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1 A Makrofag migracié inhibitor faktor (MIF)

1.1 Torténeti attekintés

1932-ben Rich és Lewis tuberkulinnal kezelt szévetkulturat vizsgalva antigén
altal gatolt leukocita és makrofag migraciot talalt. Ebbol arra kovetkeztettek, hogy az
antigének a lymphocytdkat Gn. migraciogatlo faktor termelésére késztetik (Rich és
Lewis, 1932). Az, hogy kapillariscsovekben lehetévé valt a mononuklearis sejtek
migracio inhibitor faktor (MIF) leirasdhoz (Bloom ¢s Bennett, 1966; David, 1966).
David valamint Bloom és Bennett kutatocsoportja egymastol fliggetleniil kimutatta,
hogy a sejtes immunreakcidkat, mint a késéi tipust hiperszenzitivitast (delayed-type
hypersensitivity, DTH), t6bbek ko6zt az aktivalt T sejtek altal termelt MIF hozza 1étre.

A MIF volt az els6, in vivo kisérletekkel igazolhatéan nem immunglobulin
szerkezetll immunmediator. Ennek ellenére, a kovetkezd 25 évben néhany erdfeszitéstol
eltekintve, relativ keveset publikéltak rola. Ebben az idészakban fedezték fel, hogy a
MIF a makrofagokban nemcsak migracié gatlast okoz, hanem képes fokozni a
mtsai, 1973).

Probléma volt, hogy sokdig nem talaltak elegendd® MIF forrast ahhoz, hogy megfejtsék
az els6dleges szekvenciat, melynek segitségével klonozhattdk volna a tisztitott fehérjét.
A kutatok jo ideig kénytelenek voltak ezért leukocita kulttirdkat hasznalni, melyek
szennyezettek voltak, és MIF-et csak csekély mértékben tartalmaztak. A
szennyezbanyagok hamis eredményekhez és néhany publikacio (David, 1993)
visszavondsahoz vezettek. Ez a tény, valamint egyéb migracidgatld hatédssal is
rendelkez6 mediator, mint az interferon gamma (IFN-y) (Thurman és mtsai, 1985) és az
interleukin-4 (IL-4) (McInnes ¢és Rennick,1988) felfedezése ismét érdekessé tette a
MIF-et. De a kutatas kézéppontjaba csak a human MIF ¢-DNS-ének sikeres klonozéasa
utdn (Weiser és mtsai, 1989) keriilt. A végleges attorést a fehérje rekombinans
elballitasa jelentette 1993-ban (Bernhagen €s mtsai, 1993), mely nagy mennyiségi,
tiszta MIF—et szolgaltatott a bioldgiai funkcidk teszteléséhez. Jelenleg a MIF-nek mar
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gatlo hatasan. Ennek ellenére a név valtozatlan forméban fennmaradt.



1.2 A MIF szerkezete

A human MIF monomer 114 aminosavbol all. Haromdimenzids szerkezetét
rontgenszerkezeti analizissel vizsgaltadk, amelynek segitségével lathatéva valt, hogy a
MIF, harom azonos alegységbdl felépiil6 homotrimer molekula (Sun és mtsai, 1996;

Suzuki és mtsai, 1996a).

Lolis, Current Opinion in Pharmacology 1, 662668 (2001)

1.2.1. 4bra A MIF szalagos szerkezete

A trimer ugy rendezédik, hogy hdrom B-lemezt hat a-hélix vesz koriil egy

csatornat képezve, mely végighizodik a teljes molekuldn. A csatorna belsejére pozitiv
elektromos potencial jellemz6, mely negativ reakciopartnerekkel kapcsolatot teremthet.
Haromdimenzios szerkezetét a monomerek kozti hidrogén hidak és egy hidroféb mag
stabilizalja.

A MIF haromdimenzids szerkezete nem mutat semmiféle hasonldésagot sem a
tébbi citokinnel, sem a hipofizishormonokkal, és igy egy 10j protein szupercsaladot
képez. Ismert azonban néhany fehérje, amely szerkezetileg hasonlatos a MIF-hez, ilyen
a dopachrom-tautomeraz (Sugimoto és mtsai, 1997), valamint a prokariéta enzimek
koziil a 4-oxalokrotonat-tautomeraz (4-OT), 5-karboximetil-2-hidroximukondt-izomeraz
(CHMI) és a korizmat-mutaz (Chook és mtsai, 1994; Subramanya ¢s mtsai, 1996; Sun
¢és mtsai, 1996). Ezen enzimek a MIF-hez hasonldéan homotrimer, vagy mint a 4-OT
homodimerekb6l 4all6 homotrimer molekuldk. A szerkezeti hasonlosagon feliil
szekvenciahomoldgia is lathato. A MIF és a D-dopachrom-tautomerdz kozott 27 %

szekvencia azonossag van (Zhang és mtsai, 1995), bar a MIF és a bakterialis enzimek



szekvenciahomologidja alacsonyabb (~ 20%), a 4-OT és a CHMI N-terminalis végén a

MIF-hez hasonloan katalitikus prolin alegység talalhatd (Swope és mtsai, 1998).

4-0T
Sugimoto és mtsai, Biochemistry 38, 3268-3279 (1999)

1.2.2. 4bra Hasonlésag a bakterialis enzimekre

A MIF aminosav szekvencidja kiilonb6z6 fajokban nagy homoldgiat mutat, pl.
az eml6sok kozott a homologia 90% kortili (Calandra €s Roger, 2003). A human és egér
MIF els6dleges szekvencidja is 89%-ban homoldg (Bernhagen és mtsai, 1994), azonban
az emberben egyetlen funkcionalé gén van jelen, mely harom exonbol és két intronbdl
épiil fel, egérben tobb mint 10 pszeudogén talalhatd (Paralkar és Wistow, 1994; Bozza
és mtsai, 1995; Kozak és mtsai, 1995; Mitchell és mtsai, 1995). A kédolé genom DNS
szintjén mindkettd nagy homoldgiat mutat. Egy 0,6 kb. hosszi mRNS-transzkript
egerekre és emberekre egyarant jellemz6 (Bernhagen és mtsai, 1998).

A MIF molekulasulya 12,5 kDa. Ismert, hogy emberben (Kato és mtsai, 1996;
Sugimoto és mtsai, 1996; Sun és mtsai, 1996) és patkanyban (Suzuki és mtsai, 1996b)
rontgenszerkezeti analizissel vizsgalva trimert képez. Ezzel szemben mas mddszerekkel,
példaul NMR-rel (Muhlhahn ¢s mtsai, 1996) és gélfiltraciéval (Zeng és mtsai, 1993) a
humén MIF-et dimer szerkezetinek talaltak. Ujabb szedimentacids kisérletek
eredményei viszont ismét trimerre utalnak (Philo és mtsai, 2004). Maig nem tisztazott

azonban, hogy a MIF in vivo milyen oligomerizécios allapotban van jelen.



1.3 A MIF hatasmechanizmusa

A makrofag migraci6 inhibitor faktor extracellularisan kétédve, receptor-medialt
jelatvivd utakon Kkeresztil és -endocytosissal a sejtbe jutva- intracellularis

kolesonhatasok révén is szabdlyozza a sejtaktivitast (lasd az 1.3.1 abrat).

MIF

Extracellular

Endo- ¥ Autocrine ¥ .
cytosis loop a

Gene expression. “Anhibition of
cell cycle TLR4/CAMs/inflamma~ || apoptosis
| G tory cytokines -

Intracellular

Morand és mtsai, Nature Reviews Drug Discovery 5, 399411 (2006}

1.3.1. Abra A MIF hatismechanizmusa

Az extracellularis MIF, mely magaba foglalja a sejten belili raktarakbol
felszabaduld MIF-et, autokrin médon (a) 1ép kapesolatba a sejtfelszini CD74-gyel (b).
A MIF aktivalja a CD74 fliggd extracelluléris szignal-regulalé kindz 1/2 (ERK1/2) és a
p38 mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) utakat (b, ¢). A MIF és a CD74 kozti
kapcsolatot szabalyozé fehérjék és az ezt kovetd sejten beliili lépések még
tisztazatlanok (¢). A tovabbi lépések ko6zé tartozik a SRC-csaladba tartozd tirozin
protein kindz, valamint a Rho GTP-4z—Rho kindz-miozin kdnnytlanc kindz (MLCK) —
integrin- fokalis adhéziés kinaz (FAK) aktivacids sor (d), amely tSbbféle hatast
eredményez: egyrészt a cyclin D1 aktivaciojat, mely proliferaciét indukél, masrészt az
ETS domain-t tartalmazd transzkripcios faktorok é&s aktivator-protein 1 (AP1)
transzkripcios faktorok aktivacidjat, mely sejt-adhézios molekuldk (CAM) és a Toll-like
receptor 4 (TLR4) gén expressziojahoz vezet (e). A MIF p53-fiiggd apoptozis gatld

hatésa szintén a MIF-CD74 interakcion keresztiill valdsul meg. Az apoptozis indukcidja



magaba foglalja a citoplazmatikus foszfolipdz A2 (cPLA,) aktivacidjat, az arachidonsav
(AA) képzddést és a ciklooxigendz 2 (COX2) aktivacidjat (f). A prooxidativ stressz
hataséara elinduld apoptézist a MIF antioxidans aktivitisa gatolja, mely a sejtek kozti
diszulfid (S-S) kotések redukcidjaval fiigg Gssze (g). Az arachidonsav viszont képes
aktivalni a MAPK-t és az APl-regulalt génexpressziét (h). Bizonyos intracellularis
fehérjék kdzvetlentil kapesolatban dllnak a MIF-fel. Ha sok MIF keriil be endocytosissal
a sejtbe, hozzakotédik a c-Jun activation domain binding protein 1-hez (JAB1), ezzel
gatolja a MAPK-n keresztiil zajlo jelatviteli utakat (i). Az intracellularis MIF szintén
szabalyozhatja a JABI-et és egyéb peroxiredoxin 1 (PAG), thioredoxin (TRX) vagy
hepatopoietin (HPO) altal enzimatikus Uton szabdlyozott sejtfunkciokat (j) (Morand és
mtsai, 2006).

A MIF-gén nem kodol a transzlokacidhoz sziikséges N-termindlis szignal
szekvenciat, mely lehetévé tenné az endoplazmatikus retikulumba (ER) wvald
transzportot (Weiser és mtsai, 1989). Flieger és munkatarsai endotoxinnal stimulalt
THP-1 tipusit monocytakat vizsgalva megfigyelték, hogy a MIF nem jut be az
gatlé anyagok (monensin, brefeldin A). Ez arra utal, hogy a MIF szekrécidja nem a
klasszikus iton meg végbe. Viszont az ABCAl-et (ATP binding cassette transporter
subfamily A1) gatld glyburid és probenicid nagymértékben géatolta a MIF szekréciojat,
de nem befolyasolta a MIF szintézisét, ami azt feltételezi, hogy a MIF szekrécidja az
ABCALI transzporter segitségével zajlik (Flieger és mtsai, 2003). A citoplazman kiviil
kimutathato a kis vezikulumokban (Nishino és mtsai, 1995; Eickhoff és mtsai, 2001) és
a sejtmagban is (Burger-Kentischer és mtsai, 2002; Pyle és mtsai 2003), azonban az
még nem tisztazott, hogy miképpen keriil be a sejtmagba.

Bar a MIF hatismechanizmusa még nem teljesen tisztdzott, mas
proinflammatorikus proteinekhez hasonldéan képes synoviocytdkban aktivalni a MAPK-
kat, igy az extracellularis szignél-regulalo kinazt (ERK) és a p38 MAPK-t (Onodera és
mtsai, 2004; Santos és mtsai, 2004). Eddig a MIF az egyetlen citokin, mely kozvetleniil
downregulalja a p53 expresszidjat ¢s funkcidjat (Hudson és mtsai, 1999; Mitchell és
mtsai, 2002; Leech és mtsai, 2003; Lacey és mtsai, 2003). Ezzel kapcsolatban
kimutattdk, hogy p53 hidny esetén a rheumatoid arthritis silyosabb képet mutat
(Simelyte és mtsai, 2005).



1.4 A MIF, mint citokin

MIF-et 1966-ban az els6 citokinek kozott fedezték fel, és sokaig olyan T-sejt
specifikus citokinnek szamitott, mely a makrofdgok migracidjat gatolja (Bloom és
Bennett, 1966; David, 1966). Ma mar szamos hatdsmechanizmusa és képzési helye
ismert, mégis nehéz a MIF-et klasszifikalni, hiszen a citokin funkcié mellett rendelkezik
hormonokra és enzimekre jellemz6 tulajdonsagokkal is. Mindezek ellenére, szamos
proinflammatorikus tulajdonsaga miatt a legtobb kézlemény citokinként emliti.

A MIF forrasai nagyon valtozatosak. Gyakorlatilag az egész szervezetben
megtalalhatd, az immunrendszer sejtjeitdl kezdve, a hipofizis kortikotrop sejtjein at, az
endothel sejtekig (Calandra és Roger, 2003). A MIF egyrészt intracellularis
vezikulumokban talalhatd, melybol bizonyos stimulusok hatasara szabadul ki, masrészt
emberben és ragcsalokban 3 — 5 ng/ml koncentracioban a vérben is megtalalhaté (Metz
¢s Bucala, 1997). Mindkét jellemvonasban kiilonbozik a t6bbi proinflammatorikus
citokintdl, hiszen azoknak egy stimulust kdvetden el6szor szintetizalodni kell és nincs
alland6 vérszintjik sem (Baugh és Bucala, 2002).

A MIF egyik legfontosabb forrasat maguk a makrofagok jelentik, melyeket
eredetileg csak a MIF hatas célsejtjeinek tartottak. Késdbb felismerték, hogy bizonyos
stimulusok hatasara a makrofagokbol is felszabadul a MIF. Ilyen stimulusok lehetnek a
bakterialis endo- és exotoxinok, mint pl. a lipopoliszacharid (LPS), a toxikus shock
syndrome toxin-1 (TSST-1) és a streptococcalis pirogén exotoxin A (SPEA). De egyéb
proinflammatorikus effektormolekula, mint pl. a tumor necrosis factor (TNF) és
interferon-gamma (IFN-y) hatésara is felszabadul (Calandra és mtsai, 1994; Calandra és
mtsai, 1998).

A stimulusok hatasara szecernalt MIF mennyisége harang alaka dézisfiiggést
mutat. Szabaddd valasat kovetben klasszikus citokinként viselkedik, azaz
immunsejteket aktival. Ezt jelzi a novekvd lymphocyta proliferacié és a makrofadgok
megemelkedett fagocitézisa (Nathan és mtsai, 1971; Bacher és mtsai, 1996) valamint a
makrofagok és neutrofilek apoptdzisanak gatlasa (Mitchell és mtsai, 2002; Baumann és
mtsai, 2003). Mindezen tulajdonsagok az immunvélasz javitdsdhoz vezetnek.

A gyulladés kezdetén megemelkedett szoveti €s szérum MIF szint viszont kéros
kovetkezményekhez is vezethet. Ezt mutatjak azok az allatkisérletek, melyekben a nem
letalis peritonitis nagy doézisu MIF-fel kombinalva megnévelte az allatok mortalitdsat

(Calandra és mtsai, 2000). Onmagéaban a nagydézisu MIF injekcié nem vezetett az



egerek halaldhoz, szemben példaul a TNF-fel, ahol a magasabb dézis letalis volt
(Kettelhut és mtsai, 1987). A MIF proinflammatorikus hatdsa akut gyulladas alatt
szamos gyulladast eldésegitdé faktor, mint a TNF, IL-6, nitrogénoxid (NO) és
arachidonsav metabolizmus termékeinek stimulalasaval valosul meg (Bernhagen és
mtsai, 1994; Calandra és mtsai, 1995; Mitchell és mtsai, 1999). Proinflammatorikus
hatds mellett a MIF az antiinflammatorikus gliikokortikoidok természetes
ellenregulatora. Ez azt jelenti, hogy a MIF a gliikokortikoidok altal indukalt
proinflammatorikus molekuldkra TNF, IL-1, IL-6, IL-8 vonatkozé gatlast érvényteleniti
(Calandra és mtsai, 1995).

A fentiek szerint a MIF-nek szdmos olyan jellemzéje van, ami miatt citokinként
emlithetjiik, ugyanakkor néhany azoktdl eltérd tulajdonsaga is van. A citokinek egyik
legfontosabb jellemzdje, hogy a célsejt felszinén specifikus receptorral rendelkeznek. A
receptorhoz  valé kotdédés  szignaltranszdukcid (esetleg a  géntranszkripcid)
aktivalodasahoz és sejthatasokhoz vezet. Azonban t6bb évtized intenziv kutatdsai
ellenére sem talaltdk meg a MIF bona fide receptorat. Az MHC II nem varians lancat -a
CD-74-gyet - potencialis receptorként azonositottdk (Leng és mtsai, 2003). A sejtben a
CD-74 szabalyozza az MHC II fehérjék transzportjat az endoplazmatikus retikulumtél a
Golgi felé (Cresswell, 1994). Ennek ellenére az &sszes CD-74 2-5%-a a sejtfelszineken
van jelen (Sant és mtsai, 1985; Wraight és mtsai, 1990). Ezen ismeretek ellenére
tisztazasra var, hogy a CD-74 valéban a MIF receptoraként, avagy csak sejthatast nem
okozd, kotédést elsegité molekulaként funkciondl-e (,, 4 MIF hatdsmechanizmusa” c.

rész)

1.5 A MIF, mint endokrin faktor

A MIF endokrin faktor is, mert a hipofizis kortiokotrop sejtjei is szecernaljak
(Bernhagen és mtsai, 1993). LPS stimulust kovet8en szecernalddik a hipofizisbdl, €s
proinflammatorikus tulajdonsagaindl fogva feltételezhetd volt, hogy ezzel hozzajarul az
immunvédekezéshez Bernhagen €s mtsai, 1994). Tovéabbi tanulméanyok szerint, a MIF a
hypothalamus-hipofizis-mellékvesekéreg (HPA-Hypothalamus, Pituitary gland, Adrenal
gland) tengely minden lépcséjében szecernalddik. A hypothalamus neuronjaiban
megtalaltak a MIF-fehérjét ¢s mRNS-t (Bacher és mtsai, 1998); a hipofizis sejtekben
szekretoros vezikuldkban taldlhatd, az adrenokortikotrop- (ACTH) és a thyreotrop
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hormonhoz (TSH) hasonléan (Nishino és mtsai, 1995). Immuncitokémiai és ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) adatok arra utalnak, hogy a MIF a hipofizis
teljes fehérjetartalméanak 0.5 %-at adja (Bernhagen és mtsai, 1993). Ez a mennyiség
megegyezik az ACTH és prolaktin hipofizis hormonokéval. A MIF expressziojat és a
hipofizissejtekbdl valo felszabadulasat a CRF (corticotropin-releasing factor) indukalja
(Waeber és mtsai, 1998). Ragcsalokban a MIF mRNS-t és —fehérjét a mellékvese
kéregben is megtalaltdk (Bacher és mtsai, 1997). Azonban egy human tanulmanyban
ACTH szekretagogok, vagy exogén glikkokortikoidok nem befolyasoltak a MIF

Srer

makrofagok viszont érzékenyebbé valtak a glikkokortikoidokra (Aeberli és mtsai, 2006).

A szérum MIF tartalma egészséges emberekben is relativ magas (3—5 ng/ml)
(Metz és Bucala, 1997). Szisztémas koncentracioja cirkadian ritmust mutat. Reggel hét
6rakor éri el maximumat, azaz a kortizolhoz hasonléan valtozik (Petrovsky és mtsai,
2003). Szisztémas LPS injekcid hatdsara szecerndlddik a hipofizisb6l, amit a MIF
plazmaszintjének gyors emelkedése €s a HPA szoveteiben mért MIF koncentracio
csOkkenése igazol (Bernhagen és mtsai, 1993). A HPA tengely sejtjeiben a MIF de novo
szintézise valamennyivel késobb kezdddik, amire a megemelkedett mRNS mennyiség
utal. Ezt az LPS-re adott valaszreakciot, tehat a szoveti MIF tartalom csdkkenését és a
de novo szintézist, mas MIF tartalmu sz&vetekben is megfigyelhetjiik (Bacher és mtsai,
1997). Glikokortikoid kezelés hatasara is hasonldan torténik a MIF felszabadulasa. Egy
in vitro kisérlet szerint a makrofagokat a kortizol, ill. dexamethason kezelés MIF
termelésre és felszabadulasra késztette (Calandra és mtsai, 1995; Bacher és mitsai,
1996). A makrofagok MIF termelésének dozis-hatds gorbéje gliikkokortikoid stimulus
hatdsara harang alakd, és ugyanezt mutatja egyéb stimulusok hatasara is, azaz a
maximalis felszabadulas csekély stimuldcidval érhetd el. Ez a jelenség azonban
nemcsak makrofagokra jellemzd, mert ugyanezt figyelték meg synoviocytdkban is
(Leech és mtsai, 1999).

Annak ellenére, hogy a citokineket a gliikokortikoidok altaldban serkentik
(Wiley és mtsai, 2004), a MIF-nél ellentétes hatdsokat figyeltek meg. Bar a MIF
ACTH-val szinkron szekretalddik a hipofizis sejtekbodl, illetve gliikokortikoid hatdsara
fokozédik a makrofagok MIF szekrécidja; a MIF az antiinflammatorikus hatast
gliikokortikoidok hatasat ellenstlyozza. In vitro a monocytdkban, gliikokortikoid

hatasara mérséklodott a gyulladasos citokin koncentracid emelkedése (Calandra és

11



mtsai, 1995). In vivo arthritis modellben €s endotoxinaemidban a MIF injekcid

megsziintette a glilkkokortikoid védé hatasat (Calandra és mtsai, 1995; Santos és mtsai,

2001).
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Bucala es mtsai, Cytokine & Growth Factor Reviews 7, 19-24 (1996)

1.5.1. abra MIF gliikokortikoid ellenregulici6

Azonban maig nem tisztazott, hogy akadalyozza meg a MIF a gliikokortikoid
ezen hatasait. Egy lehetséges magyarazat szerint a MIF gliikokortikoid ellenregulald
szerepe az ERK-1/2 kinadz aktivalasan keresztiil valésulhat meg (Mitchell és mitsai,
1999). Az aktivalt ERK nagyszamu citoszolikus fehérjét és transzkripcids faktort
foszforilal, példaul a cPLA,-t (citoplazmatikus foszfolipaz Aj). A cPLA; a
proinflammatorikus kaszkad fontos komponense, terméke az arachidonsav, mely a
prosztaglandinok és leukotriének eléanyaga. A cPLA; a glilkokortikoidok
antiinflammatorikus hatasanak fontos intracelluldris célpontja. Ezért a MIF altal
indukalt cPLA, aktivalds lehet az egyik mechanizmus, mely altal a MIF a
glitkkokortikoidok immunszuppresszios hatdsat megsziinteti. Ezt 1929 fibroblastokon
bizonyitottdk be, melyekben a MIF a glikkokortikoidok arachidonsav felszabadulasat,
gatld hatdsat meg tudta sziintetni (Mitchell és mtsai, 1999). A kézelmult kdzleményei
szerint, a MIF gliikokortikoid ellenregulacid, és a sejtek gliikokortikoid ,.érzékenyitése”
molekuléris szinten részben a MAPK foszfataz-1 révén valdsul meg (Roger €és mtsai,

2005; Aeberli és mtsai, 2006).
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1.6 A MIF, mint enzim

A MIF a citokinek koézott egyediilalld modon két evoldcionalisan konzervalt
motivumot tartalmaz, melyhez hasonlét csak a bakterialis enzimekben azonositottak.
Ezen motivumok in vitro izomerizacids/tautomerizacidés €s oxidacids-redukcios
reakciokat katalizdlnak (Rosengren és mtsai, 1996; Rosengren és mtsai, 1997,
Kleemann és mtsai, 1998; Swope €s mtsai, 1998, Thiele és Bernhagen, 2005).

A MIF tautomeraz aktivitasat véletleniil fedezték fel a melanin bioszintézisének
vizsgalata kozben. A melanocitdkban a melanin bioszintéziséhez a L-dopachrom
enzimatikus atalakulasat 5,6-dihidroxi-indol-2-karboxisavva (DHICA) a L-dopachrom
tautomeraz enzim katalizalja, mely a tirozindz enzimcsaldd tagja. Az enzimaktivitas
mérésekor negativ kontrollként a nem fiziologids D-dopachromot haszndltdk a
szubsztrat helyett. A kutatok meglepetésére a melanocita-lizatumban két enzim is jelen
volt, melyek a D-dopachromot 4talakithattak. Ezt a két enzimet szekvencia analizissel

D-dopachrom-tautomeraz és MIF fehérjében identifikaltak (Zhang és mtsai, 1995).

D-Dopachrom DHICA .
O MIF
» HO i
> OCH
HO N 3 HO N OCHs
O o H 0
Fenilpiruvat
enol keto
MIF
A\ —
COOH COOH
HO o

1.6.1. abra A tautomeraz reakci6 szubsztratjai

Ujabb szubsztratokat is talaltak a MIF enzimaktivitdsahoz: a fenilpiruvétot (PP) és a
hidroxifenilpiruvatot (OH-PP) (Rosengren ¢és mtsai, 1997) melyek keto-enol
tautomériajat katalizalja ez a citokin. Mivel azonban e fiziologidsan el6fordulo
szubsztratok Michaelis-dllandéja (Km) til magas a szervezetben talalhato
koncentracidhoz képest, ezért nem valdszini, hogy a MIF természetes szubsztratjaként
funkciondlnanak. A MIF természetes szubsztratjai kozé tartoznak a katecholaminok
anyagcseretermékei is. A MIF képes a neurontranszmitter katecholamin 3,4-dihidroxi-
fenilamin és a noradrenalin toxikus quinontermékeit a 3,4-dihidroxi-fenilaminokromot

és a norepinefrinokromot, indoldihidroxi szarmazékokka 4talakitani (Matsunaga és
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mtsai, 1999a; Matsunaga és mtsai, 1999b). Ezaltal a MIF a katecholamin lebomlasi
termékek detoxifikalasaban is szerepet jatszhat.

Tovabbi enzimatikus hatdsdra a MIF szekvenciabol kévetkeztettek, ugyanis a
Cys-X-X-Cys motivum a thiol-protein-oxidoreduktazokra jellemzd. Oxidoreduktaz
aktivitisa a konzervalt ciszteinek kozti diszulfidhidak képzddését és redukcidjat
katalizalja. Ezt az aktivitast inzulin-diszulfid és 2-hidroxietil-diszulfid MIF-fel t6rténd
redukalasaval lehet monitorozni (Kleemann és mtsai, 1998).

