

és a humán immundeficiencia vírus (HIV-1) olyan RNS-t produkálnak, 

amely blokkolja az enzimaktivitást; a reovírusok és a vaccinia 

vírus protein terméke megköti az enzimet aktiváló RNS-t, a polio­

virus esetében' ez a fehérje a kináz degradálását idézi elő, az 

influenza vírus egy sejfehérjét használ fel a kináz gátlására

(Samuel, 1991).

A vírusszaporodás következő szakaszai, amelyeket befolyásol 

az IFN, az a vírus összeépülés, érés és kijutás a sejtből. A retro- 

vírusokkal krónikusan fertőzött sejtekben IFN hatására RNS-ben 

defektiv vírusok akkumulálódását figyelték meg. Rendellenesnek 

találták a különféle vírusfehérjék beépülését az érett virionba 

(Billiau és mtsai, 1976; Pitha és mtsai, 1980). Rekombináns IFN-al- 

fa és IFN-béta hatására blokkolódik a HSVl virion összeépülése 

(Chatterjee és mtsai, 1985).

Az I és II típusú IFN-ок különböznek egymástól antivirális 

hatásuk mechanizmusa tekintetében, ezt mutatják Rubin és Gupta 

(1980) megfigyelései, mely szerint az I típusú IFN-ок a VSV és EMC 

vírusok szaporodását erősebben gátolják, míg a reovírusok és a 

vaccinia vírus a II típusú IFN-nal szemben mutattak nagyobb érzé­

kenységet. Az IFN-gamma receptorral nem rendelkező mutáns egerek­

ben a korai védelem a vaccinia vírussal szemben csökkent mértékű
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volt, azonban a VSV fertőzés menete változatlan maradt (Huang és

mtsai, 1993).

A kétféle IFN-típus eltérő antivirális mechanizmusa okozhat­

ja, hogy együttes alkalmazásuk során gyakran figyeltek meg sziner- 

gista hatásfokozódást. Czarnecki és mtsai (1984) humán melanoma

sejtekben HSV1 szaporodásának gátlása során megfigyelték, hogy az

IFN-alfa és IFN-béta antivirális hatását fokozta az IFN-gamma.

Fleischmann és . mtsai (1979) egér sejtekben (L-sejt/Mengo vírus) 

írták le az IFN-béta és IFN-gamma szinergista antivirális aktivitá­

sát. A protektiv hatás a várható additív aktivitásnál 5-20-szor

nagyobb volt. A humán cytomegalovirus plaqueformáló képességét és

a vírusprodukciót humán embrió fibroblaszt tenyészetben gátolta az

IFN-alfa erősebben az IFN-gamma, és a kombinált alkamazásuk szi-

nergizmust eredményezett.

Az IFN-ok a vírusok szaporodásán kívül a baktériumok és a

protozoonok szaporodását is gátolják. Sokféle baktérium kiváltja 

IFN termelődését, és vizsgálták annak szerepét a fertőzés kivédésé­

ben. A Streptococcus pneumoniae fertőzés leküzdésében direkt vagy

indirekt módon az M protein által indukált IFN-gammának jelentős 

szerepet tulajdonítanak (Báron és mtsai, 1985). Az IFN-gamma recep­

tor nélküli mutáns egerekben bizonyították az IFN-gamma döntő sze­

repét az intracelluláris parazita Listeria monocytogenes elleni

korai védelemben (Huang és mtsai, 1993). A defektiv IFN-gamma gén­

nel bíró egerekben a Mycobacterium bovis szubletális dózisa

10-100-szoros mortalitást okozott a vad típusú egerekkel összeha­

sonlítva (Dalton és mtsai, 1993). Az IFN-gamma gátolja a Chlamydia 

trachomatis szaporodását HEp-2 sejtben (Shemér és Sarov, 1985).
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Egyre több a bizonyíték arra, hogy az interferonok szerepet 

játszanak a szervezet protozoonok elleni védelmében. A malária kór­

okozójának (Plasmodium berghei) fejlődését májsejtekben in vitro 

gátolni lehetett IFN-gammával (Schofield és mtsai, 1987). Az endo­

gén és exogén IFN-gamma fontos szerepet tölt be a Trypanosoma 

cruzi fertőzés kivédésében (Silva és mtsai, 1992). A Toxoplasma

gondii szaporodását az IFN-gamma az intracelluláris triptofán 

degradációja révén korlátozza (Pfeffer, 1984).

5.3. Az interferonok antiproliferativ hatása

Az IFN-ok első közölt nem antivirális aktivitása a sejtszapo- 

rodásgátlás (Paucker, 1962). Sejtkultúrában az interferonok normá­

lis és malignus sejtek szaporodását egyaránt képesek gátolni. En­

nek az aktivitásnak nem tisztázott a mechanizmusa. Az I típusú 

IFN-ok befolyásolják a sejtciklust, prolongálni tudják egyes fázi­

sait. A kritikus lépés a nyugalmi állapotból a mitotikus fázisba 

való átmenet. Az IFN-alfa hatására melanoma sejtek G0/G1 fázisból 

az S fázisba való átmenetének sebessége csökken, és az S fázis is 

meghosszabbodik (Creasey és mtsai, 1980). A kumulatív hatás néhány 

sejtgeneráció után cytosztatikus és cytocid. Resnitzky (1992) sze­

rint a sejtciklus G0/G1 fázisban való blokkolása összefüggésben 

van azzal, hogy az IFN-ok gátolják a retinoblasztoma protein fosz- 

forilációját, és redukálják a c-myc onkogén expresszióját.

A mechanizmust illetően vannak bizonyítékok a 2-5A rendszer 

szerepére, de nem egyértelmű a korreláció a sejtekben a 2-5A szint



- 23 -

és az antiproliferativ hatás között (De Maeyer és De Maeyer-Guig- 

nard, 1988). Az IFN-gamma antiproliferativ hatása szoros összefüg­

gésben van az adott sejtben az indolamin-2,3-dioxigenáz enzim indu- 

kálhatóságával. Ez az enzim a triptofán lebontása révén érheti el 

a sejtnövekedés csökkenését (Ozake és mtsai, 1988). Több emberi 

eredetű malignus sejtvonalon leírták, hogy a rekombináns IFN-gamma 

antiproliferativ aktivitását a tápfolyadékhoz adott triptofán erő­

sen csökkentette (De la Maza és Peterson, 1988). In vivo is megfi­

gyelték a triptofán lebomlását IFN-gamma kezelés hatására, az IFN- 

alfa ilyen hatást nem váltott ki (Byrne és mtsai, 1986).

Rubin és mtsai (1983) osztályozták a különféle sejtvonalakat

aszerint, .hogy mennyire érzékenyek az IFN-alfa és az IFN-gamma

antiproliferativ hatására: pl. a Daudi sejt IFN-alfára érzéke­

nyebb, mint IFN-gammára, amire a HeLa és az U amnion sejt reagál 

erősebben, és mindkettőre gyengén érzékeny a M0LT4 sejtvonal.

Tehát bár sok tumorsejt érzékenyebb az IFN-anticelluláris hatásá­

ra, mint a normális sejtek, de ez sem általánosan érvényes, mert 

vannak meglehetősen rezisztens daganatsejtek is.

A tumorsejtek differenciálódását is befolyásolják az interfe­

ronok gyakran oly módon, hogy más differenciálódásra ható ágenssel 

együtt hatva potenciálják azok differenciálódást gátló vagy serken­

tő hatását. A HL60 humán promyelocyta leukaemia sejtvonal differen­

ciálódását az IFN-alfa és béta egyedül nem indukálja,de más kémiai 

inducerek hatását (TPA, retinolsav) stimulálja (Tomida.és mtsai,

1982).
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5.4. Az interferonok sejtfelszíni molekulákra kifejtett

hatása

A sejtfelszíni antigének expressziójára gyakorolt IFN-hatás

azért jelentős, mert ezek a membránelemek fontos szerepet töltenek

be a sejtek között a direkt kontaktus kialakításában és a sejtek

aktiválásának kezdeti fázisában.

A hisztokompatibilitási (MHC) antigének fontos tényezők sok 

immunológiai reakcióban. Az МНС I osztályúak minden szomatikus 

sejten előfordulnak, a célsejtek cytotoxikus T sejtek általi felis­

merésében játszanak szerepet. Az МНС II osztályú antigének В lym- 

phocytákonr Langerhans sejteken, dendritikus sejteken, aktivált T 

sejteken és macrophagokon találhatók. А В sejt/T sejt-macrophag 

kölcsönhatásban és az antigénprezentálásban van szerepük.

Mindkét IFN típus fokozza az МНС I osztályú antigének kifeje­

ződését igen sokféle sejten. Az IFN-gamma még hatékonyabban fokoz­

za az МНС I osztályú antigének expresszióját (Wallach, 1982).

Az IFN-gammára jellemző a többi IFN-tól eltérő módon , hogy 

az МНС II osztályú antigének kifejeződését is fokozza (Basham és 

Merigan, 1983). Mivel az МНС II osztályú antigének szükségesek az 

antigénprezentáláshoz, ezért az IFN-gammának fontos szerep tulajdo­

nítható az antigénspecifikus immunválaszban. Vírusfertőzött és

daganatos sejteken is megfigyelhető az MHC antigének expressziójá­

nak fokozódása IFN-ok hatására. SFV-sal fertőzött egér agysejteken

bár a vírusantigénkifejeződés csökkent, az MHC I antigén expresszi­

ója fokozódott IFN-alfa, béta hatására, és ezzel a cytotoxikus T
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sejt lízis fokozódott. Melanoma sejteken I osztályú antigének IFN- 

alfa hatására (Basham és mtsai, 1982), és a II osztályú antigének 

IFN-gamma hatására stimulálódnak (Hougleton és mtsai, 1984).

Az IFN-ok által modulált felszíni molekulák közé tartozik az 

IgG molekulák Fc receptora is, amelynek fokozott megjelenését okoz­

zák az IFN-ok egér (Friedman és mtsai, 1980) és humán sejteken 

(Itoh és mtsai, 1980). IFN-alfán és bétán kívül az IFN-gamma fokoz­

za az FcIgGl receptorok megjelenését humán monocytákon és myeloid 

sejteken (Perussia és mtsai, 1983). Az Fc receptorok száma nem 

közömbös a receptor-mediálta fagocitózisban. A polimorf magvú neut- 

rofil leukocyták Fc-gammaRl expresszióját indukálja az IFN-gamma, 

és ezáltal-ezen sejtek fagocitáló és ADCC aktivitása is nőtt (Pet- 

roni és mtsai, 1988).

Vizsgálták az interferonok hatását a tumorasszociált antigé­

nek (TAA) megjelenésére is. Kimutatták, hogy az IFN-alfa és IFN- 

gamma fokozza a CEA (carcinoembrionális antigén) expresszióját 

számos humán colon carcinoma sejtvonalon (Atallah és mtsai, 1979; 

Yan és mtsai 1992). Kantor és mtsai (1988) leírták a CEA mRNS

szintjének növekedését IFN-gamma kezelésre. Liao és mtsai (1982) a 

melanoma asszociált antigének fokozott kifejeződéséről számolt be 

melanoma seltvonalakon IFN hatására. Melanomás betegekben fokozó­

dott az anti-melanoma ellenanyag kötődése a tumorban IFN kezelés 

hatására (Rosenblum és mtsai, 1988). Ezen vizsgálatok eredményei 

alapul szolgálhatnak az IFN-terápia kiszélesítéséhez, a tumoranti­

gének elleni monoklonális ellenanyagokkal vagy radioimmunterápiá-

val való kombinált alkalmazásához.
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A tumornekrózis faktor alfa (TNF-alfa) sejtreceptorainak 

kifejeződését különösen az IFN-gamma fokozza, az IFN-alfa és IFN-

béta kevésbé volt hatásos, amikor melanoma, colon carcinoma és 

HeLa sejtvonalakat vizsgáltak (Tsujimoto és mtsai, 1986; Ruggero 

és mtsai, 1986). Mivel a TNF olyan monocyták, NK és cytotoxikus T 

sejtek által termelt anyag, amely hatásos cytosztatikus és cyto­

toxikus ágens, receptorának fokozott kifejeződése azt jelzi hogy

az IFN-gamma a tumorsejteket a TNF jó targetévé alakítja.

5.5. Az interferonok hatása az antigénspecifikus és a nem 

antigénspecifikus immunfolyamatok effektorsejtjeire

Az interferonok jelentősen befolyásolják a T sejtek működését

az immunfolyamatok során. Az IFN-alfa és béta az IFN-gammáétól

eltérő hatást gyakorol a mitogén és alloantigén stimulálta T sejt 

válaszra. A mitogének és IL-2 hatására bekövetkező T sejt prolife- 

rációt az IFN-alfa és béta jelentősen gátolja minden T sejt fenotí- 

pus esetén, ugyanakkor az IFN-gamma csak az IL-2 stimulált TH2 

klánokra hat (Klimpel és mtsai, 1990). A cytotoxikus T sejtek 

(CTL) aktivitása IFN-alfa és béta hatására fokozódik allogén tumor- 

sejtek ellen (Lindahl és mtsai, 1972) és kevert allogén lymphocyta 

reakcióban (Heron és mtsai, 1976). Az IFN-gamma az IL-2-vel együtt­

működésben képes a CTL képződését kiváltani (Farrar és mtsai,

1981).

