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1, Bevezetés

liint minden sejt, az emberi fehérvérsejt is fehér-
jék sokasdgdt hordozza membrdnjdban., Ezek a polipepti-
dek - sok egyéb funkcié mellett - részt vesznek a szer-
vezetbe keriilt idegen részecskék és molekuldk -/antigé~
nek/ felismerésében, a sejtkdlcsonhatdsokban, kﬁiﬁnbazG
molekuldk /immunglobulinok, hormonock, mds bioldgiailag
aktiv anyagok stb./ megkdtésében és az immunrendszer
effektor funkcidiban, Megismerésiik tehdt elvezethet az
immunrendszer mikodésének és szabdlyozdsdnak megértésé-
hez,

He intakt sejteket egy mas faj egyedébe juttatunk,
a sejt fehérjéi immunvilaszt vdltanak ki, és specifikus
ellenanyagok termeldését indukdljdk a szervezetben. Az
igy termeltetett immunszérumok mar hosszi évtizedek éta
fontos eszkozei a sejtfelszini antigének kutatdsdnaek. A
hibriddéma technika felfedezése azonban mindségileg 4
utakat nyitott meg. Ma mdr vildgszerte monoklondlis el-
lenanyagokat haszndlnak az emberi immunrendszer miksdé-
sének és szabdlyozdsanak megismerésére, a vérképzd szer-
vek és az immunrendszer megbetegedéseinek klinikai vizs-
galatéra,

llunkam célja a humdn immunvdlaszban résztvevd sej-
tek egyes sejtfelszini fehérjéinek szeroldgiei és funk-
ciondlis vizsgdlata volt, monoklondlis ellenanyagok se-

gitségevel.,



2. Irodalmi attekintés

2.1, A monoklondlis ellenanyag technikdrdl

Még a viszonylag egyszerd entigének is dltaldban
szdmos kiilonbszd8 antigén-determindns csoportot, epitd-
pot, hordoznak, s igy egy sor'kﬁlanbaz6 ellenanyag ter-
mel8dését indukdljdk az immunizdlt szervezetben. Ameny-
nyiben ép sejtekkel végzlink immunizdldst, sokféle fe-
hérjét juttatunk a szervezetbe, igy a keletkezett.szé-
rum sokféle ellenasnyag keverékét tartalmazza, Mar régd-
ta haszndltdk ezeket a polispecifikus szérumokat a kuta-
tdsban, amikor még mindig vitatott kérdés volt, hogy e
polispecifikussdg sokféle sejt monoklondlis, vagy az
egyes sejtek poliklondlis vdlaszdnak eredménye-e. Erre
csak az utolsd hdrom évtized kutatasi eredményei adtak
védlaszt, Burnet kldnszelekcids elmélete /Burnet,F.ll.
1957./ szerint minden limfocitdnek egyedi, specifilkus
receptora van, amely ellre elkdtelezi a sejtet egyetlen
féle ellenanyag termelésére. Az elméletet késdbb kisér-
leti eredmények is igazoltdk, a kérdés mégis sokaig vi-
tatott. volt. Végiil az 196T7-es Cold Spring Harbor Confe-
rence fogadta el altaldnosan a kldénszelekcids elméletet,
ami a monoklondlis ellenanyag technika elvi alapja. A
technika kidolgozdsdhoz azonban szdmos egyéb kutatdsi
eredmény is nélkiilozhetetlen volt, A hatvanas évek ele-
jén igazoltik, hogy a myeloma egyetlen B limfocitdbdl
kiinduldé rdkos sejtburjdnzds. Lzt kvetben szamos mes-
terségesen indukalt myeloma sejtvonalat izolaltak kiilon-

bo28 egértorzsekbd8l, amelyek egy része szbvettenyészet-
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ben is fenntarthatd volt. mzekbll késbbb izoldltak olyan
mutdnsokat is, amelyek nem termeltek hipéxantin—guanin—
foszforibozil-tranéiferéz /HGPRT/ enzimet., Az ilyen mu-~
tidnsok egy folsav antagonista, az aminopterin jelenlété-
ben nem képesek DNS szintézisre, azaz osztéddsra. A mu-
tédnsok. egészséges sejtekkel képzett hibridjei azonban
ismét képesek aminopterin jelenlétében is osztédni, ami
lehetévé teszi a hibridek szelektdldsdt /Littlefield,
Jeile 1964./. HMindezek ismeretében 1975-ben Kthler és
Milstein inaktivdlt Sendai virus segitségével fuzionalt
HGPRT ™ myeloma sejteket egy birka vordsvértestekkel im-
munizdlt egér lépsejtjeivel., A hibrideket hipoxantint,
aminopterint és timidint tartalmazdé /HAT/ tdpfolyadék-
ban szelektdltdk. Ebben a HGPRT myeloma sejtek, az egér
lépsejtek, és ezek Onmagukkal képzett hibridjei néhdny
nap alatt elpusztulnak, és csak a myeloma-lépsejt hibri-
dek képesek szaporodni. A szelektald tdptalajon felnltt
koldnidkat a szerzlk kldénoztdk, és tesztelték az ellen-
enyag termelést. Szamos olyan egyetlen sejtb8l kiinduld
klént kaptak, amely birka vorosvértestekkel reagdld el-
lenanyagot termelt. A hibrideket szdvettenyészetben is
fent lehetett tartani, vagy egérbe injektdlva tumorként
szaporitani, Az igy nyert sejtvonalakat hibridémdknak,
magdt a technikdt hibriddéma, vagy monoklondlis ellena-
nyeg technikénak nevezték el /Kohler,G.,-Milstein,C,
1975, és 1976./. A szerzdk mdr 1976-os cikkiikben felve-
tik, hogy eldnyds lenne immunglobulint nem termeld mye-
loma varidnsokat haszrdlni a fuzidhoz, s ez néhiny év

milve meg is valdésult /Shulman,M. és mtsi. 1978, és
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Kearney,J.F. és mtsi. 1979./. KésGbb a sejtek fiziondla-
sidra is 4j médszert vezettek be, a polietilén-~glikol hasz-
ndlatdt /Pontecorvo,G. 1976. és Gefter,M.C, és mtsi. 1977./,
de ezen vdltoztatdsoktdl eltekintve a technikdt ma is Koh-
ler és Milstein leirdsa szerint alkslmazzdk, F8bb lépése-
it: az l.4bra foglalja Gssze.

Két-hdrom évvel Kchlerék cikke utdn mdr széﬁos koz-
lemény bizonyitotta, hogy a monoklondlis ellenanyagok,
sok egyéb alkalmazdsuk mellett, a sejtfelszini antigének
leirdsdnak, s-zdveti megoszldsuk és az: immunvalaszban be-
t61ltott szerepiik vizsgdlatdnaek is bevdlt eszkdzei. A ku-
tatdsok eredményeként szdmos sejtfelszini fehérjét sike-
riilt azonositani és valamely ismert limfocita funkcidval
kapcsolatba hozni., A szertedgazd és igen nagy terjedelml
irodalombdl az aldbbiakban azokat az eredményeket prdébd-
lom meg osszefoglalni, amelyek alapvetd informdcidkat
nyijtanak az emberi immunrendszert felépitd sejtfélesé-
" gekre és a koztiikk 1év3 kapcsolatokra vonatkozdan, illet-
ve amelyek ismerete kisérleteim értékeléséhez nélkiiloz-

hetetlen.

2.2, Az emberi fehérvérsejtek egyes sejtfelszini marke-

reire vonatkozd ismeretek Osszefoglaldsa

Az immunrendszer sejtes elemeit mdr jéval a mono-
klondlis ellenanyagok felfedezése eldtt ismerték és osz-
tdlyozték, Leirtdk a morfoldgiailag is jél elkiilonithetd
monocitdkat, a beldliik kifejlddd nagy faldsejteket /mak-

rofdgok/, a granulocitdkat valamint a morfoldgiai szem=~
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pontbdl egységes csoportnak tind kis limfocitdkat. Ha-
gyomdnyos immunszdérumokkal adott reaskcidik alapjan a
limfocitdkat két csoportra, a csontveldben fejlids B
limfocitdkra, illetve a timuszban érd T limfocitdkra
osztottdk, Késd8bb a T limfocitakon beliil alcsoportokat
is ki tudtak mutatni, és sikeriilt a £8bb csoportok
funkcidjat is megismerni. Alpopuldcidkkal reagé15 mo-
noklonZlis ellenanyagok el6éllitésa tovabbi sejttipusok
azonositdsdt is lehetdvé tette, ami azonban sok esetben
csak ugyanazon sejtféleség kiilonbozd differencidltsagi
fokdt jelzi. Lehetlség nyilt tovabba az: alcsoportok
szerepének, és a kiilonbodzd funkcidval rendelkezd sejtek
kozotti bonyolult kolcstnhatdsoknak molekuldris szinten

torténd vizsgalatdra,

A periférids vérben keringd érett B limfocitdk

legjellemzd8bb sejtfelszini fehérjéi az immunglobulinok,
A vérbe kivdlasztott Ig molekuldk azonben mids sejtek Fc
‘receptoraihoz:is kot8dhetnek, igy nem kizdrdlagos B-sejt
markerek, A Bl /=CD 20/, a B2 /=CD 21/ és a B4 /=CD 19/
antigéneket eddig csak B limfocitdkon mutattdk ki, -ezek
tehdt alkalmasak a B-sejteknek a tobbi sejtes elemtdl
vald elkiilonitésére. A Bl és B4 antigének minden nyugvd
B-sejten megtaldlhatdk, mig a B2 csak egy alpopuldcidra
jellemz8 /Nadler,L.li. és mtsi. 1983. és Anderson,K.C,

és mtsi. 1985./. A nyugvé B limfocitdk Igil és IgD tipu-
su immunglobulinokat hordoznak felsziniikon, ezek az an-
tigén-receptoraik. Az antigén megkdtését kovetden a sejt
aktivalddik, osztddni kezd s kozben sejtfelszini marke-

rei is viltozdsolkon mennek keresztiil,. Az IgD eltlnik a
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sejtfelszinrdl, s helyette IgG jelenik meg, Egymds utdn
eltinnek a B2, Bl és B4 antigének is, és helyiiket uj,
csak az aktivdlt B-sejtekre jellemzd antigének veszik
4% /pl. BB-1l, Yokochi,T. és mbsi. 1982, és B-LAST 1,
Thorley-Lawson,D.A. ésfmtsi. 1982./. Kozben limfokinek
megkdtésére szolgdlé receptorok /pl. az IL-2 receptora,
a Tac antigén, AndSé,I. és mtsi. 1985/a, €és Boyd,A.W. és
jelennek meg,
mtsi, 1985./ \[és maga a sejt is termel limfokineket,
Végil az aktivdlt B-sejt kldén ellenanyag termeld plaz-
masejtekké és hosszi élettartami memériasejtekké diffe-
rencidldédik., Tovdbbi jellemzd B-sejt marker a C3d komp-
lement receptor, ami egyittal az Epstein-Barr virus re-
ceptordul is szolgdl, és valdszinlleg ennek egy epitdp-
ja azonos a midr emlitett B2 antigénnel, mivel egy B2-
gpecifikus monoklondlis ellenanyag gatolja az EBV okoz~
ta transzformdcidét /ARman,P. és mtsi. 1985./. A fentie-
ken kiviil minden B limfocita hordoz I. és II. osztdly-
beli MHC fehérjéket, és olyan markereket, amelyek alta-
lédban a limfocitdkra jellemz8ek /LFA-1, LFA-3 stb./.

Ezek szerepére késlbb térek ki.

A periférids T limfocitdk funkciondlis szempontbdl
harom, sejtfelszini markereik alapjan két: dominald cso-
portba tartoznak, A két. csoport vagy a T4 /=CD 4/, vagy
a T8 /=CD 8/ antigént hordozza, A T4 a periférids T-sej-
tek 55-60%-4dn, a T8 ugyanezek 25-35%-3n mutathatd ki.
Van tovdbbd egy kis /3-5%/ populdcid, amely pyptrst fe-
notipussal jellemezhetd., iMegfigyelték, hogy ezek'éfénya
mitogén hatdsra /pl. Con~A/ 60%-ra is ndéhet, aminek az

immunvdlasz szabdlyozdsdban lehet szerepe /Blue,li.L. és
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mtsi. 1985./. Magdnak a T4 és T8 molekuldnak a funkcid-
jdrdl még késdbb 826 lesz. '

iinden periférids T-sejt hordozza a T1 /=CD 5/, T3
/=CD 3/ és T1ll /=CD 2, =LFA-2/ antigéneket, amelyek se-
gitségével a tobbi sejtes elemtll elkiilonithetdk,

A Tl antigén a birka vSrésvértestekkel roze?tét
képz8 sejtek 85-95%-dn, a timuszsejtek 35-60%-dn, és
egyes krénikus limfoid leukémids /T- és B-CLL/ betegek
periférids mononukledris /Pl/ sejtjein mutathaté ki,
Egészséges B-sejteken, monocitdkon és granulocitdkon
nem fordul eld. Tl antigénnel reagdld monoklondlis el-
lenanyagok hatdsdt vizsgdlve megdllapitottdk, hogy ol=-
dott antigének, poliklondlis mitogének /PHA, Con-A stb./
és alloantigének T-sejt aktivdld hatdsat nem gdtoltdk
/Engleman,E.G., és mtsi, 1981/a/. Az antigén funkcidja
egyeldre nem ismert.

A T1l antigén csak timuszsejteken, periférids T
"limfocitdkon és a nagy, granuldlt morfoldgidji termé-
szetes 618 sejteken fordul eld. Ez a glikoprotein fele-
16s a felsorolt sejttipusok birka vordsvértestekkel va-
16 rozetta képzéséért, ami mai napig is tisztitdsuk a-
lapja. Az elmilt években a rozetta képzésen kiviil sza-
mos funkcidt kapcsoltak ehhez a molekuldhoz., TEbb epi-
t0pjdt azonositottdk, és megdllapitottdk, hogy a kiilon-
b6z8 epitépokhoz. kapcsolddd ellenanyagok kiilonbszd hata-
siak, Egyes ellenenyagok gédtoljék a rozetta képzést /Ho-
ward,F.D. és mtsi., 198l./, szdmos ellenanyag gdtolja a
fitohemagglutinin /O*Flynn,K. és mtsi. 1985, és 1986./

és mds novényi lektinek /Gorog,Gy. és mtsi. 1985,/ mito-
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gén hatdsdt, és tobb szerzb is kimutatta a citotoxikus
T-gejtek és a természetes 618 sejtek litikus aktivitd-
sdnak gdtldsidt /Sanchez-Madrid,F.A, és mtsi. 1982.,
Krensky,A.M. és mtsi. 1983., Hartin,P.d. és mtsi. 1983,
és Clayberger,C. és mtgiJ 1985./. Vannak olyan Tll-spe-
cifikus ellenanyagok is, amelyek az antigénhez kdtddve
aktivaljdk és osztdddsra késztetik a sejtet. Meuer és
munkatdrsai szerint a molekula "2" és "3" epitdpjdhoz
k65t8d8 ellenanyagok keveréke antigén és jarulékos sej-
tek jelenléte nélkiil is aktivdljdk a T-sejtet, amit a
Tac-antigén megjelenése, és intenziv Ho- timidin beépii-
1lés jelez /Heuer,35.C, és mtsi. 1984./. Kiilonbozd "1"
epitdppal, és az Ugynevezett D66: epitdppal reagdld el-
lenanyagok kombindcidjdval Brottier és munkacsoportja
is tudott proliferdcidt indukdlni, de ehhez egyértelmi-
en gziikség volt monocitdk jelenlétére is. Nem minden
donor sejtjei reagaltak azonban egyformdn az ellenanya-
gok kot8désére. Az egyedek kb. T5%-dndl intenziv Hi-ti-
midin beépiilést mértek, 25%-4ndl azonban csak gyenge
sejtosztédédst tapaszialtak, A klilonbségek oka a monoci-
tdk kozotti valamilyen eltérés volt, de bizonyitottan
nem a kdlonbozd Ig izotipusok Fc régidjdnak kotdképessé-
ge. Hogy mi okozta a donorok koézotti eltérést, valamint
hogy mitdl fiigg, hogy a két leirt aktivdldédds sordn sziik-
ség van-e jarulékos sejtek jelenlétére, vagy nincs, azt
még nem sikeriilt tisztdzni /Brottier,P. és mtsi. 1985./.
A T limfocitdk antigén-~felismerését a T3 molekula
és a hozzd kapcsoldds kldénspecifikus Ti molekuls komplexe

biztositja. Az immunglobulinokhoz hasonldan a Ti molekula
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is tartalmaz egy varidbilis régidt, ami biztositja az
egyes T limfocitdk kiilonbsz8 antigén-specifitdsdt /lieuer,
S.C. és mtsi, 1983./. Ezek az antigén receptorok a B-sej-
tek receptoraival ellentétben a T sejtek tbbbségén nem
képesek a vérben, vagy nyirokban oldott nativ antigéne-
ket felismerni. Az idegen mblekuléknak a szervezgtsﬁgyne-
vezett antigén~-prezentadld sejtjginek /monocitik, makrofd-
gok, aktivdlt B-sejtek, dendritikus sejtek stb,/ membran-
jédn kell megjelenni, méghozzd bizonyos sajdt fehérjékkel
egyiitt. Ezek a sajdt fehérjék a £8 szdveti Osszeférhetsd-
ségli génrendszer /Major Histocompatibility Complex = MHC/
altal kddolt molekuldk, amelyeknek két. £8§ csoportjuk van.
Az I, osztdlybeli MHC fehérjék /HLA-A, -B, -C/ a szerve-
zet minden magvas sejtjén megtaldlhatdk, minden sejtre
rdnyomva ezdltal a "sajat" bélyegzdt. A II. osztdlybeli
/HLA-DP, -DQ, -DR/ antigének az immunrendszer sejtjei ko-
ziil csak B limfocitdkon, antigén-prezentild sejteken és