A tautomeraz aktivitds egy Osi evollcids sajatossdg, melyet a torzsfejlédés korai
szakaban az organizmusok feltehetéen komplex molekuldk szintetizalasakor
hasznositottak, de arra egyelére nincs bizonyitékunk, hogy a modern fajok a szintetizalo
utak soran vajon hasznaljak-e ezt a tautomerdz aktivitast vagy sem (Al-Abed és mtsai,
2005). gy jelenleg még nem tisztazott a MIF tautomeraz katalitikus aktivitdséanak in
vivo betoltott molekularis szerepe. Kiilonb6zé laboratériumok egybehangzodan
igazoljak, hogy az enzimatikus funkcidhoz elengedhetetlen a konzervalt katalitikus
aktiv centrum, nevezetesen az amino- (N) termindlis prolin, bar ennek relevanciaja a
biologiai funkcié tekintetében vitatott (Bendrat és mtsai, 1997; Kleemann és mtsai,
1998; Swope és mtsai, 1998; Stamps €s mtsai, 1998; Hermanowski-Vosatka és mtsai,
1999; Lubetsky és mtsai, 1999; Kleemann és mtsai, 1999; Kleemann €s mtsai, 2000).

Bizonyitott, hogy a MIF homotrimer harmadlagos szerkezete sziikséges a tautomeraz
katalitikus régié felépiiléséhez, mely egyben az alapjat képezheti a MIF és a CD74
extracellularis doménje kozti interakcidnak is (Jasanoff és mtsai, 1998; Leng és mtsali,
2003; Meyer-Siegler és mtsai, 2004; Philo €s mtsai, 2004). Az aktiv kotéhelyet a MIF
és OH-PP szubsztratjdnak komplexét rontgenkrisztallografias analizissel vizsgalva
(Rosengren és mtsai, 1997) a két szomszédos alegység altal képzett hidroféb iiregben

azonositottak (Lubetsky €s mtsai, 2002).

Lolis, Current Opinion in Pharmacology 1, 662-668 (2001)

1.6.2. Abra A MIF homotrimer molekula, kézepén csatorna huzédik.
Feketével jelolve a szubsztratkoto helyek
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A MIF enzimatikus aktivitdsai kozill egyiknek sem ismert fiziologiai
(pathofiziologiai) szerepe. Ennek ellenére a MIF enzimaktivitisa egy érdekes
tulajdonsag, mely szamos biolégiai funkcié kulcsa lehet, hisz a MIF
tautomeraz/izomeraz zsebével kodlcsonhatasba 1ép6 kismolekuldk képesek a MIF citokin
funkciojat is gatolni (1999; Orita és mtsai, 2002).

Szerkezetileg a legjobb gatléknak a (E)-2-fluoro-p-hidroxicinnamat (Taylor és
mtsai, 1999), a Schiff-bazis triptofan analdgok (Dios €és mtsai, 2002), az acetaminophen
iminoquinon metabolitjai (Senter és mtsai, 2002) és a (S,R)-3-(4-hidroxifenil)-4,5-
dihidro-5-izoxazol ecetsav metilészter (ISO-1) (Al-Abed és mtsai, 2005; Cvetkovic és
mtsai, 2005) bizonyultak. Ez utébbi molekula in vivo gyulladdsos modellben bioldgiai
aktivitdssal is rendelkezik, mert nemcsak a MIF tautomerdz aktivitisat gatolja, hanem a
PLA,-re kifejtett citokin hatast is, tovabba képes megforditani a gliikokortikoid 4ltal
gatolt TNF felszabadulast (Lubetsky és mtsai, 2002) is. Az ISO-1 in vivo javitja az
endotoxinnal és a cékum lekotéssel és punkcidval (CLP) indukalt septikus sokk
talélését (Al-Abed és mtsai, 2005). Tovabba hatdsosnak talaltdk a streptozotocinnal
indukalt diabetes mellitus modellben is (Cvetkovic €s mtsai, 2005). Azonban az ISO-1
oralis alkalmazasardl még nincsenek kozlemények. Egyelére csak egy konferencia
kiadvanybol ismert (W. Ying és J. Sircar) két orélisan aktiv MIF galté kismolekula,
melynek szerkezetét még nem fedték fel. Az AVP-13546 és az AVP-13748 in vitro
gatolja a MIF tautomerdz aktivitdsat, in vivo ordlisan adva javitja az endotoxin sokk
letalitasat is, de éppugy hatékonynak bizonyult a kollagén indukalt arthritis modellben
is. A Cortical Ltd. (E.F.M., P.Tapley, P. Hall, L. di Nezza, T. Gilbert, Y. Yang, B.
Danylec és M. Iskander) nem publikalt eredményei egy olyan MIF gétlé kismolekulat
(COR100140) emlitenek, amely per os adva hatisosnak bizonyult az antigén altal
indukalt arthritis ellen.

A MIF Kkatalitikus helyének gatlasa kdzvetlen hatassal lehet azon részekre, melyek
esszencialisak a MIF-CD74 aktivacidhoz, vagy a MIF-ben olyan konformacié valtozast
idézhetnek els, mely megakadalyozza a MIF-CD74 interakciot. Tehat a MIF katalitikus
,.zsebét” célzd kismolekulak 0j és szelektiv anti-citokin terapiat képviselhetnek. fgy a

MIF-et gatlé kismolekuldk az elsd, oralis direkt citokin gatlok lehetnek.
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1.7 A MIF szerepe a daganatok képzédésében

Az elmult években sok olyan publikacid latott napvilagot, mely a MIF
sejtproliferacidban és a tumor angiogenesis szabalyozasaban betoltott szerepét elemezte
(Takahashi és mtsai, 1998; Chesney és mtsai, 1999; Shimizu ¢és mtsai, 1999; del
Vecchio és mtsai, 2000; Kleemann és mtsai, 2000; Ogawa és mtsai, 2000; Yang és
mtsai, 2000). Az elsd adat, mely a MIF tumornovekedéssel kapcsolatos szerepére utal
egér coloncarcinoma sejtb6l szarmazik. A carcinomasejt citoplazméjaban
megemelkedett MIF expressziot talaltak, melynek mértéke ardnyos volt a daganatsejt
megemelkedett MIF expressziot mutattak ki (Takahashi és mtsai, 1998) human
melanoma sejtben (Shimizu és mtsai, 1999), prosztata adenocarcinoma metasztazisaban
(Meyer-Siegler és Hudson, 1996), hipofizis adenoma sejtekben (Pyle és mtsai, 2003) és
prosztata rakban (Meyer-Siegler és mtsai, 2005). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
MIF-nek szerepe lehet a tumorok kialakulasaban.

Egérben a 38C13 B-sejtes lymphoma MIF antitesttel tortént neutralizacidjat
kovetben drasztikusan visszafejlodostt (Chesney és mtsai, 1999). Ez a jelenség azonban
csak a tumorndvekedés kezdeti szakaszaban volt tapasztalhatd, a MIF ellenes antitest a
mar kifejlédstt tumor novekedését mar alig képes befolyasolni. Ennek magyarédzata az
lehet, hogy a MIF neutralizacid az endothelsejtek novekedésének gatlasdhoz, valamint a
tumorkapillarisok szdméanak csokkentéséhez vezet, és nem pedig a lymphocyta
proliferaciot befolyasolja (Chesney és mtsai, 1999). Az anti-MIF terdpia jotékony
hatasat tovabbi, egér és human sejtvonalon végzett kisérletek is igazoltdk (Shimizu és
mtsai, 1999; Ogawa és mtsai, 2000). Ezekben is a rekombinans MIF sejtproliferaciora
kifejtett hatasat vizsgaltdk. Egy masik munkaban a MIF fokozta a novekedést stimulalo
faktorok hat4sat, de ©nmagdban nem mutatott hatdst (Yang és mtsai, 2000). A
proliferaciot elésegits tulajdonsagot anti-MIF antitesttel meg lehet sziintetni.

Osszefoglalva a MIF-nek szerepe van bizonyos tumorok korai ndvekedésében és
az angiogenesisben. Novekedést elésegité tulajdonsdga indirekt, mégis némelyik tumor

kialakulasaban relevans tényezo.
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1.8 A MIF szerepe egyes korallapotokban

A MIF szamos kronikus és akut gyulladasos koérképben jatszik kulcsszerepet.
Akut gyulladasos megbetegedés és a megemelkedett MIF vérszintek kozotti kapesolatot
elészor az endotoxin sokkban irtak le. Egereknek intraperitonealisan szeptikus sokkot
el6idéz6 dozisti LPS-t injektaltak (Bernhagen és mtsai, 1993). MIF és LPS egyideji
injektalasa fokozta az LPS toxicitasat, mely megndvekedett letalitisban nyilvanult meg.
Ezzel szemben, az anti-MIF antitesttel t6rténd neutralizalds megvédte az egereket a
letdlis dozisti LPS-t61 (Bernhagen és mtsai, 1993). Az a felismerés, hogy a MIF a
kisérletesen kivaltott endotoxinaemidban ilyen fontos szerepet télt be, elvezetett a MIF-
knockout egerek (MIF (-/-)) kifejlesztéséhez. A génhidnyos egerek a haldlos dézisu
LPS-sel szemben ellenallébbak voltak, mint a vad tipusu egerek (Bozza és mtsai, 1999).

A MIF fontos szerepet jatszik a sepsis lefolyasdban is. Nem csak tiszta Gram
negativ sepsisben, hanem a kevert formakban is megjelenik. Sulyos sepsisben és
septikus sokkban megemelkedett MIF szinteket talaltak a betegek vérében (Calandra és
mtsai, 2000; Beishuizen és mtsai, 2001; Gando és mtsai, 2001a; Lehmann és mtsai,
2001). A MIF sepsis lefolyasaban betoltott szerepének vizsgalatdhoz két allatmodellt
hasznaltak, melyekben bakterialis peritonitist indukaltak. Az infekcid vagy Escherichia
coli (E.coli) intraperitonealis injekcidja altal, vagy CLP-vel (cOkum lek&tés €s punkcid)
tértént. Mig az E.coli injekcid a Gram negativ sepsis modellje, addig a CLP egy kevert
multibakterialis sepsis képét adja. Mindkét modellben az infekcidt kovetd rovid idén
beliil el6szor a peritoneumban, majd szisztémasan is megemelkedett a MIF
koncentracidja (Calandra és mtsai, 2000). Az endotoxin sokk modelljéhez hasonldéan
(Bernhagen és mtsai, 1993), az E.coli infekcio kezdetén beadott egyszeri rekombinans
MIF dozis is fokozta a mortalitast, mig a MIF neutralizdldsa antitesttel megvédte az
allatokat a letdlis peritonitistél. A MIF neutralizdcidja nem gyengiti az
immunvédekezést, ami lehetévé teheti a MIF ellenes antitestek késébbi huméan
alkalmazasat. Ezen felismeréshez vezetd kisérlet soran az egereket az E.coli beadas elott
két oraval anti-MIF antitesttel kezelték. A kontroll csoporttal Osszehasonlitva a
halalozasi rata nem emelkedett, bar a gyulladasos markerek (TNF, IL-6) plazmaszintje a
MIF neutralizaci6 sordn csokkent (Calandra ¢s mtsai, 2000). Ez egy Iényeges kiilonbség
a TNF neutralizaciohoz képest, mert az allatok a gyulladasos mediator anti-TNF antitest

dozisaval aranyosan immunszupprimaltak és infekciokkal szemben fogékonyabbak
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lettek (Echtenacher ¢és mtsai, 1990). A MIF kiemelkedé terapias szerepét
allatkisérletekben az a tény mutatja, hogy TNF deficiens (TNF (-/-)) egereket a MIF
ellenes antitest megvédte a letdlis CLP-t6l (Calandra és mtsai, 2000). Tehat a MIF
neutralizaldsaval lehetové valik a sepsis elején jelentkezd erdés gyulladasos reakcio
csokkentése anélkiil, hogy az immunvédekezést gyengitenénk.

A MIF Gram pozitiv toxikus sokkban betSlt6tt szerepét is sikeriilt bizonyitani.
exotoxin-A—val kezelt makrofdgok MIF-et szecerndlnak (Calandra és mtsai, 1998).
Antitesttel tortént MIF neutralizalds a galaktézaminnal szenzitizalt egereket meg tudta
védeni TSST-1 indukalt haldlos toxikus sokktél (Calandra és mtsai, 1998). Ezen
védémechanizmus alapja, a lymphocytdk csokkent aktivacidja. A MIF Gram pozitiv
sokkban betdltstt szerepének tovabbi bizonyitéka, hogy a galaktdz-szenzitivizalt, MIF
hianyos egerek rezisztensek a Staphylococcus enterotoxin-B altal kivaltott sokkal
szemben (Bozza és mtsai, 1999).

A MIF pulmonaris gyulladdsos megbetegedésekben is dontd szerepet jatszik.
Megemelkedett szérum MIF szinteket talaltak kronikus tiidégyulladasban, illetve
ARDS-ben (acute respiratory distress syndrome) szenvedd® betegek alveolusaban.
ARDS-ben a MIF indukdlja a proinflammatorikus TNF és IL-6 citokinek
felszabadulasat, melyek fontos funkcidja a gyulladas kialakitasa és fenntartasa. Anti-
1997). Asthmas betegek bronchoalveolaris lavage folyadéka is szignifikansan magasabb
MIF értékeket mutat az egészségesekhez viszonyitva (Rossi és mtsai, 1998). Az ARDS-
en és az asthman kiviil a MIF szerepet jatszik a tuberculosisban és a Wegener
granulomatosisban is (Yamada és mtsai, 2002). Ezen adatok azt mutatjak, hogy a MIF
mind az akut, mind a kronikus gyulladasos tiidobetegségekben is jelen van.

Az eddig emlitetteken kiviil egyéb betegségekben is megemelkedett MIF
szinteket talaltak: glomerulonephritis (Lan és mtsai, 2000; Matsumoto és Kanmatsuse,
2001), colitis ulcerosa és Crohn betegség (de Jong és mtsai, 2001; Murakami és mtsai,
2001), dermatitis (Shimizu és mtsai, 1997), psoriasis (Steinhoff és mtsai, 1999),
szisztémas sclerosis (Selvi és mtsai, 2003), 2. tipusti diabetes mellitus (Yabunaka és
mtsai, 2000), pancreatitis (Sakai és mtsai, 2003), sclerosis multiplex (Niino és mtsai,
2000), uveitis (Kitaichi és mtsai, 1999), iridocyclitis Kitaichi ¢és mtsai, 2000),

atherosclerosis (Burger-Kentischer és mtsai, 2002), otitis (Kariya ¢€s mtsai, 2003), lupus

18



erythematosus (Foote és mtsai, 2004) és endometriosis (Yang és mtsai, 2000; Kats és
mtsai, 2002a).

Azonban a MIF-nek egyes betegségek lefolydsaban kedvezd szerepe is lehet.
Egerekben Leishmania major-infekcié esetén az exogén MIF védelmet nytjt a
megbetegedéssel szemben (Xu ¢&s mtsai, 1998). Ugyanezen modellben a MIF
makrofagokat is aktival, melyekbdl TNF és NO (nitrogén oxid) szabadul fel, melyek
megolik a parazitdkat (Juttner és mtsai, 1998).

1.8.1 A MIF szerepe rheumatoid arthritisben
A rheumatoid arthritis (RA) szisztémas, krénikus, sokiziileti gyulladdsos

megbetegedés. A MIF szerepét RA-ban egereken II-es tipust, kollagén-indukalt arthritis
(CIA) modellben, patkdnyokon komplett Freund adjuvanssal (CFA) kivaltott
arthritisben vizsgaltdk (Mikulowska és mtsai, 1997; Leech és mtsai, 1998; Leech és
mtsai, 2000; Santos és mtsai, 2001).

A II-es tipust kollagénnel indukalt arthritis egérben késébb kezdddott és a
betegség lefolyasa enyhébbnek bizonyult, ha az immunizaci6 elétt anti-MIF antitesttel
kezelték az allatot. Ez egyiitt jart az IgG 2a szintjének csokkenésével (Mikulowska és
mtsai, 1997).

CFA-indukalt arthritisben a szérum és a synovidlis sejtek MIF tartalma
megemelkedett, tovabba az iziileti folyadékban talalhaté makrofagok is nagy
mennyiségli citokint szabaditottak fel (Leech és mtsai, 1998). Az immunizicié napjan
elkezdett monoklonalis anti-MIF kezelés az arthritis stlyossagaban dozisfliggé,
szignifikans csokkenést eredményezett: kisebb mértékli iziileti duzzadas és leukocita
infiltracié jott létre, valamint a tlinetek késbb jelentkeztek (Leech és mtsai, 1998).
Ebben a modellben az adrenalektomia a klinikai tlinetek kiujulasat és magasabb
mortalitast eredményezett, mely nagy mennyiségii hypophysealis MIF felszabadulassal,
és megemelkedett szérum szintekkel jart egyiitt. Ezen allatokat anti-MIF monoklondlis
antitesttel (mAb) kezelve csokkenthetd volt a mortalitas (Leech és mtsai, 2000).

Antigén-indukalt arthritis modellben (AIA), a betegség szignifikdnsan gatolhat6
(Santos és mtsai, 2001). Dexamethason kezelés szintén gatolta a betegség kialakulasat,
de ha MIF-et is adtak a dexamethason mellé az allatnak, hatas forditott lett, azaz az AIA
stlyossaga messze meghaladta még a kontrollokét is. Melynek magyarazata a MIF

gliikkokortikoid hatast ellenregulalé mlikddése lehet (Santos és mtsai, 2001).
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MIF hianyos egerekben végzett kisérletek is megerdsitették a MIF RA-ban
betoltott szerepét. Kollagén-indukalt arthritis nem alakult ki MIF (-/-) egerekben
(Ichiyama és mtsai, 2004). Az antigén indukalt arthritis szovettanilag kevésbé sulyos
képet mutatott, valamint a porcpusztulds mértéke is enyhébb volt (Leech és mtsai,
2003). Ez utobbi tanulményban azt is kimutattdk, hogy MIF hidnyaban csdkkent a
synovialis sejtek proliferacioja, fokozddott az apoptdzisuk €s ndvekedett benniik a p53
expresszioja. Ez azért fontos, mert a synoviocytdk felszaporodasa és a porchoz,
csonthoz torténd invazidja bizonyitottan hozzajarul a porckarosodashoz. Tovabbi MIF
hianyos egérkisérletek alapjan a MIF felelés a karosodott iziiletben a gyulladésos sejtek
akkumulaciojaért is, mert részt vesz az endotoxin, illetve TNF stimulus hatdsara tortén6
fehérvérsejt toborzéasban, proliferdcidban €s tulélésben (Gregory és mtsai, 2004).

Az Allatkisérletekkel Osszhangban RA-ban szenvedd betegek synovidlis
folyadékdban 5-10-szer magasabb MIF koncentraciot talaltak, mint egészséges
egyénekben (Leech és mtsai, 1999; Onodera és mtsai, 1999). Ugyanakkor a szérumban
is oly mértékben megemelkedett MIF szinteket lehet kimutatni, mely mar elégséges volt
a fehérvérsejtek in vitro aktivalasahoz (Leech és mtsai, 1999). Huméan RA-s iziileti
folyadékban a MIF gyakorlatilag az 6sszes RA pathogenezisében részt vevd sejtben
megtalalhato, ugy, mint a makrofagokban, az endothel sejtekben és a fibroblaszt-szeri(i
synoviocytakban, de kisebb mennyiségben a CD3-pozitiv synovialis lymphoid
aggregatumokban is (Leech €s mtsai, 1999; Onodera €s mtsai, 1999). 2002-ben leirtak,
hogy az iziilet MIF tartalma és a RA aktivitdsa kozott is kapcesolat van, ez utobbi
paramétert a szérum C-reaktiv protein (CRP) koncentracié mérésével hataroztak meg.
Az aktiv RA-s betegek iziiletének kezelés eldtt magasabb volt a MIF tartalma, mint
kezelést kovetden (Morand €s mtsai, 2002).

RA-s betegekben a MIF-nek szerepe van a synoviocytdk aktivicidjidban és a
foszfolipaz A2 (PLA,), a ciklooxigenaz 2 (COX2) (Sampey €s mtsai, 2001), az IL-6,
IL-8 (Onodera és mtsai, 2004; Santos €s mtsai, 2004) és a matrix metalloproteinaz-
MMP1, MMP3 (Onodera és mtsai, 2000) fokozott expresszidjaban. Az MMP1 és 3 az
extracellularis matrixalkotorészek degradédldsdban fontos. A MIF neutralizalasaval az
MMP de novo szintézisét megakadalyozhatjuk, ezzel a kéros lebontd folyamatokat
lassithatjuk. Onodera és munkatarsai patkany osteoclastokban a MIF MMP9 és MMP13
indukcidjat is igazoltdk, mely felelossé tehetd az RA-ban fellépd csontdestrukcid €s
osteoporosis kialakulasaért (Onodera €s mtsai, 2002). A MIF makrofagokban a p53

expressziot és az apoptdzist gatolva eldsegiti a sejt tlélését (Mitchell €s mtsai, 2002),
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srer

valamint hozzijarul a huméan synoviocytdk proliferacidjahoz, gatolja a p33
expresszidjat, ezaltal a synoviocytak apoptdzisat (Lacey és mtsai, 2003; Leech és mtsai,
2003).

1.8.2 A MIF szerepe endometriosisban

Endometriosisban ekt6pids endometrium szévet perzisztal a méhiirdn kiviil. A
peritoneals folyadékban szdmos immun-és gyulladdsos mediator szintje megemelkedik.
Yang ¢s munkacsoportja kimutatta, hogy a MIF endometrialis sejtekbdl is szarmazhat,
és elosegiti az endothel sejtek novekedését (Yang és mtsai, 2000), ebbdl arra
kovetkeztettek, hogy a MIF felel6s lehet az endometrioma fokozott angiogeneziséért.

Endometriosisos nék peritonealis mosofolyadékaban  fokozott MIF
immunoreaktivitast talaltak, mely kiilondsen az aktiv betegség els6 két stadiumara volt
jellemzd (Kats és mtsai, 2002a). Endometriosisos nék peritonealis és keringd MIF
koncentracidja szignifikdnsabban magasabb volt a medddséggel €s fajdalommal is jaro
esetekben (Kats és mtsai, 2002b; Morin ¢és mtsai, 2005). Mas tanulményokban nem
talaltak Osszefliggést a hasmosofolyadék MIF tartalma és a betegség stadiuma, illetve az
invazié mélysége kozott, bar a MIF értékek a nem endometriosisos populaciohoz képest
szignifikdnsan magasabbak voltak (Mahutte és mtsai, 2004).

Endometriosisos hasmosofolyadékbdl izolalt makrofagok tSbb monocyta
chemotaktikus protein-1-et (MCP-1) és MIF-et szekretdlnak, melyek szekrécidja LPS
stimulus hatasara fokozddott, az egészséges kontrollokéhoz viszonyitva (Akoum és
mtsai, 2002a). Endometriosisos betegek emelkedett MIF szintjét immunhisztokémiaval
is vizsgaltak, és a MIF ciklusfiiggését tapasztaltdk (Akoum és mtsai, 2002b). Aktiv
stadiumban az endometrium sejtek tobb MIF mRNS-t expresszdlnak (Kats és mtsai,
2002b). Endometrialis stroma sejtekben a humén choridlis gonadotropin (hCG) az
indukalja a MIF expresszidjat és szekréciojat (Akoum és mtsai, 2005),

Human endometriumban megfigyelték, hogy a MIF expresszidja a menstruacids
ciklus késoéi proliferativ /korai szekretoros fazisdban megemelkedik, az érzékeny
fazisban (azaz az ugynevezett implantacios ablakban) pedig mérséklodik, majd a ciklus
végére ismét fokozddik (Kats és mtsai, 2005). A MIF expresszid ezen ciklusfiiggése
szigori szabalyozast feltételez, és elére vetiti a MIF kilonb6zé szerepét az

endometriumban a ciklusok alatti reparativ, reproduktiv és gyulladasos folyamatokban.
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Immunoreaktiv MIF-et f6leg a mirigyekben és a felszini epitheliumban talaltak (Kats és
mtsai, 2005).

Endometriosisban szenvedd ndk peritonealis makrofigjai nagy mennyiségli
interleukin-1-bétat (IL1pB) termelnek, mely megjelenik a peritonealis folyadékban is. Ez
a nagy mennyiségli IL1p fokozza az endometridlis stroma sejtek MIF szintézisét és
100 ng/ml) és id6fliggd moddon biztositja. A kappa B nuklearis transzkripcios faktor
(NFxB) aktivaci6 ismert gatldja a kurkumin 10 M koncentracidban képes gétolni az
IL1B indukalt MIF szekrécidjat, az NFkB nukleéris transzlokacidjat és a DNS kotést.
Tehat az endometridlis stroma sejtekben a IL1J hatasara bekovetkezé fokozott MIF gén
transzkripci6 - MIF expresszi6 - valoszintileg az NFxB kozvetitésével valosul meg (Cao
¢és mtsai, 2005).

Endometriosisos nék endometrium szdvetében vizsgaltak a MIF expresszidjat €s
Osszehasonlitottak egészséges, fertilis nokével. A MIF intrauterin expresszidja
endometriosisban szignifikdnsan magasabb volt, mely a betegség stadiumaval
novekszik, de fligg a ciklustol is. A kontrollhoz viszonyitva a MIF szint a szekretoros
fazis kozepén €s a menstruaciot megeldzd késoi szekretoros fazisban fokozddik, mely
az infertilis n6k mintaiban még kifejezettebb. Kiilonosen magas MIF szinteket mértek
azon endometriosisos ndkben, akik infertilisek is voltak és alhasi fajdalomrdl is
panaszkodtak (Akoum és mtsai, 2006). Tehat a MIF-nek szerepe lehet a fajdalommal és

terméketlenséggel jaré endometriosisban.

1.9 A MIF szerepe az anyagcserében

Ismert, hogy az egerek zsirsejtjei MIF-et expresszalnak (Hirokawa és mtsai,
1997), és nemrégiben kimutattdk azt is, hogy az emberi zsirsejtek is lehetnek MIF
forrasok (Skurk és mtsai, 2005). Ghanim és mtsai (2004) elhizott emberek periférids
vérében kimutattdk, hogy a mononukleéris sejtekben megemelkedik a MIF mRNS,
mely emelkedett plazma MIF koncentraciokat eredményezett. Ezt a megemelkedett MIF
szintet elhizott betegekben metformin antidiabetikummal cs6kkenteni tudtdk (Dandona
és mtsai, 2004). Nemrégiben kimutattak azt is, hogy nemcsak elhizott emberekben,
hanem 2-es tipusi diabeteses betegekben is megemelkedik a szérum MIF szintje

(Yabunaka és mtsai, 2002).
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A MIF a hasnyalmirigy inzulintermelé B-sejtjeiben is el6fordul (Waeber és
mtsai, 1997). A szekretoros granulumokban az inzulinnal egyiitt talalhat6. Gliikoz
stimulus hatdséra fokozodik a pancreas B-sejtjeibdl a MIF felszabaduldsa, ami emeli a
B-sejtek inzulin termelését (Waeber és mtsai, 1997). Ugyanakkor az is ismert, hogy az
inzulin képes szabalyozni a MIF expresszidjat, és ez Osszefliggésben lehet az
inzulinrezisztenciaval (Sakaue és mtsai, 1999; Benigni ¢s mtsai, 2000; Vozarova &s
mtsai, 2002), jelenleg még sincs elég adat a 2-es tipust diabetes és a MIF kapcsolatarol
(Yabunaka és mtsai, 2002).