Az interferonok az NK sejtek aktivitásának fontos moduláto­

rai. AZ NK sejtek a spontán cytotoxikus hatásuk gyors aktiválódása
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miatt a keletkező malignus sejtek, a vírusfertőzött sejtek elpusz­

tításával fontos szerepet játszanak a szervezet az első védelmi

vonalában.

Az NK sejtek aktivitásának IFN közvetítette fokozódása többfé­

le tényezőből származik. IFN hatására megfigyelték a lítikusan nem 

aktív рге-NK sejtek aktív cytotoxikus NK sejtté érését (Saksela és 

mtsai, 1979), a meglévő érett NK sejtek lítikus aktivitásának foko­

zódását (Santoni és mtsai, 1985) továbbá az NK sejtek reciklizáló- 

dó kapacitásának növekedését, azaz az ugyanazon NK sejtek által el­

pusztított targetsejtek számának növekedését (Ullberg és üondahl, 

1981). Az NK aktivitást oly módon is befolyásolják az IFN-ок, hogy 

képesek megvédeni normális és tumor targetsejteket az NK sejt medi- 

álta lízistől (Welsh és mtsai, 1981).

Bár daganatos betegekben az IFN kezelés hatására fokozódik az

NK aktivitás, azonban az IFN folyamatos adására az NK aktivitásnak 

a kezelés előtti szintre való visszaesését is leírták (Golub és

mtsai, 1982). Ezt azzal magyarázták, hogy nagy dózisban és gyakran 

adták az IFN-t (Maluish és mtsai, 1983).

А К sejtekre és macrophagokra gyakorolt hatása révén az 

IFN-ок fokozzák az antitestfüggő celluláris cytotoxicitás (ADCC) 

(Ortaldo és mtsai, 1980; Spansberg és Heron, 1983).

A macrophagok és monocyták szoros együttműködésben vannak az 

interferon rendszerrel. Amellett, hogy maguk is termelnek interfe­

ront (IFN-alfát vagy bétát az inducertől függően), és hogy a T sej­

tek általi IFN-gamma termelés szabályozásában fontos szerepük van, 

a macrophagok immunológiai funkcióit jelentősen befolyásolják az
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interferonok, különösen az IFN-gamma. A korábban leírt macrophag 

migrációt gátló faktorról (MIF) (Thurman és mtsai, 1985) és a mac­

rophag aktiváló faktorról (MAF) (Talmadge és mtsai, 1986) bebizo­

nyították, hogy azonosak az IFN-gammával.

Az interferonok részt vesznek a monokin szekréció szabályozá­

sában is. Fokozzák a gyulladásos folyamatokban antikoagulánsként 

szereplő plasminogén aktivátor (Mogensen és Virelizier, 1987), az 

IL-1 és a TNF-alfa termelődését. Az IFN-alfa és béta, de különösen 

az IFN-gamma növeli az LPS hatására képződött IL-1 mennyiségét 

macrophagokban (Candler és mtsai, 1985; Arenzana-Seisdedos és 

mtsai, 1985).

A macrophagok fontos funkciója az intracelluláris patogén mik­

roorganizmusok fagocitálása és elölése, amely reaktiv, oxigén termé­

kek segítségével megy végbe. Az IFN-gamma a macrophagok. ezen hatá­

sát oxidativ anyagcseréjük fokozásával segíti elő (Nathan és 

mtsai, 1983). A tumorsejtek macrophagok által történő elpusztítása 

terén is megmutatkozik az IFN-alfa/béta és az IFN-gamma szinergis- 

ta együtthatása (Pace és mtsai, 1985).

5.6. Az interferonok "priming" hatása

Az interferonokra jellemző tulajdonság, hogy önmaguk termelé­

sét elősegítik, azaz az interferonnal előkezelt sejtek az induce- 

rek hatására gyorsabban, nagyobb mennyiségű IFN-t termelnek, mint 

a kezeletlen sejtek. Ez a "priming" jelensége (Stewart,1979). Ele­

inte a "priming"-ot az interferonok inducerre gyakorolt antivirá-
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lis aktivitásával magyarázták, de később ez az elmélet megdőlt, 

hiszen a poli-rl-rC indukálta IFN termelődése is fokozható IFN-elő- 

kezeléssel (Rosztóczy és Mécs, 1970). Az antivirális állapot kifej­

lődéséhez fehérjeszintézis szükséges, míg a "priming" cikloheximid 

jelenlétében is kialakul. A sejtek "priming"-olt állapota rövidebb 

ideig áll fenn, mint az antivirális állapot (Rosztóczy, 1974). A 

"priming" mechanizmusa nem tisztázott, de interferon előkezelés 

hatására az IFN mRNS szint növekszik (Fujita és mtsai, 1979). A 

"priming" jelenségét leginkább egérben és IFN-bétával kapcsolatban 

vizsgálták. Az interferon gének szabályozásával kapcsolatos újabb 

eredmények szerint az IFN-béta gén promoter részén olyan szabályo­

zó szakaszok találhatók, amelyekhez a gén transzkripcióját regulá­

ié faktorok kapcsolódnak. Ilyen faktor többek között az "interfe­

ron regulatory factor"l és 2 (IRF1 és IRF2), amelyek közül az IRF1 

inducer és IFN-ok (I és II típusú is) hatására a szabályozó gén­

szakaszhoz kapcsolódva az IFN gén transzkripcióját aktiválja. Az 

IRF2 represszálja az átírást, tehát ez egy negatív reguláié elem 

(Fujita és mtsai, 1989; Harada és mtsai, 1989). Az IRF1 ezek alap­

ján fontos eleme lehet az IFN "priming" jelenségének.

6. Az interferonok termelése és tisztítása

A humán interferonok embergyógyászatban antivirális és antitu­

mor ágensként való alkalmazásának lehetősége a figyelmet a gyári 

méretekben történő előállítás felé irányította. A humán leukocyta 

IFN-t Sendai vírussal fertőzött fehérvérsejtekben először Kari
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Cantell irányításával állították elő. Az első laboratóriumi leírás­

tól (Strander és Cantell, 1966) kezdve lépésről lépésre javították
11a módszert, és 1976-ban már 10 egység IFN-alfát tudtak termelni 

(Cantell és Hirvonen, 1977). 1978-ban 10® egység/ml titerű IFN-al-

fa előállításáról számoltak be. A Cantell-féle módszert alapul 

véve a SZOTE Mikrobiológiai Intézetében is kísérleteket végeztek 

humán leukocyta IFN előállítására nagy volumenben (Mécs és Béládi, 

1977), és leírták magas specifikus aktivitású un. "semi-crude" IFN 

előállítását (Tóth és mtsai, 1984). A munkák eredményeképpen szaba­

dalmat írtak le az emberi leukocyta interferon (IFN-alfa) gyártásá­

ra (1980), és ezt szabadalmat az EGIS Gyógyszergyár által kialakí­

tott interferongyártó üzemben hamarosan hasznosították is.

A leukocyta IFN (IFN-alfa) gyártásához a termelő sejteket 

egészséges donorok véréből a vörösvértest masszától és a plazmától 

elkülönített "buffу coat"-ból, azaz fehérvérsejtkoncentrátumból 

nyerik, amely egyébként terápiás célra nem használható. A fehérvér­

sejtek beszerezhetősége azonban korlátozott, ezért kerestek más

sejtforrást is, pl az Epstein-Barr vírussal transzformált lymphoid 

sejtvonalat, a Namalwát. Ezt a sejtet is Sendai vírussal, vagy New­

castle disease vírussal fertőzve késztetik IFN termelésére. Ez az

IFN 80-90%-ban megegyezik a leukocyták segítségével előállított 

kis %-ban IFN-bétát is tartalmaz (Bodo, 1981). Az IFN-bé-IFN-nal

ta termeléséhez normális humán diploid sejtvonalakat használnak, 

inducerként pedig poli-rl-rC-t (Billiau és mtsai, 1973). Az IFN- 

gamma termelése perifériás vérből izolált lymphocytákkal, vagy 

"buffу coat"-ból nyert leukocytákkal történik (Langford és mtsai,
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1979; De Ley és mtsai, 1980) többféle mitogént is alkalmaznak indu- 

cerként. A nyert un. crude IFN-t tisztítják a specifikus aktivitás 

növelése, a szennyező fehérjék mennyiségének csökkentése érdeké-

A tisztításra használt módszerek közül az IFN-alfa esetében aben.

KSCN-dal történő precipitálás, és az etilalkohollal való frakcio- 

nált kicsapás Cantell és mtsai (1981) leírása szerint 1-2x10^ 

NE/ml tisztaságú klinikai alkalmazásra megfelelő leukocyta IFN-t 

eredményezett. Kontrollált pórusé üveggyönggyel .(CPG) való tisztí­

tás is hasonló eredményt adott (Horowitz, 1986). Többen, pl.Rubin­

stein és mtsai, (1979) gélszűrést is alkalmaztak a tisztítás so­

rán. Immunaffinitás kromatográfiás eljárások során mind a szennye­

ző fehérjék, mind az IFN elleni ellenanyagokat hordozó oszlopokat 

alkalmazták (Berg, 1977). A fibroblaszt IFN (IFN-béta) tisztításá­

hoz, cink-kelát, Blue-Sepharose és ConA-Sepharose oszlopkromatográ- 

fiát is alkalmaztak. Az IFN-gamma tisztítására különféle affinitás- 

kromatográfiákat (CPG, szilikát, ConA-Sepharose, Poly(ü)-Sepharo- 

se) és gélszűrést írtak le.

Mivel mindhárom IFN fajta (IFN-alfa, béta, gamma) génjét izo­

lálták, és megvalósították expressziójukat rekombináns géntechnoló­

giával baktériumokban, vagy más heterológ gazdasejtben, megnyílt

az út a rekombináns IFN-ок ipari méretekben történő előállításá­

hoz. A sokféle megismert IFN-alfa altípus közül az IFN-alfa 2a-t 

("Roferon"), az IFN-alfa 2b-t ("Intron A"), IFN-alfa 1-et és az 

IFN-alfaD-t állítják elő megvásárolható, klinikai alkalmazásra 

kész preparátumként. A fentieken kívül gyakran használt rekombi-

az IFN-gammanáns interferonok az IFN-béta az IFN-bétaser
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("Actimmun") és a consensus IFN. A következő néhány természetes

IFN készítményt alkalmazzák a klinikai gyakorlatban: IFN alpha 

(Leu) ("Finnferon"), IFN alpha NI ("Wellferon"), IFN beta 

("Fiblaferon"), IFN gamma és a Magyarországon regisztrált

leukocyta IFN,. az "Egiferon".

A rekombináns IFN-alfa termékek csak egyfajta molekulából állnak,

míg a természetes leukocyta IFN a kb.20 tagból álló IFN-alfa

géncsalád termékeit tartalmazza. A sokféle IFN-alfa altípus 

létezésének értelme, vagy célja még ma sem tisztázott, de

különbségeket fedeztek fel génjeik expressziójánaka

szabályozásában, az inducertól és a termelő sejtek típusától

függően az altípus-összetételben, az altípusok biológiai 

aktivitásának mértékében, termelődésük "priming"-olhatóságában. 

Feltételezhető, hogy a természetes IFN-alfa altípus-összetételének 

fiziológiás volta miatt a terápiás alkalmazása előnyösebb. Teljes 

értékű összehasonlítások a rekombináns interferonokkal ez ideig

nem történtek. A természetes IFN-alfa előnyösebbnek látszik, mivel 

hogy a vele kezelt betegekben ellenanyagtermelődés az IFN-nal 

szemben ritkán, míg a rekombinánsokkal gyakran előfordul.

7. Az interferonok alkalmazása a humán terápiában

Az interferonok klinikai kipróbálásához először természetes 

interferonokat használtak, azonban ezek korlátozott beszerezhető­

sége miatt az elmúlt évtizedben főleg rekombináns DNS technológiá­

val előállított interferonokat - legtöbb esetben IFN-alfát - al-
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kalmaztak a terápiában. A rekombináns alfa altípusok segítségével 

sikerült meghatározni, hogy milyen rosszindulatú betegség és vírus- 

fertőzés esetében ajánlatos az IFN-alfa terápiás felhasználása. A 

III., IV. (Dorr, 1993) és V. táblázat (Sréter és Fehér, 1991) bemu­

tatja a leginkább ismert alkalmazási területeket.