" aktivdlt T-cejteken mutathatdk ki, A T-sejtek sltal kiz-
vetitett immunvédlasz meginditdsdhoz dltaldban az sziiksé-
ges, hogy a sejt receptora az antigént és az:MHC fehér-
jét egylittesen ismerje fel., A mdr emlitett két domindld
T-sejt populdcid t6bbek kozott abban is kiilonbdzik, hogy
a T8 antigént hordozdk az I., mig a T4 antigént hordozdk
a II, osztdlybeli MHC fehérjékkel kapcsolt antigént is-
merik fel, A T~sejt populdcidk mikodésének ezt a szabi-
lyozdsat nevezzilk MHC-korldtozdsnak, Az antigén-inger
hatasdra aktivaldédott T-sejtek kiilonbszd szabdlyozd és
effektor funkcidkat toltenek be. Jelenleg harom £8bb

miksdést ismeriink, €s a kiilonbsz8 feladatokat elldtd cso-
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portok vagy a T4, vagy & T8 antigén hordozdsdval jelle-
mezhetdk, ez azonban nem jelent szigori kétegériékat.

A T4 antigént hordozdk tobbsége tgynevezett induk-
tor/segits sejt, amelyek egyrészt kozvetlen kdlcsonha-
tdsok révén, mdsrészt bioldgiailag aktiv anyagok /pl.
BCGF, IL-2 stb./ kivdlasztisdval serkentik a tobbi T-
sejt fajta mikodését, és a B limfocitdk éllenanyag ter-
melését..Természetesen nem hatnsk minden sejtre, csak
azokra, amelyek szintén taldlkoztek mdr az antigénnel,

s ennek hatdsdra aktivdlddva Uj markerek jelentek meg a
feliiletiikon., A T-sejt aktivalddds folyamata ugyanis, a
B-sejtekéhez hasonldan, a sejtfelszini markerek valtoza-
sdval jar egylitt. Az aktivdcids antigének jellemzésével,
és megjelenésiik kinetikdajdval szdmos kézlemény foglal-
kozik, A leggyorsabban megjelend aktivdcids markerek az
IL-2 receptor /Tac-antigén/ és a transzferrin receptor.
Iindkett8 jelenléte nélkiilozhetetlen a sejtek osztdddsa-
hoz, A velilk reagald monoklondlis ellenanyagokkal a sej-
tek blasztos transzformicidja gdtolhaté /Depper,d.il. és
mtsi. 1983, és Vaickus,L.-Levy,R. 1985./. A Tac antigént
sokdig T-sejt specifikus markernek tartottdk, de késdbb
igazoltik, hogy aktivdlt B és NK /természetes 0618/ sej-
tek felszinén is kifejez8dik /Andé,I. és mtsi, 1985/a,
Boyd,A.\/, és mtsi. 1985, és Henney,C.S. és mtsi. 1981./.
A T4t segitd sejtek dltal termelt IL-2 ezen a receptoron
k6t6dik meg, s eldsegiti a mdr aktivdlt T, B és NK sej-
tek osztéddsat. Masik jellemzS aktivdcids jelenség, hogy
a nyugvé HLA-DR™ T-sejtek 60-80%—a DR-pozitivvd vdlik, s

ezdltal felismerhetdek lesznek a II, osztdlybeli IHC fe-~
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hérjékre korldtozott 4t sejtek szdmira. Ennek szerepe
lehet az immunvdlaszt szabdlyozd sejt-sejt /pl. segitd
T-sejt —> citotoxikus T-sejt/ kolcsonhatdsok érvényesii-
1ésében, Mitogén hatdsra a mdr emlitett valtozdsokon
kiviil egyes, a nyugvd sejteken is eléforduld antigének
szdzalékos el8forduldsa vag& denzitdsa is ndvekedhet,
illetve leirtak tovdbbi markereket is, de ezek szerepe
még nem tisztdzott /Holter,¥. és mtsi. 1985./.

A T4Y78™ fenotipusi T limfocitdk kdzdtt eldfordul-
nak olyanok is, smelyek nem induktor/segitd szerepet
t5ltenek be az immunvalaszban, hanem citotoxikus effek-
tor sejtként mikddnek., Az antigént a segitd sejtekhez
hasonldéan ezek is a II, osztdlybeli MHC fehérjékkel e-
gyiitt ismerik fel /leuver, S.C. és mtsi. 1982./, mig a
citotoxikus sejtek dont8 tobbségét alkotd r4" 78" sejtek
I. osztdlybeli MHC fehérjékre specifikusak. Mivel ezek
az MHC fehérjék a szervezet minden sejtjén megtaldlhatdk,
"a 74778% citotoxikus sejtek rendszerint minden olyan sej-
tet elpusztitanak, amely receptoruk szamdra felismerhetd
antigént /pl. virus vagy tumor antigént/ hordoz a felszi-
nén., A T4 18" sejtpopuldcid mdsik részét az Ugynevezett
elnyomé sejtek alkotjdk., Ezek a T limfocitdk az immunvé-
lasz visszafogdsdért és befejezéséért felellsek., Az an-
tigén felismeréséhez nem igénylik az antigén-IMHC komplex
létrejottét, hanem a nativ antigénhez kdzvetleniil is ké-
pesek kapcsolddni. Hatdsukat antigén-specifikus szup-
resszor faktor kivalasztasdval kozvetitik, ami egyrészt
tovabbi szupresszor sejtek differencidldddsdt inditja

J
neg, masrészt kdzvetleniil hat a segit8 T-sejtekre és B
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limfocitdkra /Janeway,C.A, és mtsi., 1985./,.

Az antigén inger hatdsdra aktivdlédott segitd, ci=-
totoxikus és elnyomé /szupresszor/ T limfocitdk, vala-
mint B limfocitdk kozott 1létrejovd bonyolult sejtkol-
csdnhatdsok molekulérié mechanizmusdra a kiilonbozd sejt-
felszini antigénekkel reagdlé monoklondlis ellenanyagok
hatdsdbdl vontak le kovetkeztetéseket, Damle és ﬁunka—
tdrsai allogén kevert limfocita reakcidban végzett kisér-
letekben az elnyomé T limfocitdk aktivdlddasdban és ef-
fektor funkcidiban részivevd antigéneket vizsgdltdk.
Megdllapitottdk, hogy az aktivdldddsi lépésben, azaz a
segitd T-sejt — pre-elnyomé T-sejt kolcsonhatisban a T3,
T8, T1l /=LFA-2/ és az LFA-1 molekuldk jatszanak szere-
pet, mig a forditott lépésben, azaz az érett elnyomé T-
sejt — segitd T-sejt kblcsonhatdsban a Tll-nek mar nincs
szerepe., A kolcsonhatasok Tl, T4, LFA-3 velamint I. és II.
osztdlybeli MHC antigénekhez kot3d5 ellenanyagokkal nem
voltak gédtolhatdk /Damle,N.K, és mtsi. 1985./. Kordbbi
kisérletek eredményei szerint kevert limfocita kultiri-
ban a sejtek aktivdldddsa T4-specifikus és II. osztdly-
beli MHC /HLA-DR/ specifikus ellenanyagokkal is gdtolha-
t6 volt. Ezek a reakcid elsd lépését, a segitd T limfo-
citdk antigén-sajat MHC komplex felismerését gdtoljdk
/Engleman,E.G, és mtsi, 1981/b, Palacios,R. 1982./. A
citotoxikus T-sejtek effektor mikodésében a célsejt fel-
ismerését T8, az effektor és a célsejt bsszetapaddsdt
LFA-1, -2 és -3, magdt a lizist pedig T3 antigénekkel
reagdld ellenanyaggal lehetett gdtolni /Landegren,U, és

mtsi, 1982., Krensky,A.,ll, és mtsi, 1984. és Clayberger,
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C. és mtsi. 1985,/

ﬁgy tinik, hogy a mar t&bbszdr is emlitett LFA-1
antigén kozponti szerepet jatszik minden sejtkdlcesonha-
tds kialakitdsdban, ezért érdemes a rd vonatkozd eredmé-~
nyeket kiilon dttekinteni. A molekula két alegységbdl, «
és g lancbdél épul fel. Ap lénc azonos mds sejtfelszini
markerek g ldncdval /Sanchez-liadrid,F. és mtsi., 1983./,
és a hozzd kot348 ellenanyagok minden eddig vizsgalt
funkcidé /MLC, CTL, NK, ndvényi lektinek hatdsa, komple-
ment kotéds/ gatldsdt eredményezték. Az o« ldnchoz kotdds
ellenanyagok hatdsdrdl ellentmonddsos kozlemények jelen-
tek meg. Hildreth szerint az « lianc nem vesz részt az
NK sejtek miksdésében, ezzel szemben Schmidt és munka-
tdrsal szerint az: NK aktivitds mind «, mind @ lénc spe-
cifikus ellenanyagokkal gdtolhaté, és a gatldé hatds ad-
ditiv /Hildreth,J.E.-August,J.T. 1985. és Schmidt,R.E.
és mtsi, 1985./. Szdmos kutatdcsoport eredményeit dssze-
gezve az LFA-1 molekuldnak szerepe ven a kevert limfoci-
ta reakcidban, valamint poliklondlis mitogének /pl. PHA/
hatdsdra végbemend sejtaktivdléddsban /Hildreth,J.E.-
August,J.T, 1985./, a természetes 618 és a citotoxikus
T-sejtek miksdésében /Sanchez-liadrid,F. és mtsi. 1982.,
Krensky,A.ll. és mtsi. 1984., Schmidt,R.E. és mtsi.
1985/a/, a B limfocitdk homotipusos Ssszetapaddsdban
/ilentzer,5.J. és mtsi., 1985./, valamint az induktor/se-
git8, a citotoxikus és az elnyomé T limfocitdk kozotti
sejtkolcsonhatdsokban /Damle,ll.K. és mtsi. 1985./. Bgye-
18re nem ismert, hogy az LFA-1l molekula a célsejt felii~

letén milyen fehérjéhez kapcsolddik, de erre az egyik je-
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151t a nemrégiben leirt ICAM-1 antigén, amely szintén
a sejtek Osszetapaddsdban jatszik szerepet, de nem azo-
nos az LFA-1 antigénnel /Rothlein,R. és mtsi. 1986./.

A T-sejt specifikps markerek, az MHC fehérjék, az
LPA-1, valamint a feltehetéleg ehhez kapcsoldds ICAN-1
molekuldk kozremiksdését. a T limfocita - célsejt kol-
csdnhatdasban a 2.4brdn lathaté modell foglalja Gésze
/Parnes,J,R., 1986, és Auffray,C. 1986, cikkei nyomdan/.
A T4 és T8 molekuldk a megfeleld MHC fehérje egy mono-
morf régidjdhoz kapcsolédnak, mig a kldénspecifikus Ti
molekula varidbilis régidja az antigén és az LHC fehér-
je egy polimorf szakaszdnak komplexét ismeri fel, Par-
nes szerint elképzelhet8, hogy a kotddés hatdsdra a Ti-

2+ ionok aramlanak a ci-

hez kapcsolt T3 molekuldn 4t Ca
toplazméba, s_ezéltal a sejt aktivalddik. A T3 molekula
ilyen mﬁkadésé azonban egyeldre nem bizonyitott. A két
sejt ossze kapcsolddasdt stabilizdlja, erdsiti az LFA-1
molekula, amely a célsejt feliiletén az ICAHM-1, vagy ve-
lamilyen mds, még nem azonositott antigénhez kapcsold-
dik. Effektor T-sejt esetén az: aktivdlsddst a célse]jt

lizise koveti, de ennek mechanizmusa, és a lépésben

résztvevd molekuldk még nem ismertek.

A periférids mononukledris sejtek 10-15%-a eldzetes
aktivdlds nélkiil, spontdn képes bizonyos tumoros és vi-
rusfertdzott sejteket elpusztitani. Ezek a mdr emlitett
természetes 618 /natural killer = NK/ sejtek, amelyek a
T és B limfocitdktdl morfoldgiailag jé1l elkiilonithetd
nagy, granuldlt limfocitdk. Sejtfelszini markereiket te=-

kintve nem képeznek egységes csoportot: T-sejt, monocita
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T4

antigén

————— ( plazmamembran

célsejt

célsejt

I. osztédlybeli II. osztdlybeli
MHC fehérje MHC fehér je
2.4bra: A segitb és citotoxikus T limfociték célsejt-felismerésének és a célsejthez

valé kot8désének molekuldris modellje /Parnes,J.R. 1986. és Auffray,C. 1986,

cikkei nyomdn/. Magyarédzat a szdvegben.



és granulocita specifikus antigéneket egyarant hordoz-
hatnak, A legtobb NK aktivitdssal rendelkezd sejt fel-
szinén kimutathatd a birka vorosvértestek kotéséért fe-
leld8s T1ll antigén. fgy_a periférids mononukledris sej-
tek frakcidjabdl az NK7sejtek a T limfocitdakkal egylitt
tisztithatdk. Az NK sejtek 20-50%-én a T8 antigén is ki-
fejezd8dik, csak denzitasa kisebb, mint:a'citotoxikus/el~
nyomé T limfocitdkon /Perussia,B., és mtei. 1983./. A
nyugvé periférids mononukledris sejtek egy kis csoport-
jén az NWK-specifikus HWK-1 /=Leu7/ antigénnel egylitt a
T1 és T3 antigéneket is kimutattdk, de az ilyen fenoti-
pusi sejtek nem rendelkeztek litikus aktivitdssal /La-
nier,L.L. és mtsi. 1983./. Schmidt és munkatdrsai azon-
van izoldltak T3t NK sejtvonalaket is, amelyek litikus
aktivitdsa anti-T3 monoklondlis ellenanyaggal gdtolha-
té volt /Schmidt,R.E. és mtsi. 1985./. A D44 jeld anti-
gén szintén eldfordul citotoxikus T-sejteken és NK sej-
teken ig, de nem azonos a T8 antigénnel. Komplement je-
lenlétében az anti-D44 ellenanyag mindkét sejttipus 1li-
tikus ektivitdsadt megsziinteti, de hogy az antigén tény-
legesen részt vesz-e a funkcidban, az még nem bizonyi-
tott /Calvo,C.F. és mtsi, 1984./.

