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TRODALMI ATTEKINTES
1. Az interferon fogalma és az interferonok osztilyozasa

Az interferon (IFN) fehérjetermészetﬂ anyag, amely a szerve-
zet természetes védekezd rendszérének resze. A szervezet sejtjei
IFN-termeléssel reagdlnak kilonféle hatdsokra. IFN kivalasztasat
stimulal jak virusok,.baktériumdk, idegen sejtek, idegen makromole-
kuldk és szamos egyeb vegylilet. Az interferonok nem direkt mddon
fejtik ki hatdsukat, hanem a sejteket késztetik U(jabb fehérjék
szintézisére, amelyek befolydsol jdk a virusszaporoddst, az immun-
rendszer mikodéseét, a sejtek szaporoddsdt és egyéb sejtfunkcidkat.

Az interferonok a sejtek kozott jelatvivo szerepef toltenek
be, egy szabdlyozé, un. cytokin hdldzathoz tartoznak. A cytokin
hdalézat physioldgids feladata, hogy a szervezet sejtjeinek mikodé-
set, differencidldéddsat és szaporoddsét szabdlyozza, és fert6zeés-
kor a szervezet védekezésének aktiv résztvevdjévé valik. A hdléza-
tot alkotd cytokineket lymphokineknek hivjdk, ha lymphocytédk, mono-
kineknek, ha monocytdk és macrophagok termelik. Egyes cytokineket
interleukinoknak is neveznek, amelyek a leukocytdk kozotti jeldtvi-
vG anyagok, és az immun- és gyulladdsos folyamatok medidtorai.
Eszerint az interferonok is cytokinek. A tobbi cytokintdl elkiloni-
td6, az interferonokat jellemzd legfontosabb tulajdonsdg a jelentds
széles - spektrumd antivirdlis hatds. Ezt a hatdst az interferon
specifikus, nagy affinitdsu receptorhoz vald kapcsolddast kovetden

fejti ki (Baron és Dianzani, 1972, Stewart, 1980).



Az interferon rendszer harom tipusba sorolhatd molekuldk
csalddja: a leukocyta, vagy IFN-alfa, a fibroblaszt, vagy IFN-béta
€s az immun-, vagy IFN-gamma (Pestka és Baron, 1980). Ezek a
tipusok termelddésik médjdban, antigenitdsukban €s egyes fizikoke-
miail tulajdonsdgaikban teérnek el egymdstdl.

A leukocyta IFN (IFN-alfa) termelésére tulajdonképpen vala-
mennyi maggal bird sejt képes, igy az immunrendszer sejtjei is (De
Maeyer, 1987). F0 fofrésai ennek az IFN-tipusnak a B lymphocytdk,
a 0 lymphocytdk és a macrophagok. Nagyon sokféle dgens szerepel
IFN-alfa -inducerként, igy a virusok, polinukleotidok, endotoxinok,
idegen sejtek, virussal fertézott sejtek, tumorsejtek és a baktéri-
umok kozil -elsbsorban intracelluldrisan szaporodok.

Az IFN-alfa nem egyetlen fehérje, hanem olyan molekulék‘ kevereke,
amelyek egy, vagy néhdny aminosavban kiilonboznek egymdstél. Tobb,
mint 25 szerkezetikben hasonld proteint, vagy glycoproteint tartal-

maz (Zoon, 1992). A kordbban IFN-alfa csalddba sorolt IFN-alfa .-t

II
Adolf (1987) ' javaslata alapjan, eltérd antigenitdsa miatt kiilon
IFN csalddnak tekintik, és IFN-omegdnak nevezik.

A fibroblaszt IFN (IFN-béta) termelésére az IFN-alfdhoz hason-
léan mindenféle sejt képes, a f6 sejttipusok, amelyekben keépz6dik
a fibroblasztok, epitélsejtek, myeloblasztok és lymphoblasztok.
Inducerei a virusok, polinukleotidok,‘az RNS- és fehérjeszintézist
gatlé anyagok. Az IFN-alfétdl eltérden egyféle IFN-béta molekula
ismeretes.

Az immun-IFN (IFN-gamma) termelése az antigén &ltal aktivalt

T sejtek specidlis funkcidja. Antigének és T sejt mitogének idézik



eld termelését. Az NK sejtek, azaz az LGL sejtek (Djeu €és mtsai,
1982, Young és Hardy, 1990) is termelnek IFN-gammét.

Az IFN-alfat és bétat I-tipusd interferonokként is emlegetik,
mivel sok kozos bioldgiai aktivitdssal és fizikokémiai tulajdonsag-

gal birnak, mig az IFN-gammat II-tipusd interferonnak is nevezik.
2. Az interferon-gének

Az 1980-ban tortént elsd kldénozdsuk 6ta (Nagata és mtsai,
1980) sok humdn leukocyta IFN gént kldnoztak és Jjellemeztek
restrikcids térkeépik, nukleotid szekvencidjuk €és kromoszdmalokdci-
0juk alapjan.

A huhén IFN-alfa géncsaldd 14 nem allelikus génbdl és 4 pszeu-
dogénbGdl 411 (Henco, 1985), és a 9-es kromoszdmédn helyezkedik el
(Owerbach és mtsai, 1981; Slate, 1982). Az IFN-omega génje 70%
homoldgidt mutat az IFN-alfa génekkel (Hauptman, 1985). Az IFN-bé-
tdt egyetlen gén kdédolja szintén a 9-es kromoszoman, kb. 45%
homoldgidt mutat nukleotid szinten a humén IFN-alfa génekkel
(Taniguchi és mtsai, 1980). Az IFN-alfa, béta és omega génekre
jellemz&, hogy intront nem tartalmaznak. Altaldban az IFN-alfa
gének nem kddolnak N-glykozilédcids helyet (Pestka, 1983), mig az
IFN-béta és az IFN-omega 1 génje hordoz N-glykozilacids helyet. A
humdn IFN-alfa és béta gének egy 18§ aminosavbol 4116 prefehérjet
kédolnak, amelyek a sejtbdl valé kijutds sordn 166 aminosavbdl
feléplild érett fehérjévé alakulnak. Az IFN-omega 1 gén 172 amino-

savbdl 4116 érett fehérje kdédjat hordozza (Dron és Tovey, 1991).



Az 1IFN-alfa gén fontos régidéja a “virus responsive element" (VRE),
amely felelds a gén virusok dltali.aktivdlhatdsdgdért (Weidle és
Weissmann, 1983).

A humdn IFN-gammdt egyetlen gén kddolja, ezt izoldltdk és
szekvencidjat is meghatdroztdk (Gray és Goeddel, 1982). A génben
hdrom intron és négy exon taldlhatd, ezek a 12-es kromoszéman
helyezkednek el (Naylor és mtsai, 1983; Taya és mtsai, 1982). A
kédolt polipeptid 166 aminosavbél dll, amelyek szekvencidjabdl két
glykozildcids Relyre lehet kovetkeztetni. A 20 kDa molekulasidlyd
fehérje egyik helyen, mig a 25 kDa-os fehérje mindkét helyen glyko-
zildlt (Rinderknecht és mtsai, 1984; Yip és mtsai, 1982). A fehér-
Jére Jjellemzd, hogy nagy mennyiségl bazikus aminosavat tartalmaz,
és ez oOsszefiggésbe hozhatd bioldgiai aktivitdsédnak savlabilis

voltdval (Devos és mtsai, 1982).
3. Az interferonok indukciéja, és az interferon-inducerek
3.1. Az IFN-alfa és az IFN-béta indukcidja

Az interferont a virusinterferencia jélenségének vizsgdlata
sordn fedezték fel (Isaacs és Lindenman, 1957). A virusok mindmdig
a legalaposabban tanulmdnyozott IFN-inducerek. Szinte az Osszes
dllati virusrél (mind az RNS, mind a DNS tartalmi virusokrdl)
leirtdk az IFN-t indukdld képességet in vitro és/vagy in vivo
korilmények kozott (Stewart, 1980; De Clercq, 1981; Ho, 1984). Az

IFN-alfa/béta termelése szinte dltaldnos jelenség a virusfertdzést



kovetdéen. A leghatékonyabb IFN-inducernek a duplaszdld RNS-t
(dsRNS)  tekintik. A dsRNS-t tartalmazé virusok koziil a Bluetongue
virusr6l (Reovirus csaldd) kimutatték, hogy emberi sejtkultdraban
magas titerd IFN termelését idézi eld (Jameson és Grossberg,
1979). Az egyszald RNS-t tartalmazé virusok kozott az influenza
virus Jol ismert, hatékony inducer, hiszen Isaacs és Lindenmann az
interferon els6 leirdsa sordn ezt a virust haszndlta inducerként
csirkesejtekben. - Human monocytak in vitro influenza A virussal
fert6zve IFN-alfat -produkdlnak (Roberts és mtsai, 1979). A
paramyxovirusok kozé tartozé Sendai virusrél Gresser (1961) irta
le elstként, hogy emberben IFN termelést képes kivaltani. A
Newcastle ' disease virus (NDV) széles korben alkalmazott
IFN-inducer. Az NDV szaporoddsa sordn keletkezo duplészélé RNS
szakasz felelds az IFN-t indukdld képességért (Marcus €és mtsai, -
1983). A vesicular stomatitis virus (VSV, Rhabdovirus csaléd)
esetében is kimutattdk a dsRNS replikdcids intermedier szerepét az
IFN indukcidjdban (Marcus és Shekellick, 1980).

A DNS tartalmi virusok interferont indukdld hatdsa is sok
forrésbdl ismeretes. Az adenovirusok csirke sejtekben indukdlnak
IFN-t (Béladi és Pusztai, 1967). A human cytomegalovirussal és
varicella-zoster virussal fert6zott sejtek IFN-t termelnek (Véczi
és mtsai, 1965). Rasmussen és munkatdrsai a Herpes simplex virus
IFN-indukdld hatdsadrdl irtak (1974). A DNS tartalmd virusok eseté-
ben az indukcidert felelds stimulus mibenléte nem tisztdzott.
Egyes ONS-virusok szaporoddsa sordn kimutattak dsRNS koztitermé-

ket, de mdsok esetén ez nem volt megfigyelhetd.



A szintetikus duplaszdld RNS polimerek nagy hatékonységgal
indukdlnak IFN-alfdt és bétat, pl a poli-rI-rC (Field és mtsai,
1967). Ez is aldtdmasztja a dsRNS jelentdségét az IFN-indukcidban.

A dsRNS-en kivil egyeb virusalkotdk is képesek IFN-t indukdl-
ni, pl a Herpes simplex virus és az NDV antigénjei (Capobiancti és
mtsai, 1985), és a Sendai virus glycoproteinjei egér lépsejtben
indukdlnak I tipusd IFN-okat (Ito és mtsai, 1978).

A virusokon.kiviil egyéb mikroorganizmusok is indukdlnak inter-
feron termelést, igy baktériumok, gombdk és protozoonok. Sok bakteé-

riumrél leirtak ezt a képességet, koztik a Corynebacterium parvum-

r6l (Kirchmer és mtsai, 1979) és a Listeria monocytogenes-rol

(Nakane és Minagawa, 1981).

A bakteridlis endotoxinok fdleg macrophagokban vdltjadk ki IFN
termelését. Ezt a rendszert leginkdbb egerekben vizsgdltak.
Az intracelldléris parazita rikettsidk, a mycoplasmdk, a protozoo-

nok kozil a Toxoplasma gondii, Plasmodium berghei, Trypancsoma

cruzi és Plasmodium falciparum a fontosabb nem virdlis fertdzo
dgensek, amelyekrdl kimutattdk, hogy IFN-alfa/béta képzodését

idézik eld (Ho, 1984; De Maeyer és De Maeyer-Guignarde, 1988).

3.2. Az IFN-gamma inducerei

Az IFN-gammdt produkdlé sejtek spektruma szik, a T lymphocy-
tdkra -és az NK sejtekre korldtozddik. Akkor termelddik, ha ezek a
sejtek aktivalddnak kilsd dgensek hatdsdra, €s sok endogen faktor

is reguldlja az IFN-gamma termelését (Billiau és Dijkmans, 1990).



Tehat ezek a lymphocytdk IFN-gammat termelnek valaszként mitogének-
re és olyan bakteridlis és virdlis antigénekre, amelyekkel szemben
mar szenzitizdlddtak, allogén sejtekre és lymphocytdk felszini
antigénjei elleni ellenanyagokra (Epstein, 1982). A legfontosabb
fizioldgids stimulus tehdt a specifikus antigén olyan sejtek eseté-
ben, amelyek hordozzdk a megfeleld receptort. Ez az antigén lehet
virdlis eredetd, pl.a herpes labialisban szenvedd betegek macro-
phag és lymphocyta kulturéjéban a HSV antigén hatdsdra IFN-gamma
termelést észleltek (valle é&s mtsai, 1975). Blackman és Morris
(1984) Semliki forest virussal (SFV) immunizdlt &llatok lymphocytd-
inak IFN-gamma termelését irtdk le SFV antigén hatdsdra.
Bakteridlis antigének hatdsdra is megfigyeltek IFN-gamma

produkcidot. A Streptococcus pyogenes M proteinjének egy peptidfrag-

mensét IFN-gamma inducernek taldltdk (Baron és mtsai, 1985). IFN-
gamma képzOdik mycoplasma-stimulusra human lymphocytdkban (Cole,
1983) és rickettsia hatdsdra egerekben (Turco, 1983). Egér lépsej-

tek IFN-gammdt termelnek, ha Escherichia coli lipopoliszachariddal

(LPS) stimuldljdk (Blanchard és mtsai, 1985). Green és mtsai
(1969) tuberkulin PPD-vel, tisztitott tetanus toxoiddal és diphthe-
ria toxoiddal valtottak ki immunizdlt donorok lymphocytdiban IFN-
gamma termelést. Youngner és Salvin (1973) kimutatta, hogy BCG-fer-
t6zott egerek specifikus antigén (alt-tuberkulin) hatdsdra IFN-gam-

mat termelnek. A hdvel eldlt Listeria monocytogenes T-sejt-macro-

phage " keverékben IFN-gamma termelését vdltja ki (Nakane és Minaga-
wa, 1981).

A tumorantigének is lehetnek IFN-gamma inducerei. Bursuker és



Pierce (1990) megfigyelései szerint in vivo tumor-szenzitizalt
egerek T sejtjei IFN-gammdt termelnek in vitro djbdli stimuldlds
eredményekent.

Az aspecifikus vagy poliklondlis mitogének hatdsdra bekovetke-
z6 1IFN-gamma termelésrd8l el6szor Wheelock szamolt be 1965-ben,
amikor Phytchaemagglutinin (PHA) kezelésre az addig ismert virus
indukdlta IFN-t81 eltérd tulajdonsagd IFN keletkezését irta 1le

lymphocytédkban. A PHA-t Phaseolus vulgaris-bél nyerik, human

lymphocyta kulturdban sejtmegnagyobboddst és mitotikus aktivitést
valt ki, -IFN-gamma termelést idéz eld (Friedman és Cooper, 1967).

Egyéb ndvenyi lektineket, igy a Lens culinaris-bdl kivont lentil

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

nyert Concanavalin A-t (Con A) is alkalmazzdk IFN-gamma inducere-
ként.

Egér 1lépsejtekben Johnson és mtsai (1977) a Con A és a PHA
mellett bhatdsos.IFN-gammdt indukdld mitogénnek taldlta a Staphylo-

coccus aureus A torzs hBstabil, vizoldékony toxinjdt, az entero-

toxin A-t. Osborn (1979) ennek az inducernek a felhaszndldsdval
nagy mennyisegben tudott egér IFN-gammat termelni.

Goldfarb és Herbermann (1981) a phorbol vagy diterpén észterekrél
1eirta,. hogy a leghatdsosabb tumorpromoterek, amelyek ©Onmagukban
nem karcinogének, de mds karcinogén anyagok hatdsdt fokozzék.
Hatdsaik kozé tartozik a T lymphocytdk aktivdldsa. A TPA-t (tumor
promoting agent) vagy masként PMA (12-phorbol-13-myristate-aceta-
te)-t Yip és mtsai (1981/a) periférids mononukledris sejtekben

IFN-gamma inducernek taldlték. Megfigyelték, hogy a mezerein,



"amely a TPA-hoz hasonld szerkezetl diterpén észter, hatdsaban meg-
egyezik vele. A TPA-val vald eldkezelés fokozza a PHA-val, vagy
egyéb mitogénnel indukdlt IFN-gamma produkcidot (Yip és mtsai
1981/b). A Con A és PMA egyiittes IFN-gammdt indukéld hatdsat irta
le Reem és Yeh (1984). Siggens és mtsai (1985) a mezerein és mito-
gén kombindlt alkalmazdsakor az IFN-gamma mRNS szint noOvekedését
figyeltéek meg. Az IFN-gamma gén mitogén dltali aktivdldsa fehérje-
szintézistdl fliggetlen volt, a mezerein hatdsdra bekdvetkezd IFN-
termelés fokozdsat a fehérjeszintézis gdtldsa megszintette.