Bár a legtöbb esetben a rekombináns IFN-alfát használják, 

mégis szükség van a természetes interferonra, mivel ha a rekombi­

náns altípussal szemben neutralizáló ellenanyag képződik a kezelt 

betegben, a terápia természetes IFN-alfával még hatásos lehet. Ezt 

a jelenséget a hajas sejtes leukaemia terápiájában figyelték meg 

leggyakrabban (Wussow és mtsai, 1991; Steis és mtsai, 1988), de 

leírták krónikus myeloid leukaemiában (Freund és mtsai,1988) és 

vese carcinomában szenvedők esetében is (Prümmer, 1991).

Az IFN-gamma eddig megismert terápiás alkalmazása elsősorban

az immunrendszerre gyakorolt hatásai alapján történik. A klinikai

alkalmazásra ez esetben is általában rekombináns IFN-t használtak.

Az IFN-gamma hatásosnak mutatkozott chronicus granulomatosus be­

tegségben (CGD; Woodman és mtsai, 1992), lepromatosus leprában 

(Nathan és mtsai, 1990) és viscerális leishmaniasisban (Badaro és 

mtsai, 1990), amikor a szervezet számára a celluláris immunitás 

nyújt védelmet a betegséggel szemben. Metasztázisos vese carcinomá­

ban az IFN-gamma alkalmazása a betegek 31 %-ában hosszabb túlélést 

eredményezett (Otto és mtsai, 1988). Az előrehaladott condyloma 

acuminatum IFN-gamma terápiájában 50%-оз részleges választ tapasz­

taltak (Kirsy és mtsai, 1986).
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Megfigyelték, hogy az IFN-gamma más cytokinekkel, például 

TNF-el, IFN-alfával, vagy IL-2-vel kombinálva antitumor hatást 

fejtett ki, és a kezelt betegek immunológiai paraméterei javultak 

(Schüller és mtsai, 1992; Ernstoff és mtsai, 1992; Viens és mtsai, 

Az IFN-gamma tehát további perspektívát nyújt új terápiás 

stratégiák kifejlesztéséhez.

1992).
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III. táblázat

AZ IFN-ALFA TERÁPIÁS HATÁSA HAEMATGLÓGIAI MALIGNUS 

BETEGSÉGEKBEN

Válasz (%)A tumor típusa

Hajas sejtes leukaemia 80-90

Chronicus myeloid leukaemia 

újonnan diagnosztizált 
előrehaladott

70-80
10-25

Cutan T-sejtes lymphoma 

előzőleg nem kezelt 
előzőleg kezelt

80
25

Non-Hodgkin lymphoma 

alacsony malignitású 

intermedier és magas malignitású
40-50
15

AIDS-hez társult Kaposi sarcoma 20-40

Hodgkin lymphoma 20

Myeloma multiplex 

előzőleg kezelt 
előzőleg nem kezelt

50
15-25

Chronicus lymphocytás leukaemia 10-15

10-20Akut leukaemia



- 36 -

IV. táblázat

AZ IFN-ALFA TERÁPIÁS HATÁSA SOLID TUMOROK ESETÉN

Válasz (%)A tumor típusa

Renal cell carcioma 10-15

20Malignus melanoma

Cervicalis displasia 80-90

Basalioma 90

Superficial bladder cancer 60-70

30-60Malignus neuroendocrine 

(carcinoid) tumorok

Ovarium carcinoma 

szisztémás terápia 

intraperitoneális terápia
10-15
40

Colorectalis carcinoma 

monoterápia
fluorouracillal kombinálva

10
40-80
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V. táblázat

AZ IFN-ALFA TERÁPIÁS HATÁSA VÍRUSBETEGSÉGEKBEN

Válasz (%)A betegség megnevezése

Chronicus hepatitis В 25-40

Acut hepatitis C 24-44

Condyloma acuminatum 36-53

75aChronicus hepatitis delta

100bPapillomatosis

a = delta antigén negatív 

b = sebészeti beavatkozás elkerülése
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A DOLGOZAT CÉLKITŰZÉSE

Az interferonok in vitro megfigyelt biológiai aktivitásai, az

antivirális, sejtszaporodást gátló és az immunrendszert moduláló

hatásaik felvetették in vivo terápiás alkalmazásuk lehetőségét. A

70-es évek elején bíztató eredményekről számoltak be. Ezért az 

IFN-nal kapcsolatos kutatási irányok között megjelent a klinikai 

alkalmazás céljának megfelelő IFN készítmények előállítására szol­

gáló termelőrendszerek kidolgozása.

A SZOTE Mikrobiológiai Intézetében a humán IFN-alfa laborató­

riumi méretekben történő előállítása után a nagyvolumenű termelés

módszerének kidolgozása is megtörtént. Tisztítását és a preparátum 

fizikokémiai és biológiai tulajdonságainak leírását is elvégezték. 

A figyelem ezután az IFN-alfáénál erőteljesebb antitumor és immun­

moduláló hatású IFN-gamma felé irányult, amely több biológiai akti­

vitás tekintetében az IFN-alfával szinergista hatást is mutatott.

Ezért a következő feladatokat tűztük ki célul:

1. Az IFN-gamma inducerek vizsgálata.

Az alkalmas inducer segítségével az IFN-gamma termelés optimá-2.

lis körülményeinek leírása.

3. Az előzőleg IFN-alfa termelésre használt sejtek újbóli fel- 

használását biztosító eljárás kidolgozása IFN-gamma produkció

céljára.
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Az előállított IFN-gamma tisztítása, és tisztított termék4.

tulajdonságainak leírása.

Az IFN-alfa, az IFN-béta és az IFN-gamma "priming" hatásának 

vizsgálata, és ezen a téren való kölcsönhatásuk jellemzése.

5.
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

1. Anyagok

A23187 Ca-ionophore - Calbiochem 

Concanavalin A (Con A) - Calbiochem

CPG-10 (controlled-pore glass beads) 75 A -

Electro-Nucleonics
51 Сг С. I. S. - Amersham

Eagle-féle tápfolyadék - saját laboratóriumi készítmény

Ficoll 400 - Pharmacia

IFN-béta, részlegesen tisztított - Dr A. Billiau, Rega 

Institute, Leuven, Belgium

MSK tápfolyadék (összetétele megegyezik az aminosavakat és 

vitaminokat nem tartalmazó Eagle-féle 

tápfolyadékéval) - saját laboraróriumi készítmény 

PBS pH 7,2 (nátrium-foszfáttal pufferőit sóoldat) TRIGON

Biotechnológiai Leányv.

RPMI 1640 tápfolyadék - TRIGON Biotechnológiai Leányv.

Sephacryl S-200 - Pharmacia

TPA (phorbol-12-myristate-13-acetate) - Sigma

Ultrogel AcA 54 - LKB

Uromiro - Bracco



- 41 -

2. Szérumok

FCS (magzati borjúsavó) - Gödöllő 

Újszülött borjúsavó - Gödöllő 

Humán gammaglobulinmentes szérum

: készítéséhez nem alvadásgátolt vérből származó 

szérumot, vagy heparinnal stabilizált teljes vérplazmát használ­

tunk fel. Állandó keverés mellett 0 °C-on, 24,6 % végkoncentráció-

Előállítása

ig fokozatosan adagoltunk (NH^^SO^-ot. A keletkezett csapadékot

centrifugálással távolítottuk el (1200 g, 30 perc, 4 °C), majd a

felülúszót PBS-sel dializáltuk teljes (NH^^SO^-mentességig. A

gammaglobulinmentes szérumot Milipore szűrőberendezéssel, 0,2 /jm 

pórusmérétű membránnal sterilre szűrtük, és felhasználásig -20 °C-

on tároltuk.

3. Sejtek

3.1. Humán fehérvérsejtek izolálása

3.1.1. A mononukleáris sejteket heparinos perifériás vérből

1,075 sűrűségű Ficoll-Uromiro grádiensen szeparáltuk (Böyum, 

1968). Az interfázisból nyert fehérvérsejteket háromszor mostuk 

(600 g, 10 perc) PBS-sel, majd az üledéket 10 % magzati borjúsavót 

tartalmazó Eagle-féle tápfolyadékban szuszpendáltuk, és a sejtek 

életképességét trypankék festékkel ellenőriztük.

3.1.2. Az NH^Cl kezelt leukocytákat a plazmától és vörösvér-

fehérvérsejtekből ("buffy coat")testektől (vvt) elkülönített
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nyertük, amit a SZOTE Véradó Állomásán készítettek. 24 óránál 

tovább tárolt sejteket nem használtunk fel. A "buffу coat"-ban 

lévő vvt-ket 0°C hőmérsékletű NH^Cl oldattal oldottuk. Egy rész 

"buffу coat"-hoz négy rész 0,83 %-os NH^Cl oldatot adtunk, és jég 

között tartottuk 10 percig, a sejteket centrifugálással ülepítet­

tük (800 g 10 perc, 4°C). Az üledéket MSK-ban , vagy Eagle-féle

tápfolyadékban szuszpendáltuk, és az NH^Cl kezelést megismételtük. 

A fehérvérsejt szuszpenziót 1:9 arányban NH^Cl oldattal kevertük, 

és a továbbiakban az előbb leírt módon kezeltük. Az üledéket, 

amely csaknem kizárólagosan fehérvérsejteket tartalmazott, humán 

gammaglobulinmentes szérumot tartalmazó MSK-ban, vagy Eagle-féle

médiumban szuszpendáltuk. A sejtszámot Türk-oldattal festve hatá­

roztuk meg.

3.2. Sejtkultúrák

HEp-2 humán carcinoma sejt

K562 erythro-myeloid leukaemia eredetű humán sejt

WISH humán amniális sejt

MDBK borjú vese sejt

A sejtvonalak fenntartása 5-10 %-os újszülött, vagy magzati

borjúsavót tartalmazó Eagle-féle, vagy RPMI 1640 tápfolyadékban 5 

% CO2 tenziójú 37 °C hőmérsékletű termosztátban történt.

4.Vírusok

4.1. VSV (vesicular stomatitis vírus) Indiana törzs

szaporítása 48 órás primer csirkeembrió fibroblaszt tenyészetekben
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történt. Infektív titerét plaque titrálási módszerrel PFE (plaque 

formáló egység)/ml-ben határoztuk meg.

4.2. Sendai vírus

Cantell-féle törzset használtunk, amelyet 9 napos embrionált

SPF (specific pathogenic free) tyúktojásokba oltva szaporítottunk. 

A tojásokat 7x10^ EIDзд (tojás fertőző dózis) Sendai vírussal 

oltottuk. Keltetőben való 48 órás inkubálás után a tojásokat egy 

éjszakán át 4 °C-on tároltuk, majd az allantois folyadékot infúzi­

ós szerelék és vacuum pumpa segítségével kiszívtuk. Ezt a nyers

vírusanyagot ultracentrifugáltuk (40 000 g, 30 perc, 4 °C), és a

vírust tartalmazó üledéket 5 4 humán gammaglobulinmentes szérumot

tartalmazó PBS-ben szuszpendáltuk úgy, hogy a térfogata az eredeti
4 ,harmincad része lett. A haemagglutinációs titere 9x10 HAE (haem- 

agglutinációs egység)/ml, infektivitása 10^ EID^g volt.

5. Az interferonok termelése

5.1. A humán IFN-alfa termelése

Az IFN-alfa termelésére "buffy coat"-ból nyert , NH^Cl-dal 

kezelt leukocytákat használtunk. Ixl0^/ml sejtszámú szuszpenziót 

készítettünk belőlük 2 mg/ml fehérjetartalmú, humán gammaglobulin­

mentes szérumot tartalmazó MSK tápfolyadékban. A 20 ml-es kultúrá­

kat 200 NE/ml IFN-alfa jelenlétében 2 óráig rázattuk 37 °C hőmér­

sékletű vízfürdőben, majd 1/600 (33/j1) térfogatú tisztított Sen­

dai vírussal fertőztük. További 20 órás 37 °C-on történő rázatás
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után a sejtek felülúszóját centrifugálással (20 perc, 2000 g, 4 

°C) összegyűjtöttük. A sejteket eldobtuk, vagy IFN-gamma termelésé­

re használtuk. A nagytérfogatú IFN-alfa termelést követő IFN-gamma 

előállítás IFN-alfa termelő fázisában a 2435/80/1980 számú Mécs

I., Tóth M., Béládi I. által leírt szabadalom szerinti IFN-alfa

termelési eljárást alkalmaztuk.