Az, hogy a citotoxikus T-sejtek és a természetes
018 sejtek rendelkeznek kozos differencidldéddsi marke-
rekkel, lehet a hasonld funkcid fenotipusos kifejezddé-
se, de utalhat ktzds eredetre is. A kOz6s eredet ellen
szdl, hogy az NK sejtek rendelkeznek olyan markerekkel
is, amelyek a timuszban érd sejtek egyetlen fejldédési

stddiumdn sem mutathatdk ki, Ilyenek pl. a mdr emlitett
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HNK-1 antigénen kiviil a MOl /=CD 11, =Hac-l, =OKHl/, az
NKP-15 /=CD 16, =Leulla/ stb. antigének. Ezek egy része
granulocitdkon is kifejez8dik., Az NKP-15 entigén gyakor-
latilag minden NK aktivitdssal rendelkezd sejten megje-
lenik, mig a HNK-1 ezeknek csak 75-90%-an mutathatd ki,
azaz egy alpopuldcid elkiilénitésére alkalmas /Lanier,
L.L. és mtsi. 1983./. Heg kell még emliteni a Ta§~anti-
gént, amelyet szintén kimutattak NK sejtek felszinén,
és mikodése nem csak a szaporoddshoz bizonyult nélkii-
1l5zhetetlennek, hanem a litikus aktivitdst is fokozta
/Henney,C.S. és mtsi. 1981./.

Az NK sejteknek nem csak szdrmazdsuk és fejlbdésiik
kérdéses, hanem a célsejtek felismerésének és lizisének
médja is. Az NK sejtek dltal felismert struktirdk szdma
nagysidgrendekkel elmarad az immunglobulinok és T-sejt
receptorok d4ltal felismerhetd epitépok szdma nogstt, és
ilyen antigén receptorokkal az NK sejtek dltaldban nem
" is rendelkeznek., Az elpusztitandd sejtet tehdt valami-
lyen mds médon szonositjdk. A felismerés és lizis mecha-
nizmusdnak kutatdsdban fontos szerepet kaptak az NK ak-
tivitdst gdtlé monoklondlis ellenanyagok. Ilyenek a T11l
antigén "1" epitdpjdhoz k&tdddk, amelyek a természetes
618 aktivitdson kiviil a citotoxikus T limfocitdk miksdé-
sét, PHA-val t0rténd aktivdldsdt és rozetta képzését is
gatoljédk /Martin,P,J. és mtsi., 1983./. Szintén gdtld ha-
tdstak az LFA-1l és a gp95-150 atigének k5z0s £ lancdhoz
ko6t6d8 ellenanyagok, amelyek az effektor sejt - célsejt
osszekapcsoldddst gdtoljdk /Sanchez-lladrid,F. és mtsi.

1983, és Hildreth,J.K.-August,J.T, 1985./. Az RH1-38
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jeld ellenanyag valdészinlileg szintén az LFA-1 antigén
egy epitépjat ismeri fel, de nem ugysnazt, mint az eldbb
emlitettek, mivel ez nem e két sejt kapcsoldddsdt, hanem
egy kés8i litikus lépést gdtol /Hall,R.E. 1985./. Fontos
eredményeket hozott a T-ZOO antigén-csaldd elemeivel re-
agdldé ellenanyagok vizsgdlata is. Az NK sejteken ennek
az antigén-csalddnak mind a négy eleme kimutathatd /a-
kdrcsak T limfocitdkon/, és ezek "A" epitdpjdval reagd-
18 ellenanyagoknak sejtlizist gatlé hatdsuk van. A gat-
14s mechanizmusdnak vizsgdlatdval kimutattédk, hogy a fo-
lyamatnak van egy ugynevezett triggering stddiuma, ami
a célsejthez kotddést azonnal koveti, és elkiiloniil a

Ca2+

~-igényes lizistl8l. Egyes anti-T-200 ellenanyagokkal
ennek a "triggering" stddiumnsk az elérése volt gdtolha-
té6, ezért felvetddott, hogy a T-200 antigének talin az.
NK sejtek receptoraiként mikddnek. A feltevésnek ellent-
mond, hogy ezek az antigének gyakorlatilag minden limfo-
cita populdcidn megtaldlhatdk, és nem ismerjiikk a tobbi
sejttipuson betsltott szerepiiket /Newman,W. és mtsi.
1984,/. A természetes 518 sejtek szdrmazdsa, differenci-
dléddsa, célsejt-felismerése és litikus hatdsa tehdt még

nyitott kérdés.

Az immunrendszer sejtes elemei k&ziil nem volt még
sz6 a kozos szdrmazdsu, csontveldben ér8 monocitdkrdl
és granulocitdkrdél., A vérben keringd monocitdk, és a
beldliikk kifejlddd szoveti makrofdgok /pl. dendritikus
sejtek, a b8r Langerhans sejtjei stb./ az antigéneket
fagocitdljdk, intracelluldrisan feldolgozzdk, és emész-

tett formdban a sejtfelszinre juttatjdk, ahol azok a II,
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osztalybeli HHC antigénekkel egyiitt mar felismerhetleck a
T sejtek receptorai szdmira. A jelenségnek /antigénpre-
zentdlds/ alapvetd szerepe van tehdt a T-sejtek aktiva-
l4sdban. Bzen tdl a monocitdk oldhatd faktorok, dgyne-
vezett monokinek /pl. interleukin-l/ termelésével is eld-
segitik a tobbi sejtpopulédié 0szt3ddsdt és differenci-
416d494t., A monocitdk és makrdfégok, a granulocitakkal
egyiitt, fontos szerepet jétszanék tovabba a sérilt sajat
szovetek, a transzplantdtumok s mds idegen sejtek és
részecskék elpusztitdsdban, fagocitdldsdban. Az elpusz-
titandd részecskék megtaldldsdban az Fc receptoroknak és
a kemotaktikus ingereket felfogd molekuldknak van a leg-
nagyobb szerepiik. Monocitdkon és makrofiagokon mind IgG,
mind Ighl k6t8 Fc receptorokat kimutattak, granulocitdakon
csak IgG kot8ket taldltak. A fagocitdld sej tek irdnyitd-
sdban t6bb kemotaxist indukdld anyag hatdsdt igazoltik
/pl. komplement toredékek, kollagén, leukotriének stb./.
" Sikeriilt mdr olyan monoklondlis ellenanyagokat €184111-
tani, amelyek a granulocitdk felszinén 1év3é molekuldkhoz
kapcsolddva megvdltoztattdk a kemotaktikus aktivitast.
Egy ellenanyag gdtld, két mdsik aktivdld hatdsinak bizo-
nyult /Cotter,T. és mtsi. 1981, és Laskin,D.L. és mtsi.
1985./. Vdrhatd, hogy hamarosan a felismerés és fagocitd-
zis molekuldris mechanizmusdrdl is tobbet fogunk tudni.
Kozos eredetiiknek megfelelden a monocitdk és granu-
locitdk szamos kozds differencidldddsi markerrel rendel-
keznek. Legfontosabbak a 101 /ez WK sejteken is megta-
1dlhatdé/, a MO5 és 06 antigének, de vannak a két popu=-

1ldcid elkiilonitésére alkalmas antigének is, pl. a csak
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monocitdkon kifejez8dé MO2 /Todd,R.F. és mtsi. 1984./.

A MO antigének funkciondlis szerepérdl nem sokat tudunk.

Mint lattuk, ; humdn limfociték differencidlddasi
antigénjeinek monoklonélis ellenanyagokkal valdé vizsgda-
lata mindossze 7-8 éves multtal rendelkezik, E néhany
év alatt azonben Sridsi mennyiségi informdcid gydlt &sz-
gze az ember immunrendszerének fejlddését, valamint mi-
k5désének és szabdlyozdsdnak molekuldris alapjait ille~
t8en. Az adatok dttekinthetdbbé tételdt, és konnyebb ér-
tékelhet8ségét sz0lgdljdk a mdr hdromszor megrendezett
International Workshop on Human Leukocyte Differenti-
ation Antigens rendezvények, ahol bevezették az eddig
leirt antigének csoportokba soroldsat /CD = cluster of
differentiation/. A nagyszami adat, és azok szervezett
értékelése ellenére sem mondhatjuk, hogy kimeritéen is-
merjiik az emberi fehérvérsejtek sejtfelszini, differen-
cidléddsi markereit, és ezek szerepét az immunrendszer
mikodésében, Az ilyen irdnyd kutatdsok ma is a vildg
szamos laboratériumdban intenziven folynak. Tovabbi, mo-
noklondlis ellenanyagokkal végzett vizsgdlatok Uj mole-
kuldk leirdsat, 1j Osszefiiggések feltardsdt tehetik le-
hetdvé., Az dltalem elSdllitott ellenanyagok, és a veliik
végzett kisérletek eredményei beleilleszthetdk ebbe a
sokszinG mozaikba, s az. eddig leirt informdcidkkal Gssze-

vetve értékelhetdk.
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3, Anyag és mdédszer

3.1, Oldatok és tdpfolyadékok osszetétele

A legtobb felhaszndlt anyag alt. mindségli Reanal
vegyszer volt. Az ett8l eltérd mindségl készitményeket
kiilon jeldlom, ' -
Heparin oldat: 5 mg/ml Heparin Sodium /100 U/mg; Nutri-

tional Biochem., Corp USA/
PBS-ben oldva, sterilre szlrve

PBS /phosphete buffered saline/:
8,0 g NaCl

0,2 g KC1

1,81 ¢ NaQHPO4'2H20
0,2 g;KH2P04 /1000 ml deszt.viz
pH T,4

sterilezés: 121°C 20 perc
Ficoll-Uromiro oldat:

7,648 g Ficoll - 400 /Pharmacia/
20,0 ml 60% Uromiro /Bracco, Italy/
100,4 ml deszt,viz
sirisége: 1,08 g/ml
sterilezés: 121°C 20 perc

Versen-tripszin oldat:

8,0 g NaCl
0,2 g KOl
1,15 g-NaZHPO4-2H20
0,2 g KH2P04
1,25 g EDTA /Selecton B2/
0,1 g CaClZ-ZHZO
0,1 g HgS0,-TH,0
1,25 g tripszin /8U/mg/

/1000 ml deszt.viz

sterilre szirve
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Gey-féle hemolizild oldat:
A, 35,0 g NH,Cl

4
1,85 g KC1
1,5 g Na2HPO4-12H20
0,119 g KH2PO4
5,0 g glikdz
0,05 g fenolvords indikator
25,0 g zselatin -
/1000 ml deszt.viz
B, 4,2 g Mg012~6H20
1,4 g HgS0,*TH,O
3,4 g CaCl
/1000 ml deszt.viz
Co 22,5 g NaHCO3 /1000 ml deszt.viz

sterilezés: 121°C 20 perc

felhaszndlds: deszt.viz ¢ A : B : C =
7 :2 : 1/2 : 1/2 ardnyban
frissen Osszekeverve

ELISA pufferek:
A. koté puffer

1,59 g Na,C0,

2,93 g NaHCO,

0,2 g NaN3 /1000 ml deszt.viz
pH 9,6

B, mosé puffer

8,0 g NaCl
0,2 g KH,PO,
1,44 g Na,HPO,«2H,0
1,0 g mertioldt /1000 ml deszt.viz
pH 7,2
+0,5 ml Tween-20

C. szubsztrat puffer

11,18 g Na,HPO, 2H,0
5,6 g citromsav
1,0 g mertioldt /1000 ml deszt.viz

pH 6,0
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Szcintilldcids folyadék:

5,0 g
0,05 g

RPIHI tdpfolyadék:
10,0 g
0,1 g
0,1 &

2,5-difenil~oxazol /PPO/
2,2*-fenilén-bis/5-feniloxazol
/POPOP/ /Sexrva/
/1000 ml toluol

RPWI Medium 1640 /Gibco/ .

penicillin /Sigma/
streptomicin /Sigma/

/1000 ml trideszt.viz
pH 6,8 - 7,0 /1N HCl-val/
sterilre szlirve

Komplett RPHI tdapfolyadék:

500 ml RPMI tdpfolyadék

50 ml
9 ml

PCS /Humdn Oltdanyag Term. V4ll./
39 mg/ml-es L-glutamin oldat /Sigma/

HAT szelektdld tdpfolyadék:

100 ml
10 ml

HT tapfolyadék:
100 ml
10 ml

komplett RPMI tdpfolyadék

HAT torzsoldet:

136,0 mg hipoxantin /Sigma/
4,4 mg eminopterin /Sigma/
38,0 mg timidin /Sigma/
2,2 mg glicin /Sigma/

/1000 ml trideszt.viz

komplett RPMI tdpfolyadék
HT to6rzsoldat: mint a HAT torzsol-
dat aminopterin nélkiil

3.2. Sejtek, sejtvonalak, sejttenyésztés koriilményei

3.2.1. Sejtek izoldldsa periférids vérb8l és timuszbdl

Egészséges donorok heparinos /005 mg/ml végkoncent-

rdcid/ vérét azonos térfogati PBS-sel higitottam, majd
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Ficoll-Uromiro oldat tetejére rétegeztem. Janetzki K26-
os centrifuga kilenglfejes rotorjaban +4°C-on 1000 for-
dulatszdmmal /250.g/ centrifugdltam, 15 perc alatt a
granulocitdk /grc/ és a vorosvértestek /vvi/ kilileped-
tek, a periférias monoéukleéris /Pll/ sejtek a két fazis
hatdrdn gylltek Ossze /Boyum,A. 1968./. A leszivott PM
sejteket kétszer mostam RPMI tdpfolyadékkal, majd tovab-
bi felhaszndldsig komplett RPMI-ben szuszpenddltem fel
Gket.

Az {iledékben lev8 granulocitdk és vorcsvértestek
elvdlasztdsdra 3% Dextrdn T 70 /Pharmacia/ tartalmi PBS-t
haszndltam. Egy Sérds inkubdléds /37°C/ alatt a vvt-k kiii-
lepedtek, a granulocitdkat a feliiluszébdl centrifugdlds-
sal 6ssze lehetett gylijteni /Boyum,A. 1968./. A grc frak-
cidt szennyezd vvit-ket Gey-féle oldattal hemolizdltam,
majd mosds utdn a sejteket komplett RPMI-ben szuszpen-
ddltam fel.

A PM sejtek frakcidjabdl a monocitdkat adherens tu-
lajdonsdguk alapjén izoldltam., A P sejteket komplett
RPiII-ben COz-termosztétban 1 draig liveg- vagy mianyag
tenyészedényben inkubdltam. Enyhe szuszpenddlds utdn a
nem adherens T és B limfocitdkat a tdpfolyadékkal eltd-
volitottam, a kitapadt sejteket 1 percig Versen-tripszin
oldattal kezeltem, majd RPMI-vel vald mosas utdn komp-
lett RPII-ben szuszpenddltam fel Jdket.

A T és B limfocitdk elvdlasztdsdt rozetta technikd-
val végeztem /Kaplan,M.E.-Clark,C, 1974, és Pellegrino,
H.A, és mtsi. 1975./. AET-vel kezelt birka vvt-k 2 tér-

fogat%-os szuszpenzidjdhoz /PBS-ben/ fele térfogatl 107
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sejt/ml-es PM szuszpenzidt /RPLMI-ben/ kevertem, és 15%
végkoncentrdcidban FCS-t adtam hozzd., A sejteket 250.g-
vel 10 pvercig centrifugdltam, majd a centrifugacsdben

1 érdig 0°C-on /olvadd jég kozdtt/ inkubdltam. Az in-
kubdcids 1d8 leteltével az iiledéket nagyon Svatosan fel-
szuszpenddltan, Ficoll-Uromiro oldat tetejére rétegez-
tem, és 250¢g-vel 30 percig centrifugdltam. A B-sejtek
és monocitdk a két fézis hatdrdn gyiltek ©ssze, a birka
vvit-vel rozettdt képz8 T-sejtek kililepedtek, A T-sejte-
ket a vvt-k hemolizise és mosds utdn komplett RPMI-ben
szuszpendaltam fel.

Szivmitéten atesett gyermektdl szarmezd timuszt
feldaraboltam és tdpfolyadékban spatuldval szétnyomkod-
tam, A kiszabadult sejteket centrifugdldssal /100.g, 5
perc/ gydjtottem Sssze.