Karosodott gliikdz-toleranciaban (Impaired Glucose Tolerance: IGT) és 2-es
tipust diabetesben szenvedd betegekben szignifikdnsan megemelkedett a szérum MIF
szintje (Herder ¢s mtsai, 2006), mely arra utal, hogy a szisztémas MIF koncentracio
emelkedése tiikrozi a normoglycaemiatdl az IGT-ig, majd a 2-es tipusu cukorbetegségig

terjedd lépcsodket.
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2 Anyagok

2.1 Eszkozok, miszerek

DELFIA plate shaker
DELFIA plate washer

DELFIA Victor 1420 multilabel counter

Dynamic plantar aesthesiometer 37400
Dynamic plantar plethysmometer 7140
Elektronmikroszkép: JEOL 1200 EX-II

Wallac-OY, Turku, Finland
Wallac-OY, Turku, Finland
Wallac-OY, Turku, Finland

Ugo Basile, Comerio, Italy

Ugo Basile, Comerio, Italy

Jeol (Europe) S.A. Croissy-Sur-Seine,

France

Dynatech Laboratories Inc., Chantilly,
VA, USA

Olympus, Tokyo, Japan

Milton Roy Co., Rochester, NY, USA
Hitachi Ltd., Tokyo, Japan

ELISA Reader: Dynatech MR7000

Fénymikroszkép: Olympus CX-50
Fotométer (Bradfordhoz): Spectronic 21D
Fotométer (enzimreakcidhoz): Hitachi U-
3010

Fotométer (polimerizacidhoz): Shimadzu
UV -2100

Gélelektroforézis felszerelések

Hyperfilm ECL (RPN 2106V1 & V2)
Késes homogenizator: Ultraturrax T25
Kodak Image Station (IS440CF) (WB-hoz)

Shimadzu, Kyoto, Japan

Bio-Rad, USA

Amersham, Life Science Ltd, UK
KIKA Labortechnik, Staufen, Germany
Kodak, USAKodak IS440CF Image
Station

Yixing Economically Coordinated 1td,
Yixing, China

Thermo Kendro, Asheville, USA

Quartz kiivetta: Q-104

Ultracentrifuga: Sorvall Ultra80

2.2 Antitestek, enzim, molekula standard, ELISA kitek

NEV Higitas Katalégus Forgalmazo
Szam
Goat anti-rabbit-IgG-HRP 1:2.000 P0448 DAKO, Glostrup, Denmark
konjugalt
Rabbit anti-rat MIF 1:2.000 TP234 Torrey Pines Biolabs, Houston,
TX, USA
Rabbit anti-rat MIF IgG 1:20.000 36-7401 Zymed Laboratories, San
Francisco , CA, USA
Rabbit anti-oTubulin H- 1:200 sc-5546 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
300 Santa Cruz, CA, USA
Tautomerase (bovine 1:4 T-6004 Sigma-Aldrich Co., Budapest,
kidney) Hungary



Color Marker Rainbow

ELISA: huMIF DUO SET
Dev. System

ELISA: IL-1B BD OptEIA

2.3 Pufferek, oldatok

13%-0s Szeparald gél (SDS-PAGE-hez)

Beereszto gél (SDS-PAGE-hez)

Futtaté puffer (SDS-PAGE-hez)

SDS 2x minta puffer (SDS-PAGE-hez)

4M UREA (WB-hoz)

Blokk puffer (WB-hoz)

1:10 C-3437

DY289

559111

Sigma Budapest, Hungary

R&D Systems, Inc. Minneapolis
MN, USA

BD, Biosciences, San Jose, CA,
USA

12.87 ml 30%-o0s (m/v) akrilamid

7.5 ml 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)

9 ml dH20

300 pl 10%-o0s (m/v) SDS

300 pl 10% (m/v) ammoénium perszulfat
15 ul TEMED

1.24 ml 30 % (m/v) akrilamid
0.94 ml 1M Tris-HCI (pH 6.8)
5.1 ml dH20

75 ul 10%-o0s (m/v) SDS

75 pl 10%-o0s (m/v) ammoénium perszulfat
3 ul TEMED 100 pl 10 % (m/v) SDS

3 g/L Tris
14.4 g/L glycin
10 ml/L SDS 10 %

pH 8.3

1 ml 1M Tris-HCI (pH 6.8)

2 ml glicerol

4 ml 10%-o0s (m/v) SDS

0.6 ml B-merkaptoetanol
0.5 ml 0.05% bromfenolkék
1.9 ml d H,O

120g UREA
1.46g NaCl
3.2g EDTA
pH: 7.0

20% NEH 5x
0.05% Triton-X 100
0.25% gelatin

3% BSA

pH: 7.4

2
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Higité puffer (WB-hoz)

Mosé puffer (WB-hoz)

NEH 5x torzs (WB-hoz)

Transzfer puffer 1x (WB-hoz)
1000 ml

Transzfer puffer 20x t6rzs (WB-hoz)
400 ml

Ekvilibral6 oldat (eziistozéshez)

Fix4lo oldat (eziistozéshez)

Mosé oldat I (eziistzéshez)

Mosd oldat II (eziist6zéshez)

Redukalé oldat (eziistozéshez)

Szinstabilizal6 oldat (ezlistozéshez)

Mosépuffer

20% NEH 5x

0.05% Triton—X 100
0.25% gelatin

1% BSA

pH: 7.4

20% NEH 5x

0.05% Triton—X 100
0.25% gelatin

pH: 7.4

50 mM HEPES
5mM EDTA
150 m] NaCl

50 mlTranszfer puffer 20x t6rzs
5 ml 10% SDS torzs
200ml Methanol

8.54 g NaH,PO, 2H,0
17.47g Na,HPO4 2H,0
pH: 6.8

1.9 g/1 eziistnitrat tartalmu vizes oldat

50 % etilalkohol
10 % ecetsav

25 % etilalkohol
10 % ecetsav

10 % etilalkohol
0.5 % ecetsav

30 g/l NaOH tartalmu oldatban
kozvetleniil a hasznalat el6tt

7.5 ml/l formaldehidet oldunk (37 %-o0s),
ill. 80 mg/l Na-borohidridet

7.5 g/l natriumkarbonat

50 mM HEPES
5mM EDTA

150 mM NaCl
0.05% Triton-x 100
0.25% gelatin

pH 7.4
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200 mM Na-Phosphate Reakcié puffer
(Enolazhoz)

50mM Na-Phosphate Reakci¢ puffer
(Ketonazhoz)

Bérsav oldat (Enolazhoz)

Szubsztrat puffer (Enolazhoz)

Szubsztrat-Torzsoldat (Enoldzhoz)

Szubsztrat-Torzsoldat (Ketonazhoz)

PBS

Acetat puffer (TR-FIA, DELFIA-hoz)

Assay puffer (TR-FIA, DELFIA-hoz)

Block Puffer (ELISA-hoz)

Higité Reagens (ELISA-hoz)

Mosé Puffer (ELISA-hoz)

Stop oldat (ELISA-hoz)

58 mM Na,HPO,
142 mM Nal,POy,
pH 6.2

50 mM Na-Phosphate
pH 6.5

0.9 M B6ér sav
pH 6.2

50 mM Na-Acetate pH 6.0

100 mM Na-Fenilpiruvéat

Szubsztrat pufferben

50 mM Fenilpiruvat
Ethanolban

137 mM NaCl

2.7 mM KCI

8.1 mM Na2HPO,

1.5 mM KH2P04

pH: 7.2-7.4

0.2um filteren atsziirni

0.1 M Na-acetat
pH 5.0

5 g BSA/
Tris-HCI puffer
pH 7.8

1% BSA

5% Sucrose
0.05% Na-azid
PBS-ben

1% BSA

PBS-ben

pH 7.2-7.4

0.2pum filteren atsziirni

0.05% Tween-20
PBS-ben
pH:7.2-7.4

2N H,S04
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Szubsztrat oldat (ELISA-hoz) H,0; (,,A” reagens)

tetramethylbenzidine (,,B” reagens)
1:1 aranyt keveréke

Homogenizacids puffer (Tubulin 50 mM MES
izolalashoz) 1 mM EGTA
pH 6.9
DAB oldat (immunhisztokémidhoz) 0.004% 3,3’-diaminobenzidin (DAB)
0.004% 3%-o0s H,0,
TRIS pH 7.4
Brinkley BR puffer 1980 (BRB80) (HM 80 mM K-PIPES
tubulin izolalashoz) 1 mM MgCl
1 mM EGTA

pH 6.8 (KOH-val)

Depolimerizacios puffer (DP) (HM tubulin = 50 mM MES
izolalashoz) 1 mM CaCl,
pH 6.6 (KOH-val)

High-molarity PIPES puffer (HM tubulin 1 M PIPES
izolaldshoz) 10 mM MgCl
20 mM EGTA
pH 6.9 (KOH-val)
1:1 ardnyban adni a DP-hez



3 Modszerek

3.1 Fehérje modszerek, tisztitasok

3.1.1 Fehérje meghatarozas Bradford fotometrias médszerrel
A mintdk fehérjetartalmat Bradford moddszerrel hatdroztuk meg (Bradford,

1976), melyben a standard higitasi sor (1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml,
0,0625 mg/ml) felvételéhez BSA foszfat pufferes oldatait hasznaltuk. Pl. a tubulin
fehérjetartalmat 2x, SOx-es higitasi faktort alkalmazva mértiik. A standard és a
mintahigitds 50-50 pl-éhez 950 pl Bradford reagenst adtunk, majd 4 perces varakozas
utdn 595 nm-en detektaltuk az extinkcié valtozésat. A kapott értékekbdl Microsoft

Excel program segitségével, interpolaldssal hataroztuk meg a mintak fehérjetartalmat.

3.1.2 SDS-poliakrilamid gélelektroforézis
Az SDS poliakrilamid gélelektroforézist Laemmli szerint készitettiik (Laemmli,

1970), BioRad eszkozok felhasznélasaval. Denaturalast 100°C-on 3 percig végeztiik, a
mintapuffert 1:1 v/v ardnyban adtuk a mintdhoz és a molekula markerhez. A denaturalt
mintabdl lyukanként 20 pl-t hasznaltunk fel. A beereszt6 gélben Osszesen 80 mA
aramer6sséget hasznaltunk, majd, amikor a mintdk elérték a beereszt és futtatdgél

hatarat, az aramerdsséget gélenként 75 mA-re valtoztattuk.

3.1.3 Western Blot
A géleken elvélasztott fehérjéket 150mA allandd aramerdsséggel egy éjszakan at

transzferaltuk nitrocelluléz membranra 4°C-on (d.n. blottolas). A 3%-0s BSA oldattal
tortént (2 d6ra, 20°C) blokkolast kdvetden 3 ordig, 4M ureaban azott a membran, majd
3x5 perc mosas utan egy ¢&jszakdra, 4°C-on primer antitesttel (rabbit anti-rMIF
(1:2.000), majd 4 Oran &t szobahOmérsékleten torma-peroxidazzal (HRP) jelolt
szekunder antitesttel inkubdltuk. ECL (emhanced chemiluminescence) reagens
hozzaadasat kovetden Kodak IS440CF Image Station késziilékkel detektaltuk a

kibocsatott fényt. A ,,band”-ek intenzitasat denzitometridval hataroztuk meg
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3.1.4 Eziistozés

Elektroforézis utan az dvatosan eltavolitott géleket mtanyag dobozban legalabb
2 oréig fixaltuk, majd cseréltiik rajta a fixalot €s legaldbb 2 ora hosszat, de gyakrabban
egy ¢jszakan at tovabb fixaltuk. A gélt a moso I oldattal, kétszeri valtassal egy éran at,
majd a moso II oldattal szintén kétszeri valtassal, ismét egy 6raig mostuk. A gélt lassa
razés kozben 2 6raig az equilibrdld oldatban inkubéltuk, majd ioncserélt vizzel, a

feliiletre tapadt eziist6t rovid (10-20 s) mosassal eltavolitottuk.

3.1.5 Tubulin izolalas
Emlos sejtekben a mikrotubulusok 10°C alatti hémérsékleten depolimerizalnak

(szétesnek), mig megfeleld koncentracidju GTP €s magnéziumion jelenlétében, 35-
37°C-on in vitro ujra feléplilnek (polimerizalnak). A hideg-indukalta mikrotubulus
depolimerizéciora alapozva, ugynevezett hémérsékletfiiggd
polimerizéacids/depolimerizacids ciklus révén relative konnyen tisztithatok. Ezt a tubulin
tisztitasi modszert agyszovetbdl, eldszor Shelanski és munkatarsai, 1973-ban irtak le.
Kisérleteinkben  sertésagybol, Shelanski modszerével izolalt tubulin
preparatumot hasznaltunk. A sertésagyakat kozeli vagdhidrol koézvetleniil az 4llat
ledlése utan jégfiirdén szallitottuk a laborba. Az agyhartyak eltdvolitasa utan lemértiik a
sertésagy sulyat, majd 1 ml/400 mg homogenizacidés pufferrel kiegészitve késes
homogenizalast végeztiink jégfiirdén. Ultracentrifugélas (15000 RPM, 30 perc, 0°C)
utan a citoszol frakcidval dolgoztunk tovabb. Ezt kvetden Ujabb ultracentrifugalast
hajtottunk végre (25000 RPM, 40 perc, 0°C), majd 30 percig 37°C-os vizfiirdén
polimerizaltuk a tubulint 0,6 mM GTP, 1 mM MgCl, és 0,52 ml glicerin/ml
hozzaadasaval. A polimerizalt tubulint centrifugalassal (25000 RPM, 30 perc, 25°C)
kiilonitettiik el a frakcidé tobbi részétél. A pelletet késes homogenizatorral jégfiirdén.
(2x1 sec) homogenizaltuk, és a depolimerizacid 1étrejotte érdekében 30 percig 0°C-os
jégfiirdén tartottuk, idénként megforgattuk. A prepardtumot a mérésekig 4°C-on
taroltuk, de 24-48 oran belil felhasznaltuk. Mivel csak 1 polimerizécids-
depolimerizacidés ciklust hajtottunk végre az igy nyert tubulin preparatum

mikrotubulushoz asszocialt protein (MAP) tartalma nagy volt.
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3.1.6 HM- tubulin tisztitasi moédszer
A frissen eltavolitott agyat DP pufferben (depolimerizald puffer), jégen szallitottuk

a laborba, majd az agyrdl csipesszel eltavolitottuk a lagy agyhartyat és az ereket. Ismét
atmostuk DP pufferben, majd stlymérést kovetéen grammonként 1 ml hideg DP
pufferrel felontottiik, és késes homogenizatorral 2x 30s—ig homogenizaltuk. A
homogenizatumot centrifugacsévekbe mértik és 4°C-on, 60 percig, 29.000g-vel
centrifugaltuk. A feliilliszot lemértik ¢és kiegészitettik a polimerizacidhoz: 1/3:
feliilaszo, 1/3: 37°C—os HM-PIPES puffer, 0,5 mM GTP, 1,5 mM ATP, 1/3 rész 37°C-
os glicerin. A kiegészitett mintat 37 °C-os vizfiirdén 60 percig inkubéltuk, majd
lecentrifugaltuk (160.000g, 37°C, 30 percig). A feliiliiszot ledntéttiik, a centrifugacsd
aljan talalhatd zselét (tubulin) 20 ml DP pufferrel felszuszpendaltuk. Ezt kovette a
tubulin depolimerizacidja: 0°C-on, min. 1 éran at idénként megkevergetve.

A depolimerizalt tubulint lecentrifugaltuk (70.000g 4°C, 30 percig), majd a
feltiluszot az elézOknek megfelelden ismét kiegészitettiik, és Gjra 37°C-os vizfiirdén 30
percig inkubaltuk. A polimerizalt tubulint lecentrifugaltuk (160.000g 37°C, 30 percig),
majd az igy kapott zselét 15 ml jéghideg BRB8O pufferben reszuszpendaltuk. A
depolimerizacié ismét jégen tortént, végiil a depolimerizalt tubulint utolséd
centrifugalasnak vetettiik ald (100.000g, 4°C, 30 percig). A feliiluszot hirtelen,
folyékony nitrogénben 100-200 pl mennyiségenként fagyasztottuk le. A tubulin

srrrs

Popov, 2003).

3.1.7 lziileti homogenizitum készitése
IL1B ELISA mérés céljara az egerek tibiotarsalis iziileteit kimetszettiik. Stlymérést

kovetéen 1ml/10mg pufferbe (RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Csertex, Hungary) és
PMSF 1:100 keveréke) helyeztiik, majd jégen 3 perc alatt olléval apréra daraboltuk. Ezt
kovetden, szintén jégen 3 percig késes homogenizatorral (KIKA Labortechnik) 20.500
fordulat/perc sebességgel homogenizalast végeztiink. A kapott homogenizatumot 4 °C-
on 10 percig 10.000 rpm fordulaton centrifugaltuk, és az igy kapott feliiliszot
hasznaltuk az ELISA vizsgéalatokhoz.
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3.2 Kémiai vegyiiletek elgallitasa

Ezen moddszerek megtervezése és kivitelezése a PTE AOK Orvosi Kémiai
Intézetében Lorand Tamaés dr. nevéhez flizdédik. A E-2-arilidén-cikloalkanonok (1-28)
szintézisénél a megfeleld cikloalkanonbdl nagy felesleget kellett alkalmazni a kétszeres
kondenzéacié elkeriilése érdekében. A reakcidk a ciklopentanon-szarmazékoknal
szobah6mérsékleten torténtek, mig a ciklohexanon-szarmazékoknal valamint az
aciklusos ketonoknal (51-53) 3 orés forralas mellett, NaOH katalizator jelenlétében. Az
E-2-benzilidén-1-indanon (30), az E-2- benzilidén-1-tetralonok (31, 33-50), és a E-2-
benzilidén-1-benzoszuberon (32) szintézise szobahdémérsékleten, etanolos oldatban,
NaOH jelenlétében zajlott.

A vegyliletek szerkezetének igazoldsa FT IR és NMR spektroszkopiai modszerekkel
tortént.

3.3 Immunolégiai médszerek

3.3.1 ELISA médszer (MIF ELISA)

L. Plate elokészités:
A 96 lyuku lemez minden lyukat 100 pl capture antitesttel bevontuk és a plate-et
lezarva egy ¢éjszakan keresztiil 20°C-on inkubaltuk. Masnap minden lyukat
kiszivtunk és 400 pl mosé pufferrel 3x atmostuk. A plate-ek blokkolasahoz 300 pl
Block pufferrel toltottik fel a Iyukakat, majd 1 6ran at szobahén inkubaltuk.
Ismételt mosast kévetden hozzaadtuk a mintat.

II. Streptavidin-HRP Assay:
Lyukanként 100 pl tdmény mintat, vagy annak S5x, 10x-es higitasat illetve a
standardot bemértiink, majd parafilmmel beboritva 2 6rdn at, szobahén
inkubaltuk, a vakba 100 pl moso6 puffer keriilt. Az inkubaciot kdvetden kiszivtuk
a folyadékot a lyukakbol, majd mosas utan 100 pl Detektdlé antitestet
pipettdztunk minden lyukba. Parafilmmel beboritva 2 6rdan 4at, 20°C-on
inkubaltuk, melyet ismét mosas kovetett. 100 pl Streptavidin-HRP-t hozzaadva,
maximum 20 percen at inkubaltuk szobahdn. Mosas utan a szubsztrattal (100 ul)

ismét 20 perces inkubacié kovetkezett. A reakcidt végiil 50 pl Stop oldattal
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leallitva, 450 nm-en azonnal megmértiik az egyes lyukak optikai denzitdsat
(hattér: 570 nm).

Az IL-1B ELISA-t szintén 450 nm-en mértikk, de 620 nm hattér korrekcidt
alkalmaztunk.

3.3.2 TR-FIA, DELFIA médszer

Ezen moédszerrel prof. Hermann Adlercreutz laboratériumaban vizsgiltam a
szérumok fitoosztrogén tartalmat (Folkhilsan Research Center; Institute for Preventive
Medicine, Nutrition, and Cancer; Department of Clinical Chemistry; University of
Helsinki; Finland).

200ul plazméat 200 pL B-glucuroniddzzal és szulfatdzzal Osszekevertiink, és
acetat pufferben 37°C-on egy ¢éjszakdn at inkubaltuk. Hidrolizist koévetéen a
nemkonjugalt enterolaktont dietil-éterrel extrahaltuk. A hidrolizalt extraktumot assay
pufferben kecskében termeltetett nyal ellenes IgG-vel eldkezelt mikrolemezre
pipettaztuk. Majd hozzaadtuk az antiszérumot (marha szérum albumin és Tris puffer
1:250.000 higitasaban), és az eurdpium jelolt enterolaktont 1:400.000 higitasban.
Szobahén t6rténd 90 perces Ovatos razassal (DELFIA plate shaker (Wallac) tortént
inkubalas utan a lemezt kimostuk (DELFIA plate washer (Wallac)).

Ezt k6vetdéen minden lyukhoz hozzdadtuk a DELFIA felerdsitd (enhancer)
oldatot (Wallac), majd tovabbi 5 perc dvatos razas utdn leolvastuk a fluoreszcencia
mértékét (DELFIA Victor multilabel counter (Wallac)). A szérum mintakbdél minden
esetben harom, a kontrollokbol két parhuzamos mérést végeztiink.

Az eredmények értékelése:

Plasma ENL = leolvasott koncentracid x 1/recovery x higitasi faktor.

3.4 Bioaktivitas tesztek

3.4.1 Fenilpiruvat tautomeraz aktivitas
Meéréseinket a PTE AOK Biofizikai Intézetében, valamint a Biokémiai és Orvosi

Kémiai Intézetben végeztik.
MIF-ként a Sigma cég altal gyartott marha vesébdl izolalt fenilpiruvat
tautomerazt hasznaltunk. Ezen enzim Western blot analizisén egér anti-MIF anitesttel a

rekombinans human MIF-fel egyiitt migralé 12,4 kD sav festddik, valamint ugyanolyan
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fenilpiruvat tautomeraz aktivitassal rendelkezik mindkét enzim (Rosengren és mitsai,
1997). A marha vesébdl izolalt fenilpiruvat tautomeraz és a rekombinans huméan MIF
fenilpiruvat tautomeréz aktivitasat hasonlé médon befolyéasolja mind a luteolin, mind a
quercetin (Garai és Adlercreutz, 2004).

Az enzimreakcié gatloit minden esetben frissen higitottuk, és adtuk a
rendszerhez 1, 5, 20, 50, 100, 200 illetve 400 uM végkoncentracioban.

A vizsgalt kismolekuldk tobbségét a Sigmatol rendeltiik, a rozmaringsavat az
ICN-t6l.

3.4.1.1 Ketonaz reakcio

A fenilpiruvat tautomeraz aktivitds ketondz reakciojat 20°C-on, 288 nm-en,
kétutas Shimadzu 2100 UV spektrofotométerrel, 75 masodpercig kovettiik. A 720 ul
reakcioelegy 50 mM pH 6,5 Na-foszfat reakciopuffert, 0,4 pg/ml végkoncentracidju

tautomeraz enzimet és szubsztratként 100 pM fenilpiruvatot tartalmazott.

3.4.1.2 Enolaz reakcid

Az enoldz reakciét 20°C-on, 300 nm-en, kétutas Shimadzu 2100 UV
spektrofotométerrel 900 masodpercig kovettik. A 720 pl reakcidelegy Ssszeallitasahoz
200 mM pH 6,2 Na-foszfat reakciopuffert, 0,9 M pH 6,2 borsav-oldatot, 0,4 pg/ml

s e

hasznaltunk.

3.4.2 Tubulin polimerizacio
A tubulin polimerizaciét 350 nm-en, az ates6é UV fény diffrakciojaval kovettiik

kétutas Shimadzu 2100 UV spektrofotométerrel 33°C-on, a PTE AOK Biofizika
Intézetében. A mérendd kiivettdba 1mg/ml tubulin, a vakban 50mM MES és 1mM
EGTA-bol késziilt (pH 6,9) reakciopuffert tettlink. Mindkét kiivetta tartalmazott
tovabbd 1 M MgCl,-t és 30 mg/ml koncentracidju GTP-t. A méréseket a platd szakasz
eléréséig folytattuk.
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3.5 Immunhisztokémia

3.5.1 Fénymikroszkopos immunhisztokémia paraffinba agyazott
metszeteken

A 10 um vastag metszetek deparaffinalasa és dehidralasa utdn, a metszeteket 3x
10 percig TRIS pufferben (pH 7,6) mostuk, majd 3x5 perces mikrohullam( kezelést
kovetden az endogén peroxiddz aktivitds gatlasara 30 percig 1%-os H,O,-ban
inkubaltuk. Ezt kdvetden a felesleges hidrogénperoxidot TRIS pufferrel 4-5x 10 percig
tartd mosassal eltavolitottuk. A metszeteket TRIS-ben higitott 1% normal 16 szérummal
(Vectastain ABC Elite Kit PK-6200, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 1
oran at inkubaltuk. A metszeteket a primer antitesttel szintén 1%-o0s normal 16 szérumot
tartalmaz6 TRIS pufferben 1 éjszakén 4t nedves kamraban inkubaltuk. A kovetkezd
primer antitesteket hasznaltuk: nydlban termeltetett anti-MIF antitest (Zymed
Laboratories, San Francisco, CA) 1:5.000 illetve 1:10.000 higitasban, illetve nyulban
termeltetett anti-aTubulin, (Santa Cruz Biotechnology, BioMed GmbH, Heildelberg,
Németorszag) 1:200X higitasban. A szekunder antitest elétt ismét 3x10 perces mosds
kovetkezett, majd a szekunder antitesttel (biotinilalt anti-nyul IgG) 1:100 higitasban 4
oran at reagaltattuk. Ezt kovette 3x 10 perces mosés utan az avidin-biotin-peroxidaz
komplexszel szobahoén, 2 oran keresztiil t6rténd inkubécid, melyet ismét 3x10 perces
0,004%-o0s hidrogénperoxid jelenlétében tettiik lathatova. A reakcidt fénymikroszkdp
alatt kontrollaltuk. Ismételt mosast kdvetden, a metszeteket felszalld alkoholsorban
dehidraltuk, xilolban deritettiik és DePeXszel (Fluka, Buchs, Svajc) lefedtiik.

A primer antitesttel pArhuzamosan negativ kontrollt is készitettiink, ahol vagy a

primer, vagy a szekunder antitestet elhagytuk.

3.5.2 Fénymikroszkopos immunhisztokémia tsztatott metszeteken
A 60 um vastag, vibratommal készitett metszeteket 3x10 perces TRIS-sel (pH 7,6)

torténd mosast kovetden az endogén peroxiddz gatlasat 30 percig 1% hidrogén-
peroxidot tartalmazé oldatban végeztiik. Ismételt 3x10 perces mosas utan TRIS-ben
higitott 1 % normal 16széumot és 0,4% Triton X-100-at tartalmazd oldatban 1 o6raig
inkubaltuk. Ezt kdvette a primer, majd a szekunder antitesttel, végiil az ABC-vel (avidin

biotin peroxidaz komplex) torténd inkubdcié. Az immunreakcié lathatova tételét a

sres
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metszeteket zselatinozott targylemezre huztuk fel, majd ezt kdvetden emelkedd

koncentracidju alkoholsorban dehidraltuk, xilolban deritettiik, és DEPEX-szel fedtiik.