5.2. A humán IFN-gamma termelése

Erre a célra Ficoll-Uromiro gradiensen szeparált mononukleá­

ris sejteket is használtunk, ekkor a sejtszám 5xl0^/ml, a tápfolya­

dék 5 % újszülött borjúsavóval kiegészített Eagle-féle médium, a 

tenyészetek térfogata 1 ml volt. A kultúrákat 37 °C-on, 5 4 CO2 

tenziójú termosztátban inkubáltuk. Amikor "buffу coat"-ból szárma­

zó NH^Cl-kezelt leukocytákat alkalmaztunk, akkor 2 mg/ml fehérje- 

tartalmú, humán gammaglobulinmentes szérummal kiegészített MSK-ban 

a sejtszámot legtöbbször lx vagy 2,5xl0^/ml-re állítottuk, és a 20 

ml térfogatú kultúrákat 37 °C-os vízfürdőben 100 ml-es Erlenmeyer 

lombikban rázattuk, vagy 500-3000 ml térfogatban szintén 37°C-os 

vízfürdőben mágnesmaggal kevertettük. A megfelelő inducer hozzáadá­

sa és inkubációs idő után a sejtek felülúszóját centrifugálással 

begyűjtöttük. A mintákat értékmérésig -20 vagy -70 °C-on tároltuk. 

IFN-gamma termelésére használtunk olyan leukocytákat is, amelyek 

Sendai vírus inducer hatására előzőleg már IFN-alfát termeltek. 

Ezeket a sejteket kétszeri mosás után 15 jug/ml Con A-val kezeltük, 

és további 18-20 órás inkubáció után gyűjtöttük be a felülúszót.
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6. Az IFN-gamma tisztítása

6.1. CPG-kromatográfia

A CPG gyöngyöket 8 %-os ammónia oldattal tisztítottuk, ezután 

a neutrális pH eléréséig mostuk desztillált vízzel, majd PBS-sel. 

Autoklávban sterilizáltuk (121 °C, 30 perc). Pharmacia K16,

K26 jelű oszlopba töltöttük az üveggyöngy szuszpenziót, és PBS-sel 

equilibráltuk. A tisztítást 4-10 °C hőmérsékletű hidegszobában 

végeztük. Az IFN-gamma tartalmú felülúszót 50 cm/h lineáris sebes­

séggel perisztaltikus pumpával az oszlopra juttattuk, az oszlopot 

ezután mostuk PBS-sel, vagy 0,5 M TRIS-HC1 (pH 8,5) pufferrel. Az 

átfolyót ISC0-F0XY Model UA-5 kollektorral gyűjtöttük, és UV moni­

torral, rekorderrel regisztráltuk a fehérjetartalmát. Az IFN osz­

lopról való eluálását 10 cm/h lineáris sebességgel végeztük. Eti- 

lénglikollt (50 %) és NaCl-ot (1 M) tartalmazó PBS, vagy 1,5 M 

NaCl-dal kiegészített TRIS-HC1 (pH 8,5) puffer volt az eluens. Az 

etilénglikoll eltávolítására Sephadex G25 gélkromatográfiát alkal­

maztunk.

vagy

6.2. Gélszűrés Sephacryl S-200 géllel

Pharmacia K16 oszlopba 80 cm magas gélt öntöttünk, amit ez­

után 5 % etilénglikoll tartalmú PBS-sel equilibráltunk. Az oszlop 

kalibrálását blue dextran (3 000 kDa) bovin serum albumin (BSA, 67 

kDa), ovalbumin (OVA, 45 kDa) és cytochrom C (Cyt C, 13 kDa) mole­

kulasúly markerek keverékével végeztük. Az oszlop térfogatának 1-2 

%-át kitevő mennyiségű mintát 30 ml/óra sebességgel eluáltuk az 

oszlopról.
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6.3. Gélszűrés Ultrogel AcA 54 géllel

Az előre duzzasztott gélből K26 oszlopot töltöttünk a gél 

desztillált vizes mosása után, majd az equilibráláshoz 1M NaCl-ot 

tartalmazó PBS oldatot használtunk, a felvitt koncentrált IFN min­

tát 25 cm/h lineáris sebességgel eluáltuk.

6.4. Az interferonok koncentrálása

A gélszűrés előtt és után az IFN-tartalmú frakciókat Amicon 

ultraszűrő berendezéssel, YM 10 jelű membránnal koncentráltuk. A 

membrán a 10 000 Da molekulasúlyú fehérjéket tartja vissza.

7. Az interferonok jellemzése

7.1. PH-érzékenység vizsgálata

Az interferon tartalmú mintákat glycin-HCl pufferben (0,1 M, 

pH 2) dializáltuk 24 órán keresztül 4 °C-on. Ezután a neutrális pH

visszaállítása érdekében PBS-ben dializáltuk a mintákat további 24

órán át.

7.2. Az antivirális aktivitás meghatározása 

Mikrotitráló (ún. Linbro) lemezekben tenyésztett sejtekben a 

fertőzővírus cytopathiás hatásának IFN általi gátlása alapján tör­

tént. Ehhez WISH és MDBK sejteket használtunk. A WISH sejt segítsé­

gével az IFN-alfa és az IFN-gamma antivirális titere is meghatároz­

ható, nem tesz különbséget közöttük. Az MDBK sejtek csak az IFN-al- 

fa antivirális hatására érzékenyek.
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A sejtekből lapos aljú 96 lyukas lemezekben tenyészeteket hoz­

tunk létre olyan sejtszámmal (2,5xl0^/ml), hogy 24 óra múlva a 

sejtek Összefüggő réteget (monolayer) képezzenek. Ekkor a sejtek 

tápfolyadékát (5 % újszülött borjúsavóval komplettált Eagle-fele 

médium) lecseréltük tenyészetenként 100yul friss tápfolyadékra. A 

linbro lemez első lyukába a titrálandó minta megfelelő hígításából 

szintén 100 ul került, és ezután 2-es léptékű hígítási sor készült 

belőlük Titertek többcsatornás mikropipettával. A hígítási sorból 

mindig két párhuzamost készítettünk. A mikrotitrátor lemezeket CO2 

termosztátban tartottuk (5 % (X^, 37 °C). A sejtek tápfolyadékát 

18-20 órás inkubálás után eltávolítottuk, és a fertőzővírust (VSV) 

tartalmazó tápfolyadékra cseréltük ("challenge"). A WISH sejteket 

5 PFE/sejt, az MDBK sejteket 0,5 PFE/sejt multiplicitással fertőz­

tük. Újabb 24 órás inkubálás után invert mikroszkóppal vizsgáltuk, 

hogy milyen mértékben fejlődött ki a cytopathiás hatás az egyes 

tenyészetekben. Az IFN titere reciproka annak a hígításnak , amely 

50 Vban megvédte a vele kezelt tenyészeteket a vírus cytopathiás 

hatásától. A két párhuzamos alkalmazása miatt ez egy számított 

érték volt. Minden mikrotitrátor lemezen ismert titerű standard

IFN mintából is készítettünk 2 párhuzamos hígítási sort. A stan­

dard IFN minta antivirális titerét nemzetközi standard IFN-alfával

(NIH G-023-901-527) összehasonlítva állapítottuk meg. A mintánk

titerét úgy számoltuk ki, hogy a minta és a standard 50 %-os vé­

dést biztosító hígítási értékének reciprokából hányadost képez­

tünk, és megszoroztuk a standard IFN titerével, továbbá ha volt, a 

minta hígításának mértékével. A titert NE (nemzetközi egység)/ml-
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ben adtuk meg. Mivel a kísérletek idején az IFN-gamma nemzetközi 

standardja nem állt rendelkezésünkre, az IFN-gamma minták titerét

E (egység)/ml-ben, az IFN-alfa standardhoz hasonlítva számoltuk

ki.

7.3. Az interferonok anticelluláris hatásának vizsgálata 

Az interferonok sejtszaporodást gátló hatását K562 és HEp-2 

sejteken vizsgáltuk. A 24 órás tenyészetek tápfolyadékát a különfé­

le interferonokat tartalmazóra cseréltük. A K562 sejteket 72, a 

HEp-2 sejteket 96 óráig tartó inkubálás után számoltuk Bürker-kam- 

rában. Az interferonnal nem kezelt tenyészetek sejtszámához viszo­

nyított sejtszámcsökkenés alapján számítottuk ki a gátlás százalé­

kát. Szignifikáns gátlásnak a 20 %-os redukciót tekintettük, mivel 

az ismételt kísérletek adatai azt mutatták, hogy az értékek szórá­

sa 10 Von belül maradt.

7.4.Az interferonok NK és ADCC aktivitásra gyakorolt hatásá­

nak vizsgálata

Ezekben a cytotoxicitási reakciókban effektor sejtként Fi- 

coll-Uromiro gradiensen szeparált humán mononukleáris sejteket 

alkalmaztunk, a monocytákat plasztikadherenciájuk alapján válasz­

tottuk el. Az NK lízis targetsejtjei ^Cr izotóppal jelölt K562 

sejtek, az ADCC reakció célsejtjei pedig szintén "^Cr izotóppal 

jelölt csirke vörösvérsejtek voltak, ez utóbbiakat az ellenük nyúl- 

ban termelt ellenanyaggal szenzibilizáltuk. Az effektor sejteket 

1-18 óráig interferonnal előkezeltük 37 °C-on 10 % FCS tartalmú
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RPMI tápfolyadékban. A cytotoxikus reakcióban az effektorsejteket 

a targetsejtekkel 50:1 arányban kevertük össze. A reakcióidő az NK 

aktivitás vizsgálata esetén 4 óra, az. ADCC esetén 18 óra volt. 

Ezután a sejtek felülúszójának radioaktivitását NK350/A,B típusú 

gammaszámlálóval mértük, és ez arányos volt a célsejtek pusztulásá­

val. A cytotoxicitási %-ot az alábbi képlet alapján számoltuk: 

Cytotoxicitási % = (felülúszó cpm - spontán cpm)xl00/beépült tel­

jes aktivitás cpm.

7.5. Az interferonok "priming" hatásának vizsgálata 

NH^Cl kezeléssel tisztított 1 ml-es leukocyta szuszpenziókat 

mértünk 24 lyukas (Costar) lemezekbe. Az IFN-alfa termelésekor 

lxlO^/ml, IFN-gamma termelésekor 2,5xl0^/ml sejtszámú tenyészete­

ket készítettünk. Ezeket az előkezelésre szánt interferonok külön­

böző mennyiségeivel IFN-alfa termelésekor 2 óráig, IFN-gamma terme­

lése során 4 óráig kezeltük. A "priming" periódus letelte után két­

szer mostuk a sejteket 1000 g-vel 10 percig centrifugálva a lemeze­

ket befogadó speciális rotorban. A sejteket friss tápfolyadékban 

(2 mg/ml feh. tartalmú MSK) szuszpendáltuk, az inducert (Sendai 

vírus ill. Con A) hozzáadtuk, és további 18-20 órán át inkubáltuk 

37 °C-on (^-termosztátban.

8. Fehérjetartalom-meghatározás

Az IFN minták fehérjetartalmát a Bio-Rad fehérjemeghatározó 

kit segítségével határoztuk meg, standardként 50Ajg/ml BSA oldatot 

használtunk (Bradford, 1976).
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9. Az eredmények értékelése

Általában három párhuzamos kísérlet eredményeinek átlagát szá­

moltuk ki, és azt ábrázoltuk a grafikonokon.
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EREDMÉNYEK

1. Az IFN-gamma termelése

1.1. Különféle inducerek kipróbálása

Az IFN-gamma előállítása laboratóriumi körülmények között 

jelentős biológiai aktivitásai miatt fontos feladat. A szakiroda- 

lomban leghatásosabbnak tartott indukáló szereket alkalmaztunk 

Ficoll-Uromiro gradiens centrifugálással szeparált humán fehérvér­

sejtek kistérfogatú (1 ml-es, stacioner) tenyészeteinek IFN-gamma

termeléséhez.

Az 1. ábra adatai mutatják, hogy a leghatékonyabb kombináció 

a TPA és az A23187 ionophore együttes alkalmazása, mégpedig az 3 

ng/ml TPA koncentráció mellett adott 0,3 >uM ionophore. A TPA önma­

gában nem idézte elő IFN-gamma termelését, az ionophore-ral együtt 

azonban annak szűk koncentrációtartományában (0,2-1 /uM) jelentős 

titerű IFN-gamma produkciót váltott ki.

A Con A indukálta IFN-gamma termelést a TPA fokozta, ez a 

fokozás kifejezettebb volt akkor, ha a TPA-val a sejteket 24 órán 

át előkezeltük. A sejtek ezt követően Con A-val történő 1 napig 

tartó inkubálása eredményezett optimális IFN-gamma hozamot (2. 

ábra).

Vizsgáltuk hogy a Con A hatására termelődött IFN-gamma meny- 

nyiségét a fehérvérsejtek IFN-nal történő előkezelése milyen módon 

befolyásolja. Az előkezelésre használt IFN-alfát az inducer (Sen­

dai vírus) hatástalanítása céljából savas pH-jú (pH 2) pufferrel

24 órán át kezeltük. Bebizonyosodott, hogy mind IFN-alfával mind
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IFN-bétával előkezelve a sejteket jelentős mértékben növelhető a 

termelődő IFN-gamma mennyisége. Tehát a "priming" jelensége megfi­

gyelhető az IFN-gamma esetében is. A termelés maximális (kb. 10-sze- 

res) fokozásához az IFN-alfa termelésénél tapasztaltaktól eltérő­

en (200 NE/ml IFN-alfával való előkezelésre termelődött a legtöbb 

IFN-alfa) igen nagy mennyiségű IFN-alfa, vagy IFN-béta (3000 

NE/ml) szükséges (3. ábra). Az inducer hozzáadása előtt az előkeze­

lésre használt IFN-t a sejtek mosásával eltávolítottuk.