Az 120141t sejtfrakcidkat ismert specifitdsu kont-
roll ellenanyagokkal, indirekt immunfluoreszcenciaval
" vizsgdltam., A felhaszndlt ellenanyagok:

UCHT: 1 : T3 antigénre specifikus

UCHT 4 : T8 antigénre specifikus

2A1 : I. osztdlybeli MHC antigénre /HLA-A,B,C/
specifikus
Mindhdrom ellenanyag Peter Beverly /Imperial
Cancer Research Fund, Human Tumour Immunology
Group, London/ ajandéka.
JD2-C6 ¢ II. osztdlybeli MHC antigénre /HLA-DR/
specifikus
CCl-7 : monocita és granulocita specifikus

MAS-E1l : monocita specifikus
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Utdbbi hdrom ellenanyagot az MTA SzBK Genetika
Intézetének Immunoldgia Laboratériumdban 411i-
tottdk eld /ilonostori ELva, Anddé Istvédn/.

A reakcidk eredményét az I. tdblézatban foglaltam &ssze.
3.2.2. Sejtvonalak

A hibriddmdk el84llitdsinil haszndlt egér myeloma
sejtvonal a Balb/c eredetd Sp2/0-Agl4 jeld HGPRT , im-
munglobulint nem termeld sejtvonal volt /Shulman,M. €s
mtsi. 1978./.

Emberi B limfocitdk EBV-vel vald transzformdlisd-
hoz a B95-8 EBV-termeld majom B-sejtvonal /Miller,G.-
Lipman,i. 1973,/ feliiliszéjdt haszndltam,

A monoklondlis ellenanyagok jellemzéséhez ¢és funk-
ciondlis vizsgdlatokhoz haszndlt emberi eredetl sejtvo-
nalak a kdvetkezlk:

CEM : éretlen T-sejtes leukémia /T1%,T37,747,

T8~ /, /Cathcart,il.K,-iurakami,i. 1983./
1A3-4

egéozséges T limfocitdk és HGPRT CEH
sejtek hibridje /T1%,13%,74%,787/, /An-
dé,I. és mtsi. 1985/b./

1A-3-EBV : IL-2 fiiggd, EBV-specifikus citotoxikus
T-sejtvonal /Andé,I. és mtsi. 1986./

1A EBV : EBV-transzformdlt B-sejtvonal /Andé,I.
és mtsi, 1986./

P3HR1 : EBV" Burkitt limféma /Hinuma,J, és mtsi.
1967./

Raji : EBV” Burkitt limféma /Pulvertaft,R.J.V.

és mtsi, 1964./
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U937 : myeloid leukémia /Sundstrom,E,-Nilsson,
K. 1974./
K562 : eritroleukémids sejtvonal /Lozzio,C.B,-
Lozzio,B.,B. 1975./
A felsorolt sejtvonalak kontroll ellenanyagokkal adott

reskciéit az I. tdbldzat foglalja ossze.
3.2.3. A sejttenyésztés koriilményei

Valamennyi sejtet és sejtvonalat komplett RPIIL
tdpfolyadékban, 37°C-on, 5% CO, atmoszfériban, 95% ned-
vességtartalom mellett tenyésztettem /Hotpack CO, Incu-
bator/. Az lA-34-EBV sejtvonal kivételével a sejtek nem
igényeltek novekeddési faktort a szaporoddshoz, és 1-2-
10° - 1-2-106 sejtszdm kozdtt néttek optimdlisan, Az
1A-4-EBV sejtvonalat 1-2.10%/ml sejtszdm mellett 1-2.
10°/ml rontgen sugdrral /2000R/ inaktivdlt 1A EBV sejt-
tel indukdltam, és a tdpfolyadékhoz 2 U/ml IL-2 noveke-

"dési faktort adtam, ami Margaret Slusarenko /Amersham

International PLC/ ajdndéka volt.
3.3. Monoklondlis ellenanyagok elddllitdsa

5-5 hat hetes Balb/c egeret immunizdltam humdn
nyugvd, illetve PHA-val aktivalt T limfocitaval. /Az ak-
tivdlds leirdsa a 3.5.1. pontban./ 0,5 ml PBS- ben 2107
sejtet adtam intraperitonedlisan, 4 hetenként, 3 alka-
lommal, Az utolsé immunizdlds utdni 3., napon 1-1 egér
1épjét sterilen eltavolitottam és RPHI tapfolyadékban
izoldltam beldlilk a lépsejteket /2,5-3,0.10%sejt/1ép/.
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Ellena-

UCHT 1|UCHT 4 2A1 |JD2-C6 | CCl=T|MA5=-EL

SejpN | yo3s | spey | /HA-|/EDA- | Jlo+ | oy
. A,B,C/| DR/ Gre/
PM 45 18 89 24 36 22
nyugvé=T 73 28 - 5 6 | 12
PHA-T 81 39 - 21 - i3
Con=A=T 69 24 - 9 —— 7
B+lio 5 3 e 31 32 30
Mo - - - - 81 80
Gre 7 3 86 0 93 0
Timuszsejt 29 95 - - 2 0 0
CLL I. 3 0 100 63 0 12
CLL II. 4 1 - 53 5 46
CGL 25 10 - 11 46 14
CEM 0 0 100 0 0 0
A3-4 100 0 45 0 0 Y
1A EBV 0 0 100 100 0 0
P3HRL 0 0 72 0 0 0
Reji 0 - 100 100 0 0
U937 0 - 69 56 40 19
K562 0 0 36 0 0 0

: A szeroldgiai és funkciondlis vizsgdlatok=-

ndl haszndlt sejtfrakcidk és sejtvonalak

jellemzése ismert specifitdsi monoklondlis
ellenanyagokkal, A megadott értékek a pozi-
tiv reakcidt addé sejtek szdzalékos ardnyadt

jelentik, =-- : nem vizsgaltam.
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Hdromszor mostam 8ket RPMI-vel, majd 2-3 : 1 ardnyban
osszekevertem 8ket Sp2/0-Agld myeloma sejtekkel. A le-
centrifugdlt sejteket 1 ml 50%-o0s PEG14OO jelenlétében
fiziondltattem /1 perc, 37°C/. TFokozatosan 10 ml tér-
fogatra higitottam RPMI-vel, centrifugdltam /400.g, 5
perc/, és 60-60 ml kompletf RPlUI~-ben felszuszpenddlva
96 1lyukd, lapos fenekl mikrotiter lemezekbe /Greiner/
szétogsztottam a sejteket /loo/di/lyuk/. 20-24 6ra inku-
bdlds utén 100 ul HAT tdpfolyadékban 104sejt/lyuk egér
haslri makrofdgot adtam a tenyészetekhez. A tovdbbiak-
ban két naponta a tdpfolyadék felét leszivtam, é€s friss
HAT'tépfolyadékkal pdtoltam. Két hét utdn fokozatosan
dtszoktattam a sejteket HT, majd komplett RPMI tapfo-
lyadékra, és a tovdbbi tenyésztést komplett RPiI-ben vé-
geztem /Kohler,G.-Hilstein,C. 1975. €s Pontecorvo,G.
1976./.

A tesztelések eredménye alapjén kivalasztott sejt-
" vonalakat higitdsos mddszerrel kldénoztam. 3, 1 és 0,3
gejt/lyuk sejtszdmmal 96 lyukld, lapos fenekd mikrotiter
lemezekre szétosztottam a sejteket. lldsnaponta frissre
cserélve a tdpfolyadék felét két hétig tenyésztettem
8ket. Ismételt tesztelds utdn a kivdlasztott kldnokat
felszaporitottam, majd 10% DMSO tartalmi komplett RPMI-
ben lefagyasztottam, és =70, vagy -196%C-~on tdroltam

Sket,
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3.4, Szeroldégiai vizsgalatok
3.4.1. Indirekt immunfluoreszcencia

A kisérleteket O,%% NaN3 /Sigme/ tartalmi komplett
RPHI-ben, 96 1lyulki U fenekd mikrotiter lemezen /Greiner/
végeztem, 10 ul térfogatban"j.lo5 sejtet tettem egy-egy
lyukba és 50 ul megfelell8en higitott ellénanyaggal inku-
bidltam /30 perc, olvadd jégen/. Wégyszer mostam a sejte-
ket /150-150 ul-rel, centrifugdlds 250.g, 1 perc/, majd
fluoreszcein izotiociandttal /FITC, Sigma/ konjugdlt
nyil-anti egér Ig-—F/ab’/2 ellenanyaggal /dr. Rajnavilgyi
Eva készitménye/ inkubdltam Sket /30 perc, olvadd jégen/.
Ismét négyszer mostam a sejteket, majd az eredményt fluo-
reszcens mikroszkdéppal /Leitz, Dialux 20/ értékeltem.
Negativ kontroll: elsS8 ellenanyagként az immunglobulint
nem termeld Sp2/0-Agl4 myeloma sejtvonal feliiluszdjat,

vagy megfelellen higitott ascitesét hasznaltam.

3.4.2, Az ellenanyagok izotipusdnak meghatdrozdsa ELISA

médszerrel

A meghatdrozdshoz Engvall,E. /1980,/ médszerét al-
kalmaztam az aldbbiak szerint. 96 lyukd mikroelisa le-
mezt /Greiner/ érzékenyitettem éjen 4% 5 ug/ml kotSpuf-
ferben higitott nyldl-anti egér Ig-F/ab’/2 ellenanyaggal
/100 u1/1yuk, +4°C/. Mostam a lemezt 3¢3 percig mosd-
pufferrel, majd a vizsgdlandd hibriddéma feliiluszdkkal
3 éraig 37°C-on inkubdltem, Ismételt mosds utdn torma

peroxiddzzal Jjelzett anti-egér IgGl, ~-IazG -IgG

2a? 2b?
-IgGB és -Igil izotipus-specifikus ellenanyagokkal, vala-
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mint peroxiddzzal jelzett Protein-A-val /Miles-Yeda/
inkubdltam /1 éra, 37°C/. Mosds utén 0,3 mg/ml OPD-%

és 0,005% H,0,-t tartalmazd szubsztrdt pufferrel inku-

205
bdltam /30 perc, 37°C/, majd a szinreakcidt 4N stO4

oldattal dllitottam le. Az extinkcidt Titertek-Kulti-
skan /Flow Laboratories/ késziilékkel 492 nm-en mértem.

3.5, Funkciondlis vizsgdlatok
3.5.1, Transzformdlds poliklondlis mitogénekkel

A kisérletekhez frissen izoldlt, vagy mélyhUtve

tarolt PM sejteket hasznaltam 106

sejt/ml sejtszém mel-~
lett. A komplett RPMI tdpfolyadékot 4/ug/ml PHA-val
/Difco/, 6/ug/ml Con~A-val /Pharmacia/, vagy ZO/ul/ml
PWil-nel /Gibco/ egészitettem ki. A tenyészeteket 72 Sra-
ig €O, termosztdtban inkubdltam,

Immunizdldashoz és indirekt immunfluoreszcencidhoz
"a PHA-val indukdlt tenyészetekbSl a mdr leirt mdédon, ro-
zetta képzéssel tisztitottam aktivdlt T limfocitdkat.

Punkciondlis vizsgdlatok esetén. az aktivdldst 96
lyuki U fenekl mikrotiter lemezekben végeztem, 200 ul/
lyuk térfogatban, a vizsgdlandd ellenanyagok jelenlété-
ben és nélkiile, Az inkubdcid utolsd 8-16- drdjira 10 ul
térfogatban 1 uCi/lyuk ektivitdsd Ho-timidint /Prdgai
Izotépintézet/ adtam a tenyészetekhez. 72 drds korban
a sejteket 12 csatornds sejt-leszivd késziilékkel /hdzi
készitésli/ Whetmann GFC filterre gyljtottem és desztil-
141t vizzel mostam. A megszdritott korongokat szcintil-

ldcids folyadékba tettem, és a sejtekbe beéplilt i ak-
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tivitdsdt szeintilldcids szdmldldéval /Packard Tri-Carb
Liquid Scintillation Spectrometer/ mértem. A kisérlete-

ket 3-5 pérhuzamos'ﬁérés atlaga alapjdn értékeltem.
3.5.2. Kevert limfocita kultira

A kisérleteket Hildreth,J.K. és August,J.'T.i /1985./
leirdsa alapjén az. aldbbiak szerint végeztem. Két vélet-
lenszerlen kivdlasztott donor frissen izoldlt PM sejt-
jeit haszndltam. Mindkét sejttipusbdl készitettem 5-106
sejt/ml-es szuszpenziét, amit 100 ug/ml végkoncentricid-
ban ilitomicin-C-vel /Sigma/ kezeltem 37°C-on 1 érdig
/IM és Vi sejtek/. Az igy nyert I indukals sejteket
haszndltam a kezeletlen V /vdlaszold/ sejtek aktivdldsd-
ra. AV sejteket,/l-los/lyuk/ 96. lyuki U fenekl lemez-
re osztottam szét 50-50 ul térfogatban, majd 30 percig
szobahén eldinkubdltam 50 U1 higitott ellenanyaggal. Az
l-lOS/Iyuk I sejtet 100 ul térfogatban ezutdn adtam a
rendszerhez. Tdpfolyadékként 10% hdkezelt, normdl humdn
AB szérummal kiegészitett komplett RPMI-t haszndltam.
Kontrolls: V+Iy ellenanyaghatds nélkiil, V4V VigptIyg és
V+tdpfolyadék kombindcidk. A tenyészeteket 5 napig O,
termosztdtban inkubaltam, majd 24 drdra 1 uCi/lyuk ak-
tivitdsu H3-timidin‘b adtam lO-lO/J.l térfogatban. A 6,
nap végén a 3.5.1. pontban leirtak szerint mértem a H3-
timidin-beéplilés mértékét, Az értékelésnél a kiilonbozd
V+I,; kombindcidkra kapott belitésszdmbdl levontam a V+
tdpfolyadék esetén mérhetd "hdtteret", és az ellenanyag-
hatds nélkiil mérhetd beéplilést 100%-nak véve a gatldst

a 36. oldalon ldthatd képlettel fejeztem ki.
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3.5.3. Citotoxikus aktivitds meghatdrozdsa

Sejtek lizisével egylttjdrd limfocita funkcidkat
/NK- és CTL-aktivitds/ & ndtrium-krométtal /Na,’ Cro 4
LITA Izotdpintézet, Budavest/ jelzett célsejtekbll kisza-
baduld ~+Cr aktivitdsdnak mérésével lehet nyomonkdvetni,

NK-aktivitds mérésére frissen izoldlt, vagy mély-
hiitve tdrolt PM sejteket /effektor/ és NK-érzékeny K562
célsejteket haszndltam Hall,R.E. /1985./ leirdsa szerint.
A K562 sejteket 2-107/ml sejtszédm mellett lOO/uCi aktivi-
tésd Na,’ Cr0,~tal jeldltem 2-4 Srén &t /CO, termosztdt-
ban/, majd hatszor mostam RPMI-vel. Az effektor : cél-
sejt ardny 25 : 1 vagy 5 : 1 volt. Az effektor sejteket
/0,5-1'106/lyuk, 50 Ul térfogatban/ 1 Srdig eldinkubil-
tam a vizsgdlandd ellenanyagok /illetve tdpfolyadék,
mint pozitiv kontroll/ 100/ul-ével, s a célsejteket csak
ezutdn adtam a rendszerhez,/zolo4 sejt SO/ul-ben/. A le-
. mezeket 4-16 Srdig CO, termosztdtban inkubiltam, majd a
feliiliszd 100/u1-ének:yishgirzését,mértem /NZ2-138 Shiel=-
ded Counter, Gamma Mivek, Budapest/. A spontdn Slorotel-
szabadulds megallapitdsdra a jelolt célsejteket effektor
sejtek nélkiil, komplett RPiI-ben, a teljes felvett akti-
vitds megdllapitdsdra pedig 1% SDS-ben inkubdltam, Az
effektor sejtek litikus aktivitdsdnek tulajdonithatd
specifikus 51Cr-felszabadulést az alabbli képlettel szd-

moltam:

cpm_. - cpm .
%spec.felszab, = Pminta spontan ..,

CPMte1jes ~ ®Plspontdn

CTL-aktivitds mérésére az 1lA-4~EBV citotoxikus T
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sejtvonalat, és 1A EBV célsejteket haszndltam. A méd-
szer az eldzdvel majdnem azonos, csak itt az effektor :
célsejt ardny 15 : 1 volt, és csak 6 Srdig inkubdltam a
tenyészeteket. A sejtvonal WK-aktivitdsdnak ellenlrzésé-
re jelolt K562 sejtekéé haszndltam, szintén 15 : 1 ef-
fektor : célsejt ardny mellett. A CTL- és NK-specifikus

5lor-felszabaduldst a fenti képlettel szamoltam,

305.4, Transzformilds Epstein-Barr virussal

A B95-8 sejtvonal /EBV-transzformdlt majom B lim-
focitdk/ sterilre szlrt feliiliszdéja nagy szami, transz-
formdlé virusrészecskét tartalmaz. Frissen izoldlt, vagy
mélyhitstt PM sejteket /1-107/ 2 ml steril B95-8 feliil-
Uszdban szuszpenddltam fel, és két Srdig co, termosztdt-
ban inkubdltam, Centrifugdldas utdn komplett RPMI~ben a
gsejteket U fenekl mikrotiter lemezen 150/ul-ként /1-105
sejt/lyuk/ szétosztottam, és 50-50/u1 megfelelSen higi-
tott ellenanyagot, vagy komplett RPHI-t adtem hozzd, A
tenyészeteket 5 napig CO, termosztdtban inkubdltam, majd
8 drira l,uCi/lyuk alctivitdsd HO-timidint adtam hozzd.