3.5.3 Elektronmikroszképos immunhisztokémia
Az elektronmikroszkopos vizsgalathoz a hippocampust és a hozza csatlakozé

parahippocampalis kérget és a temporalis neocortexet tartalmazo blokkot 3 o6ran at,
szobah6n 0,1% glutaraldehidet is tartalmazo 4%-os pufferelt formaldehidben fixaltuk. A
60 um vastag vibratommal készitett metszeteket cryoprotectio céljabdl 15%-os
szacharéz oldatba tettiik, majd mikor lesiillyedt, egy éjszakan at 30%-os szachardz
oldatban tartottuk. Ezt kdvetden az antitestek penetracidjanak elésegitése érdekében, a
metszeteket haromszor folyékony nitrogénben atfagyasztottuk, majd felolvasztottuk. Ezt
3x10 perces 0,1 M foszfat pufferben (pH 7.,4) t6rténd mosas kdvette, majd a metszeteket
az endogén peroxiddz gatlasa végett 1%-os hidrogénperoxid oldatban inkubaltuk.
Tovabbi 3x10 perces mosast kdvetéen a 3.5.1 pontban leirtaknak megfeleléen
elvégeztiik a primer, szekunder antitestekkel és az ABC komplexszel az inkubalast,
valamint az immunreakcié lathatova tételét. Ezt kvetden a metszeteket 0,1 M foszfat
pufferben (pH 7,4) 1 éjszakan at mostuk. Az elektronmikroszkdpra szant metszeteket
(d=80pm) 2% ozmium tetroxiddal, 1 o6ran 4t 4°C-on utanfixaltuk, majd kétszeres
mosast kdvetéen felszallé alkoholsorban dehidraltuk 10-10 percig. A 70%-os alkohol
1% uranil-acetatot is tartalmazott a kontraszt felerdsitése érdekében, mely utébbiban 40
percet alltak a metszetek. A teljes vizelvonas érdekében abszolGt alkoholban 2x20
percig, majd a mugyanta oldoszerében: propilén oxidban 2x4 percig tartottuk a
metszeteket.

Viztelenitést kovetden 1:1 ardanyt miigyanta (Durcupan) (ACM, Fluka, Gillingham,
Dorset, UK) és propilén oxid keverékben 30 percet hagytuk allni, majd tiszta
migyantdban 1 éjszakédn 4t 56°C-on tartottuk. Mdésnap tiszta durcupanba helyeztiik,
szobahdn hagytuk allni, majd a metszeteket targylemezre tettiik. A durcupannal atitatott
metszeteket milanyag feddlemezzel 1 éjszakara 56°C-os termosztatba helyeztiik.

A flat-embedding” mobdszerrel beagyazott metszetekbdl fénymikroszkoppal
kivalasztottuk az elektronmikroszkdpos vizsgélatra szant teriileteket. A kivalasztott
teriileteket kivagtuk, majd atdgyaztuk, 2 napig 56°C-os termosztitban hagytuk, a

durcupan polimerizicidja érdekében. A blokkbol készitett ultravékony metszeteket
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uranil-acetattal és oOlom-citrattal kontrasztoztuk. A metszeteket Jeol tipusu

elektronmikroszkoppal értékeltiik.

3.6 Allatkisérletes modszerek

3.6.1 Allatok
A kisérlethez 20-25 g-os him Balb/c egereket hasznaltunk (n=21). Az allatokat

24-25°C-os homérsékleten tartottuk, standard tapot és csapvizet ad libitum vehettek
magukhoz. A kisérletet a PTE AOK Munkahelyi Allatetikai Bizottsag szabdlyainak

megfelelden végeztiik.

.6.1. 4bra Balb/c egér tom g

3.6.2 Komplett Freund adjuvans (CFA) indukalt arthritis modell
Az egér bal tibiotarsalis iziiletének gyulladasat a kdvetkezé mddon indukaltuk.

A bal hatso 1ab talpi felszinébe és a farktdbe paraffin olajban szuszpendalt elslt
Mycobaktériumokat tartalmazé komplett Freund adjuvanst (CFA) juttatunk be (0,05 ml,
1 mg/ml s.c.). (Cat No. 0638-59 BACTO Difco Laboratoires, Detroit, Mitchigan, USA)
A szisztémas hatas felerdsitése céljabol mésnap azonos mennyiségii CFA-t injektaltunk
a farktébe (Helyes és mtsai, 2001).

A labak térfogatit plethysmometridval, a talp mechanikus ingerekre vald
érzékenységét aesthesiometrids modszerrel hatdroztuk meg. Kontroll és kondicionalo
méréseket végeztiink a CFA beadasa el6tt, majd az arthritis indukciot kdvetd 3. 5. 7. 10.
12/13. 14/15. 17. 19. napokon.

3.6.3 Labduzzadas mérése
A labak térfogatat plethysmometridval mértiik (Dynamic plantar plethysmometer

7140; Ugo Basile, Comerio, Italy), amelynek miikddése a kozlekedbedények elvén

alapul. A plethysmometer két fliggbleges, egymassal kapcsolatban levd, specialis
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folyadékkal feltoltott plexiiiveg cellabdl all. A mérés soran az egér 14bat a nagyobb
cellaban 1év6 folyadékba meritjiik. A kisebb csdben talalhatd transzducer regisztralja a
kovetkezményes térfogat-kiszoritast, és a digitalis kijelz6n cm’-ben leolvashatjuk a

labtérfogatot. A duzzadast a kontroll értékhez viszonyitott %-ban adtuk meg.

3.6.2. ibra Libduzzadas méré

ynamic plantar plethysmometerrel

3.6.4 Mechanonociceptiv kiiszob mérése
A talp mechanikus ingerekre vald érzékenységét aesthesiometridas modszerrel

hataroztuk meg (Dynamic plantar aesthesiometer 37400; Ugo Basile, Comerio, Italy).
Az egerek egymastol elkeritve, egy fém racson, szabadon mozoghattak. Behelyezésiiket
kovetéen id6t hagytunk az akklimatizaciéra a kutatd-keresé magatartis befejezéséig.
Ezt kovetden a racs ald helyeztik az allithatd helyzetli tompa végii tiit tartalmazd
stimulald egységet. A talp megfeleld részének pontos pozicionalasat a miiszer allithatd
tiikkre segitette. A start gomb megnyomdasat kdvetden a tompa végl fémtll felemelkedett
¢s fokozodd nyomast fejtett ki a talpra egészen addig, amig az allat el nem rantotta a
labat. A 14b elrantdsénak pillanatat, azaz a nociceptiv kiisz6bot, a digitalis kijelzdén
gramm-ban leolvashattuk. A mechanikai allodynidt, azaz a nociceptiv kiiszob

csOkkenését, a kiindulasi kontroll értékekhez viszonyitott %-ban adtuk meg.

3.6.3. abra Fijdalomkiisz6b mérés Dynamic plantar aesthesiometerrel
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4 Kérdésfelvetések, vizsgalatok és eredmények

4.1 Egyes gyulladasgatlé molekulik befolyasoljak a MIF fenilpiruvat
tautomeraz aktivitasat

A probléma hdttere:

A MIF proinflammatorikus hatasdnak gatlasahoz jelenleg két ut vezethet: vagy a
MIF fehérje ellen termeltetett antitest, illetve a MIF anti-sense mRNS segitségével, -
amelyek koltséges és klinikai kortilmények k6zott nem mindig kivitelezhetd modszerek
-; vagy a MIF katalitikus aktivitasat gatlo kismolekulakkal.

Annak ellenére, hogy még nem ismert a MIF enzimaktivitisanak jelent6sége €s
szerepe, szamos kutatdcsoport probalt mar MIF-et gatld kismolekulakat kifejleszteni-.
Szamitogépes modellek segitségével talaltak mar néhany igéretes molekulat. Ezek kozé
tartozik példdul a (E)-2-fluoro-p-hidroxicinnamét (Taylor és mtsai, 1999), egyes
dopachrom analogok (Zhang és Bucala, 1999), a Triptofan és Tirozin szarmazékok
(Dios ¢s mtsai, 2002), vagy a kumarin- és chromenon szarmazékok (Orita és mtsai,
2001). Ezek kozil a chromeron szadrmazékok az eddigi legnagyobb affinitasi MIF
gatlok.

Munkacsoportunk korabban kozolte, hogy a flavonoid luteolin és quercetin hasonld
modon hat a marhavesébdl izolalt Sigma tautomerazra, mint a rekombinans huméan MIF
(rMIF) enzimaktivitasara (Garai és Adlercreutz, 2004). A Sigma cég altal forgalmazott
tautomeraz és a rMIF Western immunoblot vizsgélattal is azonos helyen migral.
(Rosengren és mtsai, 1997). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a Sigma tautomeraz
enzimaktivitasat befolyasold kismolekuldk, azonos modon hatnak a human rMIF-re is.
A gatld molekuldk vizsgalata sordn ezért a koltséges rMIF helyett Sigma tautomerazt

hasznaltunk.

e Munkacsoportunk szamos, eltérd szerkezeti csoportba tartozd, szintetikusan
eléallitott kismolekula hatasat vizsgalta a MIF tautomerdz enzimaktivitasara in

vitro.
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Gatloként els6k kozott az acetaminophent teszteltik, melyrdl leirtak, hogy
gitolja a MIF dopachrom tautomeraz aktivitasit (Senter és mtsai, 2002),
ugyanakkor ezt a gatlot fenilpiruvat tautomeraz reakciora még nem vizsgaltak.

A MIF enzimaktivitdsit a tovabbiakban olyan n6vényi hatéanyagokkal
probaltuk gatolni, melyeket a hagyomanyos medicindban gyulladascsokkentd
tulajdonsaguk miatt alkalmaznak, és szerkezeti hasonlésiagot mutatnak a MIF
szubsztratjaival.

Vizsgaltunk tovabba néhany ismert nem-szteroid gyulladas gatlé szer (NSAID)
hatasat is ugyanezen reakciora.

A gatlas tipusara Lineweaver-Burk analizissel kivantunk vélaszt kapni.

A legtobb anyag enzimgatlé hatékonysagat lemértiik enolaz reakeié iranyaban

is.

Mddszerek:

o A fenilpiruvat tautomeraz aktivitas ketonaz és enolaz reakcidja.

Eredmények:
Kozlemény: Int. Immunopharm. 5, 849-856 (2005) (Ldsd 10.1 fejezet 2. pont)

Idézheté absztrakt: Acta Phys. Hung. 91, 334 (2004) (Ldsd 10.2 fejezet, 3. pont)
Idézhetd absztrakt: FEBS Journal 272 (s1), D3-020P (2005) (Ldsd 10.2 fejezet, 7. pont)

1.

Az acetaminophen nem csak a MIF dopachrom tautomeraz aktivitisat gatolta,
hanem a fenilpiruvat tautomériat is (ICso=1,0 uM).

A vizsgalt gyulladasgatlé kismolekulak koncentraciofiiggé médon gatoltak a
MIF medialt fenilpiruvat tautomerdz reakciot ketondz és enolaz iranyban.
Kiszamitottuk a vizsgalt anyagok félgatlasi koncentracidit (ICsp). Lasd 4.1.1.
tablazat.

a. A MIF ketonaz reakciojara a leghatékonyabb gatlast a fenilpropan
csoportba tartozd kévésav (ICs0=0,55 pM) és kurkumin (ICs50=0,7 uM)
eredményezte.

b. A kumarin szarmazékok kozil az umbelliferon (7-hidroxi-kumarin
(ICs50=2,6 uM)) joval hatékonyabbnak bizonyult, mint a fémolekula
(kumarin (ICs5,=88,8 uM)), mig annak metoxi szarmazéka a szkopoletin

(IC5p=133,8 uM) jelen rendszeriinkben az egyik leggyengébb gatl6 volt.
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c. A vegyes szerkezetli csoportba sorolt vegyliletek koziil a vordsborban,
nagy mennyiségben eléfordulo, stilbén szerkezetli resveratrol (IC50=1,9
uM), a chalchon vézas floretin (ICs50=4,8 pM), és a boldin alkaloid
(ICs¢=5,7 uM) bizonyult hatékonynak; mig a flavon galangin (IC5y=36,9
uM) csak lényegesen magasabb koncentracidkban mutatott gatlast. A
pteridin szdrmazék folsav (ICs50=62,7 uM), a folsav antagonista
methotrexdthoz (ICs5p=15,6 uM) képest, gyengébb gatlénak bizonyult. A
partenolid, mely a Tanacetum parthenium 6 hatéanyaga csak millimélos
koncentracioban ért el 50%-os gatlast.

3. A nem-szteroid gyulladdscsékkentok kozil a piroxicam volt a leghatékonyabb
(IC50=120,9 uM), de MIF enzimgatld hatasat tekintve messze elmarad a legtobb
novényi eredetll kismolekulatdl. A phenylbutazon (ICs50=7126,7 uM) és az
ibuprofen (IC50=10334,3 uM) csak millimélos koncentraciéban mutattak gatlast.

4. Lineweaver-Burk plot analizis alapjan a kavésav esetében a gatlas kompeticios

jellegti.
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4.1.1 Abra Lineweaver-Burk analizis (kdvésavval)

5. Enolaz reakcioban a leghatékonyabbnak szintén a kavésav bizonyult. Erdekes
tapasztalat, hogy a NSAID-k ebben a reakcidban kivétel nélkiil, legalabb egy
nagysagrenddel jobb ICs értéket adtak, mint a ketondz reakcidban. (Lasd 4.1.2.
tablazat.)
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Kovetkeztetések:

A vizsgélt fenolos vegyiiletek megtaldlhatéak kiilonboz6 természetes eredetli
anyagokban, melyeket a népi gyogyaszatban gyulladasos 4allapotok kezelésére
alkalmaznak. Nagy résziik kifejezetten j6 gatlébnak bizonyult a gyulladasos citokin
tautomeraz aktivitasat illetden.

A vizsgélt nem-szteroid gyulladasgatlokrdl ismert, hogy keto és enol forméaban is
jelen vannak, de egyikiik sem volt hatékony gatloja a MIF enzimaktivitdsnak, s6t csak
nagysagrendekkel magasabb koncentraciokban mutattak gatlast. Ez azzal magyarazhato,
hogy a novényi hatéanyagok erds antioxidans karaktere hozzéjarulhat az in vitro
rendszeriinkben megfigyelheté hatdshoz. De a gétlds pontos mechanizmusat minden
egyes vegyliletnél kiilon tisztadzni sziikséges majd a tovabbiakban.

A MIF ellenstulyozza a gliikokortikoidok gyulladdsgéatld €s immunszupressziv
hatésat. Ezt gy éri el, hogy ellensulyozza a gliikokortikoidok okozta gatlast a
makrofagok citokin (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8) expresszidjara, a T sejt proliferaciora és
citokin (IL-2, IFN-y) produkcidjara (Bacher és mtsai, 1996; Daun és Cannon, 2000;
Wang és mtsai, 2002). A gliikokortikoidok hasznélatat az érzékeny szdvetekben
jelentkez6, dozisfiiggd mellékhatasok korlatozzak (Boumpas €s Wilder 2001).

Feltételezhetd, hogy a gliikkokortikoid hatast ellensulyozé MIF fehérje
farmakoldgiai gatlasa emeli az endogén gliikokortikoid gyulladasgatld hatékonysagat.
Ugyanakkor feltehetben csokkenteni képes a terdpids glitkokortikoid-sziikségletet

kronikus autoimmun vagy gyulladasos betegségek kezelésében.
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4.2 Kémiai uton szintetizalt kismolekulik hatasa a MIF fenilpiruvat
tautomeraz aktivitasara

A probléma hdttere.

Korabbi irodalmi adatokbodl és sajat eredményeink alapjan ismert, hogy a kavésav a
MIF dopachrom (Senter és mtsai, 2002) és fenilpiruvat (Molnar és Garai, 2005)
tautomeraz aktivitdsanak hatékony gatloja. A fenilpiruvat tautomerdz aktivitast az
6siddk ota gyulladasgatloként (Srimal, 1993), majd chemopreventiv szerként (Duvoix
és mtsai, 2005) hasznalt kurkumin is gatolja (Molnar és Garai, 2005), de képes gatolni
az oxidacio okozta TNF-a és IL-8 felszabadulést, és bizonyos vonatkozasokban képes
visszaallitani a gliikokortikoid funkciét. Ez utdébbi mechanizmusa jelenleg még nem
ismert, de feltételezik, hogy hatterében a hiszton deacetilaz aktivitas helyreallitisa is
allhat (Rahman és mtsai, 2005).

Ezen elézmények arra 6sztondztek minket, hogy a ciklikus a,B-telitetlen ketonok
kozott- beleértve a kurkumin -analogjait is - keresstink hatékony gatldkat. Ezen csoport
tagjai koziil példaul a 2,6-bisz(benzilidén)ciklohexanonokrél ismert, hogy gatoljak az
ugynevezett Il-es tipust Osztrogén kot helyet (type Il estrogen binding site (Type 1II
ER)), valamint az emld és prosztata rakok sejtproliferaciojat (Markaverich és mtsai,
1992; Markaverich és mtsai, 1998). Dimmock €és munkatarsai (2000, 2002) pedig
néhany 2-arilidén-benzocikloalkanon- ¢és 2,6-bis(arilidén)ciklohexanon-szarmazékrol

irta le, hogy az egér P388 és L1210 leukémia sejtekre citotoxikus hatasu.

e Olyan vegylleteket kerestiink, melyek a legpotensebbnek talalt névényi
hatéanyagokhoz, illetve a MIF szubsztratjaihoz részben hasonld szerkezeti
tulajdonsagokkal birnak a gatl6 hatds fokozésa céljabol. Dr. Lérand Tamas (PTE
AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet) szamos vegyiiletcsoportot
szintetizalt, melynek soran kiilonféle pozicioban més-mas oldallanccal
helyettesitett vegylileteket nyert. Az igy eldallitott vegylileteket elsdsorban a

MIF tautomeraz enol-keto iranyu reakcidjara teszteltiik.
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Moddszerek:
o A fenilpiruvét tautomeraz aktivitas ketonaz és enolaz reakcidja.
o Az enzimkinetikai vizsgalatokra felhasznalt vegytiiletek kémiai szintézisének
1épéseit az alabbi kdzlemények irjak le: (Lérdnd és mtsai, 1996; Shih és mtsai,

2000; Al-Nakib és mtsai, 2001; Hallgas és mtsai, 2005).

Eredmények:

Kézirat kozlésre el6készitve: (Ldasd 10.1 fejezet 6.pont)

Konferencia: XII. és XIII. Federation of European Chemical Societies (FECHEM),
Poszterek (Lasd 10.3.2 fejezet 7. és 13. pont)

A szerkezet-hatds Osszefiiggések igen komplexek, a kiilonbozé vegyiiletesaladok,
molekulavazak szerint valamennyire mas Osszefliggéseket tapasztalunk. A szerkezet-
bioldgiai hatds tanulméanyozdsa miatt a vizsgalt vegyliletek aromas gylirije vagy
elektronkiildd, vagy elektronszivé funkcids csoportokat tartalmaz, melynek nagy

szerepe van a kémidban és a biologiai hatasban.

1. A monobenzilidén-cikloalkanonok/ arilidén-cikloalkanonok egyszeresen telitetlen
ketonok, melyekben van tautomerizicidra lehetdség. Az Ottagn gytriis vegyiilet
(C5) az idedlis gatlé (1) (ICs50=6,24 pM): minél nagyobb a gyliri C atomszima,
annal jobban gyengiil a gatlas. Lasd 4.2.1. tablazat.

2. Az fenilszubsztitudlt vegyiiletek koziil a két legjobb hatdsu, tehat az Sttaga (1) és
hattagi  (2) kiilonbdz6 pozicidkban helyettesitett (metoxi-, halogén-, stb.)
szarmazékait vizsgaltuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a szubsztitualatlan
vegyiilethez képest (1), a szubsztiticié markdnsan megvaltoztatta az aktivitast. Lasd
4.2.2. tdblazat.

3. A para-brom szubsztitualt vegyiiletnél a fél-gatlasi koncentracié szubmikromolaris
tartomanyba keriilt (13) (ICs5=0,79 uM), mig ha ugyanezen a helyen egy masik
halogént, (klért) tartalmazo szarmazéknal a gatld hatas az alapmolekulédhoz képest
gyengiilt (10) (IC5=25,36 uM). A meglehetdsen nagy elektronegativitasi fluor
bevitele a para-helyzetbe (14) a hatast igen lecsokkenti (ICsp=42,21 uM). Lasd
4.2.2. tablazat.

4. Az aromas metoxi (-OCH3) csoportok helye is nagyban meghatirozza a gatlast. A

para- és az orto-szubsztitudlt vegylilet kézel azonos hatasu (7) (IC5¢=3,87 uM), (9)
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(IC50=2,48 pM), mig a meta-szirmazékkal (8) csak tizszer magasabb
koncentraciéban (IC50=26,53 uM) érhettiink el hasonlé gatlast. Lasd 4.2.3. tablazat.

5. Ha az fenilszubsztitult vegyiiletet, a 2-benzilidénciklohexanont (2), az aromas
magban p-helyzetben helyettesitettiik metoxi-csoporttal (22), a gatlo-hatés
jelentésen er8sodott (ICs0=3,09 uM). Hatasa kozel megegyezett az analog
ciklopentanon szarmazékéval (7). A szubsztitualt 2-arilidénciklohexanonokkal a
megfeleld Ottagi szdrmazékokhoz képest majd minden esetben magasabb ICs
értéket mértiink. Lasd 4.2.4. tdblazat.

6. Hasonldéan a monobenzilidén-cikloalkanonokhoz, az &t szénatomszamu vegyiilet
(30) volt a leghatékonyabb (ICs50=82,78 uM), és a gylirlitagszam ndvelésével a
gatlas hatékonysaga csokkent. Lasd 4.2.5. tablazat.

7. A 2-arilidénbenzocikloalkanonok (33-50) nem képesek tautomeriziciora. A
fenilszubsztitualt vegyiilet (31) nem mutatott hatékony gatlast (ICs5p=127,42 uM),
azonban, ha a fenilgy(iriit a bazisos 2-piridil csoporttal helyettesitettiik (50), sokkal
hatékonyabb gatlast érhettiink el (IC5o=5,63 uM). Erdekes tapasztalat, hogy a (8)
vegylilethez hasonldan, a 3-helyzet (49) itt is gyengitette a gatlo hatast (IC50=20,26
uM). Lasd 4.2.6. tablazat.

8. A para-helyzetben halogénnel szubsztitualt 2-arilidén-1-tetralonok (35,40,41) a
fenilszubsztitualt vegyiiletnél jobb gatlast eredményeztek. A kétszeres halogén
szubsztiticié ugyancsak megnoveli a hatast (38). Az elektronkiildé csoportot
tartalmaz6 anyagjaink koziil a 4-metilszubsztitualt vegyiiletnél az el6bb emlitett
(38)-cal megegyez6 aktivitas tapasztalhatd. Lasd 4.2.5. tdblazat.

9. Az aciklikus ketonok koziil a benzilidénaceton (51) mutatott leger6sebb gatld hatast
(IC50=1,18 pM). A kétszeres metil szubsztiticio (52) kozel 50-szer, a harom metil
csoport bevitele (53), kozel 100-szor gyengébb hatést eredményezett. Lasd 4.2.7.

tablazat.

Kovetkeztetés:

A Kkapott eredmények, azaz a szerkezet hatis Osszefliggések értékelését csak
vegyiiletcsaladonként végezhetjiik, mivel ezek a szabalyossadgok altaldban a csoportokra
jellemzok. A szerkezet hatas Osszefliggésekben sok més paraméter mellett valdszintileg
szerepet jatszanak a vizsgalt molekuldk szterikus- és elektronikus tulajdonsagai is.

A 2-arilidéncikloalkanonok csoportjabol a leghatasosabb vegyiiletek: a 4-
bromfenil- (13) és a piperonilidén-szarmazék (18) (Lasd 4.2.2. tablazat). A hattaga
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gylris vegyiileteknél észlelt hatas rendszerint kisebb mértékii vagy hasonlé a
ciklopentanon-szarmazékoknal észleletekhez.

A 2-arilidénbenzocikloalkanonok az el6zd csaladokhoz képest kisebb mértékii
gatlo hatassal rendelkeznek, kivéve a bazisos 2-piridilszarmazékot.

Bar a szintetizalt vegyiiletek kozott volt, amelyekkel a novényi hatéanyagokét
megkozelitd hatast értiink el, de azok legpotensebb képviseldinek gatlé hatdsat eddig
még nem tudtuk talszérnyalni. Tovabbi vizsgalataink tervezéséhez felhasznaljuk a
QSAR (kvantitativ szerkezet hatds Osszefliggések) moddszert is, hogy hatékony lead
molekulat nyerjiink.

4.3 Ketontestek hatasa a MIF fenilpiruvat tautomeraz aktivitasara

A probléma hadttere:

Mikozben a MIF fenilpiruvat tautomerdz aktivitdsdnak gatloit Kkerestiik,
felfigyeltiink arra, hogy savas CH-csoport jelenléte fontos lehet a megfelelé gatlas
eléréséhez. Erosen savas CH-csoporttal rendelkezé modell molekulak kozil az
acetilaceton kiilonosen érdekes volt, mert ismert réla, hogy tautomerizaciora képes
(Watarai és Suzuki, 1974). Az acetilacetonnal rokon szerkezetii ketontestek-
acetoacetat, B-hidroxi-vajsav és az aceton- szintén CH-savas természetliek.

A ketontestek in vitro befolyasoljdk a marha fehérvérsejtek migracidjat
(Suriyasathaporn és mtsai, 1999), mely csokkentheti az immunkompetenciat.
Ugyanakkor a ketontestek gyulladdsgatld hatdsat is leirtdk (Sato és mtsai, 1992; Sjogren
és mtsai, 1999).

Diabeteses €s  éhezési  allapotokban  valtozhatnak  bizonyos  sejtes
immunvédekezési funkciok. Ehezésben és nem kezelt diabetesben a nagymértékii
zsirsav ellatottsag miatt megemelkedik a m4j ketontest termelése. A hyperketonaemia
fokozza az LDL oxidacios képességét (Jain €s mtsai, 1998). Ez azért lehet jelentds, mert
az atherogenesisben kulcsfontossdgt az oxidalt LDL-t (ox-LDL) felvevé makrofag
eredeti un. habos sejtek jelenléte. Az atheroscleroticus plakkokban jelenlevéd MIF
(Burger-Kentischer és mtsai, 2002) pedig fokozza a makrofdgok ox-LDL felvételét
(Atsumi és mtsai, 2000). De kimutattak, hogy a makrofagok részt vesznek a rheumatoid
arthritisben is (Leech és mtsai, 1999), melyben szintén fokozodik a synovialis

makrofagok ox-LDL felvevd képessége (Winyard és mtsai, 1993). A gyulladasos
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iziiletb8l szarmazo6 synovidlis folyadék azonban nem csak jelentés MIF tartalommalqbi
(Morand ¢s mtsai, 2002), hanem megemelkedett az LDL oxid4ciot eredményez

ketontestek szintje is (Naughton és mtsai 1993).

e Az alabbi kisérletekben ketontestek hatdsat vizsgaltuk a proinflammatorikus.