1.2. Az IFN-gamma azonosítása

A leírt módon nyert IFN stabilitását jellemeztük kétféle hő­

mérsékleten (37 °C és 36 °C) és pH 2-n való tárolás után (4., 5., 

6. ábra). Összehasonlítottuk az IFN-gammát az IFN-alfával és IFN- 

bétával, hogy antivirális aktivitásuk milyen módon változik hő és 

savas pH hatására. Az IFN-bétát találtuk a leglabilisabbnak, az 

IFN-alfa csak közel 1 órás 56 °C-os tárolás után vesztett jelentő­

sen az aktivitásából. Az IFN-gamma érzékenységét illetően mindkét 

esetben köztes helyet foglalt el a két másik IFN között. Az IFN- 

gamma 56 °C-on 30 perc után aktivitásának 80 %-át elveszítette. PH

2 kezelésre az IFN-alfa-"priming" alkalmazásával előállított IFN-

gamma nagyfokú érzékenységet mutatott, a másik két IFN stabil ma­

radt. Ezek a tulajdonságok megegyeznek az IFN-gammára elfogadottak­

kal az irodalomban.

1.3. Az IFN-alfával előkezelt leukocyták Con A-val indukált

IFN-gamma termelésének optimalizálása

Mivel ez a laboratóriumi körülmények között megfigyelt
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IFN-gamma termelési mód az alkalmazott anyagok veszélytelensége 

(TPA-mentesség) miatt alkalmasnak látszott nagy térfogatú, klini­

kai célra felhasználható IFN-gamma előállítására, célul tűztük ki 

az indukciós körülmények részletesebb vizsgálatát.

A termelés fázisait sorba véve igyekeztünk optimalizálni an­

nak . körülményeit. Erre a célra "buffy coat"-ból származó, NH^Cl- 

kezeléssel vvt-mentesített leukocyta szuszpenziót, 1x10^ 

mot, és a humán leukocyta IFN gyártása során szerzett tapasztala­

tok alapján gammaglobulinmentes humán szérumot tartalmazó MSK táp­

folyadékot használtunk.

Az előzőekben bemutott eredmények alapján 3000 NE/ml IFN-al- 

fát "priming"-ként alkalmazva vizsgáltuk az IFN-alfa előkezelés 

időtartamának hatását a termelődött IFN-gamma mennyiségére (7. 

ábra).

sejtszá-

A termelés szempontjából nem közömbös az alkalmazott inducer 

mennyisége. A Con A koncentrációját emelve az IFN-nal előkezelt 

kultúrákban a 13 /ug/ml inducerkoncentráció mutatkozott optimális­

nak (8. ábra).

Az IFN-gamma termelődésének kinetikáját vizsgálva megállapí- 

hogy az IFN-gamma mennyisége az inkubáció 12. órájában éri 

el a maximumot, és ezt követően lassan csökken (9. ábra). A "pri­

ming" hatás megmutatkozott abban, hogy az IFN-gamma titere koráb­

ban kezdett emelkedni, és végig magasabb szinten maradt, mint az 

előkezeletlen tenyészetekben.

tottuk,

Az eddig leírt kísérletekben a sejttenyészetek sejtszáma 

lxloVml volt. Az IFN-alfa termelése során ez az optimális. Kipró- 

hogy más sejtkoncentráció alkalmazásával elérhető-e na-báltuk,
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gyobb IFN-gamma hozam. Adataink szerint a sejtszám növelésével 

olyan mértékű volt a titeremelkedés, hogy a termelődött IFN mennyi­

sége nemcsak abszolút értékben nőtt, hanem a 10^ sejtre átszámí­

tott relatív termelés is fokozódott (10. ábra). Tehát gazdaságossá­

gi szempontból is indokolt volt a magasabb sejtszám alkalmazása. 

Az IFN-hozam maximumát 3,5x10^ sejt/ml esetében figyeltük meg.

1.4. A nagybani IFN-gamma termelés optimalizálása

Az IFN-gamma laboratóriumi méretekben való termelésének ered­

ményei alapján vizsgáltuk a nagybani előállítás lehetőségeit. A 

nagyítási kísérleteket a rendelkezésre álló "buffy coat" mennyisé­

gétől függően 500, 2000 vagy 3000 ml -es térfogatban végeztük. Az

500 ml-es mintatérfogat esetén a sejteket 1000 ml-es transzfúziós

palackokban kevertettük, a 2-3000 ml-es térfogatú kultúrákat 6000

ml-es gömblombikban szárnyasmágnessel keverve tartottuk szuszpenzi­

óban.

Első lépésként megvizsgáltuk, hogy érvényes-e nagy térfogat­

ban is a kis volumenben megállapított sejtszámfüggés. A rendelke­

zésre álló fehérvérsejt mennyisége a 2,5x10^ sejt/ml sejtszámnál 

nagyobb koncentrációt nem tette lehetővé, de az ezzel elért IFN- 

gamma hozam megközelítette a kis térfogatban megfigyelt maximumot 

(10. ábra). A 2,5x10^ sejt/ml sejtkoncentráció alkalmazása mellett 

döntöttünk, annál is inkább, mert a koncentráltabb fehérvérsejt

szuszpenzió pH-ja nem stabilizálható nagy térfogatban, erősen elto­

lódik a savanyú pH felé.

Ellenőriztük a "priming" hatásosságát nagy térfogatban, és

azt, hogy az MSK-hoz képest komplettebb Eagle-féle médium alkal-
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mazása nem előnyösebb-e 2,5x10^ sejtszámnál. A VI. táblázatban fel­

tüntetett adatok szerint a "priming" hatásos, és az MSK ilyen kö­

rülmények között is egyenértékű az Eagle-féle tápfolyadékkal.

VI. táblázat

TERMELÉS NAGY TÉRFOGATBAN

Priming

3000 NE/ml IFN-alfa

IFN-titer (E/ml) 420 (100%) 4710 112%

Tápfolyadék

Eagle-féle MSK

IFN-titer (E/ml) 5040 (100%) 5130 (101,8%)

A "priming" optimális időtartama nagy volumenű termelés eseté­

ben is 4 óra volt (11. ábra).

Az inducer mennyiségét vizsgálva megállapítható, hogy 20 

/jg/ml koncentráció alkalmazása eredményezi a legnagyobb IFN-gamma 

titert, ha 2,5x10^ sejtszámú, nagy térfogatú a tenyészet (12. 

ábra).

A 13. ábra a 2,5x10^ sejt/ml sejtszám és 3000 ml-es térfogat 

alkalmazásakor tapasztalt IFN-gamma termelődés kinetikáját mutatja

be. Az inkubáció 12. órájában már igen magas a tenyészetben az 

IFN-gamma titer.
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A fentiek alapján az IFN-gamma nagy volumenben való előállítá­

sára a következő körülmények az optimálisak: 4 óráig tartó, 3000 

NE/ml IFN-alfával való előkezelés, 15 ug/ml (gazdaságossági szem­

pontból) Con A hozzáadása a 3000 ml-es 2,5x10^ sejt/ml sejtszámú 

kultúrához. Tápfolyadékként 2mg/ml-es fehérjetartalmú humán gamma- 

globlinmentes szérumot tartalmazó MSK-t használtunk. A módszerrel

átlagban 1500-3000 E/ml titerű IFN-gamma nyerhető.

2. IFN-gamma termelése IFN-alfát már termelt sejtek szuszpenziójá­

ban

Az IFN-gamma nagybani előállítása az előző fejezetben leírt 

módon igen nagy sejtmennyiséget igényel. Ez a tény felvetette an­

nak szükségességét, hogy takarékosabb eljárás kidolgozásával pró­

bálkozzunk.

A SZ0TE Mikrobiológiai Intézetében korábban IFN-alfa termelé­

sére leírt eljárás alkalmazásakor felhasznált sejteket újból IFN- 

produkcióra késztettük.

Az IFN-alfát és IFN-gammát termelő sejtek nem ugyanazok. A 3. 

ábrán látható, hogy igen nagy mennyiségű IFN-alfa, ha nem is maxi­

málisan, de a kontollhoz képest fokozta a sejtek IFN-gamma termelé­

sét Con A hatására. Feltételeztük, hogy a kb. 16 óráig tartó magas 

titerű IFN-alfával való előkezelés nem gátolja meg, hogy Con A 

indukcióra az IFN-gammát termelő lymphocyták reagáljanak.

Laboratóriumi méretekben végzett kísérletek eredményeit fog­

lalja össze a VII. táblázat.
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VII. táblázat

IFN-ALFA TERMELÉST KÖVETŐ IFN-GAM1A ELŐÁLLÍTÁS

IFN-alfa termelés 

(0-20 h)
IFN-gamma termelés 

(20,5-40 h)

Tápfo­
lyadék

0-2 h 2 h 20 h 

priming Sendai titer 

200 NE/ml vírus NE/ml

20,5 h 21 h 40 h 

Mosás Con A titer titer 

NE/ml E/ml

MSK 56000
43000

573 3278
656 2459

+ + + +

Eagle-f. 78000
52000

819 3688
737 4918

+ + + +

MSK 56000
48000

655 2049
650 1639

+ + +

Eagle-f. 52000
65000

573 1126
491 1436

+ +

NTXMSK 102 409 

82 409
+ +

Eagle-f. 82 420 

82 390
NT ++

x= nem tesztelve

0-
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Bemutatja a két egymást követő termelési szakasz időrendjét. 

A bal oldalán lévő oszlopokban az IFN-alfa termelési periódusban 

mért titerek láthatók. "Priming"-ot és Sendai vírussal való fertő­

zést követően 40-70000 NE/ml titerű IFN-alfa képződik. Amint az az 

IFN-gamma előállításának leírásában szerepel, az előkezelésre hasz­

nált IFN-alfát, - itt az első periódusban termelődött nagy titerű 

IFN-alfát kétszeri mosással eltávolítottuk. Az IFN-alfa termelő 

szakaszban a sejtkoncentráció 1x10^ sejt/ml. A fentiekből látható, 

hogy az IFN-gamma termelésének sejtigénye nagyobb. Ezért a mosás 

végén 2,5xl0^-re állítottuk a sejtszámot. Az inducer dózisa ebben 

az esetben is 15 /jg/ml volt. Hogy megtudjuk, a mosást követően a 

sejtszuszpenzió mennyi IFN-t tartalmaz, fél óra elteltével mintát 

vettünk, és meghatároztuk az antivirális aktivitását. Ez mutatja a 

maradék IFN-alfa tartalmat, ami kb. 14 (500-800 NE/ml). Con A hoz­

záadása nélkül is inkubáltunk tenyészeteket az IFN-gamma termelés 

végéig. A mért titerek mutatják, hogy a sejtek továbbra is kibo- 

csájtanak kis mennyiségű IFN-alfát. Tehát ez jelzi, hogy a Con A

indukció után nyet IFN tartalmaz IFN-alfát. A sejtek IFN-gammát

termelő képességének vizsgálata céljából "priming" és Sendai vírus 

nélkül is tenyésztettünk sejteket, amelyeket mosás után Con A-val

kezeltük. A fél óra múlva kimutatott IFN-tartalom eredete és minő­

sége nem tisztázott. A 19 óra elteltével meghatározott IFN-gamma 

titer alacsony, de megfelel az IFN-alfával nem kezelt sejtek terme­

lőképességének. Látható, hogy az előzőleg IFN-alfát termelt sejtek 

felülúszójában a Con A hatására magasabb, 2500-5000 E/ml titerű 

IFN képződött. Ez az aktivitás pH 2 kezelés hatására a Con A-val
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nem kezelt sejtek által termelt IFN-alfa titerének megfelelő érték­

re csökken. A pH 2 érzékeny rész az IFN-gamma tartalmat jelzi.

A kísérleteket MSK és Eagle-féle tápfolyadék alkalmazásával is 

elvégeztük, és a tapasztalt különbséget nem találtuk jelentősnek.

Mivel az irodalomból ismert, hogy az I típusú és II típusú 

IFN-ok fokozzák egymás antivirális aktivitását (Fleischmann és 

mtsai, 1979), és olyan sejtvonal nem ismeretes, amelyben csak az 

IFN-gamma hoz létre antivirális állapotot, ezért módszert keres­

tünk a keverék preparátumok IFN-gamma tartalmának meghatározására. 