A Ho-beépiilés mértékét a mitogénekkel torténs aktivi-

14sndl leirt mddon /3.5.1., pont/ mértem,

3.5.5. Az ellenanyagok funkcidt médositd hatdsdnak ki~

szamitdsa

A legtobb kisérletben a vizsgdlt ellenanyagok vagy
hatdstalanok voltak, vagy negativ iranyba médositottdk

az eredményeket, azaz gidtoltdk a vizsgdlt limfocita
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funkcidt. Ezekben az: esetekben a gdtlds mértékét sza-
zalékosan, az. aldbbi képlettel fejeztem ki:

N-m

%sdtlds = e 100 ,

n
ahol n az ellenanyaghatds nélkiil /kxomplett RPMI, vagy

limfocitdkkal nem reagdld kontroll ellenanyag jelenlé-
tében/ mérhetd érték, m pedig ugyanez: az: adott éilen-

anyag jelenlétében /Gromkowski,S.H. és mtsi. 1985./. A
mérhetd érték Ho-timidin beéplilés esetén a szcintills-
cids szdmldld dltal mért belitésszamot, NK és CTL akti-

5lor-felszabadulds

vitds mérése esetén a specifikus
%03 értékét jelenti.

A poliklondlis mitogénekkel végzett kisérletekben
egyes ellenanyagok nem gdtldé, hanem aktivdld hatdsunak
bizonyultak, azaz m értéke n értékét meghaladta, Hogy
ne kelljen negativ el8jell gdtldsrél beszélni, ezekben
az esetekben az ellenanyag médositd hatdsdt a

m
%aktivdlds = —— « 100
n
képlettel szamitottam, ahol m az ellenanyag jelenlété-

ben, n pedig a nélkiile mérhetd belitésszimot /H3-beépu-

1lés mértékét/ jelenti.
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4, Eredmények

4,1, Monoklondlis ellenanyagok eldallitdsa

A nyugvé, illetve a PHA-val indukdlt humén T lim-
focitdkkal immunizdlt egerek lépsejtjeit Sp2/0-Agl4 my-
cloma sejtekkel fiziondlva, a két /TM illetve ITM/ fi-
z1i8bd8l Osszesen 760 hibrid koldénidt sikeriilt felnevel-
ni, A koldénidk feliiliszéjdt indirekt immunfluoreszcen-
cidval nyugvd, illetve PHA~-val indukdlt T-sejteken
teézteltem. Az elsl tesztek sordn 227 feliiluszd adott
pozitiv reakcidét. Ezek koziil 118 sejtvonalat szapori-
tottam fel 5-5 ml térfogatig. A sejteket lefagyasztot-
tam /10% DHMSO tartalmi komplett RPMI-ben/, feliiluszdé-
jukat pedig tovabbi vizsgdlatokra haszndltam,

A 118 feliiliszdt teszteltem periférids vér kiildn-
boz8 sejtfrakcidin /PM sejtek, nyugvd és PHA-val indu-
kdlt T limfocitdk, B limfocitdk + monocitdk frakcidja/,
vaelamint jé1 jellemzett humdn eredetd sejtvonalakon
/K562{ 1A EBV, 1A3-4/. Ezen vizsgdlatok eredményeit
nagy terjedelmilk miatt nem mellékelem, de ezek értéke-~
lése alapjdn valasztottam ki a tovdbbi kisérletekben
haszndlt hibridémikat, Mivel sokféle sejten és sejtvo-
nalon, illetve sokféle funkciondlis tesztben kivantam
az ellenanyagok reskcidit tesztelni, igyekeztem a ki-
vdlasztott ellenanyagokkal minél szélesebb teriiletet
dtfogni, Vdlasztottam T-sejt, illetve T-alpopuldcid
gpecifikusnak tGnd, T és B limfocitdkkal egyarént rea-

gdlé, monocita specifikusnak igérkezd és minden vizs-
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gdlt sejttel reagdld ellenanyagokat. |

A kivélasztott sejtvonalakat felolvasztottam és
higitdsos médszerrel kldénoztam. A klénok feliiluszdjat
indirekt immunfluoreszcenciival egy olyan sejtvonalon,
vagy periférids vérb8l szepardlt sejt-frakcidn tesztel-
tem, amellyel az eredeti feliilliszdé jé1 reagdlt. A poziQ
tiv reakecidt add kldnok kazﬁl'sejtvonalanként 8t6% 10 ml
térfogatig felszeaporitottam, masd a sejteket lefagyasz-~
tottam, és folyékony nitrogénben tdroltam,

A kisérletekben két kordbbi fiziébSl szdrmazdé mono-
klondlis ellenanyagot is haszndltam, amelyeket dr. Mo-
nostori Eva bocsajtott a rendelkezésemre, A CC5-IDT7 hib-
ridéma egy krdnikus limfoid leukémids beteg CLL sejtje-
ivel, a T2/53-4 kldn pedig emberi timusz sejtekkel tor-
ténd immunizdldsbSl szdrmazik., A fizids partner ezeknél
is az Sp2/0-Agl4 myeloma sejtvonal volt.

A hibriddmdk egy-egy kivdlasztott kldénjdval in vit-
" ro sejttenyészetben, illetve egérbe injektdlva termel-
tettem ellenanyagot., A tenyészetek feliiluszdéjdt steril-~
re szirve, tartdsitdszer mélkiil, vagy 0,1% NaN3 hozzi-
addsdval +4°C-on tdroltam. Az egerek hasiiregéb8l leszi-
vott ascites folyadékot 0,2-1,0 ml-ként eppendorf cso-
vekbe szétosztva -20°C-on tdroltam, és felolvasztds u;
tén higitottam az adott kisérlethez sziikséges mértékben,
Valamennyi feliiliszd és ascites ellenanyag tartalmat in-
direkt immunfluoreszcencidval, P sejteken ellendriztem,
Az ascitesek 100-szoros higitdsban, a feliiliszdk higi-

tatlanul kivétel nélkiil pozitiv reakcidt adtek.
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4.2, Az ellenanyagok izotipusa és Protein-A kotése

Az izotipust és Protein-A kdt+8 képességet ELISA-
val hatdroztam meg. Alvizsgélt tiz ellenanyag kozil ki-
lenc IgGl izotipusu, éé&edﬁl az ITH3-2 sejtvonal termel
IgGo, tipusd immunglobulint. Ez, és az ITM12-I/l‘sejt-
vonal IgGl ellenanyaga kotik a Protein-A-t, a t0bbi nem.

Az eredményeket a IV, tdbldzatban is feltiintettem,

4.3. A szeroldgial vizsgdlatok eredményei

4,3,1, Vizsgdlatok egészséges donorok periférids véré-

b8l 120141t sejtfrakcidkon, és timusz sejteken

Valamennyi szeroldgiai vizsgdlatot indirekt immun-
fluoreszcencidval végeztem az anyag és mdédszer fejezet-
ben jellemzett sejtfrakcidkon, Izoldlt monocitdkon, vo-
rosvértesteken és timusz. sejteken egy-egy vizsgdlatot
végeztem, az Osszes tobbi sejtfrakcidn a reakcidt tobb
alkalommal, kiilonbozd donorok sejtiein is megismételtem,
Az eredményeket a II., tdblazatban foglaltam Sssze. Amely
sejftipusnél tobb meghatdrozdst végeztem, ott a tabldzat-
ban kozolt érték a kapott eredmények adtlagdt jelenti,
HMinden vizsgdlatndl ismert specifitdsi kontroll ellen-
anyagokkal jellemeztem a sejtfrakcid Osszetételét, ezek

az. eredmények a 29, oldalon, az I. tablazatban lathatdk.

4.3.2, Vizsgdlatok leukémids betegek véréb8l izoldlt

sejteken
Az ellenanyagok reskcidjat harom leukémids beteg-
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Sejtek ny ugveé PHA-val | Con-A-val

Ellen> PM B+llo | Mo Gre¥ | Timusz vvt
anyagok . akte.T akt,T

ITL%3=-2 48 79 17 100 41 29 5+91 100 0
TMD3=1 58 88 90 8% 51 56 5+90 100 0
CC5-ID7 45 52 -~ - 41 T2 56 9% 0
TM4=-1 42 13 77 43 3 2 4+90 43 0
ITM12-1/1 %4 T4 70 T4 9 4 5+90 T1 0
ITM8-1 19 28 . 26 11 | 5 94 0
TUG6=5 27 20 5 " 57 80 96 1 0
TMI=-1. 8% 91 97 100 85 96 94 100 0
TMB6-5 65 91 95 98 68 88 84 100 0
T2/53=4 o o8 —— - 43 93 95 83 0

IT.tébldzats Az ellenanyagok reakcidja egészséges donorok periférids vérébll izoldlt sejt-

frakcidkone A feltiintetett értékek a pozitiv reakeiét addé sejtek %~os ardnyat
Jjelentike.

% granulociték esetén négy ellenanyaggal a sejtek egy kis része /3=5%/ erds
membranfluoreszcencidt adott, de ezen kivil nagyon halvényan‘a sejtek tobb-

sége /90-91%/ is fluoreszkélt




t81l szdrmazd vérmintdn teszteltem. A CLL I, sejtek at-
t31 a krdénikus leukémids betegtdl szarmaztak, akinek a
sejtjeit a T2/53-4 hibriddma el8dllitdsdndl az immunizdi-
l4dshoz haszndltak. -70°C-on tdrolt sejtjein t6bb alka~-
lommal megismételtem aivizsgélatot, igy a tdbldzatban
kozolt értékek 1t8bb eredmény dtlagdt jelentik., A CLL II,
és a CGL /krdnikus granuloid leukémis/ sejteket frissen
izoldltam a betegek periférids vérébdl, és csak egy-egy
kisérletet végeztem veliikk. Az eredményeket a III. tdbla-

zat tartalmazza.

Sejtek

Ellen- CLL I. CLL II. CGL
anyagok

ITH3=2 95 4 -
TID3-1 83 5 32
CC5-ID7 80 5 45
Tii4~1 91 2 5
ITM1l2-1/1 54 4 16
IT8=1 1 1 15
THG6-5 1 5 59
TLIT-1 88 59 45
TIB6~5 100 100 31
T2/53-4 20 10 67

ITII. tabldzat: Az ellenanyagok reakcidja leukémids
betegek vérébdl izoldlt sejteken., A
feltiintetett értékek az indirekt im-
munfluoreszcencidval pozitiv reakcidt
add sejtek %-os aranyat jelentik.

-- : nem vizsgdltam
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Ellen= 3@:‘]121 CEM | 1A3-4 | 1A EBV | Raji | P3HR1 | U937 | K562 izotipus PrA
anyagok

ITN3=2 0 100 68 0 81 28 0 IgGop +
TMD 31 0 100 69 0 76 46 0 IgG, -
CC5-IDT7 0 94 97 0 84 70 0 IgGy -
TM4=1 100 100 0 0 0 0 0 Tghy -
ITM12-1/1 100 100 0 0 0 0 0 IgGq +
ITM8-1 0 0 0 0 0 0 0 Tgl, -
TIG6=5 0 0 0 0 0 7 0 IgG, -
TUT -1 100 100 94 9% 74 66 95 TeGq -
TLB6-5 100 100 100 94 T4 70 0 IgGy -
T2/5%4 100 97 94 79 0 54 100 TgGy -

IV.tébldzat: Az ellenanyagok reakcidja humdn sejtvonalakon. A feltiintetett értékek az in=-
direkt immunfluoreszcencidval pozitiv reakciét adé sejtek %-os Arény4t jelen-
tik. Feltiintetten tovébbé az ellenanyagok izotipusdt és Protein-A koté képes-
ségéte



4.3.3. Vizsgdletok human sejtvonalakon

Hegvizsgdltam az eilenanyagok reakciéjat humdn T
és B limfocita eredetl, valamint myeloid és eritroid
sejtvonalakon, A kisérietet minden sejtvonalon legaldbb
kétszer megismételtem, Az eredményeket a IV,tdblazatban
foglalfam 6ssze., A sejtvonalak jellemzése, és kontroll
ellenanyagokkal adott reakcidi a 3.2.2, pontban taldl-
hatdk,

4.4, A funkciondlis vizggdlatok eredményei
4,4,1, A természetes 618 sejtek hatdsdnak gatldss

A tesztet hat alkalommal, kiilonboz8 donorok PM
sejtjein végeztem el, Egy alkalommal 200-szoros véghi-
gitdsi ascitest, kétszer 4-szeres higitdsi, hdromszor
pedig higitatlan, Na-azid mentes feliiluszdét haszndltem,
3-3 parhuzamos minta alkalmazdsdval, A pdrhuzamosok szé-
résa nem haladta meg az dtlagérték 10%-dt. Gatldsként
értékeltem, ha az ellenanyag hatdsdra a specifikus Lop-
felszabadulds dtlagosan 25%-ndl nagyobb mértékben csdk-
kent /képlet a 33. oldalon/. Pozitiv kontrollként az
LFA-1 antigénfa-lénééra specifikus MHM.23 ellenanyagot
haszndltaem /Hildreth,J.E.K.-August,J. 1985./, amely &t-
lagosan 49% gdtlidst eredményezett. Negativ kontrollként
a limfocitdkkal nem reagdldé 27kd7 monoklondlis ellenanya-
got haszndltam,

A kisérletek eredményei azt mutatjék, hogy hat
ellenanyag /CC5-ID7, TM4-1, ITM12-1/1, ITM8-1, TMT- 1

és T2/53-4/ nincs hatdssal a természetes 0138 sejtek ak-
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tivitdsdra. Egy ellenanyag, az ITM3-2 jelent8sen, dtla-
gosan 61%-kal gdtolta a célsejtek liziséf, hédrom ellen-
anyag pedig gyengébben /TMD3-1l 29%-kal, TMG6-5 38%-kal,
TiB6~5 30%-kal/ gdtolta a 5lCrbfelszabadula’st. Az ered-
ményeket az V.tdbldzat foglalja Ossze. A hatdstalean el-

lenanyagokra vonatkozd értékeket zardjelbe tettem,

4,4.2, A citotoxikus T limfocitdk /CTL/ miksdésének

gdtlasa

A tesztet két alkalommal; 200~-gzoros véghigitdsu
agcitessel, 3-3 pdrhuzamosban végeztem. A gzdéris az.été
lagérték 10%-a datt maradt, Kontrollként a T8 antigénre
specifikus UCHT4 /=CD 8/ ellenanyagot. haszndltem, amely-
nek CTL gdtlé hatdsdt Anddé és munkatdrsai /1985./, vala-
mint: Clayberger és munkacsoportja /1985./ irtdk le. Ki-
sérleteimben az.UCﬁT4 dtlagosan 63%-kal gdtolta az
1A EBV célsejtek 1izisét, A vizsgdlt 10 ellenanyag koziil
. hdrom ennél erdsebben /CCH5-IDT T71%-kal, ITM8~-1 82%-al,
THB6-5 83%-kal/, kett§ kozepesen /ITH3-2 és THMD3-1 47~
47%~kal/, egy pedig gyengén /T2/53-4 28%-kal/ gdtolta
a citotoxikus 1A-4~EBV sejtek litikus aktivitdsdt. Négy
ellenanyag hatdsa /TM4-1, ITM12-1/1, TUG6-5, THMT-1/ 25%
aslatt maradt., Az NK ektivitds 1-3% kozott volt, tehdt
az eredményeket nem befolydsolta., Az. eredményeket az V.

tdbldzatban tiintettem fel.