Az A 23187 alacsony molekulatomegl kdlcium ionophore, amely a
T sejtekre mitogén, és IFN-gamma termelést indukdld képessegerdl
Dianzani -és mtsai 1980-ban szdmoltak be . A TPA ezzel a mitogénnel
egylitt adva is fokozza az IFN-gamma produkciét humdn periférids
lymphocytdkban (Braude, 1983). Antonelli és mtsai (1988) is azt
mutattak ki, hogy az A23187 és é phorbol észterek szinergizal jak
egymds IFN-gamma.termelést eldidézd aktivitdsat lymphocytakban.

Mitogénként hatnak a T sejtekre az antilymphocyta savdk,
illetve a T sejt felszini determindnsai elleni ellenanyagok. E1&-
szor Falcoff (1972) irta le, hogy a specifikus antilymphocyta
globulinok pH 2 érzékeny IFN termelésére késztetik a humén lympho-
cytdkat. Az OKT3 monoklondlis ellenanyag szintén T sejt mitogén |,
minden periférids T sejttel reagdl, és monocytdk Jelenlétében
IFN-gamma termelést vdlt ki, amit a TPA szintén fokoz (Chang és
'mtsai,-l982).

Dianzani és mtsai 1979-ben leirtdk, hogy galaktézoxiddz enzim-

mel IFN-gamma indukdlhaté human  lymphocytékban. Az IFN-gamma
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indukcid receptorai galaktdéz maradékot tartalmazé glycoproteinek
lehetnek (Dianzani és mtsai, 1980).

Vitatott az interleukin 2 (IL-2) IFN-gamma termelést kivalto
képessége. A lektint é&s IFN-t nem tartalmazd humdn IL-2 humdn
periféridas T lymphocytdkban nagy mennyiségl IFN-gammdat indukdlt. A
Con A szuboptimdlis dézisdval szinergismusban fokozta az IFN~-gamma
produkcidt (Kasahara és mtsai, 1983).‘Nem stimuldlt humén periféri-
ds lymphocytékban (Vilcek, 1985) és tisztitott humén T sejt prepa-
rdtumban (Le, 1986) IL-2 hatdsdra bekovetkezd IFN-gamma termelés-
r6l szdmoltak be. Handa és mtsai (1983) figyelték meg, hogy IL-2
jelenléteében tenyésztett egér NK sejt kldnok jelentds NK-aktivitds-
sal birnak, és IFN-gammdt termelnek. Yamamoto (1982) IL-2-vel
kezelt egér lépsejtekben figyelt meg IFN-gamma képzOGdést. Reem és
Yeh (1984) az IL-2 IFN-gamma produkcidt moduldlé szerepét hangsu-
lyozza. Az IL-2 tisztitott T sejtekben fokozza az IL-2 receptor
kifejezddését é€s az IFN-gamma termelést. Croll és Morris (1986)
szerint mitogén Hhidnydban az IL-2 kevés IFN-gamma fermelést valt
ki leukocytdkban, ami a mitogénindukcid nélkil is Jelenlevd Kkis
szami IL-2 receptor pozitiv sejteknek tulajdonithats. Az IL-2
kotddest és IL-2 receptor kifejezO0dését gdtlé dexamethason és
anti-Tac ellenanyag gdtolta az IFN-gamma termelddését.

A T 1lymphocytdk antigénnel vald stimuldldsa akcesszorikus
sejtfunkcidt igényel, MHC II restrikcidé alatt &ll1, és antigénspeci-
fikus. Ebben a tekintetben az IFN-gamma termelés a tobbi T sejt
funkcidhoz hasonlit (Williams és mtsai, 1984; Morris, 1988). Az

IFN-gamma gén aktivdldéddsa a lymphocyta stimuldcidé elsGdleges
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eseménye. Az IFN-gamma keletkezése megeldzf IL-2 termeléstdl és
IL-2—~IL-2-receptor kotddéstdl figg. Ugyanigy a mitogének ¢és az
IL-2 4ltal kivdltott IFN-gamma indukcidhoz akcesszorikus sejtek
szikségesek, macrophagok vagy dendritikus sejtek; az akcesszoérikus
sejtfunkciéhoi a_ HLA Dr rendszer integritdsa ¢és IL-1 termelés
igényelt (Le és mtsai, 1985). Az akcessiorikus sejtek Fc receptora-
ik révén a T3 komplex-szel vald keresztkotések kialakitdsdval és
IL-1 kivalasztéssal vesznek részt a T sejtek aktivaldsdban. Az
IL-1 az IL-2 hatédsat tdmogatja. A TPA helyettesiti az akcesszori-
kus sejtfunkcidt a T sejt aktivdldsdban, ugyanazon mechanizmus
alapjdn hatnak (Palacios, 1985). A TPA a proteinkindz C ismert
aktivdtora . (Palacios, 1985; Antonelli, 1988). Az akcesszdrikus
sejtek hatdsdra stimuldldédik a diacilglicerol szintézis; és novek-
szik a T sejtekben a Ca2+ koncentfécié, ez aktivdlja a .proteinki-
naz C-t. A mitogének elsé mérhetd hatdsainak egyike a citoszol
szabad Ca2+ koncentrécidjanak fokozdddsa (Allwood, 1971; Tsien és
mtsai, 1982). Az A23187 noveli a membranok Caz+—permeabilitését
(Akerman és Andersson, 1984). Antonelli és mtsai szerint (1988) a
TPA és Caz+—ionophore utdnozzadk az antigén v. mitogén indukdlta
jelet, ¢és ezzel a T lymphocytdk aktivalddasanak korai lépéseit, és
ebben nemcsak a proteinkindz C aktivalddasénak, hanem a Ca-calmodu-

lin rendszernek is szerepe van.
4. Az interferonok receptorai

Az interferonok hatdsaikat fajspecifikus sejtfelszini recep-
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torokon keresztil fejtik ki. Az IFN receptoroknak két tipusa léte-
zik. Az -egyik az I tipusd IFN-okkal lép kolcstnhatdsba, a mdsik
pedig a II tipusd IFN-pal (Branca és Baglioni, 1981.). Ezért az
IFN-alfdt, bétat és omegdt kotd receptorokat I tipusd receptornak
hivijdk, a mdsikat II tipusinak. Az IFN—alfa‘és beta kozott fennal-
16 strukturdlis homoldégia magyardzza, hogy egyforma receptorkotd
doménjik van, és kozds receptort haszndlnmak. A kilonféle IFN-alfa
altipusok eltérnek a feceptorhoz valé kotodésik affinitdsa tekinte-
tében, pl. a humdn IFN-alfa 1 kisebb affinitdssal kapcsolddik a
humdn sejtekhez, mint az alfa 2 altipus (Aguet és mtsai, 1984).

Matematikai kalkuldcidk alapjdn a sejtek felszinén taldlhatd
IFN receptorok szdma 103 nagysdgrendben van, egyéb aktivdtor mole-
kuldkhoz hasonlitva ez kis szam. Peldakeéppen: a humdn leukocyta
IFN Daudi sejteken 4200/sejt receptorhoz kitddhet (Mogensen és
mtsai, 1981), a rekombindns IFN-alfa 2 B sejteken 444 Kkiotdhelyet
taldl (Hannigen és mtsai, 1986). A rekombindns IFN-gamma monocytd-
kon 4000 (Finbloom és mtsai, 1985), T sejteken 500 kotohelyhez
kapcsolddhat (Faltynek, 1986).

Mindkét tipusd IFN receptor génjének kromoszomalokdcidja
ismert. Az I tipusd IFN receptor génje a 21-es kromoszoman taldlha-
té (Tan ésnmtsai, 1973; Slate és mtsai, 1978). A humdn IFN-gamma
receptordnak génje a 6é-os kromoszomdra lokalizdlddik (Rashidbaigi
és mtsai, 1986; Kung és Bekesi, 1986). Megfigyelték azonban, hogy
a human IFN-gamma aktivitdsdnak kifejtéséhez a 6-o0s kromoszéma
dltal nyudjtott fajspecifikus receptoron kiviil a 21-es kromoszéma

dltal meghatdrozott szintén fajspecifikus transzducer is szikseé-
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ges, amely a receptorhoz vald kotddés hatdsdra kialakuld bioldgiai
vdlaszt serkenti (Jung és mtsai, 1987).

Ujabban klénozték a humdn I tipusu receptor mRNS-ének megfeleld
cDNS-t  (Uze és mtsai, 1990), ez egy 63485 dalton molekulatomegl
fehérjét kddol, ami JelentGsen kisebb a kordbban kdzolteknél
(110-160 kDa, Pestka, 1986). Az eltérés a fehérje glykozilaltsaga-
b6l eredhet, hiszen 15 lehetséges glykozildldsi hely taldlhatd
rajta. A klénozott réceptor segitségével az IFN-alfa és béta vala-
mennyli bioldgiai aktivitasa nem vélthats ki, felmeril egyéb eset-
leg fajspecifikus faktorok sziikségessége (Mariano és mtsai, 1992).
Aguet és mtsai (1988) elvégezték az IFN-gamma receptordnak kldnozda-
sdat és expresszidjat. Megdllapitottédk, hogy a receptor fehérje 489
aminosavbdl épiil fel, és 17 aminosavnyi szignélpeptidet‘hordoz. A
nativ IFN-gamma receptort tisztifotték és Jellemezték: .a kb. 90
kDa molekulatomegl proteinldnc, extracelluldris, transzmembrédn és
intracelluldris doménekkel rendelkezik. Az extracelluldris rész
protedzokra ardnylag rezisztens, a sejten belilli rész pedig érzé-

keny (Stiiber és mtsai, 1992).
5. Az interferonck hatasai

Bar az IFN-alfa,-béta és agamma kiilonboznek egymastdl az indu-
- kélé dgensek és molekulaszerkezetiik tekintetében, hatdsaik terén
azonban sokban megegyeznek. Ezek az antivirdlis &llapot indukcid-
ja, antiproliferativ (sejtszaporodast gatlo hatés), macrophagok

aktivdldsa a tumorsejtek és mikrobdk elpusztitdsdra, az NK sejtek
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aktivitdsanak serkentése és az MHC antigének kifejezddesének foko-
zdsa. Ezen hatdsok nagy része a nemspecifikus védekezést képviseli
a szervezetben, kivéve a T sejtek dltal termelt IFN-gamma specifi-
kus antigén hatdsdra, mégis mindhdrom IFN fontos immunreguldld
anyag, mivel kifejezett hatdssal birnak a specifikus immunvdlasz-

ban résztvevd T sejtekre.
5.1. Az interferbnok hatasmechanizmusa

Az IFN-ok hatdsaikat oly modon fejtik ki, hogy a célsejt
IFN-receptorahoz vald kotddés dltal egy jelatvivdo rendszer 1ép
mdkodésbe, - amely a sejt magjdban tcbb gén gyors és atmeneti induk-
ci6)at, mig mdsok gadtlasat eredményezi. Az I tipusd IFN-ok €s az
IFN-gamma 4l1tal indukdlt gének kﬁlﬁnbﬁznek egymastdl, de a&dtfedés
is megfigyelhet. Weil és mtsai (1983) leirdsa szerint ugyanazon
antivirdlis aktivitdsu IFN-alfa/béta és IFN-gamma hatdsgra T 21
sejtekben 12, a kezeletlen sejtekben nem jelenlevd fehérje termeld-
dik, ezekbdl 6 csak az IEN—gamma kezelésre jelenik meg.

A jelatvitelnek tobb reakcidutjat vizsgdltdk a kiilonbozd enzi-
mek mikodését gdtls szerek és mutdns sejtvonalak alkalmazdsdval.
Bizonyitott a diacyl-glycerol (DAG) koncentrdcidjdnak &tmeneti,
gyors novekedése IFN hatdsdra. A DAG forrdsa lehet a Daudi sejtben
az inozitol-foszfdt (Yap, 1986), a foszfatidilkolin a Hela sejtek-
ben (Pfeffer és mtsai, 1990), vagy az arachidonsav a foszfolipaz
A2 aktivitdsdn keresztil a 3T3 egér sejtekben (Hannigan és Willi-

ans, 1991).
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A jelétvivé'rendszer kdvetkezd tagja a protein kinaz C (PKC),
hiszen a DAG aktivédtora ennek az enzimnek. A PKC tobbféle izoforma-
jJa kdzul a PKC tdnik fontosnak az IFN-alfa bioldgiai hatédsdnak
kialakuldsaban (Pfeffer és mtsai, 1991).

Az 1 tipusi. IFN-ok hatdsara aktivalddik az IFN-stimuldlta gén-
faktor 3, az ISGF3 (Dale és mtsai, 1989). Az IFN-gamma esetében
nem taldltdk meg ezt a faktort (Michael és Larner, 1992). Az ISGF3
a sejt magjdba vandorol, ahol a DNS-en az IFN-stimuldlta response
elemekhez (ISRE) kapcsolddik, amelyek az IFN reguldlta gének koze-
lében taldlhatdk. Az IFN-gamma egy gamma-aktivdlta faktor (GAF)
révén a magban a DNS gamma-aktivdlta szekvencidjahoz (GAS) kapcso-
16dik, ami a guanildt kot6 fehérje (GBP) génjének része. Ez a GAS
nem azonos a génhez tartozd ISRE-vel (Stark és Kerr, 1992).

Az IFN-aktivdlhatd gének dltal kodolt mRNS-ek trénszléciéja
soran keletkeznek az IFN—indukélhafé feher jék, ezek szdma meghalad-
Ja a 30-at. Az IFN-nal kezelt sejtekben indukdlt fehérjék kozil
mutat be néhdnyat az I. téblézat (Sen és Lengyel, 1992).

Az interferonok bioldgiai hatdsait a II. tdblazat foglalja

ossze (Borden, 1992).
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INTERFERONOK HATASARA TERMELT FEHERJEK

Elnevezés

Funkcio

(2'-5")(A) synthetase

p68 Kinase

Indolamine 2,3-dioxygenase
Mx

MHC I. osztaly

MCH TII. osztédly
f,-Microglobulin

IcaM 1%

(2'-5')(A)n szintézis
Fehér je phosphoryldlésa
Tryptophan degradacid
Influenzavirus ellenes hatds
Immunvdlasz regulacidja
Immunvélasz reguldcid)ja
ImmunVélasz moduldlasa

Immunvalasz moduldalasa

* Intracellular adhesion molecules
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IT. tablazat
INTERFERONOK HATASAI

Mikrobaellenes hatds

RNS virusok

ONS virusok

Intracelluldris egyéb pathogenek
Sejtproliferscid ‘gatlas
Differencidlédds fokozds
Enzim indukcid

2’—5;¥d1igoadenylsav synthetase

Protein kinase

Indolamine 2,3-dioxygenase
Felszini antigen-expresszid fokozas

MHC I és II osztdly™
Effektor-sejt aktivitds fokozas

T sejt, NK sejt

Monocyta
Macrophag aktivitds fokozas

Toxikus oxygenmetabolitok

Monokin termelés

* Az alfa- és béta-IFN csak az MHC I expressziét fokozza
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5.2. Az interferonok antimicrobidlis hatdsai

Az IFN-ok aktivitdsai kozil az antivirdlis dllapot létrehoza-
sa a legjobban jellemzett. Minden virus szaporoddsa gdtolhatd IFN-
nal kisebb-nagyobb mértékben. A virusok eérzékenyek az IFN hatdsdra
a replikdciojuk kiilonbozd szakaszaiban. Ezek a szakaszok: a penet-
racié, az "uncoating", a transzkripcid, a transzlacid, az Osszeépli-
lés, az érés és a kijutds a sejtbol.

A penetrdcié gdatldsat csak a VSV esetében <figyelték meg
(Whitaker-Dowling és mtsai, 1983). Az "uncoating" gdtldsat Aboud
és mtsai irtdk le egér leukémia virussal kapcsolatosan (1980).
Trénszkripcié-gétlést keveés esetben ideéz €16 az IFN. A polimeréaz-
zal 'bird RNS virusok koziil a VSV transzkripcidjdnak IFN-alfa/béta
altali es ennél enyheébb IFN-gammdval torténd gdtldsat tapasztaltak
(Ulker és Samuel, 1983; Belkowsky és Sen, 1987). Krug és mtsai
(1985) szerint az influenza virus genomjdnak a virionnal asszoci-
alt polimerdz dltali primer transzkripcidjat az IFN az Mx protein
"révén gdtolja egérben. Pavlovic és mtsai (1992) jelentSs mértekd
gatlast figyeltek meg az influenza virus RNS-transzkripcidjdban az
IFN-indukalta Mx1 protein hatdsara.