MIF citokin ketonaz és enolaz enzimaktivitasaira.

Eredmények:
Kozlemény: Life Sciences, Vol 77, 1375-1380, (2005) (Ldsd 10.1 fejezet 3.pont)

1. A ketontestek képesek gatolni a MIF ketonaz aktivitdsat. A MIF fenilpiruvét
ketondz aktivitisaval szemben a legjobb géatld az acetilaceton és a 2-propionil
ciklohexanon volt. A benzilidén-aceton, az acetoacetat, és a B-hidroxi-vajsav
mérsékelt gatlénak bizonyult, mig az aceton és az etil-acetoacetat csak

nagysagrendekkel magasabb koncentraciékban mutatott gatlast.
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4.3.1. 4bra MIF fenilpiruvit ketondz gitlisa ketonokkal
2. A MIF fenilpiruvat enoldz aktivitasara a ketontestek 10 mM-ig nem hatottak. Az
acetilaceton, a benzilidén-aceton és a 2-propionil-ciklohexanon ICso értékei az

enolaz reakciora sorrendben: 9,2 mM, 154 uM és 137 uM voltak.

Kovetkeztetések:

Az acetoacetat és a B-hidroxi-vajsav vérszintje fiziologias allapotokban 70-150
uM kozott van (Kalapos €s mtsai, 2003). Ezek in vifro MIF ketondz aktivitast gatlo
hatasat tekintve (ICso= 14 €s 70 uM) feltehetd, hogy in vivo is képesek lehetnek a MIF

enzimaktivitasat befolyasolni.
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Régota ismert, hogy az d&hezésben fellépd bakteridlis fertézés képes
ellenstlyozni az éhezés soran jellemz6 szérum ketontest emelkedést (Neufeld €s mtsai,
1976), sot taplalt allapotban is képesek a fert6zések cstkkenteni a ketontestek
vérszintjét (Lanza-Jacoby €s mtsai, 1990). Ugyanakkor azon éhezdkben, ahol nincs
gyulladasos reakcié megemelkedett a ketontestek szintje (Kaminski és mtsai, 1979).

A gytr(s struktdraval nem rendelkezd ketonok ugy tlnik in vitro preferencialisan
a MIF ketondz aktivitasat gatoljdk (Garai €s mtsai, 2005). Azonban az, hogy van—e
Osszefliggés az in vivo jelentkezd hyperketonaemia ¢és a MIF citokin vagy nem-citokin
funkcidja kozott, még tisztazasra var.

Feltételezéseink szerint, ha igaz, hogy a ketontestek in vivo is gatoljak a MIF
ketondz aktivitdsat, €s ennek az enzimaktivitdsnak szerepe van a MIF citokin
funkciojaban, akkor a gazdaszervezet €s a behatol6 agens szempontjabdl is kulcsszerepe
lehet annak az ismert jelenségnek, hogy az infekcié megakadalyozza az éhezd allatok

ketontest produkciojat (Neufeld és mtsai, 1976).

4.4 Egyes lipopoliszacharidok befolyasoljak a MIF fenilpiruvat
tautomeraz aktivitasat

A probléma hditere:

A MIF és LPS bevezetdben emlitett kapcsolatat figyelembe véve felmeriilt, hogy
az LPS esetleg kozvetleniil is befolyasolhatja a MIF tautomeraz aktivitasat.
A vérbe kertlt LPS az LPS-koté fehérjéken (LBP) keresztil monocytakban,
makrofadgokban €s neutrofileken a CD14 molekuldhoz kotédik (Haziot és mtsai, 1997),
mely szignalt ad a receptor komplex masik tagja, a Toll-like receptor-4 (TLR4) felé. A
MIF és LPS tovabbi kapcsolatara utal, hogy képes megemelni a TLR4 expresszidjat
(Roger és mtsai, 2001).
Az LPS a toxikus hatésért felelds lipid A-bdl, kiilsé és belsé magbdl (core), valamint a

valtozatos felépitésii O-specifikus poliszacharid oldallancbél all.

1. Kiulonb6z6 baktériumok teljes LPS-einek, valamint azok alegységeinek hatasat
teszteltilk a MIF enzimaktivitasara. Az LPS-ek koziil vizsgaltuk az Escherichia
coli (E. coli), Salmonella adelaid ¢és Salmonella sonnei II teljes

lipopoliszacharidjat (WLPS).
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2. Tovabba a Salmonella adelaid Lipid-A és az Gtn. DPS komponensét, mely utdbbi a
2-keto-3-dezoxi-oktonsavat (KDO) és az ”O-oldallancot” foglalja magaba.

Mddszerek:

o A ketonaz és enoldz enzimreakciokat az elézdekhez hasonldan végeztiik,

de nem 20°, hanem 39°C-on.
o A kisérletben hasznalt LPS-eket a PTE AOK Orvosi Mikrobiolégiai és

Immunitastani Intézetbol, dr. Kocsis Béla jovoltabdl kaptuk.

o Az LPS koncentraciokat a szérum toxikus (40pg/l), ,.koztes” (20pg/1) és

subklinikai (4pg/l) koncentracidinak megfeleléen hasznaltuk.

Eredmények:
Idézheté abszirakt: Acta Phys. Hung., 91, 297 (2004) (Ldsd 10.2. fejezet 4. pont)

1. Az E. coli és a Salmonella sonnei II LPS-e 39°C-on koncentracio-fliggd mddon
serkenti a MIF tautomerdz aktivitdsait. A Salmonella adelaid teljes
lipopoliszacharidja mind az enoldz, mind a ketondz reakciét koncentraciofiiggd

moddon gatolta, de a gatlas enolaz iranyban sokkal erételjesebb volt.

& MIF alapaktivités.
0.0 - & MIF + 2 pg/ml
'y #  MIF + 40 pg/ml|
@ MIF + 20 pg/mi
0,2 1 ® WMIF + 4 pg/mi
8
S -0,4
c
a
Fe]
5 -0,6 -
N
4
< -0,8
-1,0 4
-1,2 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
I1d6 (sec)
4.4.1. abra E.coli "O83" hatisa a MIF ketondz reakci6jara
2. A Salmonella adelaid Lipid-A komponense 39°C-on koncentraciofiiggd mddon

serkenti az enzimreakcidt, DPS komponense toményebb (1mg/ml, 40pg/l)

koncentraciokban gatld, alacsonyabb koncentraciokban (20pg/l, 4pg/l) serkentd

hatast mutatott.
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Kovetkeztetések:

Az eltér szerkezetli LPS-ek koncentraciofiiggé modon befolydsoltdk a MIF
tautomeraz aktivitasat.
A reakci6 gatld vagy serkent$ iranyat nagyban meghatarozta az LPS szerkezeti

felépitettsége is.

4.5 Flavonoidok és fitodsztrogének befolyasoljak a MIF fenilpiruvat
tautomeraz aktivitasat

Flavonoidok és fitodsztrogének.

A flavonoidok C6-C3-C6 (difenilpropan) alapszénvazi vegyiiletek. A két
benzolgylri (A és B) egy oxigénatomot tartalmazdé heterociklikus pirdn-, vagy
pirongylriin (C gytir(l) keresztiil kapcsolédik egymaéssal. Ez az alapvaz rendkiviili
valtozatossagot biztosit mind a szubsztituensek, mind a szénvdz szerkezetében, igy
jelenleg mintegy 4000-féle kiillonbozdé szerkezetd, természetes forrasbdl szarmazd
flavonoidot ismeriink (Harborne, 1988). Szamos irodalmi adat bizonyitja a flavonoidok
antioxidans, antikarcinogén ¢s gyulladascsokkentd; Gsszességében egészségvédd és
betegségmegeldzd hatékonysdgat (Rice-Evans és Diplock, 1993; Cadenas és Packer,
1996; Rice-Evans ¢s Packer, 1998).

A fitodsztrogének a novényi polifenolok kdzé tartoznak. Az 1940-es években
ismerték fel, hogy néhany novényi eredetii hatdanyag képes az Osztrogén
hormonhatéasaval interferalni (Bennetts és mtsai, 1946). Azon juhok ko6zott, amelyek
egy voroshere fajbol (Trifolium subterraneum Dwalganup alfaja) nagy mennyiségben
legeltek, gyakran lépett fel fertilitdsi zavar. S6t, a még nem ivarérett allatok is az
Osztrusz jeleit mutattédk, ugyanakkor a terhesség elmaradt. Ha a megtermékenyiilés be is
kovetkezett, sok volt a vetélés. Kimutattak, hogy a juhok altal fogyasztott vordsherében
nagy mennyiségben fordulnak eld izoflavonok, formononetin és biochanin-A (Rossiter
¢s Beck, 1966). Ezek voltak az elsOként leirt ndvényi eredetli Osztrogének, azaz
fitoosztrogének.

Jelenleg a ndvényi eredeti polifenolok 6t alcsoportjaban ismeriink fitosztrogén
hatassal rendelkezo vegyiileteket. Ezek az izoflavonoidok, a kumesztanok, a rezorcinsav
laktonok (gomba Osztrogének), a lignanok, és a stilbének. E csoportok tagjai, az ER

alfdhoz és/vagy bétdhoz kotddve hoznak 1étre Gsztrogén-medialt valaszt.
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{ Tobb-gyurds ~=~~lalia |Kukumin Egy-gydrds
I

- 1\ ~. - . Stzs'veratrol (Stilbén) Gal!iHszsav
’ \ e Fahéjsav
L \\ ““““ A Ferulasav
l Lignanok ‘ | Flavonoidok l \\ Kévésav efc.
\
Néveényi-lignanok Flavon  (Apigenin: zeller) A
Matairesinol Flavonol (Morin: eper) LPolimerek J
Secoisolari- Flavan-3-ol (Katechin: sz616,bor)
ciresinol Flavanonol (Taxifolin: citrus sp.) Poliflavonoidok, Tanninok
Podophiyllin Flavanon (Naringenin: citrus sp.) Epikatechingallat {Tea) etc..
Sesamal, etc Anthocyanok, Chalconok & glycosidok (Rutin)
Emlés -lignanck
Enterodiol IZOFLAVONOIDOK | Gomba-Fenolok |
Enterolacton Izoflavonok Coumestanok Rezorcinsav laktonok:
Genistein, Coumestrol Zearalenon
Daidzein ;

Metabolit: Equol, Equilin Zearalonol (Fusarium)

4.5.1. abra Novényi fenolok és polifenolok

A sz6jaban és egyéb hiivelyesekben taldlhat6 genistein és a daidzein, valamint -
ez utobbi metabolitja- az equol, az izoflavonoidokon beliil is az izoflavonok csoportjaba
tartoznak. A kumesztanok Osztrogenitds szempontjabol legaktivabb tagjai a kumdsztrol
és a metoxikumdosztrol. A kumésztrol leggazdagabb forrasai egyes hiivelyes novények,
a herefélék, de kis mennyiségben megtaldlhatéak a kelbimbdban €s a spendtban is
(Knuckles és mtsai, 1976; Wang és mtsai, 1990; Franke és mtsai, 1994). A rezorcinsav
laktonok forrasai bizonyos penész-gombak (tehdt nem ndvényi-, hanem gomba
Osztrogének). A lignanok legnagyobb mennyiségben, a lenmagban talalhatok meg. A
ndvényi lignanok az emlés szervezetben a bélfléra hatdsara enterodiolld és
enterolaktonna alakulnak. Az enterodiol és az enterolakton gyenge Osztrogénszer(i
hatéssal rendelkezik (Setchell és mtsai, 1981; Glisto €s mtsai, 2000). A fitodsztrogén
stilbének legfontosabb képviseldje a szolémagban, a vordsborban és a keseriifiiben
(Polygonum cuspidatum) eléfordul6 resveratrol. Két izomerje ismert (cisz €s trans), de
csak a természetben tulnyomoan eléforduld trams-resveratrolnak van Osztrogénszer(i
hatésa (Gehm és mtsai, 1997).

1978-ban patkany uterusban felfedeztek egy olyan nuklearis k6tShelyet, mely az
osztrogén receptornal ugyan joval alacsonyabb affinitdssal, de képes volt megkdtni az-
osztrogént (Eriksson és mtsai, 1978). Ez az un. Il-es tipusu kotéhely nem csak az
dsztrogént, hanem a flavonoidok egy részét is (meglehetSsen nagy affinitdssal) koti
(Markaverich és mtsai, 1988). Ezt a kotShelyet a patkdny uterus magfrakcidjabol
torténé fehérjetisztitasi procediraban egy tirozindz szerli enzimaktivitissal egyiitt
detektaltak (Garai és Clark, 1992). Egy kozleményben a két aktivitds chromatografids

elvalasztasarol szamoltak be (Densmore és mtsai, 1994). Mivel a tirozinaz aktivitas
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szubsztrat-specificitasa a MIF tautomerazéhoz hasonld, és a Il-es tipusu kotohely
flavonoid ligandjai gatldé hatasuak voltak a MIF tautomeraz aktivitdsara felvetddott a
lehet6ség vélt kapcsolatukrdl (Garai €s Adlercreutz, 2004). A Il-es tipust nukleéris
Osztrogén kotOhely prepratumban Western blot vizsgalattal MIF immunoreaktivitas volt
detektalhaté. Patkany uterus sejtmag kivonataban, ami a II-es tipusu ko6tohelyet
tartalmazta, MIF-hez hasonl6 tautomeraz aktivitast is kimutattak (Garai és mtsai, 2001).
Ezen adatok arra utalnak, hogy a MIF-nek szerepe lehet az u.n. Il-es tipusu Osztrogén

kotddésben.

1. A MIF és a Il-es tipusu kotohely feltételezett kapesolata miatt, a MIF fenilpiruvat
tautomeraz aktivitdsira vizsgaltuk olyan flavonoidok hatasat, melyek j6 ligandjai a
II-es tipusu 6sztrogén kotdhelynek

2. Vizsgaltunk tovabba néhany olyan fitodsztrogént, melyekrdl ismert, hogy képesek a
csontsiirliséget jotékonyan befolyasolni (Fanti és mtsai, 1998).

3. Osztrogénhatassal nem bird flavonoidokat is vizsgéltunk, melyek pl. gyulladasgatlo
hatassal birnak. Ezek kémiai szerkezete vagy a fitoosztrogénekhez hasonlit (pl. a
naringenin a genisteinhez), vagy a mar korabban hatékonynak bizonyult ndvényi

vegyliletekhez.

Eredmények:
Konferencia: Magyar Elettani Tdrsasdg LXIX. Vindorgyiilése, Eldadds (Ldsd 10.3.1

fejezet, 10. pont)

1. A II-es tipusu kotohely ligandjai koziil vizsgaltuk a dietil-stilbdsztrolt (DES) és
a 2-metoxi Osztradiolt. Mind a szintetikus Osztrogén (DES), mind az &sztrogén
metabolit 2-metoxi-Osztradiol részleges géatld hatast mutatott (Garai &s
Adlercreutz, 2004).

2. A csontanyageserét befolyasold fitodsztrogének koziil a MIF ketonaz reakciojat
legeredményesebben a daidzein gatolta (ICs50=16,33 puM). Ezt kovette annak
metabolitja, az equol, majd a genistein. Azonban, ha az enolaz iranyu reakciot
vesszilk figyelembe, a gatlds erGssége a daidzein és genistein esetében
gyakorlatilag azonos (ICs5y=21,33 uM, és IC50=21,40 uM), de az equol€ is csak
egy kicsivel gyengébb.
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3. A vizsgalt flavonoidok ketonaz reakcidra kozel azonos gatld hatast mutattak. Az
ellagin sav egy maélndban is el6forduld fenol szarmazék (Siriwoharn és
Wrolstad, 2004), amelyrdl leirtdk, hogy sejttenyészetben gatolja bizonyos rakos
sejtek novekedését (Dorai és Aggarwal, 2004). Vizsgalatunkban ketonaz
reakcidban I1Cs5y=20,52 uM, enolaz reakcidoban 1Cs50=140,8 uM hatast mutatott. A
morin flavonoid az eperfdban (Morus alba, Morus nigra) taldlhatd ismert
antioxidans-, és LDL-oxidaciot gatld hatdsu molekula (Wu és mtsai, 1959; Zhu
és mtsai, 2000). Az enoldz reakcidban (ICs50=16,9 uM) koézel kétszer olyan jo
gatlast eredményezett a ketondzhoz képest (ICs5p=32,63 uM). A naringenin {6
forrasai a citrusfélék (Peterson és mtsai, 1998; Ranganna és mtsai, 1983).
Ketonaz irdnyban az el6z6khoz hasonldan hatott (ICs50=29,52 uM), azonban az
enolaz reakcidban gyengébbnek bizonyult (ICs50=73,92 uM). Lasd 4.5.1.

tablazat.

Kovetkeztetések:

Az altalunk tesztelt flavonoidok és a fitodsztrogének szintén képesek a MIF
enzimaktivitdsat befolydsolni, de gatldé hatasuk elmaradt a kordbban vizsgalt
gyulladasgatld ndvényi hatdanyagokétol.

Bér jelen pillanatban nincsenek ismereteink a MIF fenilpiruvat enoldz és ketondz
irany reakciojanak biologiai szerepérdl, mégis emlitésre érdemes, hogy az
Osztrogenitas szempontjabol leghatékonyabb equol az enolaz irdnyd reakcidoban a t6bbi

vegylilettdl eltéréen eredményesebbnek bizonyult.
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4.6 MIF mennyiségének és aktivitisanak vizsgalata human
mintakban

A probléma hdttere:

Rheumatoid arthritises (RA-s) betegek iziileti folyadékdhoz hasonldan, az
endometriosisos betegek peritonealis folyadékdban is megemelkedett a MIF

koncentracidja. Bioldgiai mintdk MIF enzimatikus aktivitdsit még nem vizsgaltak.

o Vizsgaltuk iziileti folyadékok, szérumok és peritonealis folyadékok MIF
immunorektivitdsat a minta tautomeraz enzimaktivitasaval korrelacidban.

e Vizsgaltuk endometriosis egyes stadiumaiban a MIF ELISA-val mérhetd
szintek, valamint az enzimaktivitas kozott; illetve a kiilonbozd tipusa iziileti
megbetegedésekben a MIF tartalom és az enzimaktivitds mértéke kozotti
korrelaciot.

e A MIF inhibitorként altalunk azonositott gyulladasgatldé néhany kismolekula
hatasat is teszteltiik az iziileti folyadékban, ill. peritonealis-folyadékban talalhatd
MIF enzimaktivitasra.

e A bélmegnyitassal jaré és bélmegnyitassal nem jaré hasi miitéteken atesett

betegek szérumabdl pedig a MIF és egyéb citokinek valtozasat kovettiik.

Modszerek:
o A mintdk MIF tartalmanak mérése:
= Western immunoblot
o ELISA modszerrel
o Az enzimaktivitas mérésekhez 40, 60 és 100 pl mintat hasznaltunk fel.
o ketondz (fenilpiruvét szubsztrattal)

o enolaz irdnyban (Na-fenilpiruvat szubsztrattal).

cres

aktudlis modositott valtozatdban foglaltak ill. az orvos-bioldgiai kutatdsokrol
hozott 11/1987 (VIIL.19) EUM szamu rendelet szabalyainak mindenben
megfelelt. A vizsgélatba bevont személyek érdekeit a vizsgalat sordn, az etikai

iranyelvek szerint messzemenden figyelembe vettilk. Az 6nként jelentkezOk a
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vizsgalat céljairdl €s lehetséges kockézatair6l kimeritd irasos és szobeli
tajékoztatdst kapnak, ¢és felmertild kérdéseikre tovabbi magyarazattal is
szolgaltak a vizsgalatban kozremikodok. Részvételi szdndékat mindegyik
6nkéntes a Belépési Nyilatkozat ("T4jékozott beleegyezés / Informed consent™)

szignalasaval személyesen érvényesitette.

4.6.1 MIF mennyisége és aktivitasa iziileti gyulladasban szenvedok iziileti
folyadékaban és szérumaban

A probléma hdttere:

A rheumatoid arthritis (RA) a feln6tt lakossag kb. 1%-at érintd, szisztémas,
krénikus, sokiziileti, autoimmun eredetdi gyulladdsos megbetegedés, mely lappangva,
leggyakrabban a fiatal nékén kezddédik 20-40 év kozott. Els6 jele altaldban a kézujj
végperceinek duzzanata, fajdalmassaga, merevsége. A fajdalmassag miatt a beteg ezt az
iziiletét nem hasznélja, ezért az megmerevedik és a hozza tartozd izmok elvékonyodnak,

sorvadnak. Néha az ujjak elgorbiilnek, kihegyezddnek és jellegzetes torz kéztartas
fejlodik ki.

4.6.1. dbra A rheumatoid arthritis tipusos képe a kézfejen

A folyamat sok esetben itt megall, de az iziiletmerevedés t6bb iziiletre, gyakran nagy
iziiletekre is  raterjedhet, amelyek  aztdn  kezelés  nélkil  nagyfoka
mozgaskorlatozottsagot, vagy mozgasképtelenséget okoznak. Néha megtamadja a
szervezet egyéb teriileteit is, mint a szemet, tiidot, és esetenként a szivet is.

Szobvettanilag a betegség kialakulasa sordn az addig hypocellularis synoviumban szamos
sejt felszaporodik, kiilondsen a monocytak, makrofdgok és a Thl T-lymphocytak. Ezen
sejteket  kiilonféle tényezOk befolydsoljak, mint a chemokinek (monocyta
chemoattraktans protein 1 (MCP1)), az eredetileg ott 1év6 sejtek rendellenes és fokozott

apoptozisa , kilonféle citokinek (TNF, GM-CSF, granulocyta—makrofag-colonia-
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stimulal6 faktor (GM-CSF) és interleukinek (IL-1, IL-6, IL-8, IL-15 és IL-17) (Smolen
¢s Steiner, 2003). A citokinek kiilonféle mediatorok (prostaglandin E,) felszabaditisa
révén hozzajarulnak a fajdalomhoz ¢és a duzzanathoz, tovabba a matrix
metalloproteindzok (MMP), aggrekanok és az osteoclast aktivacidban részt vevd
fehérjék (RANKL (receptor activator of nuclear factor-xB (NF-kB) ligand) altal az
iziiletek karosodasahoz. A MIF az itt felsorolt jelenségek majd’ mindegyikében részt

vesz, ami a MIF rheumatoid arthritisben betdltétt szerepének jelentdségét tamasztja ala.

A vizsgdlatban résztvevd betegek:

A vizsgalatot a PTE AOK Immunolégiai és Reumatolégiai klinika
kozremiikodésével (Intézet igazgatd: prof. Dr Czirjak Laszlo) végeztiik. A programban
azok a RA-ban szenvedd vagy egyéb iziileti gyulladasos panaszokkal jelentkezd
betegek vettek részt, akiknél a kivizsgalds, valamint a kontrollvizsgilatok soran a
synovitis €s az arthropathia verifikalasara, a RA stadiumanak meghatarozasara, illetve a
gyulladt iziilet tehermentesitése céljabol iziileti punkcid valt sziikségessé, mellyel
parhuzamosan vérvétel is tortént. A punkcid el6tt a személyzet iziileti érzéstelenitést
végzett, annak eldontésére, hogy a beteg fajdalma iziileti eredetli-e. Az iziileti eredetii
fajdalom az érzéstelenités utdn gyorsan megszlnt.

Bevalasztasi feltételek kozott alapfeltétel volt a kontroll vizsgalaton vald
megjelenés, valamint a beleegyezés. Tovabba al8-80 év kozotti beteg térdiziilete
tartalmazzon koros mennyiségii folyadékot.

Kizéard okok kozé az iziileti punkcid elvégzését kizard/akadalyozo allapotok tartoztak:
az adott borfelilet gyulladéasa, a véralvadas zavarai (terapias antikoagulacio), protézis,
illetve, ha a beteg nem egyezett bele, vagy nincs kell6 kooperacié a részérdl. Tovabbi
kizéarasi kritérium volt, ha a vizsgélat id6épontja koriil a beteg fogyasztott névényi
hatéanyagokat tartalmazé antirheumatikus komplementer medicinékat.
=  Diagndzisok szerint csoportositva:

o Rheumatoid arthritis (RA): n=13

o Szeronegativ Spondylarthritis (SNSA): n=10

o Arthrosis n=8

o Arthritis urica (kdszvény) n=4
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Eredmények:
1. Izileti gyulladisban szenvedé betegektél (n=35) gylijtdtt szérumban és iziileti

folyadékban ELISA vizsgalattal megemelkedett MIF szinteket mértiink. Az egyes
betegségeket Osszehasonlitva SNSA-ban az iziileti folyadékok MIF tartalma magas,
de a szérumok MIF tartalma kozott mar szignifikdns kiilonbség van mind a

rheumatoid arthritises (*:p<0.05), mind az arthrosisos (**:p<0.01) csoporthoz

: ’.
viszonyitva.
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4.6.2. abra lziileti folyadék (A) és szérumok (B) MIF tartalma az egyes betegségekben

Hasonlo kiilonbség mutathato ki a szérumok egységnyi fehérjére vonatkoztatott MIF
tartalma kozott is.

0,08 - * . -

*:p<0.05

0,06 -

0,04 4

MIF (pmol) / Fehérje (mg)

0,00

RA SNSA  Arthrosis Koészvény
4.6.3. 4bra Szérum MIF tartalom egységnyi fehérjére vonatkoztatva

2. A megemelkedett MIF szintek ellenére a vizsgalati mintakban konzisztensen csak
fenilpiruvat enoldz aktivitast tudtunk kimutatni, melynek mértéke rheumatoid

arthritises szérum esetében korrelalt a MIF immunoreaktivitasaval.
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3. Ketondz irdnyban, ugyanabban a koncentracidban abszorbancia cstkkenést nem
észleltiink, azonban ha az iziileti folyadékot kiilénb6z6 mértékben higitottuk, némi
abszorbancia csOkkenés mar lathatéva valt, de ez nem volt kdvetkezetesen
reprodukalhat6.

4. Az izileti folyadék enoldz aktivitdsat a vizsgdlt MIF inhibitorok hatékonyan
gatoltak.

5. Western blot vizsgalattal is igazoltuk a MIF jelenlétét. Kiemelendé azonban, hogy a
MIF immunoreaktivitds nem csak a dimer (25 kDa) és trimer molekulasulyanak

megfeleld 37 kDa-nal migrél, hanem a 130, 45 kDa molekulasuly tartomanyban is.