4.,4,3., Az ellenanyagok hatdsa kevert limfocita kultiréd-
ban /MLC/

A kevert limfocita reakcidt hdromszor, véletlensze-
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rien kivdlasztott donorok PM sejtjeivel végeztem. Két
alkalommal a Mitomicin-C-vel inaktivdlt stimulator sej-
tek nagyfokl sejtosztdddst eredményeztek, harmadik alka-
lommal azonban alig tortént sejt-aktivalds, feltehetlen
8. két donor hasonld HLA“tipusa miatt. Ennek a kisérlet-
nek az eredményét ezért nem vettem figyelembe..

A MLC kisérleteknél, és a tobbi Ho-timidin beépiilés
mérésén alapuld kisérletnél is, 4-4 parhuzamossal dol-~
goztam. Ennek ellenére a szdrds - kililénosen alacsony be-
itésszdmok esetén - néha az atlagérték 15-20%-at is elér-
te,vés csak ritkdn volt 10% alatt. Ezért ezeknél a kisér-
leteknél csak a 100%-t61 £ 30%-kal vald eltérést értékel-
tem aktivdlasként, illetve gatlésként.

A két értékelhetd ILC kisérlet eredményei alapjdn
6t ellenanyag /TH4-1, ITH12-1/1, ITMB-I,_TMG6-5, T2/53~4/
hatdstalannak ldtszik., Az ITM3-2 ellenanyag kdzepesen
/52%-kal/, a TiD3-1, CC5-ID7, THMT-1 és THMB6-5 ellenanya-
gok jelent8sen /rendre 67, 72, T2 illetve 79%~kal/ gé-
toljdk a kevert limfocita reskcidban részivevd sejtek
aktivdldddsdat. Az eredményeket a negativ kontrollhoz
/27kd7 ellenanyag/ viszonyitottam, amely nem gdtolta a

reakciét. Az eredményeket az V. tdbldzat tartalmazza.
4.4.4, Az ellenanyagok mitogén hatdsanak tesztelése

Az ellenanyagok mitogén hatdasdt hdarom kiilonbszd
koncentracidban, négy kiilonbozd donor PM sejtjein vizs-

gdltam, Az alkalmazott ellenanyag koncentracidk az asci-

tesek 20102, 3.10° és 1.10°

~szoros higitdsai Vditak;fémi
az ascitesek dtlagos immunglobulin tartalmét~figyelembe

véve kb, 25/ug/ml, 15 ng/ml és 5 ng/ml Ig kdncen%;éciéé‘

oD
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nak felel meg. Pozitiv kontrollként a T3 antigént fel-
ismerd UCHT1 ellenanyegot haszndltam, ami az irodalom
szerint mdr 1 ng/ml koncentrdcidban is mitogén hatdsi
/Chang,T.7. et al, 1981./. Pozitiv kontrollként hasznil-
tam tovdbbd a fitohemagglutinint /PHA/, 4 ug/ml koncent-
réciéban, A PHA mind a négj kisérletben nagyfoki JH-ti-
midin beéplilést eredményezett /a komplett RPMI-ben in-
kubdlt sejteknédl mérhetd beépﬁiés 20-30-szorosat/, mig
az UCHT1 ellenanyag a négy koziil egy donorndl nem oko-
zott sejtosztéddst., Ennek oka, hogy az egészséges dono-
rok kb. 30%-a lgynevezett "nonresponder', azaz vilasz-
addsra képtelen az IgGl izotipusi UCHT1l ellenanyag mi-
togén hatdsdval szemben /Tax,W.J.l. et al. 1983./. A
"responder" tipusi donorok esetében az UCHT1 ellenanyag
hatdsdra a komplett RPMI-hez képest 5-8-szorosdra ndtt
a 3H—beépiile’s.

A négy kisérlet eredményeként megdllapithatd, hogy
"a vizsgdlt 10 monoklondlis ellenanyag egyike sem mito-
gén hatdsi, egyik alkalmazott koncentrdcidben sem, é€s
fliggetleniil attdl, hogy a donor "responder", vagy "non-

regponder' tipusi volt.
4,4,5, Novényi lektinek mitogén hatdsdnak médositdsa

A kisérletekhez hdromféle novényi lektint hasznil-
tam. A fitohemagglutinin f8leg a segitd T limfocitdk
osztédddsédt indukdlja, a Concanavalin-A &dltaldnos T-sejt
aktivdtor, mig a Pokeweed-mitogén egyardnt hat T és B
limfocitdkra., A PHA a T-sejtek antigén receptordhoz /Ti/

és/vagy a T1l antigénhez kotddik, mint azt két egyiddben
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negjelent ktzleményben leirtdk /Kanellopoulos,J.M. et al.
1985, és 0’Flymn,K. et al. 1985./, Hatdsa a Leu5 jeld,
T11 antigénnel reagélé ellenanyaggal gatolhaté. Ezt
haszndltam a kisérletegben pozitiv kontrollként; dtlago-
san 59%-kal gdtolta a fHA sejtaktivald hatdsdt. A Con-A
receptordul a T3 antigént irtdk le /Kanellopoulos,J.M.
et al, 1985./, &s hatdse T3-mal reagdld monoklondlis
ellenanyagok Fab fragmentjével gdtolhetd. /Az intakt el-
lenanyag magae is mitogén hatdsi lenne./ Ilyen kontrollt
a Con-A-val végzett kisérletekben nem haszndltam. A PWM
receptordara, vagy hatdsdnak gdtldsdra vonatkozdbdan nem
taldlteam irodalmi utaldst, igy a kisérleteket szintén
pozitiv kontroll nélkiil végezten.

A kigérletek meglepd eredményeket hoztak, mivel a
10 ellenanyag koz6tt minddssze 1 volt, amely semmilyen
irdnyba nem médositotta e hdrom mitogén dgens hatdsdt,
Ez az ellenanyag a TNG6-5, A tobbiek egy, kettd, vagy
mindhdrom lektin hatdsdt befolydsoltdk. '

PWM-nel két: kisérletet végeztem, ugyanannak a do-
nornak -70°C-ra lefagyasztott PM sejtjeivel. A két ki-
sérlet azt mutatta, hogy 5 ellenanyag gdtolja a PWil ha-
tdsdt /ITLI3-2 86%~kal, TiD3-1 83%-kal, CCH5-IDT7 60%-kal,
THM4-1 54%~kel, TMB6-5 38%-kal/. Két ellenanyag, jélle-
het magdban egyik sem mitogén hatdsu, fokozta a 3H-timi-
din beéplilést. A negativ kontrollhoz viszonyitva az
ITH8~1 dtlagosan 153%-ra, a T2/53-4 pedig 140%-ra emel-
te a Pl aktivdld hatdsdt. Hdrom ellenanyags/ndl sem
gdtlé, sem fokozd hatdst nem tapasztaltam /ITH12-1/1,
THG6-5, THT-1/.
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Con-A=-val hdrom kiilonbozé donor Pl sejtjein, Ossze-
sen 6t alkalommal ismételtem meg a kisérletet., Az ellen-
anyagokat mindig 200-szoros ascites véghigitdsban hasz~
niltam., A kisérletek 7 ellenanyag hatdsdra nézve adtak
kdvetkezetes eredményt. A mér kordbban emlitett, mdshol
sem hatdsos THG6-5 ellenanyagon kiviil itt & THT-1 is ha-
tdstalannak bizonyult, Az ITi3-2, a THD3-1 és CC5-ID7
er8sen /rendre 93, 89 illetve 87%-kal/, a TiB6-5 koze-
pesen /58%-kal/ gdtolta a Con-A hatdsdt. Ezzel szemben az
ITi12-1/1 jelentds mértékben /dtlagosan 247%-ra/ emelte
a sejtek SH-timidin felvételét, noha magiban nem volt
mitogén hatdsu. A még nem targyalt harom ellenanyegra
nézve az eredmények nem kdvetkezetesek. A Ti4-1 ellen-
anyag két donorndl 200 illetve 275%-ra /édtlag 238%-ra/
emelte a beéplilt izotdp mennyiségét, a harmadik donorral
végzett hdrom kisérletben viszont dtlagosan csak 110%-ra
emelte, amit nem tekintek a hatds fokozdsdnak, Az ITM8-1
"pont forditva, az elsd két donorndl hatdstalan volt /11
illetve 12% gdtlds/, mig a harmadik donorndl 241-251%-ra
/4tlagosan 244%/ emelte a -H-timidin beéplilést. A T2/53-4
az elsd donorndl aktivdtorként miksdstt /223%/, a miso-
dik donorndl hatdstalan volt /5% gdtlds/, a harmadik do-
nor esetében ismét 201-243%-ra /dtlagosan 224%-ra/ emel-
te a Con-A hatdsdt. Ezek az ellentmonddsok valdszinileg
valamilyen, a donorok kozott 1évs kiildnbséggel megyardz-
hatdk, de enunek felderitéséhez tovdbbi kisérletek sziik-
ségesek,

A PHA-val végzett kisérleteket mindig Con-A-val

pdrhuzamosan, azzal teljesen megegyezd korilmények ko-
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zott végeztem, Az ellenanyagok hatdsa is sok esetben
megegyezik, vagy hasonlit a Con-A-ndl tapasztalthoz. Ha-
tdstalannak itt is két ellenanyag bizonyult: a THG6-5 és
a T2/53-4., A Con-A esetében hatdstalen TMT-1 a PHA hatéd-
sdt 51%-kal gitolta. GAtolt tovdbbd az ITH3-2, TMD3-1 és
TMB6~-5 /rendre 42, 37 illetve 38%-kal/. A CC5-IDT7 29%-og
gdtldse kiviil esik ugyan a meghizott BO%éos4haté£on, 082z~
szes t8bbi reskcidja alapjdn azonban valdészinlsithetd,
hogy szintén gétlé hatdsi. Az ITM12-1/1 itt is kdvetke-
zetesen fokozta a mitogén hatdst, dtlagosan 169%~kal.
A TM4-1 és ITM8-1 is majdnem ugyanigy viselkedett., A -
TM4~1 ellenanyag az. elsd két: donor esetén fokozta a ha-
tdst /150%/, a harmadik donor sejtjeinek aktivdlasat
azonben nem befolydsolta /95-125%/. Az ITH8-~1 ellenanyag
&z els8 két donorndl enyhén gdatolta a 3H-timidin beéplilé-
sét /37%-kal/, a harmadik donor sejtjeivel végzett ki-
sérletekben viszont 140%-ra emelte azt., A Con~-A-~hoz ha-
sonldan az eltérések valdszinlleg a donorok kdzotti kii-
1lonbségekkel magyardzhatdk.

A novényi lektinekkel végzett kisérletek eredménye-

it is az V,tdblézat foglalja Gssze.
4,4.6. Epstein-Barr virus okozts blasztosodds gdtldsa

llinden humdn B limfocita rendelkezik EBVereceptor-
ral, a virus kot6dése mégsem jelenti minden sejt transz-
formdciéjiat. Csak a kicsi, nyugvé dllapotban 1évé B sej-
tek, 88t azoknak is csak mintegy 20%-a érzékeny a virus
transzformdlsé hetdsdra., Az érzékenységet befolydsold

fektorok, és a sejtosztédds indukecidjanek pontos mecha-
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"OQ"

Funkeid

Ellen- NK CTL MIC PWM Con=A PHA

anyagok + - + - & ) -

TTM3=2 61 47 52 86 9% 42

TMD3=1 29 47 67 83 89 7

CCH=IDY7 /14/ T1 T2 60 87 /29/

Fii4m1 /17/ /20/ | /-16/ 54  |238/1-2,/3110,5 /1150,y 5 /i112/5 /
donortdl fiuggd donortdél filiggd

ITM12-1/1 /14/ /20/ /2/ /=17/ 247 169

TTHS-1 /-1/ 82 | /-20/ 153 2845 /5 11,y 5 /3405 /5 BT/1 0,/
donortdl flggd donortdl figgd

TG 6-5 38 /11/ /5/ /4/ /=6/ /23/

TMT-1 /24/ /11/ 72 /=22/ /=5/ 51

TMB6=5 30 83 79 38 58 38

22/ 5%4 /21/ 28 /13/ 140 22471 ,3./5 2/2./ F=15#
donortél figgsd

Vetébldzat; Az ellenanyagok hatdsa egyes limfocita funkcidkrae.




nizmusa még nem ismert /&man,P. et al, 1985,, Fingeroth,
J.D. et al. 1984./. A folyamatban a virus kotéséért fele-
18s, és ativdlt B-s"e'jtekré’l eltind B2 /=CR2/ antigénen
kivil més sejtfelszini;fehérjék is szerepet. jadtszhatnak,
Ezért megvizsgdltan, hbgy az ellenanyagoknak ven- e va-
lamilyen hatdsuk az EBV-okozta sejt-aktivdldéddsra.

A kisérletet haromszor ismételtem, 200-gzoros asci-
tes véghigitdst, és ugyanazon donor frissen izolélt, il-
letve -70°C-on térolt Pli sejtjeit haszndlva, A negativ
kontrollhoz /27kd7/ viszonyitva egyetlen ellenanyag ha-
tdsdra sem volt dtlagosan 25%-ndl nagyobb eltérés, tehdt
a vizsgdlt monoklondlis ellenanyagok nem befolydsoljik

a B limfocitdk EBV-okozta aktivdldéddséat.
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5. Diszkugszid

A fenti eredményekbdl kitdnik, hogy a vizsgalt el-
lenanyagok az emberi fehérvérsejtek kiilonbszd csoportja-
in eldforduld, és kiilonbozd funkcidvel rendelkezl anti-
génekkel reagdlnak, Az eredmények részletes elemzése,
értékeldse a hasonld reakcidkat mutaté ellenanyagok cso-

portositdsdval célszerd,

Az ITH3-2, TMD3-1 és CC5-ID7 ellenanyagok mind a
szeroldégiai eredményeket, mind a funkciondlis vizsgdla-
tok eredményeit tekintve nagyon hasonldak. Az altaluk
felismert antigén timuszsejteken /93-100%/, T limfoci-
tdkon /52-88%/, B limfocita+monocita frakcid sejtjein
/41-51%/, tisztitott monocitdkon /56-72%/ és granuloci-
tdkon egyardnt eldfordul. Granulocitdk esetén a sejtek-
nek csak 5%-dn tapasztalhaté erds membranfluoreszcencia,
-de nagyon halvdnyana tobbi sejt /90%/ is reagdl. /A
fluoreszcencia intenzitdsa a t6bbi sejtfrakcid esetén
is heterogén volt, de nem volt ilyen éles kiilonbség,
mint granulocitdkndl./ A hd- rom ellenanyag a két limfoid
leukémia k&ziil csak az egyikkel reagdlt magas szazalékos
ardnyban /CLL I. 80-95%/, a granuloid leukémids beteg
sejtjeinek pedig 32-45%-aval adott reakecidt. A sejtvona-
lakkal végzett vizsgdlatok eredményei is igazoljék, hogy
T limfocitdk /1A3-4/, B limfocitdk /1A EBV, P3HR1l/ és
myeloid sejtek /U937/ egyardnt hordozzdk az antigént.
Nem reagdlt az ellenanyagokkal a CEM /T-sejt eredetd/, a

Raji /B-sejt eredetl/ és a K562 /eretroid/ sejtvonal. A
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funkciondlis vizsgdlatok eredményei szerint ezek az el-
lenanyagok minden vizsgdlt limfocita funkcidt gdtolnak,
Eltérést csak a CC5-ID7 ellenayag mutatott az NK aktivi-
tds és a PHA-val t0orténd T-sejt aktivdlds tesztelésénél:
nem gatolta 25 ill/etvérBO%-nél nagyobb mértékben a re-
: akciétr/l4 illetve 29% gdtlds/. A gdtlds mértéképen ter-
mészetesen a tobbi tesztnél, és a mdsik két ellenanyag
kozott is mutatkoznak eltérések, ennek ellenére az ©sz-
szes eredményt figyelembe véve valdszinlsithetd, hogy a
hdrom ellenanyag ugyanahhoz a sejtfelszini fehérjéhez
kot8dik., Ezt a feltevést alétémaszfja, hogy a hdrom el-
lenanyag timuszsejtek lizdtumdval végzett immunoblotting
kisérletekben nagyon hasonldé molekulatdmegl fehérjékhez
k5t8d5tt /dr.Monostori Eva szdbeli kizlése/. Az antigén
molekulatomege ITH3-2 esetén 170 és 172 kd-nsk, TMD3-1
esetén 162 és 170 kd-nek, CC5-IDT esetén 170 és 177 kd-
nak adédott; mindhdrom esetben két-két csikot jeloltek
az ellenanyagok.