Ez az egérben leirt Mxl fehérje az IFN-alfdval, vagy bétdval
kezelt sejtek magjdban akkumuldlddik. Az IFN-gamma gyenge inducere
az Mxl fehérjének. Emberben az Mxl proteinhez hasonld MxA és MxB
fehérjék szintetizdlddnak az I tipusd IFN-ok hatdsdra, €s ezek a
fehérjék a citoplazmdban taldlhatdk (Aebi és mtsai, 1989). Az MxA-

rél kimutattédk (Staeheli és Pavlovic, 1991), hogy gatolja a VSV
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mMRNS szintézisét , ami a cytoplazmdban zajlik le. Az MxA fehérje
az influenza virus szaporoddsdt (transzkripciéja a magban torté-
nik) is képes gdtolni, tehdt itt feltételezhetSen nem a transzkrip-
cioét befolydsol ja.

Az Mx fehérjékhez hasonld az élesztdben azonositott Vps 1p
fehérje (Rothman és mtsai, 1990), és a mikrotubulusokkal asszoci-
dlt D100 dynamin (Obar és mtsai, 1990), és ezekre mind jellemz8 a
GTP koto képesség. A két utdébbi protein fontos szerepet jatszik a
fehérjék intracelluldris mozgdsdban, az Mx proteinek hatdsai 1is
feltételezhet8en hasonlé aktivitdsnak kdszdnhetok.

A virusok transzldacid)at befolydsolé IFN-ok 4ltal indukalt
enzim a 2"-5' oligo-adenilsav szintetdz (2'-5'A synthetase). Ezt
az enzimet az IFN-alfa és IFN-béta sokkal hatékonyabban indukilja,
mint az IFN-gamma (Verhaegen—Lewalle és mtsai, 1982). Az enzimet
dsRNS aktivdlja, és a 2'-5'A szintetdz ATP-bGl 2'-5' kapcsoldaddsu
oligomereket szintetizdl, a +trimerek a leggyakoribbak. Ezek a
2'-5"'A-nak nevezett oligomerek aktivdlnak egy endogén endoribonuk-
ledzt, az RN-dz-L-t. Ez az enzim egyszdlu virus vagy sejt eredeti
RNS-t bont, ezdltal a virusszaporodds gatlédik (Hovanessian és
mtsai, 1979). Bebizonyosodott azonban, hogy a 2-5A reakcidit sze-
lektiv az antivirdlis &dllapot létrehozdsa tekintetében, mivel csak
a picornavirusok replikdcidjédnak gatldsa korreldl egyértelmien a
2-5A szint emelkedésével (Chebath és mtsai, 1987).

A proteinkindz reakcidut szintén felelds a virusok transzléci-
Gjdnak gatldsdért, és az IFN-kezelt sejtekben dsRNS jelenlététol

figg. Ez a proteinkindz (Pl) az eukariota sejtekben a fehérjeszin-
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tézis elF2 inicidciés faktordnak aifa alegységet foszforilal)ja,
ezdltal gdtolja a fehérjek szintéziseét (McNair és Kerr, 1992). Az
IFN-indukdlta antivirdlis 4llapotban betoltdtt szerepére vildgit
ra az 1is, hogy igen sokféle virus rendelkezik olyan eszkozokkel,
amelyek kivédik a Pl1/elF-2 proteinkindz hatdsdt: az adenovirusok
és a humdn immundeficiencia virus (HIV-1) olyan RNS-t produkdlnak,
amely blokkolja az enzimaktivitadst; a reovirusok €s a vaccinia
virus protein terméke megkcti az enzimet aktivalé RNS-t, a -polio-
virus esetében. ez - a fehérje a kindz degraddldsat idézi eld, az
influenza - virus egy sejfehérjét haszndl fel a kindz gdatlésara
(Samuel, 1991).

A virusszaporodds kovetkezd szakaszai, amelyeket befolydsol
az IFN, az a virus Osszeépiilés, érés és kijutds a sejtbdl. A retro-
virusokkal krdnikusan fert6zott sejtekben IFN hatdsdra RNS-ben
defektiv virusok akkumuldléddsdt figyelték meg. Rendellenesnek
taldltak a kilonféle virusfehérjék beépilését az érett virionba
(Billiau és mtsai, 1976; Pitha és mtsai, 1980). Rekombindns IFN-al-
fa és IFN-béta hatdsdra blokkolddik a HSV1 virion Osszeéplilése
(Chatterjee és mtsai, 1985).

Az I eés II tipusu IFN-ok kiilonboznek egymdstdl antivirdlis
hatdsuk mechanizmusa tekintetében, ezt mutatjdk Rubin és Gupta
(1980) megfigyelései, mely szerint az I tipusd IFN-ok a VSV és EMC
virusok szaporoddsat erdsebben gdtoljak, mig a reovirusok €és a
vaccinia virus a II tipusd IFN-nal szemben mutattak nagyobb érzé-
kenységet. Az IFN-gamma receptorral nem rendelkezd mutdns egerek-

ben a korai védelem a vaccinia virussal szemben csokkent mértékd
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volt, azonban a VSV fert6zés menete vdltozatlan maradt (Huang és
mtsai, 1993).

A kétféle IFN-tipus eltérd antivirdlis mechanizmusa okozhat-
Ja, hogy egylttes alkalmazdsuk sordn gyakran figyeltek meg sziner-
gista hatdsfokozdddst. Czarnecki és mtsai (1984) human melanoma
sejtekben HSV1 szaporoddsdnak gdtldsa sordn megfigyelték, hogy az
IFN-alfa és IFN-béta .antivirdlis hatdsat fokozta az IFN-gamma.
Fleischmann és .mtsai (1979) egér sejtekben (L-sejt/Mengo virus)
irték le az IFN-béta és IFN-gamma szinergista antiviradlis aktivita-
sat. A protektiv hatds a vdrhatd additiv aktivitdsndl 5-20-szor
nagycbb wvolt. A human cytomegalovirus plaqueformdld képességét és
a virusprodukcidét humdn embrid fibroblaszt tenyészetben gdtolta az
IFN-alfa, erfsebben az IFN-gamma, €s a kombindlt alkamazdsuk szi-
nergizmust eredményezett.

Az 1IFN-ok a virusok szaporodasan kivil a baktériumok €s a
protozoonok szaporoddsdt is gdtoljdk. Sokféle baktérium kivaltja
IFN termelddését, és vizsgdltdk annak szerepét a fertdzés kivédése-

ben. A Streptococcus pneumoniae fertozés lekiizdésében direkt vagy

indirekt mdédon az M protein 4ltal indukdlt IFN-gamménak jelentds
szerepet tulajdonitanak (Baron és mtsai, 1985). Az IFN-gamma recep-
tor nélkiili mutdns egerekben bizonyitottak az IFN-gamma dontd sze-

repét az intracelluldris parazita Listeria monocytogenes elleni

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

nel biré egerekben a Mycobacterium bovis szubletdlis ddzisa

10-100-szoros mortalitdst okozott a vad tipusu egerekkel ©Osszeha-
sonlitva (Dalton és mtsai, 1993). Az IFN-gamma gdtolja a Chlamydia

trachomatis szaporoddsdt HEp-2 sejtben (Shemer és Sarov, 1985).
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Egyre tobb a bizonyiték arra, hogy az interferonok szerepet
Jdtszanak a szervezet protozoonok elleni védelmében. A malaria kor-

okozéjdnak (Plasmodium berghei) fejlodését mdjsejtekben in vitro

 gdtolni lehetett IFN-gammdval (Schofield és mtsai, 1987). Az endo-
gen es exogén IFN-gamma fontos szerepet tolt be a Trypanosoma
cruzi fertdzés kivédésében (Silva és misai, 1992). A JToxoplasma
gondii szaporoddsdt az IFN-gamma az intracelluldris triptoféan

degraddcidja révén korldtozza (Pfeffer, 1984).
5.3. Az interferonck antiproliferativ hatdsa

Az IFN-ok elsd kdzolt nem antivirdlis aktivitdsa a sejtszapo-
rodasgdtlds (Paucker, 1962). Sejtkulturdban az interferbnok norma-
lis és malignus sejtek szaporoddsat egyardnt képesek gatolni. En-
nek az aktivitdsnak nem tisztdzott a mechanizmusa. Az I tipusud
IFN-ok befolydsoljdk a sejtciklust, prolongdlni tudjék egyes fazi-
sait. A kritikus lépés a nyugalmi dllapotbél a mitotikus fézisba
vald dtmenet. Az IFN-alfa hatdsdra melanoma sejtek GO/Gl fdazisbdl
az S fazisba vald atmenetének sebessége csokken, és az S fdzis is
meghosszabbodik (Creasey és mtsai, 1980). A kumulativ hatds néhdny
sejtgenerdcié utdn cytosztatikus és cytocid. Resnitzky (1992) sze-
rint a sejtciklus GO/Gl fazisban vald blokkoldsa Osszefiiggésben
van azzal, hogy az IFN-ok gadtoljék a retinoblasztoma protein fosz-
forilacidjat, és redukdljék a c-myc onkogén expresszidjat.

A mechanizmust illetden vannak bizonyitékok a 2-5A rendszer

szerepére, de nem egyértelm( a korreldcid a sejtekben a 2-5A szint
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€s az antiproliferativ hatds kézott (De Maeyer és De Maeyer-Guig- -
nard, 1988). Az IFN-gamma antiproliferativ hatdsa szoros osszeflig-
gésben van az adott sejtben az indolamin-2,3-dioxigendz enzim indu-
kdlhatdsdgdval. Ez az enzim a triptofdn lebontdsa révén érheti el
a sejtndvekedés csokkenését (Ozake és mtsai, 1988). Tibb emberi
eredetd malignus sejtvonalon leirtdk, hogy a rekombindns IFN-gamma
antiproliferativ aktivitdsat a tépfolyadékhoz adott triptofén erd-
sen csokkentette (De la Maza és Peterson, 1988). In vivo is megfi-
gyelték a triptofan lebomldsdt IFN-gamma kezelés hatdsdra, az IFN-
alfa ilyen hatdst nem vdltott ki (Byrne és mtsai, 1986).

Rubin és mtsai (1983) osztdlyoztsk a kilonféle sejtvonalakat
aszerint, .hogy mennyire érzékenyek az IFN-alfa eés az IFN-gamma
antiproliferativ hatdsdra: pl. a Daudi sejt IFN-alfiara érzéke-
nyebb, mint IFN-gammdra, amire a HelLa és az U amnion sejt reagdl
erdsebben, és mindkettdre gyengén érzékeny a MOLT4 sejtvonal.
Tehét bar sok tumorsejt érzékenyebb az IFN-anticelluldris hatasd-
ra, mint a normalis sejtek, de ez sem altaldnosan érvényes, mert
vannak meglehettsen rezisztens daganatsejtek is.

A tumorsejtek differencidldddsdt is befolydsoljdk az interfe-
ronok gyakran oly mddon, hogy mds differencidldddsra haté dgenssel
egyutt hatva potencidljék azok differencidlddast gdtlé vagy serken-
t6 hatdsat. A HL60 humdn promyelocyta leukaemia sejtvonal differen-
cidléddsdat az IFN-alfa €s béta egyediil nem indukdlja,de mds kémiai
inducerek hatédsat (TPA, retinolsav) stimuldlja (Tomida.és mtsai,

1982).
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5.4. Az interferonok sejtfelszini molekuldkra kifejtett -

hatdsa

A sejtfelszini antigének expresszidjdra gyakorolt IFN-hatds
azért Jjelentds, mert ezek a membranelemek fontos szerepet toltenek
be a sejtek kozott a direkt kontaktus kialakitdsdban és a sejtek
aktivdlasdnak kezdeti fazisdban.

| A hisztokompatibilitdsi (MHC) antigének fontos tényezdk sok
immunoldgiai reakcidban. Az MHC I osztalydak minden szomatikus
sejten eldfordulnak, a célsejtek cytotoxikus T sejtek dltali felis-
meréseben jdtszanak szerepet. Az MHC II osztdlyd antigének B lym-
phocytakon, Langerhans sejteken,.dendritikus sejteken, aktivalt T
sejteken és macrophagokon taldlhatdk. A B sejt/T sejt-macrophag
kolcsonhatdsban és az antigénprezentdldsban van szerepiik.

Mindkét IFN tipus fokozza az MHC I osztdlyd antigének kifeje-
z0dését igen sokféle sejten. Az IFN-gamma még hatékonyabban fokoz-
za az MHC I osztdlyd antigének expresszidjat (Wallach, 1982).

Az IFN-gammdra jellemz6 a tobbi IFN-tél eltérd mddon , hogy
az MHC 1II osztdlyd antigének kifejezfdését is fokozza (Basham és
Merigan, 1983). Mivel az MHC II osztdlyl antigének sziikségesek az
antigénprezentdldshoz, ezért az IFN-gammdnak fontos szerep tulajdo-

.nithaté az antigenspecifikus immunvélaszban. Virusfertdzott és
daganatos sejteken is megfigyelhetd az MHC antigének expresszicja-
nak fokozddasa IFN-ok hatdsara. SFV-sal fertozott egér agysejteken
bdr a virusantigénkifejezddés csokkent, az MHC I antigén expresszi-

0ja fokozdédott IFN-alfa, béta hatdsdra, és ezzel a cytotoxikus T
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sejt 1lizis fokozddott. Melanoma sejteken I osztdlyd antigének IFN-
alfa hatdsdra (Basham és mtsai, 1982), és a II osztdlyd antigének
IFNjgamma hatdsdra stimuldlddnak (Hougleton és mtsai, 1984).

Az IFN-ok dltal moduldlt felszini molekuldk kdzé tartozik az
IgG molekuldk Fc receptora is, amelynek fokozott megjelenését okoz-
zdk az IFN-ok egér (Friedman és mtsai, 1980) és humdn sejteken
(Itoh és mtsai, 1980). IFN-alfan és bétan kiviil az IFN-gamma fokoz-
za az FclglGl receptorok megjelenését humdn monocytdkon és myeloid
sejteken (Perussia ‘és mtsai, 1983). Az Fc receptorok szama nem
kozombds a' receptor-medidlta fagocitdzisban. A polimorf magvi neut-
rofil leukocytdk Fc-gammaRl expresszidjdt indukdlja az IFN-gamma,
és ezdltal-ezen sejtek fagocitdld és ADCC aktivitdsa is nott (Pet-
roni és mtsai, 1988).

Vizsgdltdk az interferonok hatdsdt a tumorasszocidlt antigé-
nek (TAA) megjelenésére is. Kimutattdk, hogy az IFN-alfa és IFN-
gamma fokozza a CEA (carcinoembriondlis antigén) expresszidjat
szdmos humdn colon carcinoma sejtvonalon (Atallah és mtsai, 1979;
Yan és mtsai, 1992). Kantor és mtsai (1988) leirték a CEA mRNS
szintjének novekedését IFN-gamma kezelésre. Liao és mtsai (1982) a
melanoma asszocidlt antigének fokozott kifejezddésérdl szamolt be
melanoma seltvonalakon IFN hatdsdra. Melanomds betegekben fokozd-
dott az anti-melanoma ellenanyag kotédése a tumorban IFN kezelés
hatdsdra (Rosenblum és mtsai, 1988). Ezen vizsgdlatok eredményei
alapul szolgalhatnak az IFN-terdpia kiszélesitéséhez, a tumoranti-
gének elleni monoklondlis ellenanyagokkal vagy radioimmunterspid-

val vald kombindlt alkalmazasahoz.



- 26 -

A  tumornekrozis faktor alfa (TNF-alfa) sejtreceptorainak
kifejeiédését kiilonosen az IFN-gamma fokozza, az IFN-alfa és IFN-
béta kevésbé volt hatdsos, amikor melanoma, colon carcinoma és
HeLa sejtvonalakat vizsgdltak (Tsujimoto és mtsai, 1986; Ruggero
és mtsai, 1986). Mivel a TNF olyan monocytdk, NK és cytotoxikus T
sejtek dltal termelt anyag, amely hatdsos cytosztatikus és cyto-
toxikus dgens, receptordnak fokozott kifejezfdése azt Jelzi, hogy

az IFN-gamma a tumorsejteket a TNF j6 targetévé alakitja.

5.5.. Az interferonok hatdsa az antigénspecifikus és a nem

antigénspecifikus immunfolyamatok effektorsejtjeire

Az interferonok jelentdsen befolyésoljék a T sejtek mikodeset
az immunfolyamatok sordn. Az IFN-alfa és béta az IFN-gammdétdl
eltér6 hatdast gyakorol a mitogén és allocantigén stimuldlta T sejt
vdlaszra. A mitogének és IL-2 hatdsdra bekovetkezd T sejt prolife-
rdcidét az IFN-alfa és béta jelentlsen gdtolja minden T sejt fenoti-
pus esetén, ugyanakkor az IFN-gamma csak az IL-2 stimuldlt TH2
klénokra hat (Klimpel és mtsai, 1990). A cytotoxikus T sejtek
(CTL) aktivitdsa IFN-alfa és béfa hatdsdra fokozddik allogén tumor-
sejtek ellen (Lindahl és mtsai, 1972) és kevert allogén lymphocyta
reakcidban (Heron és mtsai, 1976). Az IFN-gamma az IL-2-vel egyiitt-
mikodésben képes a CTL képzodését kivdltani (Farrar és mtsai,
1981).