Vizsgáltuk különböző arányban összekevert 1x10^ NE/mg fehérje spe­

cifikus aktivitású tisztított IFN-alfa és 1x10^ E/mg fehérje speci­

fikus aktivitású IFN-gamma minták antivirális aktivitását. A 14.

ábra szemlélteti, hogy a vizsgált keverék titere meghaladja az 

additív értéket, és több, mint kétszeres titeremelkedés is kimutat­

ható. Az itt bemutatott eredményeket alapul véve létrehoztunk egy 

olyan kalibrációs görbét, amelyen 1:9-30:1 arányú ismert titerű 

IFN-gamma és IFN-alfa keverékekhez tartozó fokozás mértékét ábrá­

zoltuk logaritmusban (15. ábra). Az IFN-alfát és IFN-gammát isme­

retlen arányban tartalmazó előzőleg Sendai vírussal majd Con A-val 

kezelt sejtek felülúszójában az IFN-gamma tartalom úgy határozható

hogy a minta antivirális aktivitását meghatározzuk pH 2 keze­mé g

lés előtt és után. A két érték hányadosának logaritmusa meghatároz 

egy pontot a kalibrációs görbén. A pontot az x tengelyre vetítve a 

pH 2 kezelt minta titerének segítségével az IFN-gamma tartalom

kiszámolható.

Az IFN-gamma IFN-alfát követő nagy volumenű előállítására az

adott lehetőséget, hogy ekkor már az EGIS Gyógyszergyárban folya-
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matos IFN-alfa termelés folyt. IFN-alfát termelt két 3000 ml térfo­

gatú fehérvérsejt szuszpenzió sejtjeit egyesítettük alacsony fordu­

laté, szobahőmérsékleten történő centrifugatással. A sejteket két­

szer mostuk előmelegített gammaglobulinmentes szérumot nem tartal­

mazó MSK-val, majd 2400 ml térfogatú szuszpenziót készítettünk a 

sejtekből, így az eredeti 1x10^ sejt/ml sejtszám 2,5x10^ sejt/ml- 

re növekedett. A VIII. táblázat 5 különböző alkalommal végzett 

kísérlet eredményét foglalja magába. A tápfolyadék fehérjetartalmá­

nak csökkentésével a képződött IFN-gamma mennyisége is kevesebb 

lett, ezért a 2 mg/ml fehérjetartalom alkalmazása mellett döntöt­

tünk. Gammaglobulinmentes humán szérumot használtunk. A táblázat­

ban feltüntetett IFN-gamma titereket a kalibrációs görbénk segítsé­

gével számoltuk ki.
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VIII. táblázat

NAGY TÉRFOGATÚ, IFN-ALFA TERMELÉS UTÁNI IFN-GANWA TERMELÉS

Kísérlet IFN-alfa+gamma IFN-gammax 

száma titer (NE/ml)
Átlag IFN-gamma 

titer(E/ml) titer (E/ml)
Fehérje 

tart.(mg/ml)

2 1. 7800 2290
18880
16860

2. 6570
3. 7217 4091

(100%)4. 4770 817
5. 16858 3563

1 7020 15301.
2. 22450

10930
7250
3800 32203.

(72%)4730 7614.
27635. 14166

0,5 3900 9701.
2.
3. 2890 710 1004

(24%)3674. 3990
5. 9192 1969

x= kalibrációs görbével kiszámítva
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3. Az IFN-gamma tisztítása

A klinikai gyakorlatban felhasználható interferonok specifi­

kus aktivitása minimálisan 1x10^ NE/mg protein. Ezt a tisztaságot

igyekeztünk elérni az IFN-gamma és az IFN-alfa termelést követően

előállított IFN-gamma tisztítása során. Mivel a kiindulási anyag 

specifikus aktivitása igen alacsony volt, ezért a tisztítást több 

lépésben végeztük. A folyamat fázisait a 16. ábra szemlélteti. Az 

IFN-tisztítására jól alkalmazható CPG 75 adszorpciós oszlopkromato- 

gráfiát választottuk első lépésnek. Ez a gélágy szelektíven kötöt­

te meg a rávitt IFN csaknem teljes mennyiségét, az átfolyóban mind­

össze 1-5% IFN-t lehetett kimutatni. Az IFN-t tartalmazó oszlopot

mostuk. Ehhez PBS-t, vagy 0,5 M TRIS-HC1 puffert (pH 8,5) alkalmaz­

tunk. Mindkét módszer jelentősebb IFN-veszteség nélkül további 

tisztulást eredményezett a gyengén kötődött szennyező fehérjék

eltávolításával. Az IFN gélről való eluálására kétféle módszert is

kipróbáltunk

NaCl-t tartalmazó PBS-oldattal (de Ley és mtsai, 1980.), vagy az

ez az irodalomból ismert 50 % etiléngikollt és 1 M

IFN-alfa tisztítása során használt 1,5 M NaCl-dal kiegészített 0,5 

M TRIS-HC1 pufferrel (pH 8,5) történt. Mindkét módszer alkalmazása 

esetén a visszanyerés 50-60 % volt, a tisztulás pedig 20-30-szo- 

ros. A CPG-eluátum IFN-tartalmának specifikus aktivitása az ón. 

semi-crude tisztasági fokot érte el (16. ábra, A rész). Következő 

lépésként gélszűrést végeztünk, amely a molekulasúly szerinti elvá­

lasztás révén további tisztulást eredményezett. A gélszűrés előtt

szükséges volt a CPG-eluátum ultraszűréssel való koncentrálása. Az

Ultrogel Аса 54 oszlopról 1 M NaCl-t tartalmazó PBS-sel eluáltuk a
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felvitt IFN-t. A Sephacryl S-200 gélen történő kromatograféléskor 

eluensként 5 % etilénglikollt tartalmazó PBS-t használtunk. A gél- 

szűrés során az IFN meghígul, és így a folyamat végén a megfelelő 

titer elérése céljából újbóli ultraszűrés szükséges az IFN koncent­

rálására, és ez egyben a minta sómentesítését is megoldja. A fent 

leírt kromatográfiás eljárások jó visszanyeréssel részlegesen tisz­

tított, megközelítőleg 1x10^ E/mg fehérje tisztaságú IFN-gammát 

eredményeztek.

Az Ultrogel Аса 54 kromatográfiát az IFN-alfa termelés utáni 

IFN-gamma tisztítására alkalmazva a 17. ábrán látható elúciós pro­

filt kaptuk. A szürke oszlopok a frakciók WISH sejten mért antivi- 

rális aktivitását mutatják. A titerek IFN-alfa+IFN-gamma együttes 

aktivitását képviselik. A fekete oszlopok az MDBK sejten mért ti- 

tert jelzik. Ez a sejtvonal az IFN-gammára nem érzékeny, csak az 

IFN-alfa tartalom mérhető vele. A bejelölt frakciók olyan mennyisé­

gű IFN-alfát tartalmaznak, amely már nem eredményezi fokozott anti- 

virális titer kialakulását, és az itt mért aktivitások a frakciók 

IFN-gamma tartalmának tulajdoníthatók.

A Con A indukálta IFN-gamma molekulasúlyának meghatározása 

céljából molekulasúly markerekkel kalibrált Sephacryl S-200 oszlo­

pon végeztük a CPG-tisztított IFN-gamma gélszűrését. WISH sejteken 

egy alacsonyabb (23 kDa) és egy magasabb (51 kDa) molekulasúlyú 

antivirális aktivitással rendelkező "peak"-et mutattunk ki. Ezek 

az IFN-gamma monomer és dimer formájának megfelelő értékek (18. 

ábra).
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4. Az IFN-gamma biológiai aktivitásai

A fenti módon előállított IFN-gamma különféle biológiai hatá­

sait vizsgáltuk összehasonlítva az IFN-alfa és/vagy IFN-béta ezen

hatásaival.

Mindhárom IFN típus sejtszaporodást gátló hatását tanulmányoz­

tuk HEp-2 sejteken. Az irodalmi adatoknak megfelelően ugyanolyan 

mértékű (20 %) szaporodásgátlás létrehozásához az IFN-gammából 

lényegesen kisebb mennyiség is elegendő volt, mint az IFN-alfából, 

vagy IFN-bétából (19. ábra). A K562 humán erythroid leukaemia sejt­

vonalon még kifejezettebben megfigyelhető volt az IFN-gamma IFN-al-

fához viszonyított erőteljesebb anticelluláris hatása (20/a és b 

ábra). Az antivirális titer alapján meghatározott mennyiségeket 

alapul véve az IFN-gamma HEp-2 sejten megközelítőleg 1 nagyság­

renddel, K562 sejten 3 nagyságrenddel volt hatásosabb, mint az 

IFN-alfa vagy IFN-béta. A kísérletekben használt IFN-gamma 1x10^ 

E/mg protein az IFN-alfa és béta 1x10^ NE/mg protein specifikus

aktivitású volt.

Ismeretes, hogy az IFN előkezelés hatására fokozódik a termé­

szetes ölősejtek cytotoxikus aktivitása. Vizsgálataink szerint 

nyers IFN-gamma (specifikus aktivitása: 1x10^ E/mg protein) jelen­

tős, kb. 20 %-os fokozást eredményez a szeparált humán lymphocyták

cytotoxicitásában, és ez a hatás kis antivirális aktivitású IFN-

gammával elérhető (21. ábra). A nyers IFN-alfát (specifikus akti­

vitása: 3x10^ NE/mg protein) ennél kevésbé hatásosnak találtuk.

Az antitestfüggő celluláris cytotoxicitás (ADCC) az előbb em­

lített tisztitatlan IFN-ок általi fokozását mutatja a 22. ábra. Az
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IFN-gamma e tekintetben is hatékonyabbnak mutatkozott mint az IFN-

alfa.

Összehasonlítottuk tisztított készítmények, 1x10^ NE/mg prote­

in specifikus aktivitású IFN-alfa és 1x10"' E/mg protein specifikus 

aktivitású IFN-gamma NK és ADCC aktivitást moduláló hatását. 200 

NE v. E/ml IFN-alfa és IFN-gamma közel azonos stimuláló hatást fej­

tett ki (IX. táblázat). Tehát a nyers preparátumok esetében megfi­

gyelt különbség itt nem alakult ki.

IX. táblázat

TISZTÍTOTT IFN-ALFA ÉS IFN-GAMMA HATÁSA AZ NK ÉS ADCC AKTIVITÁSRA

Effektor Cytotoxicitási %

Előkezelés NK ADCC

200 NE/ml

1 óra 18 óra 18 óra1 óra

52 41 50 39

IFN-alfa 94 71 86 69

IFN-gamma 90 64 85 66
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Az interferonok "priming" hatása érvényesül IFN-alfa és IFN- 

gamma termelődése során. Az IFN-alfát termelő sejtek produkciója 

fokozható nemcsak IFN-alfával és bétával, hanem IFN-gammával is. 

Az IFN-gamma azonban kisebb mértékű fokozást vált ki. Az IFN-alfa 

és béta 100-300 NE/ml-ével való előkezelés eredményezte az IFN-al- 

fa termelésében a maximális, kb. 2-szeres növekedést, ehhez közelí­

tő hatást 10-15-ször több IFN-gamma váltott ki (23/a ábra). Az 

IFN-gamma termelés is fokozható a sejtek indukció előtti IFN-keze- 

lésével, mint azt már a 3. ábrán bemutattuk. Kétszeres termelésfo­

kozást már kis mennyiségű 

NE/ml-rel történő előkezelés közel 40-szeres titeremelkedést oko-

IFN-alfa/béta kiváltott, 1000-3000

A 23/b ábrán látható, hogy az IFN-gamma előkezelés is növel­

te a képződött IFN-gamma mennyiségét, de az IFN-alfa/bétánál kevés­

bé hatásosan.

zott.

Több szerző beszámolt arról, hogy az I típusú és II típusú 

IFN-ok fokozzák egymás antivirális aktivitását, leírták az anticel- 

luláris és NK aktivitást fokozó hatásuk kölcsönös növelését is.

Ezért tanulmányoztuk, hogy az IFN-alfát és IFN-gammát tartalmazó 

kevert preparátumok hatásosabbak-e akár az IFN-alfa (24/a ábra), 

akár az IFN-gamma (24/b ábra) termelésének fokozásában. Az ábrákon 

hogy az IFN-gamma nem tudta az IFN-alfa által létrehozottlátható

termelésnövekedést tovább fokozni. Bár ezek keverékének anti­

virális aktivitásában jelentős titeremelkedést tapasztaltunk az 

additív értékhez képest, a "priming" terén ilyen kölcsönhatást nem

tudtunk kimutatni.