130 kDa —

45 kDa —

37 kDa ———

25kDa —

SNSA Arthrosis RA
4.6.4. dbra Szérum mintik Western blotja anti-MIF antitesttel
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4.6.2 MIF mennyisége és aktivitisa human endometriosisos betegek
peritonealis folyadékaban

A probléma hdttere:

Az endometriosis nevéhez hiven azt a korallapotot jeldli, melyben az
endometrium (méhnyalkahartya) egyes szigeteinek nemcsak a méh iiregében, hanem a
szervezet mas helyein (ektopids) is fennmaradnak. A méhnyalkahartya bendhet a méh
izmos faldba (adenomyosis), vagy megtapadhat a méhkiirtben is. Az endometriotikus

plakkok tipikus el6fordulasi helye azonban a sacrouterin szalag, illetve a Douglas zsak.

4.6.5. abra Endometriosis képe hastiikrizéssel

A méhen kiviil a endometriosisban szenvedék kismedencei szerveiben mashol is
lehet talalni endometriosisos csomokat, pl. a petefészekben, a méhnyakon, a hiivelyben
vagy akédr a gat-tajékon. Jellemzd sajatossaguk, hogy hormonhatasra reagalnak. Igy a
havi vérzés ideje alatt ezek az "eltévedt" méhnyalkahartya-szigetek szokatlan helyeken
vérezni kezdenek. Etiolégidja ma is tisztazatlan, de kialakulasat illetben a
legelfogadottabb nézet szerint, a menstrudcids valadék csak részben tavozik a hiivelyen
keresztiil, egy kis része viszont a petevezetékon 4t a hastiregbe folyik vissza, ezt hivjak
"retrograd menstruacios, vagy transtubaris migratios" elméletnek. A jelenséget elésegiti,
ha a méh nyakcsatornija talsdgosan sziik, és/vagy a havi vérzés erds (esetleg
retroperisztaltikus) méh- v. kiirt motilitassal jar.

Az endometriosis diagnozisa mindaddig bizonytalan, amig azt hastiikrdzés
(laparoscopia) utjan vett szdvettani vizsgéalattal nem igazoljak. A laparoscopia soran
meg lehet hatarozni a betegség elhelyezkedését, kiterjedtségét, ezek alapjan a stadiumot,
valamint lehet6ség van peritonealis folyadék nyerésére is. A peritonealis folyadékban
szamos immun- és gyulladasos mediator szintje megemelkedik. Yang és mtsai (2000)

kimutattak, hogy az endometrium sejtekbdl szarmazé MIF eldsegiti az endothel sejtek
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novekedését, ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a MIF felelds lehet az endometrioma
fokozott angiogeneziséért.

Endometriosisos ndk peritonealis folyadékaban fokozott MIF immunoreaktivitas is
megfigyelhetd, mely kiilondsen az aktiv betegség elsé két stadiumara jellemzd (Kats és
mtsai, 2002a). Mas tanulméanyokban nem talaltak Osszefiiggést a peritonealis-folyadék
MIF tartalma ¢s a betegség stddiuma, illetve az invazié mélysége kozott (Mahutte és

mtsai, 2004).

e Tanulmanyunkban infertilitds miatt diagnosztikus laparoscopian A4tesett
ndbetegek peritonealis mosofolyadékanak MIF tartalmat és tautomeraz
aktivitasat vizsgaltuk (Garai és mtsai, 2003).

e Statisztikai vizsgalatot kontroll csoporthoz viszonyitott kétmintds #—probaval
végeztik, melynek sordan a MIF immunreaktivitdsat tautomeraz aktivitasaval

korrelaltattuk.

A vizsgdlatban résztvevd betegek:

A vizsgéalatot a Baranya Megyei Korhaz, Sziilészeti és Nogyogyaszati Osztalyanak
kdzremlkodésével végeztiik (Ig. Prof. Dr. Bddis Jozsef).

A vizsgalt személyek (46) pelvipathids és/vagy infertilitasi panaszokkal jelentkezd nok,
akiknél a kivizsgalas soran az endometriosis diagndzisdnak verifikdldsa és stadium
beosztésa céljabol diagnosztikus laparoscopia valt sziikségessé. A vizsgalat soran 1-2
ml hastiregi folyadékot is nyertiink in vitro vizsgalataink céljara.

A tanulmanyba 18-40 éves, altathaté betegeket vettink be, akik beleegyeztek a
vizsgélatba. Kizartuk azon betegeket, akiknél a laparoscopia elvégzését
kizaré/akadalyozé allapot 4llt fenn, illetve a vizsgalat idétartaméban barmilyen céllal és

jelleggel gliikokortikoid, vagy antibiotikus terapiaban részesiiltek.

Eredmények:
Kézlemény: Frontiers in Bioscience 11, 595-619, (2006) (Ldsd 10.1 fejezet, 5. pont)

Idézhetd absztrakt: FEBS Journal 272 (s1), D3-014P, (2005) (Ldsd 10.2 fejezet, 8. pont)

1. A fenilpiruvat keto-enol atalakuldsa és a MIF immunoreaktivitds kozott nem

lehetett korrelaciot kimutatni.
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2. Ugyanakkor a fenilpiruvat keto-enol atalakulasat jelz6 Gn. enoldz reakcid és a

MIF immunoreaktivitisa kdzott egyértelmti korrelacio volt tapasztalhato.
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MIF (pmol/mg)
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0,01

0,00

0,0 0,1 0,2 0,3 04

Abs. valt./ fehérje (mg)
4.6.6. abra Korrelacié a peritonealis folyadék enoliz aktivitasa és MIF tartalma kozott

3. Mind a peritonealis folyadék enolaz aktivitasanak mértéke, mind
immunoreaktivitdsa magasabb volt az endometriosis I-es és II-es stidiumaiban

Gsszehasonlitva az endometriosissal nem rendelkez6k mintdival.
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4.6.7. abra A MIF enolaz aktivitasa
ok
*:p<0.05
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4.6.8. abra Hasmoso6folyadék MIF tartalma
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4. A peritonealis moséfolyadék enolaz aktivitisat a tesztelt MIF inhibitorok
hasonl6an gatoltak, mint a ,,gyari” tautomerazt.

5. Az anti-MIF antitesttel végzett Western blot vizsgalat alapveten a 170, 130, 45
kDa-nak megfelelé molekulasalynal adott jol detektalhaté szignalt. Ugyanakkor
egy halovanyabb jel 37 kDa-nal is gyakran észrevehet volt.

170kDa
130kDa—

45 kDa ——
37kba——

peritonealis folyadékok
4.6.9. Abra Western blot hasmoséfolyadékbaél anti-MIF antitesttel

Kovetkeztetések:

Mind az iziileti folyadékban, mind a peritonealis moséfolyadékban csak a
fenilpiruvat enolaz aktivitas volt értékelhetd, melynek mértéke korrelalt a MIF ELISA-
val mért immunoreaktivitdsaval. Pedig a thermodinamikailag exergon, tehat a ketonaz
reakcio6 zajlik spontan. Igy feltételezhetjiik, hogy a human mintékban van valami olyan
anyag (feltehetdleg fehérje természetli), mely megakadalyozza a spontin reakcid
lezajlasat. Ezt igazolni latszik, hogy egyes mintdk higitdsaval a ketonaz reakcid
»elotint”,

Mindkét humén vizsgalatndl a Western blot hasonldé médon, 130, 45 kDa-nal is
adott jelet, ami azzal magyarazhat6, hogy a MIF-hez egyéb fehérje is asszocidlodott.
Ehhez hasonlé eredményeket kozoltek Vera és munkatarsai (2005), akik gyulladasos
holyag intraluminaris folyadékébdl, a-MIF antitesttel végzett Western blot vizsgalat
sordan 170, 130 és 12 kDa-nal detektaltak MIF immunoreaktivitast ahol az asszocialt
fehérjét amit egy o2-makroglobulin proteindz inhibitorként azonositottak.
Megjegyzendd, hogy mind hasmosd, mind iziileti folyadékokbol gyakran a trimer MIF-
nek megfeleld 37 kDa-os jel is detektalhato volt.
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4.6.3 MIF szérum szintjének valtozasa laparotomian atesett betegekben

A probléma hdttere:

Allatkisérletekben a MIF novelte az endotoxin okozta mortalitast. MIF ellenes
antitestek adéasat kovetéen azonban a mortalitds csokkenését talaltak (Bernhagen és
mtsai, 1993). Calandra ¢és munkatérsai (1994) hipofizis eltavolitott egereknél a
bakteridlis infekciora 1étrejovd MIF-termelését elsdsorban a makrofagoknak
tulajdonitottdk. A makrofagok olyan intracellularis raktarral rendelkeznek, melybél ez a
citokin proinflammatorikus stimulus hatdsira hasonlé mddon szabadul fel, mint a
hipofizisbdl. Szintén allatkisérletekben észlelték, hogy bakteridlis stimulus hatdsira 6
6ran belil MIF-termelédés indult meg nem csak a hipofizisben, a makrofagokban,
hanem a tiidében, mellékvesében, lépben és a majban is (Meinhardt és mtsai, 1997).

Kritikus allapott, szeptikus sokkban 1év6 betegeknél szintén emelkedett MIF-szintet
taldltak, amely a tulélé csoportban szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a nem ttléls
csoportban (Beishuizen és mtsai, 2001). Sebészi trauma hatasara kialakult stressz-
reakci6 emelkedett ACTH- és kortizol-termeléssel jar (Knopp és mtsai, 1999). Gando és
munkatarsai (2001b) daganat miatt majrezekcion atesett betegeknél a kortizol szinttel
parhuzamos MIF-szekrécid  emelkedést talaltak. Prospektiv, leird klinikai
tanulméanyunkban a kévetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

» Daganatos betegeknél a bélmegnyitds, mint varhatéan jelentds endotoxin
felszabadulassal jaro beavatkozas, mennyire befolyasolja a MIF szérum szintjét
a hasonlé miitéti inzultussal jaro, bélrezekcid nélkiili beavatkozashoz képest?
= Amennyiben van kiilonbség a MIF szintek k6zott, az befolyasolja-e a korai

posztoperativ morbiditast és mortalitast?

Médszerek:

A tanulmanyt a PTE AOK Anaesthesiolégiai és Intenziv Therapids Intézet
(Igazgatd: prof. Dr. Bogér Lajos), valamint a Laboratériumi Medicina Intézet (Igazgato:
prof. Dr. Kovéacs L. Gabor) kdzremiikodésével végeztiik.

A Pécsi Orvostudoményi és Egészségtudomanyi Kézpont Regionalis Kutatas-
Etikai Bizottsag engedélyét kovetden, vizsgalatunkba 48 beteget vontunk be. Az elsd
csoportba (A) azon betegek keriiltek, akiknél bélmegnyitas nélkiil, majdaganat miatt
részleges majrezekeid tortént (10 beteg), mig a mésik csoportba (B) olyan betegeket

vizsgaltunk, akiknél az operacid soran bélmegnyitas tortént (18 beteg). A két csoport
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kozott nem volt szignikfikdns kiilonbség az életkor, a testsily és a testmagassig
paramétereiben. A nemek kozti megoszlas is kozel azonos volt. Mindkét csoport
kombinalt anesztézidban és azonos, antibiotikum-profilaxisban részesiilt. A két
betegcsoport intraoperativ folyadék, valamint transzfzios terapidjaban nem volt érdemi
kiilonbség.

Vizsgalatunkbol kizartuk azokat a betegeket, akiknél az elektiv esetekben
szokasos teljes mutéti eldkészités nélkiil akut mutétet végeztek, akiknek daganata
inoperabilisnak bizonyult, valamint azokat, akiknél az APACHE II. (Acute Physiology
and Chronic Health Evaluation) pontrendszer alapjan krénikus szervelégtelenség allt
fenn.

Miitét el6tt (t0), majd azt kovetden kdzvetlen utdna (t1) illetve a posztoperativ
harom napig (t2,t3,t4) hataroztuk meg a MIF, TNFa, ILI-B, IL-8-, prealbumin, albumin,
fibrinogén és CRP (C reaktiv protein)-szinteket.

Laboratériumunk csak a szérum MIF ELISA vizsgilatot végezte. A klinikai
paraméterek leirasa €s a betegek allapotfelmérésére szolgald score rendszerek terjedelmi
okokbol sem képezik jelen dolgozat targyat.

A statisztikai analizist SPSS for Windows statisztikai program segitségével,
Mann-Whitney U és Kolmogorov-Smirnof teszt alkalmazasaval végeztiik. Szignifikans

eltérésnek a p< 0.05 tekintettiik.

Eredmények:
Kozlemény: Aneszt. Intenziv Ter. 35: 26-33, (2005) (Ldsd 10.1 fejezet 4. pont)

Idézhet6 absztrakt: Aneszt. Intenziv Ter. 34:(S.2) 28, (2004) (Ldsd 10.2 fejezet, 2. pont)
Idézhetd absztrakt: Int. Care Med. 31: (S.1), S114, (2005) (Ldsd 10.2 fejezet, 5. pont)

MIF:
=  Mindkét betegesoport miitét el6tti MIF értékét (MIFy) a normél tartoméanyon
beliil talaltuk és nem tapasztaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget a két
betegpopulacid kozott.
= Kozvetleniil az operacié utan mért érték (MIF;) ezzel szemben a majrezekcion
atesett betegeknél szignifikdnsan magasabb volt 4505 pg/ml (1489-7148) mint a
masik csoport betegeinél 1774 pg/ml (962-2785).
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A mitétet kovetd nap mindkét csoportnal ismét normal MIF értéket mértiink,

mely nem emelkedett a masodik és szdmottevéen nem valtozott a harmadik

napon sem.
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6000 - *:P<0.05
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[MmiFopreoperativ

KX
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Csoport
4.6.10. abra Szérum MIF szintek viltozdsa a miitét el6tt és az azt kiveté napokban

Se MIF pg/mi

2000

Procalcitonin:

TNFa:

CRP:

a teljes betegcsoportra nézve az irodalomnak megfeleléen emelkedett (Molnar és
mtsai, 2000) procalcitonin szintet talaltunk az operaciét kévetd napon (PCT,)
mely a harmadik napig lasst csokkend tendenciat mutatott (PCTs, PCTy), de a

két csoport kdz6tt nem volt szignifikans eltérés.

Az A csoportban, ahol bélmegnyitds nem tdrtént a masodik napig a TNFa-szint
mérsékelt, de fokozatos emelkedését talaltuk, majd a harmadik napon csékkent
értékeket mértiink.

A B (bélmegnyitdsos) csoportban szintén fokozatos emelkedést tapasztaltunk,
melynek maximumat az A csoporttal szemben a harmadik napon érte el.

Az idében egymasnak megfelel6 mérések kozott azonban nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget a két csoportnal. Az A csoportban mért magas MIF1-

érték és a TNFa szint kozott szintén nem észleltiink korrel4ciot.

A szérum CRP szint az els6 24 Ordban a fiziologias tartomanyban volt
(CRPy,CRP;), majd ezt kovetden a teljes betegpopulacidban a koros

tartomanyban taléltuk (CRP,,CRP3;,CRPy4). Mindkét csoportnal hasonl6 kinetikat
észleltiik.
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Egyéb paraméterek:
= Az albumin és a prealbumin fokozatos csokkenését talaltuk. A két betegesoport
kozott nem volt kiilonbség.
» Szintén nem talaltunk statisztikailag igazolgaté kiilonbséget az IL-1B, IL-8 és a

mért akutfazis fehérjék, az al-glikoprotein és a fibrinogén-szintek k6zott sem.

Kovetkeztetések:

Gando és munkatarsai (2001b) altal hepatolobektomiat kévetden a legmagasabb
MIF-értéket 24 6ra mulva mérték, és ezt a miitéti stressz okozta hypothalamo-
hypophysealis-rendszer aktivdléddsaval, valamint az endotoxin felszabaduldsaval
magyaraztdk. Mi ettdl eltéréen, majrezekcids csoportban kozvetleniil a miitétet
kovetben taldltunk szignifikansan magasabb, a normaél tartomanyt meghaladé MIF-
szintet, mely a mitétet kovetd nap ismét a normal tartoményba keriilt.

Nem talaltunk Osszefliggést az emelkedett MIF-szint és a korai posztoperativ
szovédmények kozott, €s nem volt korrelacié a MIF-érték és az altalunk mért
proinflammatorikus citokinek és akut fazis fehérjék kozott sem. Mivel klinikai
tanulmanyok alapjan, a procalcitonin szintek emelkedésének egyik legfontosabb
stimulusa a bakteridlis endotoxin jelenléte, a csoportonként hasonldé nagysagi és
kinetik4ju procalcitonin szint - mivel endotoxin szint mérésére nem volt lehetdségiink —
kozvetve, hasonlé mértékii endotoxin felszabaduldsra utalhat (Dandona és mtsai, 2000).

A sebészi stimulus aktivalja a HPA- tengelyt, parhuzamosan emelkedik a plazma
ACTH, gliikokortikoid valamint a MIF szintje is (Gando és mtsai, 2001b). Az altalunk
vizsgalt két csoport kozdtt a mitéti stressz nem tért el szamottevden.
Tanulmanyunkban, egyik betegcsoportban sem észleltiik az infekcid klinikai jeleit, ezért
a mutétet kévet6, az irodalom altal leirt PCT-szint emelkedés oka, feltehetden a miitéti
trauma okozta szdveti sériilés lehet (Meisner €s mtsai, 1998).

Mivel mindkét betegcsoport tagjai daganatos betegek voltak €s miitét eldtti MIF-
értékiik nem kiilonboz6tt egymastol, ezért a majtumoros betegek magasabb MIF értékét
az operacié miatti méjsejt karosodassal illetve, a sériilt méjszévetbdl torténd fokozott
MIF- felszabadulassal magyardzhatjuk (Marton és mtsai, 2004), mely feltételezés

igazolasara tovabbi tanulméanyok sziikségesek.
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4.7 A hatékony MIF gatlé kavésav hatasainak vizsgalata in vivo egér
arthritis modellben

A probléma hdttere.

Ismert, hogy iziileti gyulladds soran a MIF szerepet jatszik a leukocytak
toborzasaban, aktivacidjaban proliferacidjaban és  tulélésében; valamint a
proinflammatorikus citokinek €és medidtorok termelésében; nem utols6é sorban a csont-
és porckarosodas folyamataban (1d. MIF 1.8.1 fejezet). Bar még nem ismert a MIF
tautomeraz aktivitdsanak szerepe, feltételezhetd, hogy annak gatlasa hatékonyan
cskkenthetné a rheumatoid arthritis tiineteit.

Komplett Freund adjuvanssal (CFA) kivaltott arthritis modellben a szérum ¢és a
synovialis sejtek MIF tartalma megemelkedett, tovabba az iziileti folyadékban taldlhatod

makrofdgok is nagy mennyiségi citokint szabaditottak fel (Leech és mtsai, 1998).

e CFA allatmodellben teszteltiik az in vitro er6s MIF tautomerdz gatlonak
bizonyult kavésav gyulladasgatlo hatasat, mivel ez az egyik {6 hatéanyaga a
népi gyogyaszatban hagyomanyosan iziileti gyulladasok kezelésére

alkalmazott tedknak és fézeteknek.

Modszerek: )
o A kisérletek a PTE AOK Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetével

kollaboracioban torténtek (Igazgatd: prof. Dr. Barth6 Lorand).

o Két allatcsoport 10 mg/kg (n=7), illetve 100 mg/kg (n=7) kavésavat kapott a 21
napos kisérleti id6tartam alatt naponta kétszer i.p. (Caffeic acid: Sigma), a
kontroll csoportot (n=7) az olddszerrel (10% DMSO, 0,9%-os NaCl oldat)
kezeltiik. A kisérlet végén az egerek mély altatasban cervikalis diszlokécidval

torténd felaldozasat kovetben a tibiotarsalis iziileteket kimetszettik és

crer

o CFA arthritis indukcid
o Léabduzzadéas mérése
o Mechanonociceptiv kiiszob mérése

o IL-1B ELISA meghatarozasa iziiletbdl
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o A Kkavésav labduzzadasra ¢&s allodynidra kifejtett hatdsdnak statisztikai

vizsgalatira egyszempontll varianciaanalizist (ANOVA), majd raépitett

Bonferroni-féle moédositott f-probat hasznaltunk. Az IL-1f koncentracid

adatokat Student-féle paratlan t-teszttel analizaltuk; *:p<0.05, **: p<0.01,
*A%*:p<0.001.

Eredmények:

A CFA-val kivaltott 1abduzzadast a kdvésav dozis-fliggd mddon szignifikansan

csokkentette mind a kezelt (bal), mind a nem kezelt (jobb) végtagon. Figyelemre mélto,

hogy 100 mg/kg

doézisban a kavésav a nem kezelt ldbon kialakuld enyhébb mértékii

6démat is hatékonyan gétolta.

4.7.1.
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abra Kavésav kezelés hatisa a CFA-val kivaltott labduzzadasra

A CFA hatésara kialakul6 gyulladdsos mechanikai allodyniat a kavésav a CFA-

val kezelt 14bakon

mind 10 mg/kg, mind 100 mg/kg i.p. dézisban szignifikdnsan gatolta.

Koncentracié-hatas 6sszefiiggés néhdny napnal ez esetben is megfigyelhetd volt.

Nociceptiv kiiszéb valtozasa (%)
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4.7.2. d4bra Kavésav kezelés hatasa a CFA-val kivaltott gyulladdsos mechanikai allodyniara
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[ziileti homogenizatumbdl ELISA vizsgélattal torténd IL-1p koncentracié mérés
azt mutatja, hogy mind a CFA-val kezelt (bal) labon, mind az ellenoldali tibiotarsalis
iziiletben a kavésav csSkkentette e gyulladdsos citokin termelését. A gatlo hatds a bal
labon mindkét, a jobb labon a 100mg/kg ddzissal kezelt csoportban a kontrollhoz

viszonyitva szignifikdnsnak bizonyult.

CFA kezelt (bal) CFA nem kezelt (jobb)
*
1
3500 - * . 3000 *15<0.05
*ka
p<0.01
3000 -
= = 2500 *+%10<0.001
%’; 2500 ‘g 000
£ 2000 £ 0 -
= < 1500 ' A
= 1500 - Fiek
S 1000 g 1000
= 1
B = 500
o - 0| . - .
oldészer 10 mglkg 100 mg/kg oldészer 10 mg/kg 100 mg/kg
4.7.3. abra Kavésav kezelés hatasa a CFA-val kivaltott IL-1p termelésre az iziiletben
Kovetkeztetések:

A MIF tautomeraz aktivitasat in vitro gatld kavésav in vivo CFA-val kivaltott egér
arthritis modellben eredményesen csOkkentette a labduzzadast, a gyulladasos
mechanikai allodyniat és gyulladasos citokin termelést. Ennek ellenére jelen t4jékozodo
jellegli kisérletsorozat csupan indirekt bizonyitéka lehet az iziileti gyulladasban is részt
vevd MIF és annak enzimaktivitasat gatld kismolekula kapcsolata kozott. Tovabbi
szOvettani vizsgalatok és citokin mérések folyamatban vannak a gyulladdsgatlé hatas

megerdsitésére.
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4.8 Mikrotubulus funkcio és MIF kapcsolatanak
vizsgalata

A probléma hdttere:

A mikrotubulusok 25 nm atmér6ji csdszer(i struktarak, melyek fontos
alkotoelemei a citoszkeletonnak, ami meghatarozza a membrannal koriilvett sejtalkotok
sejten beliili elhelyezkedését, és iranyitja az intracellularis transzportot (Dustin, 1984),

de kulcsszerepet tolt be a sejtosztodasban is (Avila, 1990).

4.8.1. Abra Mikrotubulus

A tubulin {6 alegységbdl épiil fel, alfa-, béta- és (egyes esetekben) gamma-
tubulin (a, B, y—tubulin) (Weisenberg, 1981; Leask és Stearns, 1998; Burns, 1991).
Néhany éve irtak le a delta (8) és epszilon (g) tubulint (Chang és Stearns, 2000).

Emlos sejtekben a sejt Osszes mikrotubulusa altaldban egyetlen pontbol, a
mikrotubulus-organizalé kézpontbdl (MTOC) ered. A mikrotubulus asszocialt proteinek
(MAP) a citoszkeletalis polimerhez ko6t6dd, stabilizalo vagy destabilizalé fehérjék
(Cassimeris ¢és mtsai, 1988; Belmont és mtsai, 1990). Eml&s agyban a MAP-ok két nagy
csoportjat kiilonboztethetjiik meg. A kb. 300 kDa molekulatémegi MAP1 és MAP2
fehérjéket, valamint az Ggynevezett tau proteineket, melyek molekulatémege 53 és 63
kDa. A MAP-ok szerepe a mikrotubulusok képzddésének stimulaldsa és stabilizalasa. A
mikrotubulusokhoz k6t6dé MAP-ok szdvet- és sejt-specifikusak, és ugy tlinik, hogy a
molekulatomegli MAP-ok a mikrotubulusok felszinén, kb. 100 nm hossz( széilakat
képeznek.

A tubulin dimer/polimer ardny és a mikrotubulusok sejten beliili helyzete
szdmos sejtfunkcid szempontjabol fontos: ezek kozé tartozik tSbbek kozt a sejtek
migracioja is. A MIF és a mikrotubulus funkci6 kapcsolatara szamos indirekt bizonyiték

utal. A mikrotubulus destabilizacidt okoz6 molekuldk, mint a colchicin és a vinblastin,
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megakadalyozzdk a polimerizaciét, és ¢élénk, amoeboid tipusu sejtmotilitast
eredményeznek a makrofdgokban (Bhisey és Freed, 1971), a hizosejtekben (Padawer,
1966) és a lymphoblastokban (Russel és mtsai, 1968) is. A tengerimalac makrofagok
migracidjat alacsony koncentracidji colchicin vagy vinblastin kezelés jelentdsen
fokozta (Pick és Abrahamer, 1973; Cheung és mtsai, 1978; Crispe, 1976). Mind a
colchicin, mind a vinblastin megakadalyozza a MIF migracié gatlé hatasat (Pick és
Abrahamer, 1973; McCarthy és mtsai, 1979). 16 6rds MIF expozicié ugyan nem
véltoztatta meg a makrofigok Ossztubulin mennyiségét, de a polimerizalt forma
kontrollhoz viszonyitva 150-200 %-os emelkedést mutatott (Pick és mtsai, 1979). Mivel
a sejtmozgas gatlasa a polimerizalt tubulin ardnyanak emelkedésével jar egyiitt,
feltehet6, hogy intakt mikrotubulus funkcio sziikséges ahhoz, hogy a MIF kifejtse a
migracié gatlod hatasat.

A mikrotubulus funkcié és MIF kapcsolatara utal tovabba, hogy Alzheimer
korban a senilis plakkok amyloid PB- proteinjéhez (AP) szamos fehérje képes
aggregalodni, mint pl. glutamin szintdz, haemoglobin a-lanc, gliceraldehid 3-foszfat
dehidrogendaz, albumin, tau protein, MIF és nem utolsé sorban B-tubulin (Oyama és
mtsai, 2000). Alzheimeres agyban a MIF AB-hoz valé kapcsolodasanak korélettani
jelentOséget tulajdonitanak (Oyama és mtsai, 2000) a plakk képzésben és/vagy
lerak6dasban. Negativ festéssel elekronmikroszkép segitségével kimutattak, hogy az
agyban expresszalt MIF a beta —amyloidhoz és az alfa- synucleinhez hasonldan, savas
komyezetben, képes amyloid fibrillumokat képezni (Lashuel és mtsai, 2005). A MIF
aggregacids és amyloid képzd képessége pH 2-3 kozott a legnagyobb. pH 6-8 kozstt, 11
nm &tméréjl, hossza filamentumokat képez; ezzel szemben, pH 4-5 kozostt, MIF
hatasara r6vid, protofibrillum szer(i struktirak dominalnak. Az egyik leghatidsosabbnak
talalt MIF tautomeraz gatlonk, a kurkumin (Molnar és Garai, 2005) Alzheimer kdrban
képes csokkenteni az amyloid és plakk képzddést (Lim és mtsai, 2001).