Az interferonok az NK sejtek aktivitdsdnak fontos moduldto-

rai. AZ NK sejtek a spontdn cytotoxikus hatdsuk gyors aktivdlddésa
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miatt a keletkezf malignus sejtek, a virusfertdzott sejtek elpusz-
titdsdaval fontos szerepet jétszanak a szervezet az elsd védelmi-
vonalaban.

Az NK sejtek aktivitdsdnak IFN kozvetitette fokozdddsa tobbfé-
le tényeztbdl szarmazik. IFN hatdsara megfigyelték a litikusan nem
aktiv pre-NK sejtek aktiv cytotoxikﬁs NK sejtté érését (Saksela és
mtsai, 1979), a meglévo érett NK sejtek litikus aktivitdsanak foko-
zddasdt (Santoni és mtsai, 1985) tovdbbd az NK sejtek reciklizald-
dé kapacitdsdnak novekedését, azaz az ugyanazon NK sejtek dltal el-
pusztitott targetsejtek szamanak novekedését (Ullberg és Jondahl,
1981). Az NK aktivitdst oly mddon is befolydsaljdk az IFN-ok, hogy
képesek megvédeni normdlis és tumor targetsejtekef az NKAsejt medi-
dlta 1lizistdol (Welsh és mtsai, 1981).

Bar daganatos betegekben az IFN kezelés hatdsdra fokozddik az
NK aktivitds, azonban az IFN folyamatos addsdra az NK aktivitdsnak
a kezelés eldtti szintre vald visszaesését is leirtdk (Goiub es
mtsai, 1982). Ezt azzal magyardztdk, hogy nagy dézisban és gyakran
adtdk az IFN-t.(Maluish és mtsai, 1983).

A K sejtekre és macrophagokra gyakorolt hatdsa révén az
IFN-ok fokozzdk az antitestfiiggd celluldris cytotoxicitds (ADCC)
(Ortaldo és mtsai, 1980; Spansberg és Heron, 1983).

A macrophagok és monocytdk szoros egyuttmikodésben vannak az
interferon rendszerrel. Amellett, hogy maguk is termelnek interfe-
ront (IFN-alfat vagy bétdt az inducertsl fliggben), és hogy a T sej-
tek dltali IFN-gamma termelés szabdlyozdsdban fontos szerepiik van,

a macrophagok immunoldgiai funkcidit jelentésen befolydsoljdk az



interferonok, kidlongsen az IFN-gamma. A kordbban leirt macrophag
migrdciot gdtlé faktorrél (MIF) (Thurman és mtsai, 1985) és a mac-
rophag aktivalé faktorrdl (MAF) (Talmadge é€s mtsai, 1986) bebizo-
nyitottdk, hogy azonosak az IFN-gammdval.

Az interferonok részt vesznek a monokin szekreécid szabdlyozd-
saban 1is. Fokozzdk a gyulladdsos folyamatokban antikoaguldnsként
szerepld plasminogén aktivdtor (Mogensen és Virelizier, 1987), az
IL-1 és a TNF-alfa termelddését. Az IFN-alfa és béta, de kiilondsen
az IFN-gamma noveli az LPS hatdsdra képzodott IL-1 mennyiségét
macrophagokban (Candler és mtsai, 1985; Arenzana-Seisdedos és
mtsai, 1985).

A macrophagok fontos funkcidja az intracelluldris patogén mik-
roorganizmusok fagocitdldsa és elolése, amely reaktiv.oxigén termeé-
kek segitségével megy végbe. Az IFN-gamma a macrophagok ezen hatd-
sat oxidativ anyagcseréjik fokozdsdval segiti el6 (Nathan és
mtsai, 1983). A tumorsejtek macrophagok &ltal torténd elpusztitdsa
terén 1is megmutatkozik az IFN-alfa/béta és az IFN-gamma szinergis-

ta egyiitthatdsa (Pace és mtsai, 1985).

5.6. Az interferonok "priming" hatdsa

Az interferonckra jellemz8 tulajdonsdg, hogy onmaguk termelé-
sét elbsegitik, azaz az interferonnal eldkezelt sejtek az induce-
rek hatdsdra gyorsabban, nagyobb mennyisegl IFN-t termelnek, mint
a kezeletlen sejtek. Ez a "priming" jelensége (Stewart,1979). Ele-

inte a "priming"-ot az interferonok inducerre gyakorolt antivira-
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lis aktivitdsdval magyardztdk, de késdbb ez az elmélet megddlt,
hiszen a poli-rI-rC indukalta IFN termelddése is fokozhatd IFN-el6-
kezeléssel (Rosztdczy és Mécs, 1970). Az antivirdlis dllapot kifej-
16déséhez fehérjeszintézis sziikkséges, mig a "priming" cikloheximid
jelenlétében is kialakul. A sejtek "priming'-olt dllapota rovidebb
ideig 411 fenn, mint az antivirdlis &dllapot (Rosztéczy, 1974). A
"priming" -mechanizmusa nem tisztdzott, de interferon eldkezelés
hatdsdra az IFN mRNS szint ndvekszik (Fujita és mtsai, 1979). A
"priming" Jjelenségét leginkdbb egérben és IFN-bétdval kapcsolatban
vizsgélték. Az interferon gének szabdlyozdsdval kapcsolatos Ujabb
eredmények szerint az IFN-béta gén promoter részén olyan szabdlyo-
zG szakaszok taldlhatdk, amelyekhez a gén transzkripcidjat reguld-
16 faktorok kapcsolddnak. Ilyen faktor tobbek kozott az "interfe-
ron regulatory factor"l és 2 (IRF1 és IRF2), amelyek kozil az IRF1
inducer és 1IFN-ok (I és II tipusu is) hétéséra a szabdlyozé gén-
szakaszhoz kapcsolddva az IFN gén transzkripcidjdt aktivalja. Az
IRF2 represséélja az atirast, tehat ez egy negativ reguldldé elem
(Fujita és mtsai, 1989; Harada és mtsai, 1989). Az IRF1l ezek alap-

Jan fontos eleme lehet az IFN "priming" jelenségének.
6. Az interferonok termelése és tisztitasa

A humdn interferonok embergydgydszatban antivirdlis és antitu-
mor dgensként vald alkalmazdsdnak lehetb6sége a figyelmet a gyéri
méretekben torténd elddllitds felé irdnyitotta. A humdn leukocyta

IFN-t Sendai virussal fertdzott fehérvérsejtekben elészor Kari
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Cantell irdnyitdsdval éllitotték eld. Az elstd laboratériumi leirds-
tél (Strander és Cantell, 1966) kezdve leépésrdl lépésre javitottak

a modszert, és 1976-ban mar 1041

egység IFN-alfdt tudtak termelni
(Cantell és Hirvonen, 1977). 1978-ban 108 egység/ml titerlG IFN-al-
fa el6dllitdsardl szamoltak be. A Cantell-féle mddszert alapul
véve a SZ0TE Mikrobioldgiai Intézetében is kisérleteket végeztek
humdan leukocyta IFN elGdllitdsdra nagy volumenben (Mécs és Béladi,
1977), és leirtdk magas specifikus aktivitdsd un. "semi-crude" IFN
elddllitdsdt (Tath és mtsai, 1984). A munkdk eredményeképpen szaba-
dalmat irfak le az emberi leukocyta interferon (IFN-alfa) gydrtdséa-
ra (1980), és ezt szabadalmat az EGIS Gydgyszergydr &ltal kialaki-
tott interferongydrté lizemben hamarosan haéznositotték is.

A leukocyta IFN (IFN-alfa) gyartasédhoz a termeld sejteket
egészséges donorok vérébdl a vordsvértest masszdtél és a plazmdtol
elkilonitett '"buffy coat"-bdl, azaz fehérvérsejtkoncentratumbdl
nyerik, amely egyébként terdpids célra nem haszndlhaté. A fehérvér-
sejtek beszerezhet8sége azonban korlatozott, ezért kerestek mas
sejtforrdst 1is, pl az Epstein-Barr virussal transzformdalt lymphoid
sejtvonalat, a Namalwdt. Ezt a sejtet is Sendai virussal, vagy New-
castle disease virussal fertbzve késztetik IFN termelésére. Ez az
IFN 80-90%-ban megegyezik a leukocytdk segitségével elddllitott
IFN-nal, kis %-ban IFN-bétdt is tartalmaz (Bodo, 1981). Az IFN-bé-
ta termeléséhez normdlis human diploid sejtvonalakat haszndlnak,
inducerként pedig poli-rI-rC-t (Billiau és mtsai, 1973). Az IFN-
gamma termelése periférids veérbdl izoldlt lymphocytédkkal, vagy

"buffy coat"-bol nyert leukocytdkkal torténik (Langford és mtsai,
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1979; De Ley és mtsai, 1980) tobbféle mitogént is alkalmaznak indu-
cerként. A nyert un. crude IFN-t tisztitjdk a specifikus aktivitas
novelése, a szennyez0 fehérjék mennyiségének csokkentése érdeké-
ben. A tisztitdsra hasznilt modszerek kozll az IFN-alfa esetében a
KSCN-dal torténd precipitdlds, eés az etilalkchollal vald frakcio-
ndlt kicsapds Cantell és mtsai (1981) leirdsa szerint l—2x106
NE/ml tisztasdgi klinikai alkalmazdsra megfeleld leukocyta IFN-t
eredményezett. - Kontrolldlt pérusu lveggyonggyel (CPG) vald tiszti-
tds is hasonld eredményt adott (Horowitz, 1986). Tobben, pl.Rubin-
stein 6s. mtsai, (1979) gélsz(irést is alkalmaztak a tisztitds so-
ran. Immunaffinitds kromatografias el jdrdsok sordn mind a szennye-
z0 {fehérjek, mind az IFN elleni ellenanyagokat hordozé oszlopokat
alkalmaztdk (Berg, 1977). A fibroblaszt IFN (IFN-béta) tisztitdsa-
hoz, cink-keldt, Blue-Sepharose eés ConA-Sepharose oszlopkromatogra-
fidt is alkalmaztak. Az IFN-gamma tisztitdsara kiilonféle affinitds-
kromatogréfidkat (CPG, szilikdt, ConA-Sepharose, Poly(U)-Sepharo-
se) és gélszlirést irtak le.

Mivel mindhdrom IFN fajta (IFN-alfa, béta, gamma) génjét izo-
141tdk, és megvaldsitottdk expresszidjukat rekombindns géntechnolds-
giaval baktériumokban, vagy méds heteroldg gazdasejtben, megnyilt
az ut a rekombindns IFN-ok ipari méretekben tortend el6dallitdsa-
hoz., A sokféle megismert IFN-alfa altipus kozil az IFN-alfa 2a-t
("Roferon"), az IFN-alfa 2b-t ("Intron A"), IFN-alfa l-et és az
IFN-alfaD-t 4llitjék eld megvdsarolhatd, klinikai alkalmazdsra
kész preparatumként. A fentieken kiviil gyakran haszndlt rekombi-

ndns interferonok az IFN-béta, az IFN—bétaser, az IFN-gamma
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("Actimmun") és a consensus IFN. A kovetkezd néhdny természetes
IFN. keészitményt alkalmazzdk a kiinikai gyakorlatban: IFN alpha
(Leu) ("Finnferon"), IFN alpha ‘NI ("Wellferon"), IFN beta
("Fiblaferon"), IFN gamma ¢és i Magyarorszdgon regisztralt
leukocyta IFN,. az "Egiferon".

A rekombinans IFN-alfa termékek csak egyfajta molekulabdl d&llnak,
mig a természetes 1leukocyta IFN a kb,20 tagbdél 4116 IFN-alfa
géncsaldd termékeit ‘tartalmazza. A  sokféle IFN-alfa altipus
létezésének értelme, vagy célja még ma sem tisztdzott, de
kilonbségeket fedeztek fel a | génjeik expressziojanak
séabélyozéséban, az inducertdl és a termeld sejtek tipusdtol
figgben az -altipus-osszetetelben, az altipusok bioldgiai
aktivitdsanak mérteékében, termelddésiik "priming"—olhétéségéban.
Feltételezhetd, hogy a természetes IFN-alfa altipus-osszetételének
fizioldgids volta miatt a terdpids alkalmazdsa eldnydsebb. Teljes
értékd Osszehasonlitdsck a rekombindns interferonokkal ez ideig
nem tortentek. A természetes IFN-alfa elbnydsebbnek latszik, mivel
hogy a vele kezelt betegekben ellenanyagtermelddés az IFN-nal

szemben ritkén, mig a rekombindnsokkal gyakran eldfordul.
7. Az interferonok alkalmazdsa a humdn terdpidban

Az interferonok klinikai kiprébalasahoz eldszor természetes
interferonokat haszndltak, azonban ezek korlatozott beszerezhetd-
sége miatt az elmilt évtizedben f8leg rekombinans DNS technoldgid-

val eldallitott interferonokat - legtobb esetben IFN-alfédt - al-



- 33 _

kalmaztak a %erépiéban. A rekombindns alfa altipusok segitségével
sikeridlt meghatdrozni, hogy milyen rosszindulatd betegség és virus-
fert6zés esetében ajdnlatos az IFN-alfa terdpids félhasznélésa. A
III., IV. (Dorr, 1993) és V. tablédzat (Sréter és Fehér; 1991) bemu-
tafja a leginkabb ismert alkalmazdsi terileteket.

Bar a legtobb esetben a rekombindns IFN-alfdt haszndl jak,
mégis szikség van a természetes interferonra, mivel ha a rekombi-
nans altipussal szemben neutralizadld ellenanyag képzodik a kezelt
betegben, a terdpia természetes IFN-alfdval még hatdsos lehet. Ezt
a Jelenseget a.hajas sejtes leukaemia terdpidjaban figyelték meg
leggyakrabban (Wussow &s mtsai, 1991; Steis és mtsai, 1988), de
leirtdk kronikus myeloid leukaemidban (Freund és mtsai,1988) és
vese carcinomdban szenvedtk esetében is (Primmer, 1991).

Az IFN-gamma eddig megismert terdpids alkalmazasa elsdsorban
az immunrendszerre gyakorolt hatdsai alapjan torténik. A klinikai
alkalmazdsra ez esetben is dltaldban rekombindns IFN-t haszndltak.
Az IFN-gamma hatdsosnak mutatkozott chronicus granulomatosus be-
tegségben (CGD; Woodman és mtsai, 1992), lepromatosus lepraban
(Nathan ¢és mtsai, 1990) és viscerdlis leishmaniasisban (Badaro és
mtsai, 1990), amikor a szervezet szémdra a celluldris immunitds
nydjt védelmet a betegséggel szemben. Metasztdzisos vese carcinoma-
ban az IFN-gamma alkalmazdsa a betegek 31 %-dban hosszabb tudlélést
eredményezett (Otto és mtsai, 1988). Az eldrehaladott condyloma
acuminatum IFN-gamma terdpidjdban 50%-o0s részleges védlaszt tapasz-

taltak (Kirsy és mtsai, 1986).
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Megfigyelték, hogy az IFN—gamma mds cytokinekkel, példaul
TNF-el, IFN-alfdval, vagy IL-2-vel kombindlva antitumor hatést
fejtett ki, €s a kezelt betegek immunolégiai paraméterei javultak
(Schiller és mtsai, 1992; Ernstoff és mtsai, 1992; Viens és mtsai,
1992). Az IFN-gamma tehdt tovébbi perspektivat nydjt dj terdpids

stratégidk kifejlesztésehez.
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III. tablazat

AZ IFN-ALFA TERAPIAS HATASA HAEMATGLOGIAI MALIGNUS
BETEGSEGEKBEN

A tumor tipusa ' Valasz (%)

Hajas sejtes leukaemia 80-90

Chronicus myeloid leukaemia
djonnan diagnosztizalt 70-80
eldrehaladott 10-25

Cutan T-sejtes lymphoma
eldzoleg nem kezelt 80

el6zoleg kezelt 25

Non-Hodgkin lymphoma

alacsony malignitdsd 40-50
intermedier és magas malignitdsu 15
AIDS-hez tdarsult Kaposi sarcoma 20-40
Hodgkin lymphoma 20

Myeloma multiplex

eloz6leg kezelt 50
eldzdleg nem kezelt 15-25
Chronicus lymphocytds leukaemia 10-15

Akut leukaemia 10-20
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Iv. tablazat

AZ IFN-ALFA TERAPIAS HATASA SOLID TUMOROK ESETEN

A tumor tipusa Valasz (%)
Renal cell carcioma . 10-15
Malignus melanoma 20
Cervicalis displasia 80-90
Basalioma 90
Superficial bladder cancer ‘60—70
Malignus neuroendocrine 30-60

(carcinoid) tumorok

Ovarium carcinoma
szisztémds terdpia 10-15
intraperitonedlis terdpia 40

Colorectalis carcinoma
monoterapia 10

fluorouracillal kombindlva 40-80
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V. tablazat

AZ IFN-ALFA TERAPIAS HATASA VIRUSBETEGSEGEKBEN

A betegség megnevezése Valasz (%)
Chronicus hepatitis B - 25-40

Acut hepatitis C 24-44
Condyloma acuminatum 36-53
Chronicus hepatitis delta 752
Papillomatosis 100b

a = delta antigén negativ

b = sebészeti beavatkozés elkerilése
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A DOLGOZAT CELKITUZESE

Az 1interferonok in vitro megfigyelt bioldgiai aktivitdsai, az
antivirdlis, sejtszaporoddst gdtld és az immunrendszert moduldld
hatdsaik felvetették in vivo terdpids alkalmazdsuk lehetdségét. A
70-es ¢évek elejen biztatd eredményekrtl szadmoltak be. Ezért az
IFN-nal kapcsolatos kutatdsi irdnyok kozott megjelent a klinikai
alkalmazds céljanak megfeleld IFN készitmények el6dllitdsdra szol-
gdlé termelérendszerek kidolgozésa.

