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A PhD ERTEKEZES TEZISEI

1. BEVEZETES

Az immunrendszer a torzsfejlodés soran a sajat és a testidegen anyagok
megkiilonboztetésére differencialédott. A magasabbrendd gerincesek, az
eml6sok és a madarak limfocitai, az immunrendszer antigénspecifikus sejtjei,
antigénstimulacié hatasara aktivalodnak, végrehajto sejtekké fejlodnek és igy
vesznek részt az immunvalaszban, a korokozok és az idegen antigént hordozo
sejtek elpusztitasaban. A cellularis immunvalaszt biztosito, timusz eredetd T
limfocitak antigénspecifikus receptorai (TCR) az antigént bemutaté sejtek
feluletén megjelen6, a fé6 hisztokompatibilitasi kompex (MHC) molekulaival
kapcsolédott immunogén peptideket ismerik fel, az antigén kotését és az ezt
kovetdé jelatviteli folyamatot, legalabb nyolc fehérjelancuk egymassal
osszerendezett mikddése révén valositjak meg. Mig a T sejt receptor variabilitast
mutaté o és B lancainak funkcidja az antigén specifikus kotése, a CD3 komplex és
a ( csalad lancai a jelatvitelben vesznek részt.

A T sejt aktivacio folyamatanak megismeréséhez nagymértékben hozzajaruinak a
sejtfelszini receptorokkal kapcsolodé monoklondlis ellenanyagok. Az
ellenanyagok a receptorokhoz kotédve altalaban a természetes ligand kotését
koveté biokémiai folyamatokat valtanak ki. A CD3 molekulaval kapcsolédo
monoklonalis ellenanyagok a CD3 komplex ¢ lanc extracellularis részét ismerik
fel, kotodésitk az antigénkotodés altal elinditott folyamatokhoz hasonlo
eseményeket valt ki. Az érett T sejtek esetében a TCR antigénkotése, vagy a CD3
specifikus monoklonalis ellenanyag kapcsoldodasa eredményezhet

sejtdifferencialodast és proliferaciot, de hosszantarté valaszképtelenséget,
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anergiat is, attél fiiggéen, hogy a sziikséges masodlagos, (ko-stimulaciés) jelek
rendelkezésre allnak-e.

Egy ilyen masodlagos jelet szolgaltat a Leukocita Kozés Antigén (CD45), a
transzmembran tirozinfoszfatazok molekulacsaladjaba tartozé enzim, mely
tirozinfoszfataz aktivitasa révén szabalyozza a T sejt aktivaciéo korai fazisaban
szerepet jatszoé tirozin kinazokat, a p56'*-t és a p59”"-t. A molekulanak legalabb
négyféle izoformaja ismert, melyek létrejotte az extracellularis régié elsédleges
szerkezetének varialoédasabol adodik, amit a prekurzor mRNS “alternativ
splicing”-ja okoz.. A kiilonb6z6 molekulatomegi izoformak exonspecifikus
epitopot felismeré monklonalis ellenanyagokkal jellemezheték, segitségiikkel a
CD45 molekula sejtfelszini régidjanak T sejt aktivalasban betdltott szerepe
vizsgalhato.

Szamos, az immunvalaszben résztvevé sejtfelszini molekula, igy a T sejt antigén
receptor, a Leukocita Kozos Antigén az emberi leukocitak mellett az eml6sok
immunsejtjein is altalanosan el6fordulé molekulak. Ezen funkcionalis markerek
fehérje szintd konzervaltsaganak vizsgalata a kiilonb6z6 fajokban homolég
molekulak szerkezetének és funkciojanak Osszehasonlitasara ad lehetoséget, a
konzervalt régidk nukleotid szinti vizsgalata az immunvalasz evoluciéjanak

megismeréséhez jarulhat hozza.

2.CELKITUZESEK

2.1. A Leukocita K6z6s Antigén sejtfelszini régié szerepének vizsgalata a T sejt
aktivalasi folyamatban.
2.2. A torzsfejlodés soran allandosult fehérje szekvencak vizsgalata az

immunvalaszban alapveto szerepet jatszo leukocita sejtfelszini markereken.
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2.21. A T sejt receptor-CD3 komplex filogenetikailag konzervalt régiéjanak
vizsgalata.
2.2.2. Az immunvalaszban résztvevdo, a torzsfejlodés soran allandésult
strukturakat azonosité6 monoklonalis ellenanyagok eloallitasa.
2.2.3. Az emlosok filogenetikailag konzervalt leukocita sejtfelszini markereinek
vizsgalata.
2.3. Az allandésult sejtfelszini markerek kapcsoltsagi csoportokhoz rendelése.
24. A szarvasmarha immunrendszerét elemeire bonté, az allatorvosi

diagnosztikaban jol hasznalhaté monoklonalis ellenanyagpanel 6sszeallitasa.