Patkany agyban a cortex, a hypothalamus, a hippocampus, a cerebellum és a hid
neuronjaiban figyeltek meg MIF expressziot. Tovabba a gyrus dentatus moharostjaiban
¢s a hippocampus CA3 zondjanak dendritjeiben volt kifejezett immunoreaktivitas
(Bacher és mtsai, 1998).

A ciszternaba adott proinflammatorikus stimulus (LPS injekcié) hatasara a
neuronalis MIF mRNS és fehérje expresszio megemelkedik (Bacher és mtsai, 1998).

Tehat az agyban nem csak konstitutiv, hanem indukalhaté MIF termelés is jelen van,
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azonban a MIF agyi funkcidja jelenleg nem ismert. Feltételezik, hogy tautomeraz

aktivitdsa az oxidalt katecholaminok detoxifikdlasaban jatszhat szerepet (Matsunaga és

mtsai, 1999a). Ezzel szemben figyelemre méltd, hogy MIF hidnyos egérben nem

észleltek sulyos idegrendszeri kdrosodast (Bozza és mtsai, 1999; Fingerle-Rowson és

mtsai, 2003).

Sertés agyban vizsgaltuk az alabbiakat:

. Kimutathat6-e MIF immunoreaktivitds a sertés agybdél izolalt tubulin

prepardtumban kvalitativ (immunoblot) és kvantitativ (ELISA) vizsgalattal?
Befolyésolja-e a MIF immunoreaktivitds mértékét a tobb cikluson keresztiil zajlo
tubulin tisztitasi folyamat?

Rendelkezik-e kimutathaté enzimaktivitdssal az egy ciklusban izolalt, nagy MAP

tartalmu tubulin?

4. Valtozik-e ez az enzimaktivitds a tisztitasi ciklusok szamanak emelésével?

5. Hogyan valtozik az egységnyi fehérjére esé MIF mennyiség a tisztitasi ciklusok
utan?

6. A MIF leghatasosabb inhibitorai hogyan befolyasoljak a nagy MAP tartalmut
tubulin tautomeraz enzimaktivitasat?

7. Valtozik-e a tubulin prepardtum polimerizacidja a tautomerdz enzimreakciot
legerdsebben gatlo kismolekulak alkalmazasakor?

8. Megtalalhato-e MIF a sertés agykéregben, és ha igen, mely idegrendszeri sejtek
tartalmazzak?

9. Kimutathaté-e morfolégiai médszerrel a MIF tubulin kapcsolat?

Modszerek:

@)

Tubulin izoldlas: egy ciklusban, illetve a mikrotubulus asszocialt fehérjék és
egyeb szennyezddések elkeriilésére 3 cikluson keresztiil

HM- tubulin (high molar) tisztitasi médszerrel még nagyobb tisztasagu tubulint
kaptunk

Ezustozéssel: a tisztitas eredményességét vizsgaltuk.

Western blottal: ellendriztiik a tubulin preparatumunkban jelenlevs: MIF-et
nyulban termeltetett anti-ratMIF (1:2.000), nydl anti-ratMIF IgG (1:20.000), és
tubulint nyul anti-aTubulin H-300 (1:200).

ELISA-val detektaltuk a prepardtumban levé MIF mennyiségét.
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o Enzimaktivitds méréseket a marhavesébdl izolalt tautomeraz ketoniz és enolaz

aktivitds mérések alapjan végeztiik, azzal a kiilonbséggel, hogy itt az enzim
helyett 60ul tubulin preparatumot adtunk a mérendd kiivettdba. A tubulin
enzimaktivitisdra a Sigma tautomeraz leghatékonyabb gatléit teszteltiik.
A tubulin polimerizicidjat: az enzimaktivitisban leghatékonyabb gatlast elért
kismolekulédkkal is befolyasoltuk
A szbvettani vizsgalatokat: a PTE AOK Kozponti Elektronmikroszkopos
Laboratériuméban végeztiik Prof. Dr. Seress Laszlo és Dr. Abraham Hajnalka
irdnyitasaval.
o Fénymikroszkdpos immunhisztokémia:
» Fénymikroszképos immunhisztokémia paraffinos metszeteken
* Fénymikroszk6pos immunhisztokémia usztatott metszeteken

o Elektronmikroszkdpos immunhisztokémia

Eredmények:
Konferencia: Magyar Elettani Tdrsasdg LXIX. Vindorgyiilése, Poszter (Ldasd 10.3.2

fejezet 10. pont)

Kézirat - a teljes MIF-tubulin anyagbdl - elCkészités alatt (Ldsd 10.1 fejezet 7. pont)

1.

A tubulin prepardtumunkban mind anti-MIF antitesttel toértént Western blot
analizissel, mind kvantitativ (ELISA) vizsgalattal kimutathaté a MIF jelenléte.
Western blot sordn a monomer MIF-nek megfelel6 helyen, 12,5 kDa
molekulatdmegnél detektalhaté egy immunoreaktiv sdv. ELISA vizsgalattal 358
+17 pg/ml MIF tartalmat mértiink

Tubulin MIF
4.8.2 dbra A tubulin preparatum Western blot analizise anti-MIF antitesttel
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2. A harom ciklus tubulin és feliilisz6 WB analizise j6] mutatja, hogy az a-MIF-

Abszorbancia

immunoreaktivitds mind a tubulinban, mind a feliiluszéban csokken, olyannyira,

hogy a 3. ciklusban j6l kivehet6 siv mar nem latszik.

66 kDa —
37kDa ——

22kDa ——

12kDa |

T1 T2 T3 S1 S2 S3 MF

4.8.3 4bra Hirom ciklus tubulin (T) és feliiliiszo (S) Western Blotja anti-MIF antitesttel

0,0

0,1
-6,2
-0,3
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0,5
0,6
0,7
08
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Nagy MAP tartalmi tubulin preparatumunkban a MIF tautomeraznak
megfelelden, mindkét irdnyban detektaltunk enzimaktivitast.

Az egyes tubulin prepardtumok ketondz és enoldz enzimaktivitisa a ciklus
szamanak emelkedésével ardnyosan csokken. A tubulinnal parhuzamosan
vizsgaltuk a feliiluszok enzimaktivitasait is, mely joval nagyobb mértékii volt, de

az els6tdl a harmadik ciklusig az is fokozatosan csdkkent.

0.5 1
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4.8.4 dbra Tubulin preparatumok ketondz és enolaz aktivitasa

Bradford és ELISA vizsgélat segitségével meghataroztuk az egységnyi fehérjére
es6 MIF mennyiséget, mely a Western blot denzitdsnak és az enzimaktivitas
mértékének megfeleléen legmagasabb az els6 ciklusban (0,0226 pmol/mg

fehérje), és legalacsonyabb a harmadik ciklusban (0,0083 pmol/mg fehérje) volt.
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6. A vizsgilt kismolekuldk nemcsak a MIF, hanem a tubulin preparatum
fenilpiruvat tautomeraz ketondz és enoldz reakcidjat is koncentraciofiiggd

modon gatoltak.

MIF Tubulin
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4.8.5 abra Ketonaz aktivitas gatlasa (Naringeninnel)
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OH
08 - * 3lapaltivitis 9,8 - —
® 200 M . Z:Jao"f:‘*was
054] o 100 pM 054 & 100 gt
* ggm & 50
4 J L4
g 04 2 5 M = 04 : 22
- & 1M - ’ 1
2031  wow Eosd| " a0
= £
N
202 § 0,2
< <
0,1 4 0,1 4
0,0 3 0,0 <
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 ¢ 100 200 300 4060 500 G600 760 800 900
1dd {sec) KIS (sec)
ICo,= 73,9 UM ICop= 24,2 UM

4.8.6 4bra Enolaz aktivitas gatlisa (Naringeninnel)

A MIF és a tubulin fenilpiruvat tautomerazon nyert ICsy értékek korreldlnak
egymassal, ugyanakkor a mért molekuldk a tubulin enzimaktivitasat csak
magasabb koncentraciokban gatoljak. A tubulin preparatum ketonaz reakcidja
sordn a legerdsebb gatld aktivitassal a morin (ICs5(=9,68 uM) és a floretin
(IC50=20,59 uM) rendelkezett. Az enoldz reakcid vizsgélata sordn, a legjobb
gatlé molekula a kévésav (IC50=11,47 pM) és a naringenin (ICso= 24,22 uM)
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volt. Az acetaminophen - a tobbi vizsgalt molekulaval ellentétben - a tubulin
tautomeraz aktivitasat csak joval nagyobb koncentracioban gatolta (IC5,=103,34
uM), mig MIF tautomerdz esetében ICsy értéke kifejezetten alacsony volt
(IC50=1,01 uM).

A tubulin polimerizacidjat legerésebben a rozmaringsav €s a naringenin gatolta,

melyet a morin kovetett.

L
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4.8.7 abra A naringenin hatasa a tubulin polimerizaciora

Hasonldan er6s polimerizacié gatlast eredményezett az ellaginsav (ellagic acid),
a floretin és az umbelliferon. A tubulin polimerizaciét a vizsgalt névényi
hatéanyagok nem, de az acetaminophen serkentette. Az enzimaktivitds
szempontjabol leghatékonyabbnak bizonyul6 kéavésav ugyanakkor nem

befolyasolta a tubulin polimerizacidjat. Lasd 4.8.1. tablazat.
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8. Immunhisztokémiai vizsgélataink sordn megfigyeltiik, hogy a MIF az
agykéregben neuronokban expresszalédik. A hippocampus és a
parahippocampalis kéreg teriiletén (a subiculumban) a MIF-immunreaktivitast

foként piramissejtekben figyeltik meg.

4.8.8. abra Fénymikroszképos felvétel, ami MIF-immunpozitiv piramissejteket (nyilak) mutat az
Ammon szarv (hippocampus) piramissejt rétegében.

Ezen kiviil a tempordlis neocortexben, foként az alsé rétegekben a MIF

pozitivitas néhany gatld sejtben is jelen van.

4.8.9. abra MIF-immunreaktiv agykérgi gatlo idegsejt fénymikroszkdépos képe. A piros nyil a
sejttestre mutat, a fehér nyil a sejt egyik dendritjét jelzi.
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9. A MIF-immunreaktiv sejtek elektronmikroszkopos vizsgalataval kimutattuk,

hogy a sejtek valoban idegsejtek.

4.8.11. dbra Egy MIF-immunjeldlt idegsejt sejttestjének elektronmikroszképos képe. A nyillal
jelzett keresztmetszetek a sejt szomszédsagaban megfigyelhet§ myelinizalt axonokra mutatnak.
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A MIF immunpozitivitds az idegsejtek nagy mennyiségii parhuzamos mikrotubulust

tartalmaz6 dendritjeiben és axonjaiban kifejezett volt.

5 o N 4

f i & 4
e ) 20Onmi§}m

i FI b s e iy,
ritjének elektronmikroszképos képe. A nyilak a
dendritre (A), mikrotubulusokra (B) mutatnak.

Kovetkeztetések

A tubulin prepardtumban kimutathaté MIF felveti annak lehet6ségét, hogy a
MIF fehérje lenne felelés a preparatumban megfigyelt fenilpiruvat tautomeraz
aktivitasért. Ezt tdmasztja ald a tobb cikluson keresztiil vitt tubulin tisztitasi modszerrel
a harmadik ciklus utdn mérhetd enzimaktivitis csekély mértéke, ami jol korrelal az
ELISA-val detektalhatéo minimalis MIF mennyiséggel.
A vizsgalt novényi eredetli gyulladasgatld kismolekuldk koncentraciofiiggden gatoltak
mind a MIF, mind a tubulin prepardtum fenilpiruvat tautomeraz aktivitdsat. A nagy
MAP tartalmu tubulin prepardtumban MIF fehérje jelenlétét igazoltuk, melynek
enzimaktivitasat, a vizsgalt anyagok koncentraciofiiggd moddon, hatékonyan
befolyasoltak. A polimerizacid tekintetében a vizsgalt anyagok hatdsa elérd. Mivel nem
rendelkeziink még megkozelitdé ismerettel sem arr6l, hogy maga a MIF tautomeriz
egész pontosan milyen szerepet tolthet be a tubulin polimerizacié folyamataban, az
aktivitasat kiilonbozoképpen gatldé molekuldknak erre a jelenségre gyakorolt hatisat
analizélni jelen pillanatban meglehetdsen elhamarkodott 1épés lenne. Mar csak azért is,

mert nem talaltunk direkt 6sszefiiggést a molekuldk megfigyelt fenilpiruvat tautomeraz
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enzimaktivitdst gatlé hatdseréssége és a tubulin polimerizaciot befolyasold képessége
kozott.

Eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy az intracelluldrisan talalhat6
MIF citokin MAP-ként is funkcionalhat, valamint azt, hogy a vizsgalt kismolekulak
gyulladasgatlo hatasaban szerepet jatszhat azon képességiik, hogy befolyasoljak a MIF
citokin enzimaktivitasat és a tubulin polimerizacidjat.

Fénymikroszképos és elektronmikroszképos vizsgélataink megerdsitik a
biokémiai vizsgalataink eredményeit, miszerint a MIF és a mikrotubulusok funkcionalis
egységet alkothatnak.

A MIF immunreaktivitas lokalizacié és funkcié szempontjabdl eltérd (serkentd és
gatlé) idegsejtcsoportokban valdé megjelenésére jelenleg nincsen meggy6z4
magyarazatunk. Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy a MIF-hez hasonléan m4s
fehérjék esetében is megfigyelhetd hasonlo jelenség. Példa erre a kalcium kotd fehérje,
a calbindin, amely az agykéreg kiilonbozo tertiletein mind piramissejtek, mind pedig
interneuronok egyes csoportjaiban expresszalodik, melynek, a kalciumkats képességen

kiviil mind maig ismeretlen a funkciondlis jelentdsége (Baimbridge és mtsai, 1992).
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4.9 Postmenopausalis osteoporosis prevencioja novényi
osztrogénekkel

A postmenopausalis osteoporosis ugyan nem kapcsolddik szorosan a MIF
szintjének, enzimatikus aktivitdsahoz és gatlasdhoz, mely dolgozatom 6 témajat adja,
ennek ellenére szeretném didkkords koromban elkezdett munkam részleteit is jelen
dolgozatban targyalni. Melynek magyarazata, hogy a szakirodalom szerint a MIF és az
Osztrogének hatdsmechanizmusa kozott Osszefliggések talalhatok, pl. az osteoporosis
tekintetében is (Shigeki és mtsai, 2006). Az osteoporosis prevencidjaban alkalmazhatd
novényi Osztrogének nem elhanyagolhat6 hatast mutattak sajat méréseink szerint a MIF

fenilpiruvét tautomeraz aktivitasara.

A probléma hditere:

e rey

A postmenopausalis osteoporosis a fejlett orszagok idés6dd ndpopulacidjanak
egyik legjelentdsebb egészségligyi problémdja. A menopausa utan kialakult dsztrogén-
hiany kovetkeztében fokozddik a csont-turnover, mely csontfelszivodashoz és fokozott
torési kockéazathoz vezet (NIH Consensus, 2001).

Kisérleti 4llatokban a petefészek eltavolitds utjan létrehozott osteoporosis,
elismert modellle a postmenopausalis csontritkuldsnak. A MIF szerepét az
osteoporosisban vad tipusu és ovariectomizalt (OVX), valamint MIF (-/-) egereken
vizsgaltak (Shigeki és mtsai, 2006). Eredményeik szerint a MIF (-/-) egerekben
elmaradt az osteoclastok aktivitdsanak fokozodasa, ugyanakkor a vad tipusban a szérum
MIF szignifikdns emelkedést mutatott az ovariectomiat kdvetd 24. éraban. De a 7.
napon az aloperalt és az OVX csoport kozott eltérés mar nem volt kimutathats. Ugy
tinik tehat, hogy a MIF sziikséges az Osztrogénhidany miatt kialakult csontvesztéshez.
Néhény in vitro és in vivo tanulmany szerint a MIF képes az immunsejtek TNF-a, IL-
1B, IL-6 és NO termelését befolydsolni (Calandra és mtsai, 1994; Bernhagen €s mtsai,
1994; Leech és mtsai, 1999; Morand és mtsai, 2003; Morand és Leech, 2005). Mivel a
MIF a citokinek termelését fokozza (Baugh és Donnelly, 2003) felvethetd, hogy az
ovariectomidt kdvetd csont resorptiét okozd medidtorok aktivalasa, részben a szérum
MIF szint gyors megemelkedésének tulajdonithato.

A postmenopausalis osteoporosist jelenleg vagy hormonp6tld kezeléssel, vagy

alternativ modszerekkel probaljak megelozni. A hormonp6tld kezelések mellékhatasai
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miatt a menopauzds populacié korében egyre nagyobb teret hdéditanak a kiilonféle
névényekbdl szarmazd, Gsztrogén hatassal rendelkezé vegyiiletek.

Szamos irodalmi adat utal a fitoosztrogének jotékony szerepére. Ezen jétékony
hatdsok megnyilvanulnak a postmenopausalis osteoporosis lassitdsaban, mert képesek
fenntartani a csontstiriséget (bone mineral density, BMD) (Dalais €s mtsai, 1998;
Kardinaal és mtsai, 1998; Alekel és mtsai, 2000; Ho és mtsai, 2001; Mei és mtsai, 2001;
Chiechi és mtsai, 2002; Kim és mtsai, 2002; Morabito és mtsai, 2002). Ugyanakkor a
sziv-érrendszerre is jotékony hatdssal vannak, hiszen a sz6jabol illetve a lenmagbol
szarmaz6 izoflavonoidok képesek csokkenteni a szérum teljes koleszterin szintjét
(Potter és mtsai, 1998; Crouse és mtsai, 1999; Washburn és mtsai, 1999; Merz- Demlow
¢és mtsai, 2000; Jayagopal ¢és mtsai, 2002; Lucas és mtsai, 2002), az LDL koleszterolt
(Potter és mtsai, 1998; Merz-Demlow és mtsai, 2000; Teede és mtsai, 2001; Wangen és
mtsai, 2001; Jayagopal és mtsai, 2002; Lemay és mtsai, 2002; Lucas és mtsai, 2002) és
emelni a HDL szintjét (Potter és mtsai, 1998; Sanders és mtsai, 2002). A csont és
zsiranyagceserén kiviill a fitodsztrogéneknek hatdsa lehet a daganatok gyakorisaganak
csokkentésére is. Kimutattdk, hogy ha magas a plazma enterolakton koncentracidja,
ritkdbb az eml6rakok eléfordulasa (Pietinen €s mtsai, 2001; Boccardo €s mtsai, 2004).
Hasonl6 6sszefiiggést talaltak az izoflavonoid €s lignanbevitel, valamint a pajzsmirigy
(Horn-Ross ¢s mtsai, 2002), petefészek (McCann és mtsai, 2003), és emldrakok (Lee és
mtsai, 1991; McCann és mtsai, 2002) k6zott is.

A ndvényi Osztrogének az endogén szteroid Ssztrogénekhez némelyest hasonld
szerkezetll vegyliletek. A legnagyobb Osztrogenitdssal rendelkezd equol szerkezetét
Osszehasonlitva az Osztradioléval a két disztalis -OH csoport tavolsaga majdnem
megegyezik (Kenneth és mtsai, 1999). In vitro az Osztrogénhez hasonldan, de annal
joval gyengébben kotddnek az Osztrogén alfa receptorahoz (ER-a), de ennél erésebben a
béta-receptorhoz (ER-B) (Kuiper és mtsai, 1996). In vivo éllatkisérletekben az
Osztrogénhez hasonldan az uterus sulyndvekedését idézik eld, azonban csak a
szdzezerszeres genistein ill. szdzharmincezerszeres daidzein mennyiség képes az
egységnyi dietilstilbdsztrol (DES: szintetikus Osztrogén) uterotrop hatasat létrehozni
(Reinli €s Block, 1996). Ebbdl az kovetkezik, hogy e valddi Osztrogénhatast kivaltd,
nagyon magas fitodsztrogén vérszinteket humanban diétas Gton gyakorlatilag nem lehet
elérniink. Kiilondsen, ha figyelembe vesszikk azt a tényt is, hogy az élelmiszerek
izoflavon tartalma a feldolgozas soran jelentdsen cstkken. Ez legszembet(inébb a szdja

esetében, ahol a teljes szojabab tekintélyes genistein és daidzein tartalméhoz képest a
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sz6jaburgerben ugyanezen fitodsztrogének csak elenyészd mennyiségben mutathatok ki
(Murphy, 1982).

e Intervencids tanulmanyunkban menopauzas populacidban a fitodsztrogének €s a
célzott mozgasprogram osteoporosis prevenciora gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. A
diétds intervencidt egy szabadalommal védett specidlis magos siitemény
jelentette, mely 32% teljes szojat és 23% lenmagot tartalmazott, ugyanakkor

textirajéban, izvilagaban kielégiti a hagyomanyos eurdpai izlést.

Modszerek

o A tanulminyban hasznilt péktermék reggel és este 2 egyenld adagra
elosztva, biztositotta a 60-80 mg szdja izoflavonoid és 200 mg lenmag
eredetl lignan mennyiség napi bevitelét. Az extrém magas magtartalmu
péktermékekbdl a programba Onként jelentkezd valtozdkorban levd
holgyeknek egy éven keresztiil napi 10-12 dkg-t kell elfogyasztaniuk.

o A programba valé bevalasztds feltétele volt a minimum fél éves
menopausalis amenorrhea. Belgydgyaszati betegségek koziil nem volt kizard
ok a megfelel6en beallitott hypertensio. Kizarasi kritérium volt viszont a
koros mértékli osteoporosis, hiszen manifeszt csontritkuldsban szenveddkon
nem a prevencio, hanem csak a megfeleld terapia segithet.

o A negyedévenkénti vérvétel kapcsan Otféle fitoGsztrogén vérszintjét
monitoroztuk TR-FIA DELFIA (Time Resolved Fluoroimmunoassay,
Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay) modszerrel.
Vizsgaltuk a sz6jaban nagy mennyiségben eldfordul6 genisteint €s daidzeint,
valamint ez utébbi metabolitjat: az equolt és az o-desmethyl-angolensint (O-
DMA), tovabba a lenmagban, (rozsban, eperben, stb.) megtalalhaté ligndnok
metabolitjat az enterolaktont.

o A csontsiirliséget DEXA (Dual-Energy X-Ray Absorptiometry) vizsgalattal
a PTE AOK Kézponti Klinikai Radioizotép Laboratériumaban mérték.

o Krénikus vizsgalatnal kiilondsen fontos a TSH monitorozdsa, mivel a
flavonoidok egy része allatkisérletekben a thyroid peroxiddz gatlasa miatt
antithyroid hatdst mutat, azaz hypothyreosist képes kivaltani (Divi, 1997).

Ezért negyedévente ellendriztiik a pajzsmirigy-funkciot is.
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Eredmények
Idézheté absztrakt: ,,Soy & Health 2004”-Clinical Evidence, Dietetic Applications:

Eds: Koen Descheemaeker & Ignace Debruyne 186-187, (2005) (Ldsd 10.2 fejezet, 6. p)
Idézhetd absztrakt: Osteoporos Int. 17 (s2): S19-S231 (P508SA4) (2006) (Ldsd 10.2

fejezet, 9. pont)

A 121 onként jelentkezdbdl, a feltételeknek megfelelt 72 né koziil, végiil 56

fejezte be az egy éves intervencios periodust.

A résztvevok Osszetétele (kozépérték +SD):

Eletkor: 53,11 + 4,8
Magasséag: 1,66 + 0,08 cm
Testtomeg: 71,6+9,1 kg
BMI: 25,98+2,7

Utols6 menstruacid éve: 49,62+2,5

Csoportbeosztas:

1.

1. Kontrol csoport (intervencio nélkiil): 21 £6

2. Fitoosztrogén siitemény (Keksz) (120g/nap; 32% szoja és 20% lenmag): 15 £6
3. Torna (heti 3x1 6ra, ebbdl 16ra szakgydgytorndsz feliigyeletével): 6 £6

4. Keksz és torna egyiitt: 14 £6

A résztvevok kiinduldsi, kontroll fitodsztrogén vérszintje a varakozasoknak
megfelelden alacsony értékeket mutatott. A fitodsztrogén szinteket mar

negyedéves siiteményfogyasztés is jelentdsen megemelte.
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4.9.1. abra Szérum fitodsztrogén szintek az elsé két negyedévben
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2. Az Osztrogenitds szempontjabol legpotensebb equol szintje is tObbszordsére
novekedett. Figyelemreméltd, hogy az azonos fitodsztrogén tartalmd, azonos
mennyiségli siitemény elfogyasztdsa utdn, nagymértékii egyéni eltéréseket
talaltunk a plazmaszintekben. Kiilondsen érvényes ez az equol és az ODMA
metabolitokra, melynek hatterében az egyéni gastrointestinalis metabolizmus all.
Ennek megfeleléen a populacio ~80-90%-a képes ODMA-t termelni, azaz ODMA
producerek (Kelly és mtsai, 1995; Arai és mtsai, 2000). Ugyanakkor a populécid
~33-50%-aban magasabb a leghatékonyabb fitodsztrogén (equol) szintje, 8k az
ugynevezett equol producerek (Rowland és mtsai, 2000; Lample és mtsai, 2001;
Setchell és mtsai, 2002).

3. Csontstrliség szempontjabol vizsgalva az egyes csoportokat a fitodsztrogén
intervenci6 egy év alatt ugyan nem hozott szignifinkéns javulast, de mar az is
eredménynek szamithat, hogy a menopauzas populaciéban nem csokkentek tovabb
a BMD értékek.

4. Kiilon értékelve az equol producerek csontsiirliség véltozasat lathatd, hogy a

csipdn és a lumbalis szakaszon javulas tapasztalhato.

Csontdenzitas valtozas {%)

radius L14 csipdé

4.9.2. dbra Az equol producer (>5 nM/]) csontsiiriiség valtozasa

5. Az ODMA producerek esetében a fitoOsztrogén siitemény fogyasztasa okozta
véltozas az egyes csoportok kozott is szembetlind. Mig az ODMA producer és non
producer populacié kiindulési totdl BMD szintje mind a lumbalis, mind a csipd
terliletén kozel azonos volt. A lumbalis szakaszon a keksz fogyasztisa tornaval

kombinalva szignifikans mértékben (p<0.05) akadalyozta meg az ODMA producer
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o

populdcidban a csontsiirliség csdkkenését. A grafikonokrdl 1athatd, hogy a csipd

teriiletén a fitodsztrogén tartalmu keksz fogyasztdsa mar dnmagaban is képes volt

szignifikans valtozasokat eredményezni.
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6. A thyroidea stimulalé hormon (TSH) monitorozas soran szignifikdns emelkedést
nem tapasztaltunk. Megjegyzendd, hogy két holgy TSH értéke a tanulminy
kezdetekor a normal érté€k felsd hatarat kissé meghaladta, de trijodtironin (T3) és
szabad tiroxin (T4) értékeik a normal tartomanyba estek. Az egyik esetben a
tlibiopsia nem malignus cisztat igazolt, mely tovabbi teend6t nem igényelt. A

masik esetben az endokrinologiai kivizsgalas soran nem talaltak elvaltozast.