A S5Z0TE Mikrobioldgiai Intézetében a humadn IFN-alfa laboratd-
riumi méretekben tortén6 elddllitdsa utdn a nagyvolumenld termelés
modszerének kidolgozdsa is megtortént. Tisztitdsat és a'preparétum
fizikokémiai és bioldgiai tulajdonsdgainak leirdsat is elvégezteék.
A figyelem ezutdn az IFN-alfdéndl erdtel jesebb antitumor és immun-
moduldlé hatdasd IFN-gamma felé irdnyult, amely tobb bioldgiai akti-

vitds tekintetében az IFN-alfdval szinergista hatdst is mutatott.

Ezért a kovetkezo feladatokat tlztik ki célul:

1. Az IFN-gamma inducerek vizsgdlata.

2. Az alkalmas inducer segitségével az IFN-gamma termelés optima-
lis korilményeinek leirésa. ]

3. Az elozdleg IFN-alfa termelésre haszndlt sejtek uUjbsli fel-

haszndldsat biztositd eljdrds kidolgozdsa IFN-gamma produkcio

céljara.
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Az elddllitott IFN-gamma tisztitdsa, és tisztitott termek
tulajdonsdgainak leirdsa.
Az IFN-alfa, az IFN-béta és az IFN-gamma "priming" hatdsdnak

vizsgdlata, és ezen a téren valé ktlcsonhatdsuk jellemzése.
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ANYAGOK ES MODSZEREK
1. Anyagok

A23187 Ca-ionophore - Calbiochem

Concanavalin A (Con A) - Calbiochem

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

51Cr C. I. S. - Amersham

Eagle-féle tdpfolyadeék - sajdt laboratdriumi készitmeny

Ficoll 400 - Pharmacia

IFN-béta, részlegesen tisztitott - Dr A. Billiau, Rega
Institute, Leuven, Belgium '

MSK tdpfolyadeék (Gsszetétele megegyezik az aminosavakat és
vitaminokat nem tartalmazé Eagle-féle
tdpfolyadékéval) - sajat laborardriumi készitmény

PBS pH 7,2 (natrium-foszfattal pufferolt sdéoldat) - TRIGON
Biotechnolégiai Lednyv.

RPMI 1640 tdpfolyadék - TRIGON Biotechnoldgiai Lednyv.

Sephacryl 5-200 - Pharmacia

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

Ultrogel AcA 54 - LKB

Uromiro - Bracco
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2. Szérumok

FCS (magzati borjlsavd) -~ Godollé

Ujsziilott borjisavé - Godolld

Human gammaglobulinmentes szérum

El64llitdsa : készitéséhez nem alvaddsgdtolt vérbb8l szdrmazd
szeérumot, vagy heparinnal stabilizalt teljes vérplazmat haszndl-
tunk fel. Allandd keverés mellett O 0C-on, 24,6 % végkoncentracio-
ig fokozatosan. adagoltunk (NH4)2804—0t. A keletkezett csapadékot
centrifugdldssal tévolitottuk el (1200 g, 30 perc, 4 °C), majd a
fellluszot PBS-sel dializdltuk teljes (NH4)2804—mentességig. A
gammaglobulinmentes szérumot Milipore sziiréberendezéssel, 0,2 pum
porusmérétd membrannal sterilre szlrtik, és felhasznélésig -20 -

on taroltuk.

3. Sejtek

3.1. Humdn fehérvérsejtek izoldlédsa

3.1.1. A wmononukledris sejteket heparinos periférids veérbol

1,075 siriségd Ficoll-Uromiro gradiensen  szepardltuk (Boyum,
1968). Az interfdzisbdl nyert fehérvérsejteket hdromszor mostuk
(600 g, 10 perc) PBS-sel, majd az iiledéket 10 % magzati borjisavét
tartalmazé Eagle-féle tédpfolyadékban szuszpenddltuk, és a sejtek

eéletképességét trypankeék festékkel ellendriztik.

3.1.2. Az NH,Cl kezelt leukocytdkat a plazmatdl és vorosvér-

testekt6l (vvt) elkilonitett  fehérvérsejtekbdl ("buffy coat")
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nyertik, amit a SZOTE Véradé Allomdsdn készitettek. 24 ¢randl
tovabb térolt sejteket nem haszndltunk fel. A "buffy coat'-ban
1év6 vvt-ket 0°C hémérsékletd NH4C1 oldattal oldottuk. Egy rész
"buffy coat"-hoz négy rész 0,83 %-os NHaCl oldatot adtunk, és Jjég
kozott tartottuk 10 percig, a sejteket centrifugdldssal (lepitet-
tik (800 g 10 perc, 49C). Az iiledéket MSK-ban , vagy Eagle-féle
tdpfolyadékban szuszpenddltuk, és az NH4C1 kezelést megismételtik.

A fehérvérsejt szuszpenzidt 1:9 ardnyban NH,Cl oldattal kevertiik,

4
és a tovabbiakban az eldbb leirt mddon kezeltik. Az Uledeket,
amely csaknem kizdrdlagosan fehérvérsejteket tartalmazott, humdn
gammaglobulinmentes szérumot tartalmazé MSK-ban, vagy Eagle-féle

meédiumban szuszpenddltuk. A sejtszdmot Tlirk-oldattal festve haté-

roztuk meg.

3.2. Sejtkulturak

HEp-2 human carcinoma sejt

K562 erythro-myeloid leukaemia eredet( humdn sejt

WISH humdn amnidlis sejt |

MOBK borju vese sejt

A sejtvonalak fenntartdsa 5-10 %-os Ujszulott, vagy magzati
borjusavét tartalmazé Eagle-féle, vagy RPMI 1640 tdpfolyadékban 5

% CO2 tenzidju 37 c hémérséklgtﬁ termosztatban tortént.
4 .Virusok

4.1. VSV (vesicular stomatitis virus) Indiana torzs

szaporitdsa 48 ords primer csirkeembridé fibroblaszt tenyészetekben
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tortént. Infektiv titerét plaque titrdldsi mddszerrel PFE (plaque

formdld egység)/ml-ben hatdroztuk meg.

4.2. Sendai virus
Cantell-feéle torzset haszndltunk, amelyet 9 napos embriondlt
SPF (specific pathogenic free) tyldktojdsokba oltva szaporitottunk.

A  tojadsokat 7x104

EID50 (tojés fertdzd dozis) Sendai virussal
oltottuk. KeltetGben vald 48 drés inkubélés utdn a tojdsokat egy
€jszakan &t 4 9C-on taroltuk, majd az allantois folyadékot infuzi-
0s szerelék és vacuum pumpa segitségével kiszivtuk. Ezt a nyers
virusanyagot ultracentrifugdltuk (40 000 g, 30 perc, 4 OC), és a
virust tartalmazd iiledéket 5 % humdn gammaglobulinmentes szérumot
tartalmazé PBS-ben szuszpenddltuk dgy, hogy a térfogata az eredeti
harmincad része lett. A haemagglutindciés titere 9x104_HAE (haem-

10

agglutindcids egység)/ml, infektivitdsa 107 EID., volt.

50

5. Az interferonok termelése

5.1. A human IFN-alfa termelése

Az 1IFN-alfa termelésére "buffy coat"-bél nyert NHQCl—dal
kezelt leukocytdkat hasznaltunk. 1x107/ml sejtszami szuszpenziot
készitettiink beldlik 2 mg/ml fehérjetartalmdi, human gammaglobulin-
mentes szérumot tartalmazd MSK tdpfolyadékban. A 20 ml-es kultura-
kat 200 NE/ml IFN-alfa jelenlétében 2 drdig rdzattuk 37 OC  homér-
sékletd vizfiirdoben, majd 1/600 (33 pul) térfogatu tisztitott Sen-

dai virussal fertdztik. Tovabbi 20 déras 37 OC-on torténd rézatds
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utdn a sejtek feliiliszéjat centrifugdléssal (20 perc, 2000 g, 4
OC) Osszegy(jtottik. A sejteket eldobtuk, vagy IFN-gamma termelésé-
re hasznaltuk. A nagytérfogati IFN-alfa termelést kovetd IFN-gamma
eldallitds IFN-alfa termeld fdazisdban a 2435/80/1980 szdmi Mécs
I., Téth M., Béladi I. dltal leirt szabadalom szerinti IFN-alfa

termelési eljdrdst alkalmaztuk.

5.2. A humdn IFN-gamma termelése

Erre a célra Ficoll-Uromiro gradiensen szepardlt mononukled-
ris sejteket is haszndltunk, ekkor a sejtszam 5x106/m1, a tdpfolya-
dek 5> % (jszllott borjldsavéval kiegészitett Eagle-féle médium, a
tenyészetek térfogata 1 ml volt. A kultidrdkat 37 0C-on, 5 % CO2
tenzidju termosztdtban inkubdltuk. Amikor "buffy coat'"-bdél szarma-
z0 NHaCl—kezelt leukocytdkat alkalmaztunk, akkor 2 mg/ml fehérje-
tartalmd, humdn gammaglobulinmentes szérummal kiegészitett MSK-ban
a sejtszamot legtobbszor 1x vagy 2,5x107/ml—re dllitottuk, és a 20
ml térfogatd kulturdkat 37 9C-0s vizfiirddben 100 ml-es Erlenmeyer
lombikban réazattuk, vagy 500-3000 ml térfogatban szintén 379C-0s
vizfirdében magnesmaggal kevertettiik. A megfeleld inducer hozzdad&a-
sa €s inkubdcids id6 utdn a sejtek felilluszdjat centrifugdldssal
begyGjtottik. A mintdkat értékmérésig -20 vagy -70 9C-on taroltuk.
IFN-gamma termelésére haszndltunk olyan leukocytskat is, amelyek
Sendai virus inducer hatdsdra el6z6leg mdr IFN-alfdt termeltek.
Ezeket a sejteket kétszeri mosds utdn 15 ug/ml Con A-val kezeltik,

és tovdbbi 18-20 drds inkubdcid utdn gydjtottik be a feliluszét.
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6. Az IFN-gamma tisztitdasa

6.1. CPG-kromatografia

A CPG gyongyoket 8 %-os ammdnia oldattal tisztitottuk, ezutan
a neutrdlis pH eléréséig mostuk desztilldlt vizzel; majd PBS-sel.
Autokldvban sterilizdaltuk (121 OC, 30 perc). Pharmacia K16, vagy
K26 Jell oszlopba toltottik az lveggyongy szuszpenzidt, és PBS-sel
equilibraltuk. A tisztitast 4-10 9Cc  homérsékletd hidegszobaban
végeztik. Az IFN-gamma tartalmd feliludszét 50 cm/h linedris sebes-
séggel perisztaltikus pumpdval az oszlopra juttattuk, az oszlopot
ezutdn mostuk PBS-sel, vagy 0,5 M TRIS-HC1 (pH 8,5) pufferrel. Az
atfolyét ISCO-FOXY Model UA-5 kollektorral gyGjtottik, és UV.moni-
torral, rekorderrel regisztrdltuk a fehérjetartalmdt. Az IFN osz-
loprél vald eludldsat 10 cm/h linedris sebességgel végeztik. Eti-
lénglikollt (50 %) és NaCl-ot (1 M) tartalmazé PBS, vagy 1,5 M
NaCl-dal kiegészitett TRIS-HC1 (pH 8,5) puffer volt az eluens. Az
etilénglikoll eltdvolitdsdra Sephadex G25 gélkromatografidt alkal-

maztunk.

6.2. Gélszirés Sephacryl S-200 géllel

Pharmacia K16 oszlopba 80 cm magas gélt ontottink, amit ez-
utdn 5 % etilénglikoll tartalmd PBS-sel equilibrdltunk. Az oszlop
kalibrdldsat blue dextran (3 000 kBa) bovin serum albumin (BSA, 67
kDa), ovalbumin (OVA, 45 kDa) és cytochrom C (Cyt C, 13 kDBa) mole-
kulasily markerek keverékével végeztik. Az oszlop térfogatdnak 1-2
%-at kitevé mennyiségld mintdt 30 ml/déra sebességgel eludltuk az

oszloprol.
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6.3. GélszﬁréslUItrogel AcA 54 géllel

Az elbére duzzasztott gélbdl K26 oszlopot toltottink a gél
desztilldlt vizes mosdsa utdn, majd az equilibrdldshoz 1M NaCl-ot
tartalmazd PBS oldatot haszndltunk, a felvitt koncentrdlt IFN min-

tdt 25 cm/h linedris sebességgel eludltuk.

6.4. Az interferonok koncentréldsa
A gélszirés eldtt és utan az IFN-tartalmid frakcickat Amicon
ultrasz(iré berendezéssel, YM 10 jeld membrdnnal koncentrdltuk. A

membrdn a 10 000 Da molekulasulyd fehérjéket tartja vissza.
7. Az interferonok jellemzése

7.1. PH-érzékenység vizsgdlata

Az interferon tartalmd mintdkat glycin-HCl pufferben (0,1 M,
pH 2) dializdltuk 24 d6rén keresztil 4 OC-on. Ezutdn a neutrdlis pH
visszaallitdsa érdekében PBS-ben dializdltuk a mintdkat tovabbi 24

o6ran at.

7.2. Az antivirdlis aktivitds meghatdrozdsa

Mikrotitrdlé (udn. Linbro) lemezekben tenyésztett sejtekben a
fertdzbvirus cytopathids hatdsdnak IFN 4ltali gatldsa alapjan tor-
tént. Ehhez WISH és MDBK sejteket haszndltunk. A WISH sejt segitsé-
gével az IFN-alfa és az IFN-gamma antivirdlis titere is meghatdroz-
hatd, nem tesz kilonbséget kozottik. Az MOBK sejtek csak az IFN-al-

fa antivirdlis hatdsdra érzékenyek.
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A sejtekbdl lapos alju 96 lyukas lemezekben tenyészeteket hoz-
tunk 1létre olyan sejtszédmmal (2,5x106/m1), hogy 24 d6ra milva a
sejtek Osszefliggd réteget (monolayer) képezzenék. Ekkor a sejtek
tdpfolyadékdt (5 % Ujsziilott borjlusavéval komplettdlt Eagle-fele
médium) lecseréltiik tenyészetenként 100 pl friss tdpfolyadekra. A
szintén 100 ul kerilt, és ezutan 2-es léptékld higitdsi sor késziilt
bel6lik Titertek tobbcsatornds mikropipettdval. A higitdsi sorbdl
mindig két pdrhuzamost készitettiink. A mikrotitrator lemezeket CD2

termosztdtban tartottuk (5 % CO,, 37 °C). A sejtek tdpfolyadékat

29
18-20 ords inkubdlds utdn eltdvolitottuk, és a fertdzovirust (VSV)
tartalmazd tdpfolyadékra cseréltik ("challenge"). A WISH sejteket
5 PFE/sejt, az MDOBK sejteket 0,5 PFE/sejt multiplicitdssal fertdz-
tik. Ujabb 24 6rds inkubdlds utdn invert mikroszkdppal vizsgdltuk,
hogy milyen mertékben fejladott ki a cytopathids hatds az egyes
tenyészetekben. Az IFN titere reciproka annak a higitdsnak , amely
50 %-ban megvédte a vele kezelt tenyészeteket a virus cytopathiss
hatdsdtél. A két pdrhuzamos alkalmazdsa miatt ez egy szémitott
erték volt. Minden mikrotitrdtor lemezen ismert titerG standard
IFN mintdbdl is készitettiink 2 pdrhuzamos higitdsi sort. A stan-
dard IFN minta antivirdlis titerét nemzetkdzi standard IFN-alfdval
(NIH G-023-901-527) Gsszehasonlitva dllapitottuk meg. A minténk
titerét dgy szdmoltuk ki, hogy a minta és a standard 50 %-os vé-
dést biztositd higitdsi értékének reciprokdbdl hényadost képez-
tunk, és megszoroztuk a standard IFN titerével, tovdbbd ha volt, a

minta higitdsdnak mértékével. A titert NE (nemzetkozi egység)/ml-



- 48 -

ben adtuk meg. Mivel a kisérletek idején az IFN-gamma nemzetkozi
standardja nem 411t rendelkezésiinkre, az IFN-gamma mintdk titerét
E (egység)/ml-ben, az IFN-alfa standardhoz hasonlitva szdmoltuk
ki.