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

3.1. Kisérleteinkben a CD45 molekula kilonb6z6 izoformainak a T sejt
aktivacioban betoltott szerepét, nevezetesen a CD3 molekula £ lancan és a CD2
molekulan keresztiil kivaltott T sejt aktivacio korilményeit vizsgaltuk. Az € lanc
extracellularis régiéjan lévo epitopot felismeré monoklonalis ellenanyaggal (OKT-
3) az emberi T limfocitak makrofagok jelenlétében aktivalhatok, proliferaciora és
interleukin-2 (IL-2) termelésére birhatok. A tisztitott T limfocitak szamara csak
szilard fazishoz, pl. a szovettenyészté edény feliiletére kotott ellenanyag
szolgaltat megfelel6 aktivacios jelet. A CD45 molekula vizsgalt izoformai, a CD45,
CDA45RA és CDA45RO epitopok specifikus monoklonalis ellenanyagokkal torténé
keresztkotése a T sejtek proliferacidjanak és IL-2 termelésének fokozédasat (ko-
stimulacié) eredményezte. Ez a hatas azonban csak akkor érvényesiilt, amikor
mind a CD3, mind a CD45 ellenanyagok szilard fazishoz, makrofagok jelenlétében
azok Fc receptoraihoz, tisztitott T sejtek esetén a szovettenyésztd edény

polisztirol feliiletéhez voltak kotve. llyen koriilmények kozott a leukocitak
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proliferaciéja lényegesen emelkedett a CD45 keresztkotést nem tartalmazo
kontrollhoz képest. A proliferacié fokozédasa minden esetben egyiitt jart a T sejt
osztédast serkentd citokin, az interleukin-2 (IL-2) termelédésének fokozédasaval.
Ebbél arra kdvetkeztethetiink, hogy mind a TCR/ICD3 komplexen, mind a CD2
antigénen keresztiil kivaltott T sejt aktivalodasi folyamatot a CD45 izoformakon
sejtbe juté jelek pozitivan szabalyozzak. Az a medfigyelésiink, hogy a CD45
antigén kiilonb6z6 izoformai csak keresztkotott allapotban képesek a CD3
molekulan keresztiil torténé aktivacios utat befolyasolni, a molekula
extracellularis részének receptor funkcidjara enged kovetkeztetni, végleges
bizonyitékot azonban csak a természetes ligand megtalalasa jelenthet.

3.2. Munkank soran T sejt receptor-CD3 komplex e-lancanak filogenetikai
konzervatizmusat vizsgaltuk. Kiilonb6z6 emlés és madarfajokban az € lanccal
homolég molekuldkat kerestiink szerolégiai médszerekkel. Kisérleteinkben az
emberi CD3 ¢ lanc intracelluldis régidjaban a 156-168 aminosav szekvenciat
felismeré ellenanyagot alkalmaztunk. Vizsgalataink szerint az ellenanyag
szarvasmarha, bivaly és sertés nyirokcsomékban szintén T sejtes zoénakkal
reagal, mig a B sejtes follikulusokkal nem, kivéve néhany szétszértan
elhelyezkedé sejtet, melyek valészinileg a B sejtes zénaban elhelyezked6 segit6
T sejtek. Madarban, a hazityuk Iépébd6l szarmazé szdvettani metszeten, szintén a
nem fest6do follikulusok kortili extrafollikularis régiok, a T sejtes zénak, mutattak
erés reakciét. A madarban torténé B sejt fejlodés kozponti szervében (Bursa
Fabricii), szinte kizarélag negativ sejteket talaltunk. Biokémiai vizsgalataink is
alatamasztottak a szovettani eredményeinket. Az ellenanyag amellett, hogy a
nyirokszervekben kizarélag T-sejt régiokkal reagalt, a vizsgalt fajokban kozel
azonos, (19-20 kDa) molekulatomegi fehérjét ismert fel. A madar és eml6s
nyirokszévetek immunhisztolégiai és biokémiai vizsgalatanak eredményeként arra

a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az emberi T sejt receptor molekula sejtfelszini
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kifejez6désében és a jelatvitelben jelentés szerepet jatszé CD3 e lanc az
emberben, a szarvasmarhaban, a bivalyban, a sertésben és a hazityukban
nagyfoku konzervatizmust mutat. Sz6vettani vizsgalatainkat kiterjesztettiik mas,
taxonémiailag tavol all6 emlds, madar, hiillé és kétélta fajokra is. Kisérleteink
soran az irodalomban el6szor azonositottuk a madar CD3 € molekulat. A madarak
és eml6s6k szdveti mintaiban minden esetben igazoltuk az € lancban lévé k6z6s

struktarat, mig a hiillék és a kétéltiek esetében nem kaptunk szoveti festédést.