Az antigén megoszldsa a kiilonbozd sejtpopuldcid-
kon, a vizsgdlt limfocita funkcidk gdtldsa és az anti-
gén molekulatomegére vonatkozd eredmények negyon hason-
1éak az irodalombdl Jjé1 ismert LFA-1 antigénrdl leirt
eredményekhez. Mint arrél a 14. oldalon mar szé esett,
ez a két alegységhl8l felépiild molekula szerepet jatszik
a kevert limfocita kultirdban, illetve novényi mitogének
hatdsdra 1étrejovd sejtaktivdldédddsban, valamint az NK és
CTL sejtek mikodésében, Az o« és £ lénccal, illetve ezek
kiilonboz8 epitdpjaival reagdld ellenanyagok hatdsa az

emlitett funkcidkra killonbozd mértékd /Gromkowski,S.H.
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et al., 1985./, koncentrdcié filiggd /Sanchez-Madrid,F. et
al, 1982,/, illetve egyes «-ldnccal reagdld ellenanyagok-
nak az NK aktivitdsra nincs gdtldé hatdsuk /Hidreth,J. C,.-
August,T, 1985./. A szeroldgiai vizsgdlatok eredményét
Ssszevetve az LFA-1 antigénre vonatkozd irodalmi adatok-
kal, a legtobb esetben azonésség tapasztalhatd: ?_és B
linfocitdkon, monocitdkon és timuszsejteken egyarant ki-
mutattdk az LFA-1 antigént, vordosvértesteken azonban nem
fordul eld., A szerz8k nem kdzdlnek ugyan %-os adatokat

az antigén el8forduldsdnak gyskorisdgdra, mégis az dlta-
lam mért 45-58% kevésnek .tinik periférids mononukledis
sejtek frakcidjdban egy minden fehérvérsejt populdcidn
el8forduld antigén esetében., Ez az adat tehdt az LFA-1
antigénnel vald azonositds ellen szdl. Mellette szdlnak
azonban a molekulatdmegre kapott eredmények, amelyek az
antigént az LFA~1 molekula x~alegységével /az irodalmi -
‘adatok alapjan 177-180 kd méretd polipeptiddel/ mutatjdk
"azonosnak,

A meglévl eredmények alapjdn tehdt dgy tlnik, hogy
az. ITHM3-2, a TID3-1 és a CC5-IDT7 ellenanyagok az LFA-1
antigén £-alegységének valamelyik funkciondlis szempont-
b6l fontos epitdpjdt ismerik fel. A reakcidik kozstti el-
térést okozhatja az, hogy mds-mds epitdpot ismernek fel,
vagy mis az antigénhez vald affinitdsuk, vagy a haszndlt
ascitesek és hibriddma feliiluszdk ellenanyag tartalma
klilonbsz8. A vizsgdlatok ismert koncentrdcidéji, tiszti-
tott ellenanyagokkal vald megismétlése, valamint az epif
tépok feltérképezése /kompetitiv-e az ellenanyagok k6t6;\

dése, vagy sem/ ezekre a kérdésekre is vdlaszt ad majd.
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A TM4-1 és ITN12-1/1 ellenanyagokkal végzett vizs-
gdlatok eredményei szintén nagyon hasonldak, A két ellen-
snyag dltal felismert antigén/ck/ a PM sejtek 42 ill, 34,
a nyugvé T limfocitdk 73 ill. 74, a timuszsejtek 43 ill,
T1%-dn, a B+io és $isztitott monocita frakeid sejtjeinek
mindsssze 2-9%-én és s granulocitdk 3-4%-dan fordq;/nak/
el8. Granulocitdkndl itt is tapasztalhatd vols a sejtek
tobbségének igen gyenge fluoreszkidldsa, az ITHM3-2 és
TMD3~1 ellenanyagok reakcidjdhoz hasonldan, jéllehet i-
lyen reakcidét a tobbi ellenanyag és a negativ kontroll
nem mutatott. A CLL I, limfocitdkkal 91 ill., 54, a CLL
II.,~vel 2 ill, 4, a CGL sejtekkel 5 ill. 16%-os reakci-
6t adtak., A megvizsgdlt humdn sejtvonalak kozlil csak a
T limfocita eredetd CEM és 1A3-4 sejtekkel reagdltak. A
funkciondlis vizsgdlatok egy részében mindkét ellenanyag
hatdstalannak bizonyult: NK, CTL és MLC kisérletekben
a gdtlds 25 illetve 30% alatt maradt, Novényi lektinek
ektivdld hatdsdt vizsgdlva azonban a két ellenanyag ko-
z8tt kiilonbségek mutatkoztak. PWM esetében az ITHM12-1/1
nem befolyasolta a H-timidin beépiilést, mig a Ti4-1
54%-0s gdtldst eredményezett., A csak T limfocitdket in-
dukdldé Con-A és PHA esetében azonban mindkét ellenanyag
fokozta a mitogének hatdsat, az ITM12-1/1 mindharom
vizsgdlt donor sejtjeinél, a Ti4-1 pedig csak az elsd
két donor sejtjeinél; Ehhez hasonld jelenséget Ledbetter,
Je.A, és nunketdrsai tapasztaltak & p220 antigénhez kap-
c8018d8 ellenanyagok vizsgdlatakor., A p220 antigén a 18,
oldalon midr emlitett T200 antigén-csaldd legnagyobb mole-

kulatomegi, B limfocitdkon, NK sejteken és a T limfoci-
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tdk egy részén kimutathatd eleme. Egy anti-p220 monoklo-
nidlis ellenanyag szuboptimdlis /0,5’pg/ml/ PHA jelenlé-
$ében a HO-timidin beépiilést 207%-ra emelte, jéllehet
magéban nem volt mitogén hatdsi, €s megvaltoztatta a
sejtek aktivdldddsdnak kinetikdjiat. Az ellenanyag a PHA
kot8désére nem volt hatéssai, hanem a szerzdk kévetkezte=~
tése szerint a p220 antigénhez kotddve befolyésoita /fo-
kozta/ az IL-2-receptor szintézisét /Ledbetter,J.A. et
al. 1985./. Mds, a ndvényi lektinek dltal okozott sejt-
08ztédds mértékét fokozd ellenanyagokrdl nem taldltem
kozleményeket., Az dltalam el84allitott TM4-1 és ITi-12-1/1
ellenanyagok - szeroldgiai reakcidikat figyelembe véve -
nem a p220 antigént ismerik fel, Ven tehdt a T limfoci-
tak feliiletén még egy vagy t6bb olyan fehérje, amely B-
sejteken, monocitdkon és granulocitdkon nem /vagy csak
nagyon kis denzitdssal/ fordul eld, és a T sejtek akti-
valdddsdnak valamelyik lépésében szerepet jatszik, A T1l
"entigén ilyen szerepe igazolt; a hozzd kot46d8 monoklo-
nalis ellenanyagokkal ugyanis egyrészt gdtolhatéd a PHA,
Con-A, PWHl okozta sejtaktivacid, més:észt egyes ellen-
anyagok magukban mitogén hetdsiak /részletesebben 1ld, a
8-9,., oldalon/, és ezen hatdsok feltehetdleg Gsszefiligge~
nek az aktivdldéddshoz sziikséges intracelluldris celt-
szint novekedésének mddositdsdval /Palacios,R. - Marti-
nez-iaza,0, 1982., Gorsg,Gy. et al., 1985./, és az IL-2-
receptor gén aktivdldsdval /FPox,D.A. et al, 1985./. Ha-
sonld médon torténik a T-gejtek aktivaldddsa a T3-Ti re-
ceptor-komplexhez k6t8d8 antigén-sajat HHC molekuldk,

anti-T3 ellenanyagok, vagy novényi lektinek hatdsdra. E
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két antigén esetdben azonban az ellenanyagoknak csak a
mitogén hatdst gdtld szerepét irtdk le, és a szeroldgial
vizsgdlatok eredményei is ellene szdlnak a TM4-~1 és
ITi12-1/1 ellenanyagok T3 vagy T1l antigénnel valé azo-
nositdsanak, R

A THM4-1 és ITH12-1/1 ellenanyagok dltal felismert
antigének tehdt olyan T-sejt specifikus markerek; ame-
lyeknek szerepiik van egyes ndvényi mitogének okozta
sejtaktivdldédasban. Az ellenanyagok vagy a lektin mole-
kuldk kot8dését befolydsoljdk, vagy e kotdédés hatdsdra
1étrejott intracelluldris és/vagy sejtfelszini valtozi-
sokat médositjdk. A meglévd adatok alapjdn ezek a sejt~
felszini fehérjék egyik eddig leirt antigénnel sem azo-

nosithatdk.

Az ITNM8-1 ellenanyag a timusz éejtek 94, a nyugvéd
T limfocitdk 28, a periférids mononukledris sejtek 19%-
aval adott indirekt immunfluoreszcenciaval reakcidt, az
Osszes t6bbi vizsgdlt sejtfrakcidn és leukémids vérmin-

tdn a sejteknek kevesebb, mint 15%-dvel reagdlt. A sejt-

vonalak kozll egyiken sem lehetett az ITH8-1 altal felis-

mert antigént kimutatni. Az ellenanyag az 8sszes szerold-

giai vizsgdlatban a kontrollként haszndlt UCHT 4 /anti-
T8/ ellenanyaggal azonosan, vagy nagyon hasonldan ree-

galt., A funkciondlis vizsgdlatok eredményei is mutatnak

részleges azonossdgot. A citotoxikus T limfocitdk mikodé-

sét az UCHT 4 &dtlagosan 63, az ITiH8-1 82%-kal gdtolta, s

ez. Osszhangban van a T8 antigénnek a citotoxikus T-sejtek

célsejt~felismerésében betsltott szerepérdl kialakult

képpel., Az ITHHB8-1 nem befolydsolta az NK sejtek litikus

- 57 =



aktivitdsdt, és kevert limfocita kultirdban a sejtek ak-
tivdldddsdt. Befolydsolta azonban mindhdrom poliklondlis
mitogén transzformidldé hatdsdt. Con-A és PHA esetében az
elsd két donor sejtjeire hatdstalan volt, illetve enyhén
gétolt /11 illetve 37%/, mig a PVll-nel végzett kisérle-
tekben is haszndlt harmadik donortdl szdrmazd sejtek 3H-
timidin beépitését mindhdrom mitogénnél fokoztau/l40-
244%-ra/. Ilyen hatdst anti-TB'éllenanyagokrél még nem
irtak le. A T8 antigénnel vald azonositds ellen szdl az
is, hogy egyes T8B-specifikus ellenanyagok kevert limfo-
cita kultirdban is gdtlé hatdsinak bizonyultak /pl.
Leu-2, Engleman,E.G. és mtsi. 1981/b./, mig az ITM8-1
nem\gétolta ezt a reakciot.

Az eredményeket Osszegezve, az ITH8-1 egy T-alpopu-
1l4cidé specifikus ellenanyag. Olyan sejtfelszini fehérjé-
vel reagdl, amelynek eld8forduldsa a fehérvérsejteken meg-
egyezik a T8 antigénével, és ahhoz hasonldan szerepet
" jadtszik a citotoxikus T limfocitdk litikus mikodésében.
Szerepet jdtszik tovdbbd a vizsgdlt novényi lektinek dl-
tal okozott sejtaktivdldddasban, méghozzd a TM4-1l anti-
génhez hasonldan donor-fiiggd médon. Elképzelhetd, hogy
az ITM8-1 ellenanyag a T8 molekula egy Uj epitdpjdval
reagdl /eddig két epitdpot, a Leu-2a és Leu-2b epitdpo-
kat irtdk le, Fujimoto,J. és mtsi. 1984./, vagy egy at-
t31 eltérd antigént ismer fel. Ez a kérdés az ITLIB-1 an-

tigén molekulatomegének ismeretében lesz majd eldonthetd.

A TMG6-5 ellenanyag a szeroldgiai vizsgdalatok so-

rdn a kontrollként haszndlt CCl-7, monocita és granulo-
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cita gpecifikus ellenanyaghoz hasonldéan viselkedett. A
periférids vér B+lMo frakcidjdban a sejtek.57%-éval, a
tisztitott monocita frakcidban 80%-kal, és a granulo-
citdk 96%=-4val reagélt,;mig a PM sejtek frakcidjdban 4t-
lagosan csak 27% poziti# reekcidét add sejt volt. A ro-
zetta technikdval tisztitott nyugvé T-sejtek 20%-a a- |
dott reakcidt, de a mitogénnel /PHA és Con-A/ ektivalt
T limfocitdknek csak l-5%-a fluoreszkdlt., A leukémids
vérmintdk koziil csak a CGL, a sejtvonalak koziil pedig
csak a myeloid eredetd U937 sejtek reagdltak magas sza-
zalékos ardnyban /rendre 59 ill.. 77%/. Ezek alapjdn a
T™MG6-5 egy monocitdkon, granulocitdkon és a 11t /ro-
zetta technikdval tisztitott/ sejtek egy csoportjan eld-
forduld markert ismer fel. Az ellenanyag a legtobb funk-
ciondlis tesztben hatdstalannak bizonyult, egyediil a
természetes 618 sejtek litikus aktivitdsdt gatolta 38%-kal.
Az dltalam ismert irodalombhan nem taldlkoztam olyan
monoklondlis ellenanyaggal, amelynek szdveti megoszldsa
és funkciondlis hatdsa a TMG6-5 ellenanyagéval megegyez-
ne. A szeroldgiai oldalt tekintve a 20, oldalon emlitett
MOl /=Mecl =OKMl/ antigénhez 811 igen kozel, mivel ez is
monocitdkon, granulocitdkon és NK sejteken fordul eld,
T és B limfocitdkon nem /Sanchez-ladrid,F., et al. 1983./.
Ez az eantigén az LFA-1l és gp95-150 antigénekkel kozds p-
14dncbdél, és egy egyedi «-ldancbdl all. Aip-lénchoz kapcsoe-
15646 ellenanyagokkal az NK, CTL, IMLC és ndvényli mitogé-
nekkel végzett aktivaldsi kisérletek egyardnt gdtolhatdk,
mivel a.p-lénc nem csak monocitdkon, granulocitdkon, és

NK sejteken, henem mads x-ldncokhoz kapcsoltan T és B lim-
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focitdkon is megtaldlhetd /Sanchez-iadrid,F. et al. 1983./.
A 101 antigén x-ldncdhoz kapcsolddd HS5A4 ellenanyag nem
volt hatdssal a PHA-val torténd transzformdcidra, a kevert
limfocita kultirs sejtjeinek aktivaléddsdra, és NK illetve
CTL reakcidban a célsejtek lizisére, egyediil a CR, aktivie
tdst /C3bi komplement komponens k&t8dést/ giatolta TO%~kal
/Hildreth,J.E.K, - August,J.T. 1985./. A CR, elbivib4s
Kilonbsz8 mértékli gatldsdt kiilonbszb «-ldnc specifikus
ellenenyagokkal mds szerzé is leirta /Sanc-hez-Madrid,F

et al. 1983./. Az &ltala haszndlt hdrom ellenanyag /OKMI1,
OK!19 és OKW1l0/ a MOl antigén «~ldncdnak kiilonbszd epitdp-
jeit ismeri fel /Talle,M.A. et al. 1983.,/, és kicsit el-
tér8 hatdsi. A tobbi monocita, és granulocita épecifikus
ellenanyaggal foglalkozdé cikk &dltaldban az ellenanyagnak

a kemotaxisra és a fagocitdzisra gyakor;lt hatdsdt vizs-
gilje, NK aktivitdst nem tesztel. Mindezek miatt a TMG6~5
ellenanyag tovabbi vizsgdlatdt egyrészt a monocitdkra és
‘granulocitdkra jellemzd funkcidk /CR3faktivités, kemota-
xis, fagocitdzis/ teriiletén kell folytatni, midsrészt mo-
lekulatomegének meghatdrozdsa nyujthat majd segitséget eaz
irodalmi adatokkal vald Osszevetésben, Egyeldre nem zir-
haté ki, hogy a MOl antigén «-ldncdénak valamely epitdp-~
jdt ismeri fel, de ezt csak a szdveti megoszlds azonossé-

ga tdmasztja ald,

A TIT-1 és TiB6-5 ellenanyagok a szeroldgiai vizs-
galatok sordn szinte mindig azonosan viselkedtek, egyediil
a K562 eritroid sejtvonalon adott 95 illetve 0%- os re~

akcidéjuk mutatta, hogy nem ugyanazt az antigént ismerik
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fel. ¥Mindkét antigén T és B limfocitdkon egyardnt ell-
fordul magas, 65-100%-0s aranyban. A TMT;l antigént a
K562 sejtvonalon is ki lehetett mutatni. A két ellena-
nyag dltal felismert antigének kiilonbozdségét a funkcio-
ndlis vizsgalatok eredﬁényei is mutatjdk. A TMT-1 ellen-
anyag a kevert limfocita reakcidt 72%-kal, a PHA_okozta
transzformdcidt 51%~kal gdtolta, a tabbi.tesztben a giat-
lds 25% alatt maradt. Mivel az antigén minden fehérvér-
sejt populdcidn eld8fordul, a tovdbbi vizsgdlatokat ér-
demes a PWM-mel torténd aktivdldson, és az EBV-vel vald
transzformdldson tUil mds B limfocita, valamint monocita
és granulocita funkcidk tesztelésére is kiterjeszteni.
Az eddigli eredmények alapjdn nem tudtam a THMT-1 antigént
a mdr ismert, fehérvérsejteken dltaldnosan eld8forduld
markerek /LFA-1, T200 antigén-csaldd, gp95-150/ valame=-
lyikével azonositani.