7.3. Az interferonock anticelluldris hatdsdnak vizsgdlata

Az interferonok sejtszaporoddst gatldé hatdsat K562 és HEp-2
sejteken vizsgdltuk. A 24 d6rds tenyészetek tdpfolyadékat a kiilonfé-
le interferonokat tartalmazdéra cseréltik, A K562 sejteket 72, a
HEp-2 sejteket 96 érdig tartd inkubdlds utdn szdmoltuk Blirker-kam-
raban. Az interferonnal nem kezelt tenyészetek sejtszdmshoz viszo-
nyitott sejtszamcsokkenés alapjan szdmitottuk ki a gdtlds szdzalé-
kdt. Szignifikdns gdtldsnak a 20 %-os redukcidét tekintettUk, mivel
az ismételt kisérletek adatai azt mutattdk, hogy az értékek szdré-

sa 10 %-on belll maradt.

7.4.Az interferonok NK és ADCC aktivitdsra gyakorolt hatdsa-
nak vizsgdlata

Ezekben a cytotoxicitdsi reakcidkban effektor sejtként Fi-
coll-Uromiro gradiensen szepardlt humdn mononukledris sejteket
alkalmaztunk, a monocytékat plasztikadherencidjuk alapjan véalasz-
tottuk el. Az NK lizis targetsejtjei 51Cr izotéppal jJjelolt K562

sejtek, az ADCC reakcid célsejtjei pedig szintén 2

Cr izotdppal
Jelolt csirke vorosversejtek voltak, ez utdbbiakat az ellenik nydl-
ban termelt ellenanyaggal szenzibilizaltuk. Az effektor sejteket

1-18 o¢rdig interferonnal eltdkezeltik 37 OC-on 10 % FCS tartalmd
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RPMI tapfolyadékban. A cytotoxikus reakcidban az effektorsejteket
a targetsejtekkel 50:1 ardnyban kevertik Ossze. A reakcididd az NK
aktivitds vizsgdlata esetén 4 déra, az ADCC esetén 18 dra volt.
Ezutdn a sejtek fellluszdjdnak radiocaktivitdsat NK350/A,B tipusd
gammaszamldldoval mértikk, €és ez ardnyos volt a célsejtek pusztuldsd-
val. A cytotoxicitdsi %-ot az aldbbi képlet alapjdn szémoltuk:

Cytotoxicitdsi % = (felidluszd cpm - spontdn cpm)x100/beépiilt tel-

Jes aktivitds cpm.

7.5. Az interferonck "priming" hatdsdnak vizsgdlata

NH4C1 kezeléssel tisztitott 1 ml-es leukocyta szuszpenzidkat
mértiink 24 lyukas (Costar) lemezekbe. Az IFN-alfa termelésekor
1x107/ml, IFN-gamma termelésekor 2,5x107/m1.sejtszému tenyészete-
ket készitettiink. Ezeket az eldkezelésre szant interferonok kildon-
bozd mennyiségeivel IFN-alfa termelésekor 2 ¢érdig, IFN-gamma terme-
lése sordn 4 érdig kezeltilk. A "priming" periddus letelte utdn két-
szer mostuk a sejteket 1000 g-vel 10 percig centrifugdlva a lemeze-
ket befogadé specidlis rotorban. A sejteket friss tépfolyadékban
(2 mg/ml feh. tartalmi MSK) szuszpenddltuk, az inducert (Sendai
virus 1ill. Con A) hozzdadtuk, és tovdbbi 18-20 drén &t inkubdltuk
37 9%C-on CUZ-termosztétban.
8. Fehérjetartalom-meghatdrozis

Az IFN mintdk fehérjetartalmat a Bio-Rad fehérjemeghatdrozd
kit segitségével hatdroztuk meg, standardként 50 ug/ml BSA oldatot
haszndltunk (Bradford, 1976).
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9. Az eredmények értékelése
Altaldban hirom pirhuzamos kisérlet eredményeinek &tlagdt sza-

moltuk ki, és azt dbrdzoltuk a grafikonokon.
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EREDMENYEK

1. Az IFN-gamma termelése

1.1. Kilonféle inducerek kiprobaléasa

Az IFN-gamma el6dllitdsa laboratériumi koridlmények kozott
Jelentds bioldgiai aktivitdsai miatt fontos feladat. A szakiroda-
lomban leghatdsosabbnak tartott indukdld szereket alkalmaztunk
Ficoll-Uromiro gradiens centrifugdldssal szepardalt humdn fehérvér-
sejtek kistérfogati (1 ml-es, stacioner) tenyészeteinek IFN-gamma
termeléseéhez.

Az 1. dbra adatai mutatjak, hogy a leghatékonyabb kombindcio
a TPA és az A23187 ionophore egyiittes alkalmazdsa, mégpedig az 5
ng/ml TPA koncentracid mellett adott 0,5 uM ionophore. A TPA ©nma-
gdban nem idézte eld IFN-gamma termelését, az ionophore-ral egyitt
azonban annak szlk koncentrdcidétartomdnyadban (0,2-1 uM) jelentss
titerd IFN-gamma produkcidt vdltott ki.

A Con A indukdlta IFN-gamma termelést a TPA fokozta, ez a
fokozas kifejezettebb volt akkor, ha a TPA-val a sejteket 24 dran
at eldkezeltik. A sejtek ezt kovetden Con A-val torténd 1 napig
tartd inkubdldsa eredményezett optimdlis IFN-gamma hozamot (2.
dbra).

Vizsgdltuk, hogy a Con A hatdsdra termelddott IFN-gamma meny-
nyiségét a fehérvérsejtek IFN-nal torténd eldkezelése milyen mddon
befolydsolja. Az eldkezelésre haszndlt IFN-alfat az inducer (Sen-
dai virus) hatdstalanitdsa céljdbél savas pH-ji (pH 2) pufferrel

24 dran at kezeltiikk. Bebizonyosodott, hogy mind IFN-alfdval, mind



- 52 -

IFN-bétaval eldkezelve a sejteket jelentds mértékben novelhetd a
termelddd IFN-gamma mennyisége. Tehdt a "priming" jelensége megfi-
gyelhetd az IFN-gamma esetében is. A termelés maximdlis (kb. 10-sze-
res) fokozdsdhoz az IFN-alfa termelésénél tapasztaltaktdl eltérd-
en (200 NE/ml IFN-alfdval vald eldkezelésre termelddott a legtibb
IFN-alfa) 1igen nagy mennyiségld IFN-alfa, vagy IFN-béta (3000
NE/ml) sziikséges (3. dbra). Az inducer hozzdaddsa el6tt az eldkeze-

lésre haszndlt IFN-t a sejtek mosdsdval eltdvolitottuk.

1.2. Az IFN-gamma azonositdsa

A leirt médon nyert IFN stabilitdsat jellemeztik kétféle ho-
mérsekleten (37 °C és 56 OC) és pH 2-n vald tdrolds utdn (4., 5.,
6. dbra). Usszehasonlitottuk az IFN-gammat az IFN-alfaval és IFN-
betdval, hogy antivirdlis aktivitdsuk milyen mddon vdltozik hd és
savas pH hatdsdra. Az IFN-bétat taldltuk a leglabilisabbnak, az
IFN-alfa csak kdzel 1 érds 56 °C-os térolds utdn vesztett jelentd-
sen az aktivitdsabsl. Az IFN-gamma érzékenységét illetden mindkét
esetben koztes helyet foglalt el a két mdsik IFN kozott. Az IFN-
gamma 56 Oc-on 30 perc utdn aktivitdsanak 80 %-at elveszitette. PH
2 kezelésre az IFN-alfa-"priming" alkalmazdsdval elddllitott IFN-
gamma nagyfokd érzékenységet mutatott, a mdsik két IFN stabil ma-
radt. Ezek a tulajdonsdgok megegyeznek az IFN-gammdra elfogadottak-

kal az irodalomban.

1.3. Az 1IFN-alféval eldkezelt leukocytak Con A-val indukdlt
IFN-gamma termelésének optimalizdlasa

Mivel ez a laboratériumi  korilmények kozott megfigyelt
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IFN-gamma termelési mdd az alkalmazott anyagok veszélytelenseége
(TPA-mentesség) miatt alkalmasnak ldtszott nagy térfogatu, klini-
kai célra felhaszndlhaté IFN-gamma elddllitasdra, célul thztik ki
az indukcids koriulmenyek részletesebb vizsgdlatat.

A termelés fézisait sorba véve igyekeztiunk optimalizdlni an-
nak . korilményeit. Erre a célra "buffy coat"-bdl szdrmazg, NHaCl—
kezeléssel vvt-mentesitett leukocyta szuszpenziét, lxlU7 sejtsza-
mot, é&s a human leukocyta IFN gyadrtdsa sordn szerzett tapasztala-
tok alapjdn gammaglobulinmentes humdn szérumot tartalmazé MSK tép-
folyadékot haszndltunk.

Az eldzbekben bemutott eredmények alapjan 3000 NE/ml IFN-al-
fat ‘'priming"-ként alkalmazva vizsgdltuk az IFN-alfa elokezelés
id6tartamanak hatdsat a termelddott IFN-gamma mennyiéégére (7.
dbra).

A termelés szempontjdbdél nem kGzombos az alkalmazott inducer
mennyisege. A Con A koncentricidjat emelve az IFN-nal eldkezelt
kultirakban a 15 jug/ml inducerkoncentracidé mutatkozott optimalis-
nak (8. dbra).

Az IFN-gamma termeltdésének kinetikdjdt vizsgdlva megdllapi-
tottuk, hogy az IFN-gamma mennyisége az inkubdcid 12. déréjdban éri
el a maximumot, és ezt kovetGen lassan csokken (9. dbra). A "pri-
ming" hatds megmutatkozott abban, hogy az IFN—gamma titere korab-
ban kezdett emelkedni, és végig magasabb szinten maradt, mint az
eldkezeletlen tenyészetekben.

Az eddig 1leirt kisérletekben a sejttenyészetek sejtszéma
1x107/m1 volt. Az IFN-alfa termelése sordn ez az optimdlis. Kiprg-

bdltuk, hogy mds sejtkoncentrdcid alkalmazdsdval elérhetdé-e na-
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gyobb IFN-gamma hozam. Adataink szerint a sejtszam ndvelésével
olyan mértékd volt a titeremelkedés, hogy a termelddott IFN mennyi-
sége nemcsak abszollt értékben ndtt, hanmem a 107 sejtre dtszami-
tott relativ termelés is fokozddott (10. dbra). Tehdt gazdasdgosséa-
gi szempontbdél is indokolt volt a magasabb sejtszéam alkalmazasa.

Az IFN-hozam maximumat 3,5x107 sejt/ml esetében figyeltik meg.

1.4. A nagybani IFN-gamma termelés optimalizdldsa

Az IFN-gamma laboratoriumi méretekben valo termelésének ered-
ményei alapjdn vizsgdltuk a nagybani elddllitds lehetGségeit. A
nagyitdsi kisérleteket a rendelkezésre 4116 "buffy coat" mennyisé-
gétél figgben 500, 2000 vagy 3000 ml -es térfogatban végeztik. Az
500 ml-es mintatérfogat esetén a sejteket 1000 ml-es transzfizids
palackokban kevertettiik, a 2-3000 ml-es térfogatud kultidrdkat 6000
ml-es gomblombikban szdrnyasmdgnessel keverve tartottuk szuszpenzi-
éban.

Elsd lépésként megvizsgdltuk, hogy érvényes-e nagy térfogat-
ban is a kis volumenben megdllapitott sejtszémfliggés. A rendelke-
zésre 4116 fehérvérsejt mennyisége a 2,5x107 sejt/ml sejtszdmndl
nagyobb koncentracidot nem tette lehetdvé, de az ezzel elért IFN-
gamma hozam megkozelitette a kis térfogatban megfigyelt maximumot
(10. 4&bra). A 2,5x107 sejt/ml sejtkoncentrdcidé alkalmazdsa mellett
dontottink, anndl is inkdbb, mert a koncentrdltabb fehérvérsejt
szuszpenzié pH-ja nem stabilizdlhatd nagy térfogatban, erfsen elto-
16dik a savanyd pH felé.

Ellendriztik a '"priming" hatdsossdgat nagy térfogatban, és

azt, hogy az MSK-hoz képest komplettebb Eagle-féle médium alkal-
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mazasa nem elGnyosebb-e 2,5x107 sejtszamndl. A VI. tablazatban fel-
tintetett adatok szerint a "priming" hatdsos, és az MSK ilyen ko-

rulmények kozott is egyenérték( az Eagle-féle tapfolyadékkal.

VI. tablazat
TERMELES NAGY TERFOGATBAN

Priming

- 3000 NE/ml IFN-alfa

IFN-titer (E/ml) 420 (100%) 4710 112%
Tapfolyadek
Eagle-féle MSK
IFN-titer (E/ml) 5040 (100%) 5130 (101,8%)

A "priming" optimdlis iddtartama nagy volumeni termelés eseté-
ben is 4 dra volt (11. édbra).
Az inducer mennyiségét vizsgdlva megdllapithaté, hogy 20
Ag/ml  koncentrédcid alkalmazdsa eredményezi a legnagyobb IFN-gamma
titert, ha 2,5x107 sejtszadmi, nagy térfogati a tenyészet (12.
dbra).
A 13, dbra a 2,5x107 sejt/ml sejtszam és 3000 ml-es térfogat
alkalmazasakor tapasztalt IFN-gamma termelddés kinetikdjdt mutatja
be. Az inkubdcié 12. dérdjdban mar igen magas a tenyészetben az

IFN-gamma titer.
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A fentiek alapjdn az IFN-gamma nagy volumenben vald elGdllita-
sdra a kovetkezd korilmények az optimdlisak: 4 dérdig tartd, 3000
NE/ml IFN-alfdval valé elokezelés, 15 ug/ml (gazdasdgossdgi szem-
pontbdl) Con A hozzdaddsa a 3000 ml-es 2,5x107 sejt/ml  sejtszamd
kultdrahoz. Tdpfolyadékként 2mg/ml-es fehérjetartalmd humdn gamma-
globlinmentes szérumot tartalmazd MSK-t haszndltunk. A mddszerrel

dtlagban 1500-3000 E/ml titerd IFN-gamma nyerhetd.

2. IFN-gamma termelése IFN-alfat mar termelt sejtek szuszpenzigja-

ban

Az 1IFN-gamma nagybani elﬁéllitésa'az eldzo fejezetben leirt
médon igen nagy sejtmennyiséget igényel. Ez a tény felvetette an-
nak szikségesseégét, hogy takarékosabb el jards kidolgozdsdval pré-
balkozzunk.

A SZOTE Mikrobioldgiai Intézetében korabban IFN-alfa termelé-
sére leirt eljdrds alkalmazdsakor felhaszndlt sejteket Gjbsél IFN-
produkcidra késztettik.

Az IFN-alfat és IFN-gammdt termeld sejtek nem ugyanazok. A 3.
dbran 1dthaté, hogy igen nagy mennyiségd IFN-alfa, ha nem is maxi-
mdlisan, de a kontollhoz képest fokozta a sejtek IFN-gamma termelé-
sét Con A hatdsdra. Feltételeztilk, hogy a kb. 16 6rdig tartd magas
titerd IFN-alfdval vald eldkezelés nem gdtolja meg, hogy Con A
indukcidra az IFN-gammdt termeld lymphocytdk reagdl janak.