- 67 -

AZ EREDMÉNYEK MEGBESZÉLÉSE

Az IFN-gamma, amely keletkezését mitogének és antigének indu­

kálják T lymphocytákban, rendelkezik azon biológiai aktivitások­

kal, amelyekkel az IFN-alfa és IFN-béta. Ezek az antivirális hatás 

és sejtszaporodást gátló hatás, és lényeges szerepük van a szerve­

zet védekező mechanizmusainak modulálásában, hatnak az immunrend­

szer működésére. Megfigyelték, hogy az IFN-gamma sejtszaporodást 

gátló aktivitása fokozottabb, mint az IFN-alfáé; az immunmoduláns 

hatásai között az MHC antigének kifejeződésének fokozása az I típu­

sú IFN-októl eltérően az МНС II osztályú antigénekre is kiterjed.

Gyakran leírták, hogy az IFN-gamma és az IFN-alfa/béta több 

biológiai aktivitás tekintetében fokozza egymás hatását (Fleisch­

mann és mtsai,1979; Oleszak és Stewart, 1985; Weigent és mtsai, 

1983). Tulajdonságaik megfelelő tiszta formában való vizsgálata és 

klinikai alkalmazhatóságuk érdekében szükség volt nagymennyiségben

való előállításukra és tisztításukra. A természetes IFN-alfa eseté­

ben az ilyen igényeket kielégítő termelés módja főleg K. Cantell

úttörő munkája eredményeképpen kidolgozott. A SZOTE Mikrobiológiai

Intézetében is ebből a módszerből kiindulva készült szabadalmi

eljárás terápiás célokra alkalmazható természetes humán leukocyta

IFN előállítására. Az IFN-gamma ilyen célokat szolgáló preparátum­

ként való előállítása azért jelentett nehezebb feladatot, mert az 

IFN-gamma az IFN-alfához képest igen kis mennyiségben keletkezik a

különféle inducerek hatására. Célunk volt magasabb titerű, tisztí­

táshoz jobb kiindulási anyag előállítása. Braude leírását követve
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TPA-val és A23187 ionophore alkalmazásával megfelelő titerű IFN- 

gammát tudtunk előállítani. A Con A indukálta IFN-gamma képződését

is fokozni tudtuk TPA-val. A TPA alkalmazását azonban elvetettük

karcinogén hatása miatt. Kimutatták, hogy a Con A stimulusra terme­

lődött leukocyta migrációt gátló faktor (LIF) mennyisége fokozható 

IFN-alfa előkezeléssel (Dinh és mtsai, 1980), és ezen sejtek felül- 

úszójában az IFN-gamma tartalom is nőtt. Wiranowska-Stewart és 

mtsai (1980) szerint 100 NE/ml IFN-alfa előkezelés csak kismértékű

fokozást eredményezett az IFN-gamma termelésében. Mi szélesebb kon­

centrációtartományt vizsgálva megállapítottuk, hogy viszonylag

magas IFN-alfa/béta dózis (1000-3000 NE/ml) kb 10-szeresre növeli

a Con A indukálta IFN-gamma mennyiségét. Az indukciós körülmények 

további javítása céljából meghatároztuk a legmegfelelőbb előkezelé­

si időtartamot (4 h), inducerdózist (15 /jg/ml Con A), sejtkoncent-- 

rációt (2,5x10^ sejt/ml), és vizsgáltuk a termelődés kinetikáját, 

ami azt mutatta, hogy rövid, akár 12 órás inkubáció is elegendő a 

legmagasabb titer eléréséhez. A keletkezett IFN fizikokémiai tulaj­

donságai: pH 2-érzékenysége és labilitása 56 °C-on az IFN-gamma 

jellegzetességei.

Az IFN-gamma nagytérfogatban való előállítása a kis volumenű 

termeléskor tapasztaltak alapján indult, és a paraméterek ilyen 

körülmények közötti vizsgálata szerint lényeges változtatásukra 

nem volt szükség. Az olcsó és egyszerű, vitaminokat és aminosava- 

kat nem tartalmazó MSK tápfolyadék, amelyet a nagybani IFN-alfa 

termelés során használtak (Tóth és mtsai, 1984), itt is alkalmas­

nak bizonyult 2 mg/ml fehérjetartalommal.
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A természetes IFN előállításának legnagyobb akadálya az, hogy 

a fehérvérsejtek nem állnak rendelkezésre korlátlan mennyiségben. 

A leukocyta IFN (IFN-alfa) üzemi előállítása, amely kísérleteink 

idejében már folyamatos volt az EGIS Gyógyszergyár interferont 

gyártó üzemében, a beszerezhető "buffу coat" nagy részét felhasz­

nálta. Az IFN-gamma gyártás lehetőségének megteremtéséhez - a nagy 

sejtszükséglete miatt is - a módszert olyan tekintetben módosítot­

tuk, hogy megpróbáltuk újra felhasználni az IFN-alfát már termelt 

leukocytákat. Ismereteink szerint a fő IFN-alfát termelő sejtek

nem azonosak az IFN-gammát produkálókkal, tehát termelőképességü­

ket megőrizhették. Az is ismeretes, hogy a magas titerű IFN-nal

való előkezelés a sejtek indukcióra adott válaszát gátolja, az ún. 

"blocking" jelensége lép fel (Golgher és mtsai, 1973). A mi kísér­

leteink során azonban a sejteket körülvevő közeg IFN-alfa tartalma- 

nem gátolta a Con A indukálta IFN-gamma produkciót, sőt a "pri­

ming" hatás érvényesült inkább. Ez abból is sejthető volt, hogy az 

IFN-alfával "priming"-olt IFN-gamma keletkezését még 5x10^ NE/ml

IFN-alfa sem csökkentette az előkezeletlen szintjére, és Sendai 

vírus hatására az első termelési periódusban is kb. ennyi IFN-alfa 

termelődik. így alkalmasnak találtuk a sejteket arra, hogy ismétel­

ten felhasználjuk őket, és IFN-gammát termeljünk velük. Eredménye­

ink azt mutatják, hogy a sejtek továbbra is termelnek IFN-alfát,

és mint tudjuk, az IFN-gamma és IFN-alfa keverék antivirális akti­

vitása nem tükrözi az igazi IFN tartalmat. Olyan, módszerre volt 

szükség, amelynek segítségével meghatározható az elegy IFN-típus

összetétele. Az IFN-gamma pH 2-érzékenysége lehetővé teszi az IFN-
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alfa mennyiségének titrálását, de az IFN-gamma titért csak egy 

olyan kalibrációs görbe segítségével határozhattuk meg, amelyet 

általunk készített keverékek fokozott és pH 2-kezelt titere alap­

ján alakítottunk ki. A kalibrációs görbével számolva a nagytérfoga­

tú IFN-alfa termelést követően előállított IFN-gamma titere 1000- 

7000 E/ml között volt. A kidolgozott üzemi méretekben alkalmazható 

eljárás alapján az ÉGIS Gyógyszergyár, interferont gyártó üzemében 

elkezdődött az IFN-gamma előállítása.

Az IFN-gamma tisztítása a kiindulási nyers IFN alacsony speci­

fikus aktivitása miatt többlépéses eljárást igényel. A kontrollált 

pórusé üveggyöngy használatát interferon tisztítására először Edy 

és mtsai írták le 1976-ban, de ezt követően több laboratóriumban 

is felhasználták, mert az interferonokat a többi fehérjékhez ké­

pest szelektíven, nagy affinitással adszorbeálja. Az IFN-alfa tisz-. 

títása üzemi méretekben az EGIS Gyógyszergyárban is ezzel a mód­

szerrel történik. Az IFM-gamma tisztításékor több laboratóriumban

a CPG-kromatográfia az első koncentrálást és tisztítást szolgáló

eljárás. Tisztítási kísérleteinkben alkalmazva az IFN-gammát 100%- 

ban megkötötte a CPG, a szennyező fehérjéknek csak egytizedét. Az 

IFN-gamma adszorbensről való eluálására többféle elúciós módot le­

írtak: pl. a 20-50 % etilénglikollt tartalmazó foszfát-puffért, 

Chadha és Sulkovski (1982) pedig a magas molaritású elektrolitokat 

is alkalmasnak találta erre a célra. A SZOTE Mikrobiológiai Intéze­

tében Mécs Imre dolgozott ki eljárást az IFN-alfa tisztítására, 

amely során eluensként magas (1,5 M NaCl) sótartalmú TRIS-HCl-puf- 

fert (pH 8,5) alkalmazott. Összehasonlítottuk az etilénglikollt
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alkalmazd elúciós eljárást a NaCl tartalmú TRIS-HC1 puferrel törté­

nő elúcióval. Az utóbbi eluenssel jobb, megközelítőleg 50-szeres 

tisztulást értünk el, az eluátum specifikus aktivitása 1-2x10^ 

E/mg prot. lett, ami már semi-crude minőséget jelent. A részlege­

sen tisztítottnak mondott minőség elérése érdekében a további tisz­

títás gélszűréssel történt. Ez is gyakran alkalmazott módszer az

IFN-gamma tisztítására. 3ó kitermelést biztosított, és a specifi­

kus aktivitás is megközelítette a kívánt 1x10^ E/mg prot. értéket. 

Az IFN-alfa termelést követően előállított IFN-gamma esetében a 

CPG kromatográfia során sem hagytuk figyelmen kívül a titerek foko­

zott voltát, a visszanyerés kiszámolásakor a PH 2-kezelt minták 

titerét és a kalibrációs görbét használtuk fel.

A gélszűrés hasznos módszer volt azért is, mert az IFN-gamma 

és IFN-alfa elválasztását ezzel sikerült megoldani. A kisebb mole­

kulasúlyú IFN-alfa később eluálódik, mint a két helyen is glikozi-

lált és gyakran dimer formában előforduló IFN-gamma. Az IFN-gamma

molekulasúlyának meghatározása során megfigyeltük egy nagyobb és 

egy kisebb molekulasúlyú komponens elválását. Egyik csúcs frakciói 

sem mutattak antivirális aktivitást a csak IFN-alfára érzékeny 

ami arra utal, hogy a dimer és monomer IFN-gamma 

molekulaforma vált el a gélben. A neutrális pH-n (itt PBS-t alkal­

maztunk eluensként) az IFN-gamma leginkább dimer formában találha­

tó meg (Trotta és Nagabhushan, 1992).

Az előállított IFN-gamma biológiai hatásait az I típusú inter­

feronokéval összehasonlítva vizsgáltuk. Leírták, hogy az interfero-

MDBK sejteken

nők biológiai aktivitásaiban általában csak kvantitatív különbség



72 -

fedezhető fel, mert legtöbb hatás kiváltható mindegyik típussal, 

csak a hatásos, antivirális aktivitás alapján meghatározott dózis 

nagysága tér el. Az interferonoknak az a tulajdonsága, hogy tumor­

sejtek szaporodását képesek gátolni nagy reményeket ébresztett az 

IFN-pk daganatterápiában való alkalmazhatósága tekintetében. Az 

IFN-gamma iránti érdeklődés is fokozódott, amikor leírták, hogy az 

IFN-alfa/bétánál kifejezettebb az antiproliferativ aktivitása.

Kísérleteinkben két sejtvonalon is kimutattuk ezt a hatékony­

ságbeli különbséget. Bár irodalmi adatok szerint a különféle sejt- 

vonalak IFN-ra és IFN típusra való érzékenysége nagyon eltérhet 

egymástól.

A természetes cytotoxicitásnak fontos szerepe van a malignus 

és vírusfertőzött sejtek eliminálásában. Az interferonok in vivo

antitumor hatásához hozzájárul a természetes ölősejtek aktivitásá­

nak fokozása.

A nyers IFN-alfa és IFN-gamma preparátumokat összehasonlítva 

az IFN-gamma itt is hatásosabbnak látszott. A kísérleteket tisztí­

tott IFN-okkal elvégezve azonban a két IFN-típus egyforma hatású­

nak bizonyult. Ezt tapasztalták de Ley és mtsai is (1980). Feltéte­

lezhető, hogy a cytotoxikus reakciók fokozásáért a tisztítatlan

készítményekben jelenlévő egyéb cytokinek a felelősek, és ezek a

tisztítás során eliminálódnak. Az irodalomban ebben a témában is

előfordulnak ellentmondásos adatok, hiszen Weigent és mtsai (1983) 

szerint rekombináns IFN-gamma 50-szer hatékonyabban fokozta az NK

sejtek aktivitását, mint a rekombináns IFN-alfa és béta. Ezek a

szerzők számolnak be arról, hogy az IFN-gamma szinergizálja a má-
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sik két IFN típus NK sejt aktiválását. Tehát ezen a téren is megfi­

gyelhető a szinergizmus, ami az antivirális aktivitás terén jól

jellemzett.