A funkciondlis vizsgdlatok eredményeit tekintve, a
TilB6~5 az elsbként tdrgyalt ITH-3-2, THD3-1 és CC5-ID7
ellenanyagokhoz hasonlit, azaz minden vizsgdlt funkcidt
gdtol. Hogy azokkal nem azonos antigént ismer fel, azt
elsSsorban a CEM és Raji sejtvonalakon végzett indirekt
immunfluoreszcencids eredmények mutatjdk: a THMB6-5 ezek-
kel is 94-100%~-0s reakcidt adott, mig az elsd hdrom el-
lenanyag nem reagdlt velilkk. A periférids vérbdl izoldlt
sejtfrakcidkon is a reakcid szdzalékos aranya dltaldban
magasabb, és a fluoreszcencia intenzitdsa egyenletesebb
és erdsebb volt. Az ellenanyag K562 sejtekkel nem reagdl.

A szeroldgiai és funkciondlis kisérletek eredménye-

it Osszevetve az irodalmi adatokkal a TiIB6~5 ellenanyag
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reakcidéi az LFA-1, MOl és gp95-150 antigénekbdl 4116
csalad kazas/e-alegységének reakcidival és szoveti meg-
oszldsdval tlnnek azonosnak. Mint arrdél az 59. oldalon
mdr szé volt, ez a polipeptid minden fehérvérsejt cso-
porton kimutathatd, és az altalam vizsgdlt limfocita
funkcidk kozil az NK és CTL mikodésben, a kevert limfo-
cita reakcidban és a PHA-val térténd sejt-aktivéiésban
szerepet jdtszik /Hildreth,J.E;K.-August,T. 1985./. A
Con-A és PYM lektinekkel eldidézett sejtosztddds gdtla-
sdra nem taldltam utaldst. A szoveti megoszlds alapjan
az ellenanyag I.osztdlybeli MHC fehérjéhez is kdtddhet,
de az azokhoz kot3d56 monoklondlis ellenanyagoknak a
TMB6-5 ellenanyagéhoz hasonldé funkciondlis hatdsdt még
nem irtdk le., Osszegezve az eredményeket, a TMB6-5 az
ismert dltaldnos fehérvérsejt antigének kozill az LFA-1,
MOl és gp95-150 antigének kbzéslg-alegységével tlinik
azonosnak. Ezt az azonossdgot azonban csak az antigén

" molekulatdmegének meghatdrozdsdval lehet majd igazolni,

vagy cafolni.

A T2/53-4 ellenanyag dltal felismert polipeptid a
Pl sejtek 55, a nyugvé T limfocitdk 58, a B+Mo frakcid
sejtjeinek 43, tisztitott monocitdk és granulocitdk 93
illetve 95%-dn fordul eld. A leukémids betegekt8l szdr-
mazd sejtek koziil a CGL mintdan adott az ellenanyag leg-
magasabb reakcidt /67%/, mig a két CLL sejtmintdval csak
20 illetve 10%-ban reagdlt. A sejtvonalak kozil egyediil
a P3HR1 B-sejtvonal nem hordozza az antigént, a tobbinek

54-100%-3n kimutathatdé. Ezek szerint a T2/53-4 ellena-
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nyag egy olyan antigénnel reagdl, amely a T és B limfo-
citdk egy csoportjdra, valamint monocitikra és granulo-
citdkra jellemzd. Aerllenanyag a funkciondlis vizsgd-
latokban csak a Con-A és a Pill transzformdld hatdsat mé-
dositotta. Con-A esetében a vizsgalt harom donor kdzil
kettdnél, az elsd és a harmadik sejtjeinél fokozta az
izotép bedpiilést /223 illetve 224%-ra/, mig a misodik
donor sejtjeinél nem befolydsolta az aktivaldddst /5%
gdtlds/. A PiM-mel vald aktivdlast a harmadik donor
sejtjeivel végeztem, s az ellenanyag ennek a lektinnek

a hatdsdt is fokozta, 140%-ra emelve a 3H—timidin beé-
piilést. PHA-val torténd aktivélés esetén az ellenanyag
mindhdrom donorral végzett kisérletben hatdstalan volt.
Dr.ilonostori Eve eredményei szerint az ellenanyaggal ti-
muszsejtek lizdtumdbdl, immunoblotting technikdval, hd-
rom kozeli molekulatomegl csik jelolhetd: 96, 113 és

129 kd. A T2/53-4 ellenanyag dltal felismert antigén
tehdt meglehetdsen elterjedt a kiilonbozd fehérvérsejt
populdcidkon, de funkciondlis szerepét csak egyes ndvé-
nyi lektinek d1ltal okozott sejt-aktivdldddsban lehetett
kimutatni. Ez a hatds, a TiH4-1 és ITMB-1l ellenanyagok
hatdsdhoz hasonldan donor-fiiggének bizonyult. Ismerete-
im szerint az irodalombaﬁ leirt antigének koziil egyre
sem jellemzd a T2/53-4 -re megismert szoveti eldfordulas,

funkciondlis szerep és molekulattmeg.

Mint lattuk, az ellenanyagok altal felismert anti-
gének eld8forduldsi mintdzata a kiilonbszd fehérvérsejt

csoportokon meglehetdsen vdltozatos. Vdltozatos a vizs-
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gdlt limfocita funkcidkra gyakorolt hatasuk is, de fel-
tinden sok ellenanyag mdédositotta a nﬁvéﬁyi lektinek
sejt-aktivdld hatdsdt. Ennek oka lehet, hogy a névényi
lektinek feltehetden nem csak egyféle receptorhoz k5tdd-
nek a sejt feliiletén, még ha egy-egy molekuldnak /pél-
ddul PHA esetén a T1ll antigénnek/ kitiintetett szerepe
is van a folyamatban. A k6t8désben résztvevd glikopro-
teinek részlegesen dtfedhetnek a kiilonboz8 lektinek ese-
tén, igy eld8fordulhat, hogy egy-egy membranfehérjéhez ko-
t8d8 ellenanyag tobb mitogén dgens hatdsdt is megvdltoz-
tatja. Rdaddsul a sejtek aktivdldddsa soklépéses, bonyo-
lult folyamat, a sejt szdmos anyagcsere folyamataban okoz
vdltozdst, és bdrmely ellenanyag hatdssal lehet ra, amely
ezen lépések valamelyikét gdtolja, vagy fokozza. Az dl-
talam vizsgdlt ellenanyagok, kiilénGsen az irodalombdl
eddig nem ismert, aktivdldé hatdsa TH4-1, ITM12-1/1,
ITLB-1 és T2/53-4, értékes reagensek lehetnek a lekti-
nek okozta sejt-aktivdlds tovdbbi kutatdsaban.

Erdekes a TM4-1, ITM8-1 és T2/53-4 ellenanyag mi-
togén hatdst fokozd tulajdonsdgdnak donor-fiiggése. A kii-
lonbségeknek ezesetben valdszinlleg nem az ellenanyagok
izotipusa az oka /mint azt az anti-T3 ellenanyagok mito-
gén hatdsa esetén kimutattdk/, mivel mindhdrom ellena-
nyag I1gG, tipusi. Az ITH12-1/1 is IgG, tipusd, és ennek
hatdsa mindhdrom vizsgdlt donor esetén azonos volt, te-
hat nem valdszind, hogy a donorok az IgGy tipusu ellen-
anyag-kotd képességben kiilonbdztek volna. Az eltéréseket
a donorok kdzott meglévd mds, eddig még nem ismert kii-

lonbség okozhatja. A jelenség felderitésére sok tovabbi
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donor sejtjeinek vizsgdlatdra lesz szilkkség, elemezve,
hogy a kiilonbszd8 reakcidt add donorok sejtjei milyen mds

tulajdonsdgokban kiilonbdznek egymdstdl.
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6. Osszefoglalds

A sejtfelszini differencidldéddsi markerek monoklo-
nidlis ellenanyagokkal tdrténd vizsgdlata 4j utakat nyi-
tott meg az immunrendszer mikddésének €s szabdlyozdsd-
nak megismerésében. A technikdt az MTA SzBK Genetika
Intézetében is évek dta alkalﬁazzék. Az 4dltalam elddlli-
tott és kordbbi fuzidkbdl szdrmazd monoklondlis ellena-
nyagokkal végzett munka sordn tiz ellenanyag részleges
jellemzését végeztem el. Meghatdroztam az ellenanyagok
4ltal felismert antigének el8forduldsdt periférids vér-
b8l izoldlt sejtfrakcidkon, leukémids betegek vérébdl
izoldlt fehérvérsejteken és kiilonbsz8 eredetd humdn
sejtvonalakon. Megvizsgdltam, hogy a sejtekhez k5t8ds
ellenanyagok befolydsolnak-e egyes limfocita funkcidkat.
Az eredményeket az altalam ismert irodalmi adatokkal Gsz-
szevetve értékeltem. Hat ellenanyag esetében tudtam a
mar ismert ellenanyagok jellemzlivel parhuzamot vonni,
és az dltaluk felismert antigént feltételesen valamelyik
ismert sejtfelszini markerrel azonositani: ITM3-2, TMD3-1
és CC5-ID7 2 LPA-1 antigén «-alegységével, ITHS-1 2 T8
antigénnel, TLIG6-5 2 ol antigén <-alegységével és TLB6-5
I LPA-1, MOL és gp95-150 antigének kizds g-alegységével.
Az azonossdg igazoldsdra azonban tovdbbi kisérletek, a
legtobb esetben az antigén molekulatomegének meghataro=-
zdsa, sziikkségesek. Négy ellenanyag reakcidihoz hasonldt
nem taldltam a kdzleményekben. Ezek k&zlil harom, a Ti4-1,
az ITM12-1/1 és a T2/53-4 ellenanyag egyes novényi lek-

tinek sejt-aktivdld hatdsdt fokozza, ami Ugy tlnik, ke~
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véssé ismert jelenség, illetve a TMT-1l ellenanyag a T
limfocitdk aktivdldddsdt gdtolja kevert limfocita kul-
tirdban és PHA jelenlétében,

Az elért eredményeken tUl az elfdllitott monoklo-
ndlis ellenanyagok hasénos reagensek lehetnek a tovabbi
kutatdsok sordn, és némelylknek kdzvetlen gyakorlati al-
kalmazdsdra is lehet8ség van. A TH4-1 /T limfocita spe-
cifikus/, az ITH8~1 /T alpopuldcid specifikus/ és a
TMG6=-5 /monocita és granulocita specifikus/ ellenanyagok
példdul alkalmasak a fenti sejttipusok azonositdsdra és
tiszt{tdsdra, felhaszndlhatdk az immun- €s vérképzl-szev=-
vek szdveti felépitésének vizsgdlatdra, leukémids megbe-
tegedések tipizdldsdra stb., Egyes ellenanyagokkal jelen-
leg is folynak kisérletek az MTA SzBK Genetika Intézeté-

ben,
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Koszonetnyilvdnitds

Koszonettel tartozom a munkdm sordn nyujtott szak-
mai irdnyitdsért és segitségért dr. Monostori Evdnak,
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ellenanyagokat és egyes antigének molekulatomegére vo-

natkozd eredményeket.

Koszonetet mondok Alfoldi Lajos professzorhak, és
a Kébdnyai Gydgyszerdrugydr Mikrobioldgia Kutatd Labora-
tériuma vezetdinek, akik lehetdvé tették, hogy a munka
kisérletes részét az MTA Szegedi Bioldgiai Kozpontjanak

Genetika Intézetében végezhessem.

A munkdt az Orszdgos Miszaki Fejlesztési Bizottsig

egy Osztondijjal tdmogatta.
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A dolsozatban szerepld fontosabb differencidldddsi mar-

kerek jegyzéke

Antigén |[Egyéb el- | CD Eléforduldas a |Ref. sor=-
neve nevezései besorolds|periféridn szama,
Bl CD 20 pan-B 60,
B2 EBVR,C3dR CD 21 B alcsoport 60,
B4 CD 19 pan-B 60,
BB=1 akt. B 86,
B-LAST 1 akt, B 82,
it Leul CD 5 pan-T, B-CLL 11.
T3=Ti Leud CD 3 pan-T 56
18 Leu?2 CD 8 Toitotox,’NK T3
T1l LFA=2,Leub CDh 2 pan-T, NK 38,
CD44 Tcitotox.’NK 9.
HIVK-1 Leu7 NK alcsoport 1.
NKP-15 Leull CD 16 pan-NK TO.
MOL lacl,OKML CD 11 lo, NK 83.
L1102 CD 14 Mo 83,
1105 oy, Gre 83.
1106 Mo, Gre 83.
Tac IL-2R CD 25 akt. B,T,NK 84,
ICAI-1 T4,
LFPA-1 5.
dltaldnos
LFPA=3 75
limfocita
T200 64,
antigének
gp95-150 8e
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Roviditések jegyzdéke

BCGF

CD

CGL
CLL
Con-A
CTL
DIISO
EBV
ELISA
Fab

Fe

2-aminoetil—izotiouronium-bromid

B-cell growth factor, B-sejtekre haté ndveke-
dési faktor

cluster of differéntiation, a jol jellemzett
sejtfelszini fehérjék csoportjainak jeltlésére
krdnikus granuloid leukémia

krdénikus limfoid leukémia

Concanavalin-A, novényi lektin

citotoxikus T limfocita

dimetil-szulfoxid

Epstein-Barr virus

enzyme;linked immunosorbent assay

az immunglobulin molekuldk papainos emésztése=-
kor képzdd8 N-termindlis darab

az immunglobulin molekuldk papainos emésztése-
kor képz8d8 C-termindlis darab

foetal calf serum, magzati borji-savd
fluoreszcein~izotiociandt

granulocita

hipoxantint, aminopterint és timidint tartal=-
mazdé szelektdld tédpfolyadék
hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz
torma-peroxidaz

immunglobulin-~D

immunglobulin-G

immunglobulin-i

interleukin-2, novekedési faktor
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LIHC

MLC

PM

Pl
SDS

vvi

major histocompatibility complex, £4 szdveti
osszeférhetfségi génrendszer '

mixed lymﬁhocyte culture, kevert limfocita
kultura

monocita

natural killer, természetes 618
polietilénglikol

phitohemagglutinin, ndvényi lektin
periférids mononukledris sejt

protein-A

pokeweed mitogen, novényi lektin
natrium-dodecil-szulfat

vorosvértest
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