Laboratdriumi méretekben végzett kisérletek eredményeit fog-

lalja Ossze a VII. tablazat.
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VII. tablazat

IFN-ALFA TERMELEST KOVETO IFN-GAMMA ELOALLITAS

IFN-alfa termelés

IFN-gamma termelés

(0-20 h) (20,5-40 h)
Téapfo- 0-2 h 2h 20h 20,5h 21 h 40 h
lyadék priming Sendai titer Mosds Con A  titer titer
200 NE/ml virus NE/ml NE/ml E/ml
MSK + + 56000 + + 573 3278
43000 656 2459
Eagle-f£. + + 78000 + + 819 3688
52000 737 4918
MSK + + 56000 + - 655 2049
48000 650 1639
Eagle-f. + + 52000 573 1126
65000 491 1436
MSK - - NTX + + 102 409
82 409
Eagle-f. - - NT + + 82 420
82 390

x= nem tesztelve
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Bemutatja a két egymdst kovetd termelési szakasz iddrendjét.
A bal oldaldn 1évd oszlopokban az IFN-alfa termelési periddusban
mért titerek lathatdk. "Priming"-ot és Sendai virussal vald ferto-
zést kovetben 40-70000 NE/ml titerd IFN-alfa képzOdik. Amint az az
IFN-gamma elddllitdsanak leirdsaban szerepel, az eldkezelésre hasz-
ndlt IFN-alfdt, - itt az elsd periddusban termelddott nagy titerdG
IFN-alfat keétszeri mosdssal eltdvolitottuk. Az IFN-alfa termeld
szakaszban a sejtkoncentricid lxlO7 sejt/ml. A fentiekb6l ldthatd,
hogy az IFN-gamma termelésének sejtigénye nagyobb. Ezért a mosds
vEgen 2,5x107-re dllitottuk a sejtszamot. Az inducer ddézisa ebben
az esetben is 15 ug/ml volt. Hogy megtudjuk, a mosdst kovetden a
sejtszuszpenzid mennyi IFN-t tartalmaz, fél dra elteltével mintat
vettink, és meghatdroztuk az antivirdlis aktivitasat. Ez mutatja a
maradék IFN-alfa tartalmat, ami kb. 1% (500-800 NE/ml). Con A hoz-
zdaddsa nélkidl is inkubdltunk tenyészeteket az IFN-gamma termelés
végéig. A mért titerek mutatjdk, hogy a sejtek tovdbbra is kibo-
csdjtanak kis mennyiségl IFN-alfdt. Tehdt ez jelzi, hogy a Con A
indukcid wutan nyet IFN tartalmaz IFN-alfat. A sejtek IFN-gammat
termeld keépességének vizsgdlata céljabdél "priming" és Sendai virus
nelkil 1is tenyésztettink sejteket, amelyeket mosds utdn Con A-val
kezeltik. A fél dra milva kimutatott IFN-tartalom eredete és mind-
sége nem tisztdzott. A 19 dra elteltével meghatdrozott IFN-gamma
titer alacsony, de megfelel az IFN-alfdval nem kezelt sejtek terme-
lokepességének. Lathatd, hogy az eldzdleg IFN-alfat termelt sejtek
feliildszéjdban a Con A hatdséra magasabb, 2500-5000 E/ml titerG

IFN képzddott. Ez az aktivitds pH 2 kezelés hatdsdra a Con A-val
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nem kezelt sejtek dltal termelt IFN-alfa titerének megfeleld érteék-
re csokken. A pH 2 érzékeny rész az IFN-gamma tartalmat jelzi.
A kisérleteket MSK és Eagle-féle tapfolyadék alkalmazdsdval is
elvégeztuk, és a tapasztalt kilonbséget nem taldltuk jelentdsnek.
Mivel az irodalombdl ismert, hogy az I tipusu és II tipusu
IFN-ok fokozzék egymds antiviralis éktivitééét (Fleischmann és
mtsai, 1979), és olyan sejtvonal nem ismeretes, amelyben csak az
IFN-gamma hoz 1létre antivirdlis dllapotot, ezért mddszert keres-
tink a keverék preparatumok IFN-gamma tartalmanak meghatdrozdsdra.

Vizsgdltuk kilonbszo ardnyban dsszekevert 1x10°

NE/mg fehérje spe-
cifikus aktivitdsd tisztitott IFN-alfa és lxlO5 E/mg fehérje speci-
fikus aktivitdsd IFN-gamma mintdk antivirdlis aktivitdsdt. A 14.
abra szemlélteti, hogy a vizsgdlt keverék titere meghaladja az
additiv értéket, és tobb, mint kétszeres titeremelkedés is kimutat-
hatd. Az itt bemutatott eredményeket alapul véve létrehoztunk egy
olyan kalibracidés gorbét, amelyen 1:9-30:1 ardnyd ismert titerG
IFN-gamma és IFN-alfa keverékekhez tartozé fokozas mértékét dabra-
zoltuk logaritmusban (15. dbra). Az IFN-alfdt és IFN-gammdt isme-
retlen ardnyban tartalmazd el6zbleg Sendai virussal majd Con A-val
kezelt sejtek feliiliszéjdban az IFN-gamma tartalom Ggy hatdrozhatd
meg, hogy a minta antivirdlis aktivitdsdt meghatdrozzuk pH 2 keze-
lés elott és utdn. A két érték hdnyadosdnak logaritmusa meghatdroz
egy pontot a kalibrdcids gorbén. A pontot az x tengelyre vetitve a
pH 2 kezelt minta titerének segitségével az IFN-gamma tartalom
kiszdmolhatd.

Az IFN-gamma IFN-alfdt kovet6 nagy volumenG el6dllitdsdra az

adott lehetOséget, hogy ekkor mdr az EGIS Gydgyszergydrban folya-
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matos IFN-alfa termelés folyt. IFN-alfat termelt két 3000 ml térfo-
gatu feheérveérsejt szuszpenzid sejtjeit egyesitettiik alacsony fordu-
latd, szobahSmérsékleten torténd centrifugdldssal. A sejteket két-
szer mostuk elGmelegitett gammaglobulinmentes szérumot nem tartal-
mazo MSK-val, majd 2400 ml térfogatu szuszpenzidt készitettiink a
sejtekbdl, 1igy az eredeti lxlO7 sejt/ml sejtszém 2,5x107 sejt/ml-
re novekedett. A VIII. tdbldzat 5 kilonbozé alkalommal végzett
kisérlet eredményét foglalja magdba. A tdpfolyadék fehérjetartalmd-
nak csokkentésével a képzddott IFN-gamma mennyisége is kevesebb
lett, ezért a 2 mg/ml fenérjetartalom alkalmazédsa mellett dontot-
tunk. Gammaglobulinmentes humdn szérumot haszndltunk. A tdabldzat-
ban feltintetett IFN-gamma titereket a kalibrdcids gorbénk segitsé-

gevel szdmoltuk Kki.
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VIII. tablazat

NAGY TERFOGATU, IFN-ALFA TERMELES UTANI IFN-GAMMA TERMELES

Fehér je Kisérlet IFN-alfa+gamma IFN—gammax
tart.(mg/ml) szdama titer (NE/ml)

Atlag IFN-gamma
titer(E/ml) titer (E/ml)

7800
18880
16860

4770
16858

Vi & W N =

7020
22450
10930

4730
14166

Vi & W N -

0,5 3900
2890
3990
9192

Vi & W N

2290
6570
7217

817
3563

1530
7250
3800

761
2763

9170

710

367
1969

4091
(100%)

3220

- (72%)

1004
(24%)

x= kalibradcids gorbével kiszamitva



- 62 -

3. Az IFN-gamma tisztitasa

A klinikai gyakorlatban felhaszndlhatd interferonok specifi-
kus aktivitdsa minimdlisan lx106 NE/mg protein. Ezt a tisztasdgot
igyekeztink elérni az IFN-gamma és az IFN-alfa termelést kovetGen
elddllitott IFN-gamma tisztitésé sordn. Mivel a kiinduldsi anyag
specifikus aktivitdsa igen alacsony volt, ezért a tisztitdst tobb
lépésben végeztik. A folyamat fdzisait a 16. dbra szemlélteti. Az
IFN-tisztitdsdra j6l alkalmazhatd CPG 75 adszorpcids oszlopkromato-
grafiat vdlasztottuk elsd lépésnek. Ez a géldagy szelektiven kotot-
te meg a rdvitt IFN csaknem teljes mennyiségét, az dtfolydban mind-
ossze 1-5% IFN-t lehetett kimutatni. Az IFN-t tartalmazé oszlopot
mostuk. Ehhez PBS-t, vagy 0,5 M TRIS-HC1 puffert (pH 8,5) alkalmaz-
tunk. Mindkét mddszer jelentdsebb IFN-veszteség nélkil tovabbi
tisztuldst eredményezett a gyengén kotddott szennyezd fehérjék
eltdvolitasdval. Az IFN gélrdl vald eludldsdra kétféle mddszert is
kiprébdltunk, ez az irodalombdl ismert 50 % etiléngikollt és 1 M
NaCl-t tartalmazé PBS-oldattal (de Ley és mtsai, 1980.), vagy az
IFN-alfa tisztitdsa sordn haszndlt 1,5 M NaCl-dal kiegészitett 0,5
M  TRIS-HCl pufferrel (pH 8,5) tortént. Mindkét mddszer alkalmazdsa
esetén a visszanyerés 50-60 % volt, a tisztulds pedig 20-30-szo-
ros. A CPG-eludtum IFN-tartalmdnak specifikus aktivitdsa az un.
semi-crude tisztasdgi fokot érte el (16. dbra, A rész). Kovetkezd
lépésként gélszlrést végeztiink, amely a molekulaslly szerinti elvé-
lasztds révén tovébbi tisztuldst eredményezett. A gélszirés elétt
szikséges volt a CPG-eludtum ultraszlréssel vald koncentrdldsa. Az

Ultrogel Aca 54 oszloprél 1 M NaCl-t tartalmazd PBS-sel eludltuk a
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felvitt IFN-t. A Sephacryl S-200 gélen torténd kromatografdléaskor
eluenskéent 5 % etilénglikollt tartalmazd PBS-t haszndltunk. A gél-
sz(rés soran az IFN meghigul, és igy a folyamat végén a megfeleld
titer elérése ceéljabdl Ujbdli ultrasziirés sziikséges az IFN koncent-
raldsdra, és ez egyben a minta sémentesitését is megoldja. A fent
leirt kromatogrdfids eljdrdsok jé visszanyeréssel részlegesen tisz-
titott, megkozelitbleg lx106 E/mg fehérje tisztasdgd IFN-gammét
eredmenyeztek. |

Az Ultrogel Aca 54 kromatogrdfidt az IFN-alfa termelés uténi
IFN-gamma tisztitdsdra alkalmazva a 17. dbran ldthatd elidcids pro-
filt kaptuk. A szirke oszlopok a frakcidk WISH sejten mért antivi-
rdlis aktivitdsat mutatjdk. A titerek IFN-alfa+IFN-gamma egyiittes
aktivitasat képviselik. A fekete oszlopok az MOBK sejteﬁ mért ti-
tert Jelzik. Ez a sejtvonal az IFN-gammdra nem érzékeny, csak az
IFN-alfa tartalom mérhetd vele. A bejeldlt frakcidk olyan mennyisé-
gd IFN-alfat tartalmaznak, amely mdr nem eredményezi fokozott anti-
virdlis titer kialakuldsdt, és az itt mért aktivitdsok a frakcicdk
IFN-gamma tartalmdnak tulajdonithatdk.

A Con A indukdlta IFN-gamma molekulasilydnak meghatédrozdsa
celjabdl molekulasily markerekkel kalibrdlt Sephacryl S-200 oszlo-
pon vegeztik a CPG-tisztitott IFN-gamma gélsz(rését. WISH sejteken
egy alacsonyabb (23 kDa) és egy magasabb (51 kDa) molekulasidlyd
antivirdlis aktivitdssal rendelkezd "peak'"-et mutattunk ki. Ezek
az IFN-gamma monomer €s dimer formdjdnak megfeleld értékek (18.

abra).
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4. Az IFN-gamma bioldgiai aktivitdsai

A fenti mddon el6dllitott IFN-gamma kiilcnféle biolégiai hatd-
sait vizsgdltuk Osszehasonlitva az IFN-alfa és/vagy IFN-béta ezen
hatésaival.

Mindhdrom IFN tipus sejtszaporoddst gatld hatdsat tanulmdnyoz-
tuk HEp-2 sejteken. Az irodalmi adatoknak megfelelGen ugyanolyan
mértékd (20 %) szaporoddsgdtlas létrehozdsahoz az IFN-gammabdl
lényegesen kisebb mennyiség is elegendS volt, mint az IFN-alfabdl,
vagy IFN-bétdbdl (19. dbra). A K562 humdn erythroid leukaemia sejt-
vonalon meg kifejezettebben megfigyelhetd volt az IFN-gamma IFN-al-
fahoz viszonyitott erdteljesebb.anticelluldris hatdsa (20/a és b
dbra). Az antivirdlis titer alapjan meghatdrozott mennyiségeket
alapul véve az IFN-gamma HEp-2 sejten megkdzelitdleg 1 nagysdg-
renddel, K562 sejten 3 nagysagrenddel volt hatdsosabb, mint az
IFN-alfa vagy IFN-béta. A kisérletekben haszndlt IFN-gamma lxlO5
E/mg protein az IFN-alfa és béta 1x106 NE/mg protein specifikus
aktivitésd volt.
| Ismeretes, hogy az IFN elOkezelés hatdsdra fokozddik a termé-
szetes 0l8sejtek cytotoxikus aktivitdsa. Vizsgdlataink szerint
nyers IFN-gamma (specifikus aktivitdsa: lxlU3 E/mg protein) jelen-
tés, kb. 20 %-os fokozdst eredményez a szepardlt humdn lymphocytdk
cytotoxicitdsdban, €és ez a hatds kis antivirdlis aktivitdsd IFN-
gammdval elérhet6 (21. dbra). A nyers IFN-alfdt (specifikus akti-
vitésa: 3x104 NE/mg protein) ennél kevésbé hatdsosnak taldltuk.

Az antitestfliggd cellulédris cytotoxicitds (ADCC) az elbbb em-

litett tisztitatlan IFN-ok &ltali fokozasédt mutatja a 22. dbra. Az
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IFN-gamma e tekintetben is hatékonyabbnak mutatkozott mint az IFN-
alfs.

Usszehasonlitottuk tisztitott készitmények, lx106 NE/mg prote-
in specifikus aktivitdsd IFN-alfa és lxlOS E/mg protein specifikus
aktivitdsd IFN-gamma NK és ADCC aktivitast moduldlé hatdsat. 200
NE v. E/ml IFN-alfa és IFN-gamma kizel azonos stimuldld hatdst fej-
tett ki (IX. tabldzat). Tehdt a nyers prepardtumok esetében megfi-

gyelt kilonbség itt nmem alakult Ki.
IX. tdblazat

TISZTITOTT IFN-ALFA ES IFN-GAMMA HATASA AZ NK ES ADCC AKTIVITASRA

Effektor Cytotoxicitadsi %
Eldkezelés NK ADCC
200 NE/ml
1 dra 18 ora 1 o6ra 18 dra
- 52 41 50 39
IFN-alfa 94 71 86 69

IFN-gamma 90 64 85 66
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Az. interferonok "priming" hatdsa érvénfesUl IFN-alfa és 1IFN-
gamma termelddése sordn. Az IFN-alfat termeld sejtek produkcidja
fokozhatd nemcsak IFN-alfdval és bétdval, hanem IFN-gammdval is.
Az IFN-gamma azonban kisebb mértéki fokozdst véalt ki.'Az IFN-alfa
és béta 100-300 NE/ml-ével valS elbkezelés eredményezte az IFN-al-
fa termelésében a maximélis; kb. 2-szeres ndvekedést, ehhez kozeli-
t6 hatdst 10-15-szor tobb IFN-gamma valtott ki (23/a 4dbra). Az
IFN-gamma termelés is fokozhatd a sejtek indukcid el6tti IFN-keze-
lésével, mint azt mdr a 3. dbrdn bemutattuk. Kétszeres termelésfo-
kozast mdr kis mennyiségd  IFN-alfa/béta kivaltott, 1000-3000
NE/ml-rel torténd eldkezelés kozel 40-szeres titeremelkedést oko-
zott. A 23/b dbrdn ldthatd, hogy az IFN-gamma eldkezelés is novel-
te a képzodott IFN-gamma mennyiségét, de éz IFN—alfa/béténél kevés-
bé hatdsosan.
| Tobb szerzd beszamolt arrdl, hogy az I tipust és II tipusd
IFN-ok fokozzdk egymds antivirdlis aktivitdsdt, leirtdk az anticel-
luldris és NK aktivitdst fokozé hatdsuk kdlcstnds ndvelését is.
Ezért tanulmdnyoztuk, hogy az IFN-alfdt és IFN-gammat tartalmazo
kevert prepardtumok hatdsosabbak-e akdr az IFN-alfa (24/a .ébra),
akdr az IFN-gamma (24/b dbra) termelésének fokozdsdban. Az dbrdékon
lathaté, hogy az IFN-gamma nem tudta az IFN-alfa &ltal létrehozott
termelésndvekedést tovdbb fokozni. Bdr ezek keverékének anti-
virdlis aktivitdsdban jelentOs titeremelkedést tapasztaltunk az
additiv értékhez képest, a "priming" terén ilyen k&lcsonhatdst nem

tudtunk kimutatni.