Megállapítottuk, hogy mindhárom IFN típus rendelkezik azzal a 

képességgel, hogy előkezelésként alkalmazva őket fokozzák a Sendai 

vírus indukálta IFN-alfa és a Con A indukálta IFN-gamma termelést 

lést, és az IFN-gamma mindkét termelő rendszerben alulmaradt haté­

konyságban az I típusú IFN-okkal szemben. Tanulmányoztuk azt is, 

hogy az egyéb biológiai aktivitásokhoz hasonlóan a kevert IFN-al- 

fa+gamma preparátumok effektívebbek-e az IFN termelés fokozásában, 

mint az egyféle IFN-t tartalmazók. Eredményeink azt mutatják, hogy 

az IFN-alfa+gamma keverékek nem haladják meg az ugyanolyan antivi­

rális aktivitással rendelkező IFN-alfa termelésfokozó hatását.
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ÖSSZEFOGLALÁS

A humán IFN-gamma termelésével kapcsolatos eredményeink a

következők:

1. Az alkalmazott inducerek közül a TPA és az A23187 ionopho- 

re megfelelő koncentrációban, a Con A TPA előkezeléssel jó induce- 

re az IFN-gamma termelésnek.

2. Megállapítottuk, hogy IFN-alfa/béta előkezeléssel ("pri­

ming") fokozható a Con A indukálta IFN-gamma termelése, és ennek 

az IFN-nak a fizikokémiai tulajdonságai megegyeznek az IFN-gammára

jellemzőkkel.

3. Meghatároztuk, hogy melyek a "buffу coat"-ból származó leu- 

kocyták IFN-alfa előkezelést követő, Con A indukálta IFN-gamma ter­

melésének optimális körülményei kis és nagy térfogatban.

4/a. Leírtuk, hogy az előzőleg Sendai vírus hatására IFN-al- 

fát termelt leukocyta szuszpenzióban Con A-val IFN-gamma indukálha­

tó nagy térfogatban is.

/b. Kialakítottunk egy kalibrációs görbét, amellyel az IFN- 

alfát tartalmazó IFN-gamma preparátum IFN-gamma tartalma meghatá­

rozható.

5/a. A részlegesen tisztított, lx 10^ E/mg protein specifikus 

aktivitású IFN-gamma előállítására kétlépéses kromatográfiás eljá­

rást dolgoztunk ki.

/b. Megállapítottuk, hogy gélszűréssel (Ultrogel AcA 54) az 

IFN-gamma és IFN-alfa elválasztható egymástól.
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Jellemeztük az IFN-gamma anticelluláris aktivitását, amely 

felülmúlja az ugyanolyan antivirális titerű IFN-alfa/bétáét.

6.

7. Megállapítottuk, hogy a spontán cytotoxicitás fokozható az

effektor sejtek IFN-alfa és IFN-gamma előkezelésével, ezen a téren

a nyers IFN-gamma hatásosabb, mint az IFN-alfa, de a tisztított

IFN-gamma nem.

Leírtuk, hogy az IFN termelés IFN-gamma előkezeléssel ke­

vésbé hatásosan fokozható, mint az I típusú interferonokkal, és az 

IFN-gamma nem fokozza az IFN-alfa "priming" aktivitását, e 

téren nem érvényesül szinergizmus.

8.

Az IFN-alfát is tartalmazó tisztított IFN-gamma preparátumunk

hatásos terápiás szer lehet a kétféle IFN között a legtöbb bioló­

giai hatás terén fennálló szinergista együtthatás megléte miatt. A 

készítmény IFN-alfa és IFN-gamma tartalmának pontos meghatározása, 

és összetételének standardizálása után lehetségessé válhat klini­

kai alkalmazása.
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TPA HATÁSA A ConA .INDUKÁLTA 

IFN-GAMMA TERMELÉSRE
IFN-GAMMA TITER (E/ml)

2500

2000

1500

1000

\
:■> I

Jy

INKUBÁLÁS IDŐTARTAMA

ConA ■■ ConA+TPA ] ConA+TPA ELŐKEZELÉS



3. ábra

A "PRIMING" HATASA A CpnA INDUKÁLTA ' 
IFN-GAMMA TERMELÉSRE

IFN-GAMMA TITER (E/ml)

1000

100

IFN ELŐKEZELÉS (NE/ml)

1FN-ALFA IFN-BÉTA



4. ábra

IFN-OK HÓINAKTIVÁLÓDÁSA 37°C-ON
IFN TITER A 0 PERCES KONTROLL %-BAN

IDÓ (PERC)

IFN-GAMMAIFN-BÉTAIFN-ALFA



5. ábra

IFN-OK HŐINAKTIVÁLÓDÁSA 5ó°C-ON
IFN TITER A 0 PERCES KONTROLL %-BAN

IDŐ (PERC)

IFN-GAMMAIFN-BÉTAIFN-ALFA



6. ábra

pH2 KEZELÉS HATÁSA AZ IFN-OK 

ANTIVIRÁLIS AKTIVITÁSÁRA
IFN TITER A KONTROLL %-BAN

120

100

80

60

40

20

0
IFN-BÉTA IFN-GAMMAIFN-ALFA

KONTROLL ■■ pH2 KEZELT



7. ábra

AZ IFN-ALFA KEZELÉS IDŐTARTAMÁNAK 

HATÁSA AZ IFN-GAMMA TERMELÉSRE
IFN-GAMMA TITER (E/ml)

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

0
0 1

*
PRIMING IDŐTARTAMA (óra)



8. ábra

A ConA KONCENTRÁCIÓ HATÁSA AZ 

IFN-GAMMA TERMELÉSRE
IFN-GAMMA TITER (E/ml)

3000

2500

2000

1500

1000

500

0
10 205 15 0

ConA (ug/ml)
IFN-ALFÁVAL NEM 

ELŐKEZELT
~+~ IFN-ALFÁVAL 

ELŐKEZELT



9. ábra

AZ IFN-GAMMA TERMELÉS KINETIKÁJA
IFN-GAMMA TITER(logE/ml)

4

4- ~h У ~~4~

3

2

1 1 I I I I I I I I I \ I I I I I I I I I I \ I I г 1 I I I i \ г

81 12 18 24 484 72

INKUBÁCIÓS IDŐ (óra)

IFN-ALFÁVAL NEM 
ELŐKEZELT

IFN-ALFÁVAL
ELŐKEZELT



10. ábra

AZ IFN-GAMMA TERMELŐDÉSE A SEJTSZÁM
FÜGGVÉNYÉBEN

HOZAM A 107sejt/ml ESETÉBEN KAPOTT ÉRTÉK %-ában
200

150

100

50

i 1 i 1 1 I1 i 1 10
0.5 1.0 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

x 10 7sejt/ml

KIS TÉRFOGATBAN NAGY TÉRFOGATBAN



11. ábra

A PRIMING IDŐTARTAMÁNAK HATÁSA AZ • 
IFN-GAMMA TERMELÉSRE

(2,5x10 1 sejt/ml; NAGY TÉRFOGAT)

IFN TITER (E/ml)
2000
1800
1 600
1400

1200
1000
800
600
400
200

0

PRIMING IDŐTARTAMA (óra)
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13. ábra

AZ IFN-GAMMA TERMELŐDÉS KINETIKÁJA
NAGY TÉRFOGATBAN

IFN TITER (E/ml)
2800

2400

2000

1600

1200

800

400

0

INKUBÁCIÓS IDŐ (óra)



14. ábra

IFN-ALFA + IFN-GAMMA KEVERÉK FOKOZOTT
ANTIVIRÁLIS AKTIVITÁSA

MÉRT TITER/SZÁMÍTOTT TITER=FOKOZÁS
2.5

■

1.

1 11 1 1 i 1 1 i 1 1 1 1 1 1 1 i 11 i1
-1.0 -0.5 0 0.5 1

log IFN-GAMMA TITER/IFN-ALFA TITER



15. ábra

KALIBRÁCIÓS GÖRBE AZ IFN-ALFÁT 

TARTALMAZÓ IFN-GAMMA PREPARÁTUM 

IFN-GAMMA TITERÉNEK MEGHATÁROZÁSÁHOZ

log IFNŰ+IFNTKEVERÉK TITER/IFNűTITER (pH2 KEZELT IFNö+IFNT)

IFNT TITER (KERESETT)
09 IFNŰ TITER (pH2 KEZELT IFNÖ +IFNT)



16. ábra

NYERS IFN-fr
spec.akt. 1-2 x 103E/mg protein 

2-3 x 103E/ml

adszorpció 
] CPG-75

MOSÁS

vissza­
nyerés
50-60%

PBS
vesztesége 1-2%

0,5 M Tris-HCl pH 8,5 
vesztesége 3-4%

E LU С I Ó

PBS 05 M Tris-HCl 
pH 8,5 
1,5 M NaCl

IMNaCl
50%
etilénglikoll 1 p

SEMI -CRU DE IFNy 
spec. akt.0,8- 1,0x ffiE/mg protein spec. akt. 1-2x105 
4-6x10AE/ml 4-6x104E/ml

0 Koncentrálás
I (Amicon YM) 

Célszürés
vissza­
nyerés
-100%Sephacryl S-200 

v. ült годе! Аса 54

RÉSZLEGESEN TISZTÍTOTT !FN% 

spec.akt. Oß- 1t0x 106 E/mg protein 
koncentrálás utánjAmicon YM)
- 106E/ml

Ш



17. ábra

IFN-GAMMA TISZTÍTÁSA ULTROGEL AcA 54
KROMATOGRÁFIÁVAL

IFN TITER (E/ml x!03)TRANSZMISSZIÓ
70 70

60 60

50 50

40 40

30 30

20 20

10 10

0 0
------IFNY-------
FRAKCIÓK



18. ábra

IFN-GAMMA MOLEKULASÚLYÁNAK MEGHATÁROZÁSA 

SEPHACRYL S-200 KROMATOGRÁFIAVAL

IFN-GAMMA TITER (E/ml xlO3)
6

5

4

3

2

1

0
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 3435 36 37 38 39 40 41 4243

FRAKCIÓSZÁM



19. ábra

AZ IFN-OK ANTICELLULÁRIS AKTIVITÁSA
HEp-2 SEJTEKEN

SEJTSZAPORODÁS-GÁTLÁS %
70

60 -

50 -

40 -

30 -

20 -n
& ■10 - +

0

*-10 1 г I I I I i I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I i I I I I I I г
1 100010 100

IFN KONCENTRÁCIÓ
IFN-GAMMA+ - IFN-BÉTA e- KONTROLLIFN-ALFA



20/a ábra

AZ IFN-OK ANTICELLULÁRIS HATÁSA 

K562 SEJTEKEN
SEJTSZAPORODÁS GÁTLÁS %

50

40

30

20

10

0
1 10 100 1000 10000

IFN KONCENTRÁCIÓ (NE/ml)

20/b ábra
SEJTSZAPORODÁS GÁTLÁS %

50

40

30

20

10

0
0.001 0.01 0.1 101 100

IFN KONCENTRÁCIÓ (E/ml)



21. ábra

IFN-OK HATÁSA AZ NK AKTIVITÁSRA
CYTOTOXICITÁS %

60

1 1 1 1 i20
0 10 20 50 100 1000 10000

IFN (E/ml v. NE/ml)

■*- KONTROLLIFN-ALFA IFN-GAMMA



22. ábra

IFN-OK HATÁSA AZ ADCC AKTIVITÁSRA
CYTOTOXICITÁS %

60

50

40

30 -к

1 i 120
0 10 20 50 100 100001000

IFN (E/ml v. NE/ml)

KONTROLLIFN-ALFA IFN-GAMMA



23/a ábra

AZ IFN-ALFA, IFN-BÉTA ÉS IFN-GAMMA 
ELŐKEZELÉS HATÁSA AZ IFN-ALFA TERMELÉSRE

IFN-ALFA TITER (NE/mlxlO3)

IFN ELŐKEZELÉS (NE v. E/ml)

IFN-BÉTA----- IFN-ALFA *- IFN-GAMMA

23/b ábra
AZ IFN-ALFA, IFN-BÉTA ÉS IFN-GAMMA 

ELŐKEZELÉS HATÁSA AZ IFN-GAMMA 

TERMELÉSRE
IFN-GAMMA TITER (E/ml)

1000

100

10
0 10 100 1000 10000

IFN ELŐKEZELÉS (NE v. E/ml)

IFN-BÉTA—^ IFN-ALFA IFN-GAMMA



24/a ábra

KEVERT IFN PREPARÁTUMOK HATÁSA AZ 

IFN-ALFA TERMELÉSRE
IFN-ALFA TITER (NE/mlxlO3)

40

20
0 10 30 100 1000300

IFN-ALFA ELŐKEZELÉS (NE/ml)

О E/ml 1 10 E/ml 
300 E/ml

IFN-GAMMA ELŐKEZELÉS

30 E/ml
100 E/ml 1000 E/ml

24/b ábra
KEVERT IFN PREPARÁTUMOK HATÁSA AZ 

IFN-GAMMA TERMELÉSRE
IFN-GAMMA TITER (E/ml)

300

30
0 10 30 100 300 1000

IFN-ALFA ELŐKEZELÉS (NE/ml)

— О E/ml 1 -*- 30 E/ml10 E/ml 
300 E/ml

IFN-GAMMA ELŐKEZELÉS
100 E/ml 1000 E/ml
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