Kovetkeztetések

Ez volt az els6 alkalom, hogy hazai populdcion az 6t leghatasosabb fitodsztrogén
vérszintjét parhuzamosan tanulmanyozhattuk. Ilyen (relativ) nagy populdcion
hosszutava (1 éves) diétds intervencids tanulmanyt fitodsztrogénekkel még nem
végeztek.

A magas magtartalmu siiteménnyel sikeriilt elérniink a fitoSsztrogén szintek
emelkedését, és annak az 4zsiai vérszintekhez vald kozelitését. A plazma fitodsztrogén
szintek kozti nagymértékii szords, az emésztés és felszivodas sordn meglévd egyéni
kiilonbségekbdl eredhet. Kiilondsen érvényes ez a leghatdsosabb equolra, amelyrdl
ismert, hogy a populdcié egy része un. ,equol termel6”, mig masik része nem termel
equolt (Atkinson és mtsai, 2004). Ennek az egyéni variancidnak a pontos okai jelenleg
még feltaratlanok, de lehetséges a bélflora killonbozdségének szerepe.

A szakirodalomboél ismert, hogy a hypothyreosis utanozhatja a menopausalis
tiineteket, ezért a megkezdett hormonpodtld kezelés elétt feltétleniil kivanatos a
subklinikus hypothyreosis kisziirése. Ha a haszonallatok takarmanya nagy mennyiségi
(40%) szojafehérjét tartalmaz, golyva alakul ki ndluk, melyet eldsegit a jodmentes
étrend is (Kimura és mtsai, 1976; Filisetti és Lajolo, 1981). Ennek oka feltehetden az
lehet, hogy a szdjaban legnagyobb mennyiségben eléforduld izoflavonok (a genistein és
a daidzein) gatoljak a pajzsmirigy hormonképzés kulcsenzimeit: a thyroid peroxidazt
(Divi és mtsai, 1997) és az 5’-dejodinazt (Cody és mtsai, 1989). Ezen enzimek gatlasa
csokkent keringd T3, T4 szinteket eredményez, mely a hipofizis eliilsé lebenyébdl
fokozott TSH elvalasztast indukal. A megemelkedett TSH pedig stimulalja a
pajzsmirigy novekedését, ezaltal golyvat okoz. Mindezek ellenére néstény patkanyokon
végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy a szo6ja izoflavonok sem Onmagukban, sem
jodhiannyal &sszefliggésben nem képesek golyvat okozni (Son és mtsai, 2001), sokkal
valdszinlibb t6bb, ma még ismeretlen faktor egyiittes hatdsa. Ezt az is aldtdmasztja,

hogy Azsiaban, ahol nagyon sok szoéjat fogyasztanak, a populacioban nem fordul el
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szignifikdnsan magasabb aranyban a golyva. Ezt megersiti az a humén tanulmany is,
ahol 38 postmenopauzds nének 90 mg izoflavont adva nem talaltak kiilonbséget a
placeboval és izoflavonnal kezelt csoport pajzsmirigy funkcidi kozott (Bruce €s mtsai,
2000). Jelen tanulmanyunkban az intervencios periddus alatt, szintén nem talaltunk a
kiindulési vérszintekhez képest TSH eltérést.

Figyelembe véve, hogy egyes statisztikdk szerint a szdja fehérjére a magyar
lakossag 6%-a allergias, feltiind, hogy erre utald tlineteket a tanulmany sordn nem
tapasztaltunk. Valdszinli, hogy eleve nem is jelentkezett ismert szodja-allergias a
programba.

A hazai étrend igen szegényes fitodsztrogén bevitelt jelent. A fitodsztrogének
szamos jotékony hatdsa miatt, annak mar mérsékelt emelése is hosszitavon jelentds
javulast eredményezhetne az érintett populacid népegészségiigyi mutatoiban.

Csontslirliség vizsgalat szempontjabol az egy év rovidtavu kdvetésnek mindsiil. A

csoportok kozott a szignifikancia mértékét el nem éré kiilonbségekbdl — bér
tendencidjukat tekintve a feltételezett pozitiv hatast — legalabbis a combnyak

tekintetében — alatdmasztani latszanak, definitiv konklizié6 még nem vonhatd le.
Mindenesetre, a megfeleld étrendnek és a rendszeres testmozgasnak a csonttémeg

megdrzésében, esetleg javitdsaban a menopausa utan is jelentds szerepe lehet.
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5 Osszefoglalas

Munkdmban a makrofdg migracié inhibitor faktor fenilpiruvat tautomeraz

aktivitasanak in vitro gatlasi lehetOségeit vizsgaltam, azt feltételezve, hogy a

proinflammatorikus ~ citokin  enzimaktivitdsanak szerepe van a gyulladésos

mechanizmusban. Olyan potencidlis molekulacsaladokat kerestem, amely alkalmas

lehet a MIF gyulladaskelté hatasanak befolyasolasara- esetlegesen in vivo rendszerben

is.

Tovabba vizsgéltam a MIF jelenlétét és enzimaktivitdsat human gyulladasos

reakcidkban és a kézponti idegrendszerben is.

Uj eredmények:

1.

Tanulményunk els6 részében a MIF gyulladasos citokin fenilpiruvat tautomeraz
enzimaktivitdsat vizsgaltuk. ElsOként a dopachrom tautomerdz reakciot
hatékonyan gatlé acetaminophent, majd a gyulladasos folyamatok tradicionalis
ellenszereként hasznalt nvényi hatéanyag-kivonatokat. Az acetaminophen nem
csak a MIF dopachrom tautomerdz aktivitdsat gatolja (Senter és mtsai, 2002),
hanem a fenilpiruvat tautomériat is. A vizsgalt gyulladasgatld kismolekuldk
koncentraciofliggd modon gatoltdk a MIF medialt fenilpiruvat tautomeraz
reakciot ketondz és enoldz iranyban (Molnar és Garai, 2005).

A novényi hatéanyagokhoz hasonlé szerkezetli, kémiai Wton szintetizalt
vegyiiletcsoportokat teszteltilk a MIF enol-keto és keto-enol irdnyu reakciojara.
A n6vényi hatdéanyagokhoz képest a szintetikus vegyiiletekkel ugyan elértiik
kozel ugyanazt a hatast, de azokndl eredményesebb gatlast eddig még nem
tudtunk produkélni.

. Mivel a ketontestekrdl leirtdk, hogy képesek kivédeni bizonyos gyulladdsos

folyamatokat (Sato ¢és mtsai, 1992; Sjogren és mtsai, 1999), vizsgaltuk azt is,
hogyan Dbefolyasoljdk a ketontesteck a proinflammatorikus  citokin
enzimaktivitasat. A gylrls strukturdval nem rendelkez6 ketonok ugy tlinik in
vitro erdsebben gétoljak a MIF ketonédz aktivitasat (Garai és mtsai, 2005). Az
acetoacetat €s a P-hidroxi-vajsav vérszintje fiziologias allapotokban 70-150 uM

kozott van (Kalapos, 2003). Ezek in vitro MIF ketonaz aktivitast gatld hatdsat
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figyelembe véve feltételezhetjik, hogy in vivo is képesek lehetnek a MIF
enzimaktivitasat befolyasolni. Ha igaz, hogy a ketontestek in vivo is gatoljak a
MIF ketonaz aktivitasat, és ennek az enzimaktivitdsnak esetleg szerepe van a
MIF citokin funkcidjdban, akkor a gazdaszervezet és a behatold &gens
szempontjabol is kulcsszerepe lehet annak az ismert jelenségnek, hogy az
infekci6 megakadalyozza az éhezd allatok ketontest produkciojat (Neufeld és
mtsai, 1976).

Az enzimaktivitdst megmértikk a gyulladdsos folyamatokban szerepet jatszo
endotoxinok, valamint azok komponenseinek jelenlétében is. Az eltérd
szerkezetli LPS-ek koncentraciofiiggé mddon befolyasoltdk a MIF tautomerdz
aktivitasat. A reakcidé géatlo vagy serkentd iranyat nagyban meghatirozta az LPS
szerkezeti felénitettsége. Azonban jelen tdjékozdodo jellegli vizsgalatunkban nem
teszteltlink olyan sokféle LPS-t, hogy messzemend kovetkeztetést vonhatnank le
a szerkezet hatas Osszefliggés tekintetében.

A MIF enzimaktivitisara gyakorolt hatas tekintetében teszteltiink néhany olyan
fitodsztrogént is, melyekrdl ismert, hogy képesek a csontsiiriséget jétékonyan
befolyasolni (Fanti és mtsai, 1998), illetve rendelkeznek 6sztrogénszerl hatéassal.
A fenti molekuldkon kiviil vizsgaltunk néhany egyéb flavonoidot is. Ezek
kémiai szerkezetiiket tekintve vagy a fitodsztrogénekhez hasonlatosak, vagy a
mar korabban hatékonynak bizonyult ndvényi vegyiiletekhez. Eredményeink
szerint a MIF ketondz reakciojat legeredményesebben a daidzein gatolta. Az itt
vizsgalt flavonoidok és fitoosztrogének gatld hatasa elmaradt a kordbban tesztelt
gyulladasgétld névényi hatdéanyagokétol.

A MIF-fel Osszefliggésbe hozhatdé human megbetegedések koziil iziileti
gyulladasban, endometriosisban €s hasi mutéten &tesett betegek mintait
vizsgaltuk. Az iziileti gyulladdsban szenvedd betegek iziileti folyadékat,
valamint szérumét, a laparoscopia sordn gyujtott peritonealis mosodfolyadékot,
(endometriosisos és kontroll) csoportban mind a MIF tartalomra, mind a MIF
enzimaktivitasdra megmértilkk. Human mintakban is sikeriilt detektalnunk a MIF
jelenlétének és mennyiségének megfeleld enzimaktivitdst. Azonban mind az
iziileti folyadékban, mind a peritonealis folyadékban csak a fenilpiruvat enolaz
aktivitas volt értékelhetd. A peritonealis folyadék enolaz aktivitasanak mértéke,
¢s immunoreaktivitasa is magasabb volt az endometriosis I-es és Il-es

stddiumaiban Gsszehasonlitva az endometriosissal nem rendelkez6k mintajaval
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(Garai és mtsai, 2006). Az iziileti folyadékokban és a hozzajuk tartozod
szérumokban kiilondsen magas MIF szintet a Szeronegativ Spondylarthritisben
mértiink.
Ezen mintdkban jelenlevd MIF enzimaktivitast néhany, a Sigma tautomerazt
hatékonyan géalté6 molekulaval is vizsgaltuk, s azt tapasztaltuk, hogy hasonléan
gatoljak e mintdk enoldz reakcidjat is.
A bélmegnyitassal jard, és nem jaré hasi miitéteken atesett betegek szérumaban
laboratériumunk a MIF tartalmat, a PTE AOK Laboratériumi Medicina Intézete
szamos egyéb citokint és gyulladdsos markert vizsgalt. A szérumok MIF
tartalma, a mdjrezekcids csoportban, kozvetleniil a miitét utan, szignifikdnsan
magasabb, a normal tartomanyt jocskdn meghaladd értékeket mutat, mely a
mitétet kovetd nap ismét a normal tartomédnyba Keriilt. Mivel mindkét
betegesoport tagjai daganatos betegek voltak és miitét eldtti MIF-értékiik nem
kiilonbozott egymastol, ezért a majrezekcion atesett betegek magasabb MIF
ért€két az operacié miatti méjsejt kdrosodassal illetve, a sériilt méjszovetbdl
torténd fokozott MIF- felszabadulassal magyarazhatjuk (Marton és mtsai, 2004).
Az egyik leghatékonyabb enzim inhibitor, a kévésav hatisat in vivo CFA
arthritis modellben is vizsgaltuk. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a
kavésav koncentraciofiiggé moédon, szignifikdnsan csokkentette mind az
oedema, mind a fajdalom mértékét a kontroll allatokéhoz képest, mely csupan
indirekt bizonyitéka lehet az iziileti gyulladasban is részt vevé MIF és annak
enzimaktivitasat gatlé kismolekula kapcsolata kozott.
. A mikrotubulusok és a MIF funkciondlis kapcsolatat feltételezve vizsgaltuk a
nagy MAP tartalmud tubulin prepardtum tautomerdz enzimaktivitasat, és annak
befolyasolhatosdgat a MIF-et hatékony gétld kismolekuldkkal. Egyes anyagok
tubulin polimerizacidjara gyakorolt hatasat is mértiink. A kismolekuldk és a
flavonoidok a Sigma tautomerdz enzimaktivitdsihoz hasonldan, koncentricid
fiiggd mdédon gatoltak a tubulinban jelenlevé MIF ketonaz és enolaz reakcidjat,
azonban ICs, értékiik magasabb volt. Ez azzal magyarazhato, hogy a tubulinnal
Osszefiiggésben levd MIF-hez valdszintleg nem tudtak a vizsgalt molekulak
kelld mértékben hozzaférni. A tubulin polimerizacidjat egyes molekulak
gétolték, mig masok serkentették.

A MIF tubulin kapcsolatat tobb cikluson keresztiil végigvitt tisztitassal,

valamint egy ugynevezett, HM (high molar) tubulin izolaldsi mddszerrel
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vizsgaltuk. A harmadik ciklust kdvetden, illetve az erdteljes (HM) modszerrel
tisztitott tubulinban mar sem ELISA-val, sem Western blottal nem taldltunk
kimutathat6 mennyiségi MIF-et, ugyanakkor enzimaktivitds sem volt
detektalhaté. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a MIF olyan
mikrotubulus asszocialt fehérjeként viselkedik, mely t6bbszords, illetve erdteljes
tisztitas soran eltavolithato a tubulintdl.

Morfologiai vizsgalatok soran a MIF agyi lokalizéciojat vizsgaltuk, valamint
elektronmikroszkopos vizsgalattal probaltunk Gsszefiiggést talalni a MIF és a
tubulin k6zo6tt. A MIF megtalalhaté mind a gatlo, mind a serkentd neuronokban.
Polimerizalt tubulinban a MIF apr6 vesiculumok formajaban a tubulin
atmetszetek koriil helyezkedik el.

9. A postmenopausalis osteoporosist jelenleg vagy hormonpétld kezeléssel, vagy
alternativ modszerekkel probaljdk megelézni. A hormonpdtld  kezelések
mellékhatasai miatt a menopauzds populacido korében egyre nagyobb teret
héditanak a kiilonféle novényekbdl szarmazd Osztrogén hatdssal rendelkezd
vegyliletek, a fitodsztrogének. Intervencidés tanulmanyunkban menopauzés
populacidban a fitodsztrogének és a célzott mozgasprogram osteoporosis
prevenciora gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Diétas intervencidval sikerdilt elérniink
a fitodsztrogén szintek jelentds emelkedését. A csontslirliség vizsgalat
szempontjabol az egy év rovidtava kovetésnek mindsiil, de az ODMA és equol
producerek esetében a combnyak és dgyéki gerinc szakaszon, hosszabb tavon
pozitiv hatast remélhetiink. A ndvényi Osztrogének MIF tautomeraz aktivitasat
befolydsold hatdsa, valamint csonttdomeg csOkkenést megel6ézd hatdsa kozti
Osszefiiggést egy nemrégiben leirt tanulmany is megerdsiti. Eszerint a MIF
szerepet jatszik az Osztrogénhiany miatt kialakult csontvesztésben (Oshima és

mtsai, 20006).

A MIF egy szinte ,elfeledett” citokin volt, és csak az elmult 15 évben vilt az
immunoneuroendokrin kutatasi hatérteriilet egyik megkiilonboztetett célpontjava.
Azonban a mai napig nem ismert ,,valodi” receptora, és szdmos funkcidjanak
mechanizmusa var még mindig tisztazasra.

Kutatomunkank fenti leirasa 8sszegzi szerény hozzajaruldsunkat e téren.
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6 Roviditések

4-0T
AA

ABC komplex
ABCA1
ACTH
APACHE I
ARDS

AP

BMD

BSA

cAMP

CFA

CHMI

ClIA

CLP

cPLA2

DELFIA
DES
DEXA
DHICA
E.coli
ECL
EGTA
ELISA
ERK
ER-a
ER-B
FAK

4-oxalokrotonat-tautomeraz
arachidonsav

avidin biotin peroxidaz komplex

ATP binding cassette transporter subfamily Al
adrenokortikotrop hormon

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
Acute Respiratory Distress Syndrome

amyloid B- protein

csont dsvanyianyag tartalom (Bone Mineral Density)
marha (bovine) szérum albumin

ciklikus adenosin 3°, 5’-monofoszfat

Komplett Freund Adjuvans
5-karboximetil-2-hidroximukonat-izomeraz

[I-es tipust, kollagén indukalt arthritis

Cokum lekotés és punkcid

citoplazmatikus foszfolipaz A,
Corticotropin-Releasing Factor

C-reaktiv protein

Cisztein
3,3’-diaminobenzidin

Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay
szintetikus 6sztrogén (dietil-stilbdsztrol)
Dual-Energy X-Ray Absorptiometry
5,6-dihidroxiindol-2-karboxisav

Escherichia coli

Enhanced Chemiluminescence

ethylen glycol-bis(aminoethylether)-tetraacetic acid
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Extracellularis szignal-Regulalo Kindz

Osztrogén alfa receptor

Osztrogén béta receptor

Fokalis Adhézids Kinaz
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GM-CSF
hCG

HM
HPA tengely

HRP
IC
IGT

MHC
MIF (-/-)
MIF
MLCK

MMP
MODS
mRNS
MTOC
NF-xB
NMR
NO

Granulocyta—Makrofag-Colonia-Stimulalo Faktor
human chorialis gonadotropin

high molar
hypothalamus-hipofizis-mellékvese tengely
(Hypothalamus-Pituitary gland-Adrenal gland)
torma-peroxidaz (Horse Raddish Peroxidase)
inhibitoros koncentracid

karosodott gliikoz tolerancia (Impaired Glucose Tolerance)
Interleukin

Interferon-gamma
(S,R)-3-(4-hidroxifenil)-4,5-dihidro-5-izoxazol ecetsav metilészter
c-Jun Activation domain Binding protein-1
2-keto-3-dezoxi-oktonsav

Michaelis-allandd

LPS-Binding Protein

Low Density Lipoprotein

lipopoliszacharid

monokonalis antitest
Mikrotubulus-Asszocialt Protein
Mitogén-Aktivalt Protein Kinaz

monocyta kemotaktikus protein-1

(Monocyte Chemotactic Protein-1)

Major Histocompatibility Complex

MIF hianyos (knock—out)

Makrofag Migrécid Inhibitor Faktor

Miozin konnyiilanc kinaz

(Myosin Light Chain Kinase)
Matrix-Metalloproteinase

Multiple Organ Dysfunction Score
messenger RNS

Microtubulus Organizalé Centrum

Nuklearis Faktor-kappa B

Nukleéris Magneses Rezonancia

nitrogénoxid
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NSAID

ODMA
OH-PP
ovXxX
ox-LDL
PBS

PP
QSAR

RANKL
™IF

SNRA
SNSA
SPEA

TSH
TSST-1
Type I ER

nem szteroid gyulladasgatlo szer
(Non-Steroidal Antiinflammatory Drug)
o-desmethyl-angolesin
p-hidroxifenilpiruvat

ovariectomizalt

oxidalt LDL

phosphat buffer salin

fenilpiruvat

kvantitativ szerkezet hatas Gsszefiiggések
(Quantitative Structure Activity Relationship)
rheumatoid arthritis

Receptor activator of nuclear factor-kB (NF-xB) ligand
rekombinéns MIF

Szeronegativ Rheumatoid Arthritis
Szeronegativ Spondylarthritis
Streptococcal Pyrogen Exotoxin A
trijodtironin

tiroxin

Toll Like Receptor-4

Tumor Necrosis Factor

Time Resolved Fluoroimmunoassay
thyreotrop hormon

Toxikus Shock Syndrome Toxin-1

II-es tipusu 6sztrogénkotd hely (Type II Estrogen binding site)
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7 Tablazatok

4.1.1. Tablazat A MIF fenilpiruvat tautomeraz aktivitas gatlisinak mértéke (ICsg)

Vegyiilet neve ICso (pM) | IC5
(M)
Fenilpropan szarmazékok Enolaz
Ketonaz
Kavésav 0,5 2,0
Kurkumin 0,7 12,2
Klorogénsav 7,6 127,0
Rozmaringsav 13,8 65,6
p-Kumarsav 18,1 103,3
Fahéjsav 20,9 229,6
Ferulasav 31,7 85,3
Izoeugenol 50,4 129,0
o-Kumaérsav 87,8 175,7
Eugenol 165,9 n.a.
Estragol >10000* n.a.
Kumarin szarmazékok
Umbelliferon 2,6 19,5
Kumarin 88,8 n.a.
Szkopoletin 133,8 n.a.
Egyéb
Acetaminophen 1,0 2,6
Resveratrol 1,9 28,0
Floretin 4,8 84,1
Boldin 5,7 77,9
Karnozinsav 15,5 115,8
Methotrexat 15,6 63,7
Kinin 34,9 156,3
Galangin 36,9 143,7
Folsav 62,7 80,2
Partenolid 3624,1 n.a
Gentizinsav >10000* n.a.
Tropolon >10000* n.a.
NSAID
Piroxicam 120,9 74,8
Phenylbutazon 7126,7 376,6
Ibuprofen 10334,3 109,6

na; nincs adat
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4.1.2. Tabliazat A MIF leghatékonyabb gatloinak és a fenilpiruvat szerkezeti képletének

osszehasonlitdsa
Ko6zonséges név Kémiai név Szerkezet
OH
Fenilpirosz6losav | Phenylpyruvat 0
0
OH
Y . . HO S

Kavésay 3,{1 dihydroxycinnamic Wo

acid

HO
OH
N " J

Resveratrol traims 3,5,4 trihydroxy AN

stilbene

OH
OH
3-[4-hydroxyphenyl]-1- O
. [2.,4,6-

Floretin trihydroxyphenyl]-

1-propanone

1,7-Bis(4-hydroxy-3-
Kurkumin methoxyphenyl)-1,6-

heptadiene-3,5-dione
Umbelliferon 7-Hydroxycoumarin

4.2.1. Tablazat 2-Benzilidéncikloalkanonok

(CHy)n

Vegyiilet | n ICso (M)
1 1 6,24
2 2 17,66
3 3 104,32
4 4 170,56
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4.2.2. Tablazat Szubsztitualt 2-arilidénciklopentanonok

Vegy. | Ar IC50 (M)
5 47-CH;-CeHy 178,76
6 2°-CH;-CgHy 187,02
7 4°-CH;0-CgH, 3,87

8 3"-CH;0-C4Hy 26,53
9 2°-CH;0-CgH, 2,48
10 | 4°-CI-C¢H, 25,36
11 | 3°-Cl-Cely 55,8
12 | 2°-Cl-C4H, 2,83
13 | 4-Br-CeHy 0,79
14 | #-F-CdH, 42,21
15 | 2°.4'-(CH;0),-CsH; | 90,28
16 | 3°.4-(CH;0),-CeHs | 95,16
17 | 3°,4°,5°-(CH;0)5-C4H, | 10,84
18 |3 ,4-0CH,0-Cell; | 1,63

4.2.3. Tablazat Szubsztitualt 2-arilidénciklohexanonok

Vegyiilet | Ar ICso (uM)
19 4’-CH3-CgHy4 91,63
20 3’-CH;3-C¢Hy 88,21
21 2’-CH3-CeHy 1495,13
22 4’-CH30-CgH4 3,09
23 | 2’-CH;0-C¢Hy 122,46
24 4°-Cl-C¢Hy 62,78
25 3°-CIl-C¢Hy 85,33
26 2’-CI-CgHy 60,68
27 2°,4°-(CH;0),-C¢H; 113,73
28 3°,4°-0CH,0-C¢Hj; 74,93

H;C
0
(29) ICso= 74,62 pM)
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4.2.4. Tablazat 2-Benzilidén-benzocikloalkanonok

Vegyiilet | n | ICs5o (uM)
30 1 82,78
31 2 127,42
32 3 179,72

4.2.5. Tablizat Szubsztitualt 2-arilidén-benzociklohexanonok

Vegyiilet | Ar ICso (uM)
33 4’-CH;3-CgHa 16,50
34 4’-CH;0-CgH4 56,97
35 4’-Cl-CgH4 59,10
36 2’-Cl-C¢Hy 2640,70
37 2°,6°-Cl,-CgHj3 58,93
38 2’,4°-Cl-CgHj; 16,90
39 3°,4’-Cl,-CgH;3 2618,42
40 4’-Br-CgHy 52,16
41 4’-F-CgHy 72,42
42 3’-OH-C¢Hy 63,07
43 2’-furil 57,70
44 2’-tienil 54,01
45 2’-pirrolil 141,8
46 N-metil-2’-pirrolil 23,82
47 3’-indolil 58,83
48 2’-piridil 5,63
49 3’-piridil 20,26
50 4’-piridil 21,04
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4.2.6. Tablazat Aciklikus o,B-telitetlen ketonok

Vegyiilet | Ry | R; | R; | IC5 (uM)
51 H H 1,18
52 | H | CH; | CHs 50,38 R3
53 CH; | CH; | CH;3 100,04

Név MIF
ketonaz | enolaz
Csontsiiriiséget befolyasolé
fitoosztrogének I1Cso (uM)
Daidzein 16,33 21,33
Equol 76,70 30,54
Genistein 130,58 21,40
Egyéb flavonoidok 1Csy (uM)
Morin 32,6 16,2
Ellagic 20,5 140,6
acid
Naringenin 29,5 74,0
4.8.1. Tablazat Kismolekuldk hatdsa a tubulinra
Név Tubulin
Ketonaz | Enolaz | Polimerizacié
IC50 ICS() mértéke
(pM) (M)
Morin 9,7 74,7 -
Floretin 20,6 2133 |-
Resveratrol 28,2 68,7 -
Klorogénsav 35,4 494,2 | n.a
Boldin 37,3 131,2 |n.a
Umbelliferon 40,8 71,0 -
Kavésav 42,2 2,0 0
Rozmaringsav | 46,0 92,3 ---
Ellaginsav 52,4 3424 | --
Naringenin 55,1 24,2 ---
Daidzein 65,1 n.a. n.a
Acetaminophen | 103,3 185,2 | +
Equol 212,5 491,7 |0

n.a. nincs adat

4.5.1. Tablazat Fitoosztrogének és flavonoidok hatdsa a MIF tautomerazra
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