- 67 -

AZ EREDBMENYEK MEGBESZELESE

Az IFN-gamma, amely keletkezését mitogének és antigének indu-
kaljdak T lymphocytdkban, rendelkezik azon bioldgiai aktivitdsok-
kal, amelyekkel -az IFN-alfa és IFN-béta. Ezek az antivirdlis hatds
€és seJjtszaporoddast gatld hatds, és lényeges szerepilkk van a szerve-
zet vedekez6 mechanizmusainak moduldldsdban, hatnak az immunrend-
szer mikodésére. Megfigyelték, hogy az IFN-gamma sejtszaporoddst
gatld aktivitdsa fokozottabb, mint az IFN-alfdé; az immunmoduldns
hatdsai kozott az MHC antigének kifejezOdésének fokozdsa az I tipu-
sd IFN-oktol eltéréen az MHC II osztdlyl antigénekre is kiterjed.

| Gyakran leirték, hogy az IFN-gamma és az IFN-alfa/béta tobb
bioldgiai aktivitds tekintetében fokozza egymds hatdsat (Fleisch-
mann és mtsai,1979; Oleszak és Stewart, 1985; Weigent és mtsai,
1983). Tulajdonsdgaik megfeleld tiszta formaban vald vizsgdlata és
klinikai alkalmazhatdsdguk érdekében sziikség volt nagymennyiségben
vald elddllitdsukra és tisztitdsukra. A természetes IFN-alfa eseté-
ben az ilyen igényeket kielégité termelés mddja féleg K. Cantell
attord: munkdja eredményeképpen kidolgozott. A SZOTE Mikrobioldgiai
Intézetében is ebb6l a médszerbdl kiindulva Kkeészilt szabadalmi
eljdrds terdpids célokra alkalmazhatd természetes humdan leukocyta
IFN eldallitdsdra. Az IFN-gamma ilyen célokat szolgdldé preparatum-
kent vald elddllitdsa azért jelentett nehezebb feladatot, mert az
IFN-gamma az IFN-alfahoz képest igen kis mennyiségben keletkezik a
kidlonféle inducerek hatdsdra. Célunk volt magasabb titerl, tiszti-

tdshoz jobb kiinduldsi anyag elfdllitdsa. Braude leirdsdt kovetve
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TPA-val és A23187 ionophore alkalmazdsdval megfeleld titerd IFN-
. gammat tudtunk elddllitani. A Con A indukdlta IFN-gamma képzddéset
is fokozni tudtuk TPA-val. A TPA alkalmazdsdt azonban elvetettiik
karcinogén hatdsa miatt. Kimutattadk, hogy a Con A stimulusra terme-
16dott leukocyta migrdciét gatld faktor (LIF) mennyisége fokozhatd
IFN-alfa eldkezeléssel (Dinh és mtsai, 1980), és ezen sejtek feliil-
Uszdjdban az IFN-gamma tartalom is nétt. Wiranowska-Stewart és
mtsai (1980) szerint 100 NE/ml IFN-alfa elSkezelés csak kismértekd
fokozast eredményeiett az IFN-gamma termelésében. Mi szélesebb kon-
centrdcidtartomdnyt vizsgdlva megdllapitottuk, hogy viszonylag
magas IFN-alfa/béta dézis (1000-3000 NE/ml) kb 10-szeresre ndveli
a Con A indukdlta IFN-gamma mennyiségét. Az indukcids korilmények
tovdbbi javitdsa cél jabdl meghatdroztuk a legmegfelelﬁbb-elékezelé—
si id6tartamot (4 h), inducerddzist (15 ug/ml Con A), sejtkoncent--
réciot (2,5x107 sejt/ml), és vizsgdltuk a termelddés kinetikdjat,
ami azt mutatta, hogy rovid, akdr 12 érds inkubdcid is elegendd a
legmagasabb titer eléréséhez. A keletkezett IFN fizikokémiai tulaj-
donsdgai: pH 2-érzékenysége és labilitasa 56 OC-on az IFN-gamma
jellegzetességei.

Az IFN-gamma nagytérfogatban vald el6dllitdsa a kis volumeni
termeléskor tapasztaltak alapjdn indult, és a paraméterek ilyen
korilmények kozotti vizsgdlata szerint 1lényeges vdltoztatdsukra
nem volt szikség. Az olcsd és egyszerlG, vitaminokat és aminosava-
kat nem tartalmazé MSK tédpfolyadék, amelyet a nagybani IFN-alfa
termelés sordn haszndltak (Téth és mtsai, 1984), itt is alkalmas-

nak bizonyult 2 mg/ml fehérjetartalommal.
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A természetes IFN elddllitdsdnak legnagyobb akaddlya az, hogy
-a fehérvérsejtek nem dllnak rendelkezésre korldtlan mennyiségben.
A leukocyta IFN (IFN-alfa) lizemi elfdllitdsa, amely kisérleteink
idejében mdr folyamatos volt az EGIS Gydgyszergyar intérferont
gydrtd uzemében, a beszerezhetd "buffy coat" nagy részét felhasz-
ndlta. Az IFN-gamma gydrtds lehetdségének megteremtéséhez - a nagy
sejtsziukseglete miatt is - a mdédszert olyan tekintetben médositot-
tuk, hogy megprébadltuk djra felhaszndlni az IFN-alfat mdar termelt
leukocytdkat. Ismereteink szerint a f6 IFN-alféat - termeld sejtek
nem azonosak az IFN-gammdt produkdlokkal, tehat termelOképességi-
ket megﬁrizhették('>Az is ismeretes, hogy a magas titerG IFN-nal
valé elokezelés a sejtek indukcidra adott vdlaszat gatolja, az un.
"blocking" Jjelensége 1ép fel (Goigher és mtsai, }973). A mi kisér-
leteink sordn azonban a sejteket koriilvevd kdozeg IFN-alfa tartalma.
nem gdtolta a Con A indukdlta IFN-gamma produkciét, s6t a "pri-
ming" hatds érvényesilt inkdbb. Ez abbdl is sejthetd volt, hogy az
.IFN—alféval "priming"-olt IFN-gamma keletkezését még 5x104 NE/ml
IFN-alfa sem csokkentette az eldkezeletlen szintjére, és Sendai
virus hatdsdra az elsO termelési periddusban is kb. ennyi IFN-alfa
termelddik. Igy alkalmasnak taldltuk a sejteket arra, hogy ismétel-
ten felhaszndljuk Oket, €s IFN-gammdt termeljink velikk. Eredménye-
ink azt mutatjak, hogy a sejtek tovébbra is termelnek IFN-alféat,
és mint tudjuk, az IFN-gamma és IFN-alfa keverék antivirdlis akti-
vitdsa nem tiikrozi az igazi IFN tartalmat. Olyan. mddszerre volt
szikség, amelynek segitségével meghatdrozhatd az elegy IFN-tipus

osszetétele. Az IFN-gamma pH 2-érzékenysége lehetové teszi az IFN-
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alfa mennyiségének titrdldsdt, de az IFN-gamma titert csak egy
olyan kalibrdcids gorbe segitségével hatdrozhattuk meg, amelyet
dltalunk készitett keverékek fokozott és pH 2-kezelt titere alap-
Jan alakitottunk ki. A kalibrdcids gorbével szamolva a nagytérfoga-
td IFN-alfa termelést kovetben elddllitott IFN-gamma titere 1000-
7000 E/ml kozott volt. A kidolgozott ilzemi méretekben alkalmazhatd
eljérds alapjdn az EGIS Gydgyszergydr interferont gyartd iizemében
elkezdddott az IFN-gamma elddllitasa.

Az IFN-gamma tisztitdsa a kiinduldsi nyers IFN alacsony speci-
fikus aktivitdsa miatt tobblépéses eljdrdst igényel. A kontrolldlt
pérusli liveggyongy haszndlatat interferon tisztitdsdra eldszor Edy
es mtsai. irtak le 1976-ban, de ezt kdovetden tobb laboratdriumban
is felhasznaltak, mert az interferonokat a tobbi fehérjékhez keé-
pest szelektiven, nagy affinitdssal adszorbedlja. Az IFN-alfa tisz-.
titdsa lizemi méretekben az EGIS Gyégyszergyérban is ezzel a mdd-
szerrel torténik. Az -IFN-gamma tisztitdsakor tobb 1laboratdriumban
a CPG-kromatogrdfia az els6 koncentrdldst és tisztitdst szolgdlé
eljdrds. Tisztitasi kisérleteinkben alkalmazva az IFN-gammat 100%-
ban megkototte a CPG, a szennyez6 fehérjéknek csak egytizedét. Az
IFN-gamma adszorbensrdl valé eludldsdra tobbféle elucids médot le-
irtak: pl. a 20-50 % etilénglikollt tartalmazé foszfat-puffert,
Chédha eés Sulkovski (1982)'pedig a magas molaritdsd elektrolitokat
is alkalmasnak taldlta erre a célra. A SZ0TE Mikrobioldgiai Intéze-
tében Mécs Imre dolgozott ki eljdrdst az IFN-alfa tisztitdsara,
amely soran eluensként magas (1,5 M NaCl) sdétartalmd TRIS-HC1l-puf-
fert (pH 8,5) alkalmazott. Osszehasonlitottuk az etilénglikollt
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alkalmazd elicids eljdrdst a NaCl tartalmd TRIS-HC1 puferrel torteé-
nd eldcidval. Az utdébbi eluenssel jobb, megkozelitdleg 50-szeres
tisztulast értink el, az eludtum specifikus aktivitasa 1—2x105
E/mg prot. lett, ami mar semi-crude mindséget jelent. A részlege-
sen tisztitottnak mondott mindség elérése érdekében a tovabbi tisz-
titds gélszliréssel tortént. Ez is gyakran alkalmazott médszer az
IFN-gamma tisztitdsdra. J6 kitermelést biztositott, és a specifi-
kus aktivitds is megkozelitette a kivant 1x106 E/mg prot. érteket.
Az IFN-alfa termelést kovetben elddllitott IFN-gamma esetében a
CPG kromatogrdfia sordn sem hagytuk figyelmen kiviil a titerek foko-
zott vﬁltét, a visszanyerés kiszamolasakor a PH 2-kezelt mintak
titerét és a kalibrdcids gorbét haszndltuk fel.

A gélszdrés hasznos mddszer volt azért is, mert az IFN-gamma
és IFN-alfa elvdlasztdsat ezzel sikerilt megoldani. A kisebb mole-
kulasilyd IFN-alfa késGbb eludldédik, mint a két helyen is glikozi-
131t és gyakran dimer forméban eldforduld IFN-gamma. Az IFN-gamma
molekulasdlydnak meghatdrozdasa soran megfigyeltiik egy nagyobb és
egy kisebb molekulasulyd komponens elvdldsdt. Egyik csucs frakcidi
sem mutattak antivirdlis aktivitdst a csak IFN-alfdra érzeékeny
MDBK sejteken, ami arra utal, hogy a dimer és monomer IFN-gamma
molekulaforma vd&lt el a gélben. A neutrdlis pH-n (itt PBS-t alkal-
maztunk eluensként) az IFN-gamma leginkdbb dimer formdban taldlha-
t6 meg (Trotta és Nagabhushan, 1992).

Az eldallitott IFN-gamma bioldgiai hatdsait az I tipusd inter-

feronokéval Osszehasonlitva vizsgdltuk. Leirtdk, hogy az interfero-

nok bioldgiai aktivitdsaiban dltaldban csak kvantitativ kilonbség
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fedezhetd fel, mert legtobb hatds kivdlthatdé mindegyik tipussal,
csak a hatdsos, antivirdlis aktivitds alapjan meghatdrozott ddzis
nagysaga tér el. Az interferoncknak az a tulajdonsdga, hogy tumor-
sejtek szaporoddsat képesek gatolni nagy reményeket ébresztett az
IFN-pk  daganatterdpidban vald alkalmazhatdsdga tekintetében, Az
IFN-gammé iranti érdeklédés is fokozddott, amikor leirtadk, hogy az
IFN-alfa/bétanal kifejezettebb az antiproliferativ aktivitasa.

Kisérleteinkben két sejtvonalon is kimutattuk ezt a hatékony-
sagbeli kilonbséget. Bar irodalmi adatok szerint a kiilonféle sejt-
vonalak IFN-ra és IFN tipusra vald érzékenysége nagyon eltérhet
egymdstol.

A térmészetes cytotoxicitdsnak fontos szerepe van a malignus
és virusfert6zott sejtek elimindldsédban. Az interferonok in vivo
antitumor hatdsdhoz hozzdjdrul a természetes 0lbsejtek aktivitdsa-
nak fokozdsa.

A nyers IFN-alfa és IFN-gamma prepardtumckat ©sszehasonlitva
az IFN-gamma itt is hatdsosabbnak latszott. A kisérleteket tiszti-
tott IFN-okkal elvégezve azonban a két IFN-tipus egyforma hatdsu-
nak bizonyult. Ezt tapasztaltsk de Ley és mtsai is (1980). Feltéte-
lezhetd, hogy a cytotoxikus reakcidk fokozdsdért a tisztitatlan
keészitményekben jelenlévé egy€éb cytokinek a feleldsek, €s ezek a
tisztitds sordn elimindlddnak. Az irodalomban ebben a témdban is
el6fordulnak ellentmonddsos adatok, hiszen Weigent és mtsai (1983)
szerint rekombindns IFN-gamma 50-szer hatékonyabban fokozta az NK
sejtek aktivitdsdt, mint a rekombindns IFN-alfa és béta. Ezek a

szerzok szdmolnak be arrél, hogy az IFN-gamma szinergizdlja a ma-
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sik két IFN tipus NK sejt aktivdldsdt. Tehdt ezen a téren is megfi-
.gyelhetﬁ a szinergizmus, ami az antivirdlis aktivitds terén jol
Jellemzett.

Megdllapitottuk, hogy mindhdrom IFN tipus rendelkezik azzal a
képesseggel, hogy eldkezelésként alkalmazva 6ket fokozzdk a Sendai
virus indukdlta IFN-alfa és a Con A indukdlta IFN-gamma termelést
lést, és az IFN-gamma mindkét termeld rendszerben alulmaradt haté-
konysagban az I tipusid IFN-okkal szemben. Tanulmanyoztuk azt 1is,
hogy az egyéb bioldgial aktivitdsokhoz hasonldan a kevert IFN-al-
fa+gamma prepardtumok effektivebbek-e az IFN termelés fokozdsaban,
mint az egyféle IFN-t tartalmazcdk. Eredményeink azt mutatjak, hogy
az IFN-alfa+gamma keverékek nem haladjdk meg az ugyanolyan antivi-

ralis aktivitassal rendelkezd IFN-alfa termelésfokozd hafését.
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0SSZEFOGLALAS

A human IFN-gamma termelésével kapcsolatos eredményeink a

kovetkezok:

1. Az alkalmazott inducerek koziil a TPA és az A23187 ionopho-
re megfeleld koncentréciéban, a Con A TPA eltkezeléssel )8 induce-
re az IFN-gamma termelésnek.

2. Megédllapitottuk, hogy IFN-alfa/béta elSkezeléssel ("pri-
ming") fokozhatd a Con A induk&lta IFN-gamma termelése, €s ennek
az IFN-nak a fizikokémiai tulajdonsdgai megegyeznek az IFN-gammdra
jeliemzékkel. |

3. Meghatdroztuk, hoéy melyek a "buffy coat"-bdl szarmazé leu-
kacytdk IFN-alfa elSkezelést kovetd, Con A indukdlta IFN-gamma ter-
melésének optimdlis korilményei kis és nagy térfogatban.

4/a. Leirtuk, Hogy az el6z6leg Sendai virus hatdsdra IFN-al-
fat termelt leukocyta szuszpenzidban Con A-val IFN-gamma indukdlha-
tdé nagy térfogatban is.

/b. Kialakitottunk egy kalibrdcids gorbét, amellyel az IFN-
alfat tartalmazé IFN-gamma prepardtum IFN-gamma tartalmaA meghata-
rozhatd.

5/a. A részlegesen tisztitott, 1x lU6 E/mg protein specifikus
aktivitdsd IFN-gamma elddllitdsdra kétlépéses kromatogréfids el ja-
rést dolgoztunk ki.

/b. Megdllapitottuk, hogy gélsziiréssel (Ultrogel AcA 54) az

IFN-gamma és IFN-alfa elvdlaszthatd egymdstdl.
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6. Jellemeztik az IFN-gamma anticelluldris aktivitdsat, amely
feliilmilja az ugyanolyan antivirdlis titerd IFN-alfa/bétdét.

7. Megdllapitottuk, hogy a spontén cytotoxicitas fokozhatd az
effektor sejtek IFN-alfa és IFN-gamma eldkezelésével, ezen a téren
a nyers IFN-gamma hatdsosabb, mint az IFN-alfa, de a tisztitott
IFN-gamma nem.

8. Leirtuk, hogy az IFN termelés IFN-gamma eldkezeléssel ke-
vésbé hatdsosan fokozhatd, mint az I tipusu interferonokkal, és az
IFN-gamma nem fokozza az IFN-alfa "priming" aktivitdsdt, e

téren nem érvényesil szinergizmus.

Az 1IFN-alfat is tartalmazd tisztitott IFN-gamma prepardtumunk
hatdsos terdpids szer lehet a kétféle IFN kozott a legtobb biolé-
giai hatds terén fenndlld szinergista egyiitthatds megléte miatt. A
készitmény IFN-alfa és IFN-gamma tartalmdnak pontos meghatdrozdsa,
es oOsszetételének standardizaldsa utdn lehetségessé vdlhat klini-

kai alkalmazasa.
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