3.3.. Az emlésbk immunvalaszaban résztvevo, az evolucié soran konzervalt
epitopokat kerestiink szerolégiai médszerekkel szarvasmarha, bivaly, juh, teve,
sertés és emberi limfocitakon 298 monoklonalis ellenanyag felhasznalasaval.
Ezek egy részét a laboratériumunkban eléallitott, kér6dzé fajok leukocita
antigénekkel kapcsolédé monoklondlis ellenanyagok képezték. A kiilénb6z6
fajokbdl izolalt periférias vér mononuklearis sejteken az ellenanyagok altal
felismert struktirak megoszlasat FACS analizissel vizsgaltuk, a konzervativ
epitopok  biokémiai azonositasat Western-blot analizissel végeztik.
Eredményeinkbél egy olyan filogenetikai fat alkottunk, amely a vizsgalt fajok
immunsejtjein l1évé sejtfelszini markerei k6zott fennallé szerolégiai rokonsagot
mutatja be. A kézel haromszaz ellenanyagbdl 13 ismert fel filogenetikailag er6sen
konzervalt extracellularis epitépot.. A homolég molekulakon lévé epitopokat
felismeré monoklonalis ellenanyagokat clusterekbe (Cluster of Differentiation,
CD) soroltuk. Az altalunk azonositott konzervalt epitopok nagy része a sejt-sejt
kolcsonhatasokban, CD29 (intergrin b1 ), CD44, CD81 (TAPA-1) MHC-l, MHC-Il és a
sejtadhéziéos folyamatokban CD11a, CD41, CD62L résztvevé molekulakon
talalhaté. A kilonb6z6 fajokban azonositott, a torzsfejlédés soran allandésult
régiok vizsgalata elméleti és gyakorlati jelentéséggel bir. Egyrészt el6segiti a

védekezési mechanizmusok ko6zos elemeinek megismerését, masrészt az



6
allatorvosi  gyakorlatban  széleskorien  alkalmazhaté  diagnosztikumok

kifejlesztését teszi lehetové.

3.4. Ellenanyagaink CD besorolasat, azaz antigénspecificitasuk alapjan torténé
azonositasat a “Third Workshop on Ruminant Leucocyte Antigens” nemzetkozi
férum is megerésitette. igy lehetové valt, hogy kromoszémakhoz, vagy mar létez6
kapcsoltsagi csoportokhoz térképezzilk az azonositott leukocita antigéneket
kédolé géneket, illetve a szarvasmarhaban és a bivalyban egymassal homolég
kromoszémakat keressiink. Horcsog fibroblaszt sejtvonal és bivaly leukocitak
fauziéjanak eredményeként létrejott hibridsejt vonalakban vizsgaltuk a bivaly
leukocita antigének expressziéjat. A kisérletekben 35 szomatikus sejt hibrid
vonalat és bivaly, valamint szarvasmarha leukocitakat jellemeztiink negyven
szarvasmarha és bivaly leukocitakkal reagalé ellenanyag felhasznalasaval. A
hibridsejteken aramlasi citometrias vizsgalattal meghataroztuk egy-egy
sejtfelszini antigén jelenlétét vagy hianyat. Kapcsoltsagi csoportokat hoztunk
létre részben a leukocita antigének, részben pedig egyes leukocita antigének és
egyéb bivaly eredeti kapcsoltsagi csoportok és a leukocita antigének k6zo6tt. Hat
kapcsoltsagi csoportot talaltunk, tovabba harom markercsoportot mar létezé
kapcsoltsagi csoporthoz térképeztiink. A bivaly leukocitakon és a hibridsejteken
végzett immunoblot analizis eredményeinek 6sszehasonlitasa azt mutatta, hogy a
hibridsejteken kapott szerolégiai reakciok az antigének expresszidjanak, nem

pedig véletlen keresztreakcioknak az eredménye.

3.5. A kérédzék leukocita antigénjeivel kapcsolodé monoklonalis ellenanyagokbdl
olyan ellenanyag panelt allitottunk el6, mely a kiilonb6z6 tipust immunsejtek, a B
és T limfocitdk, monocitak, makrofagok, granulocitak, vorosvértestek és

vaszkularis endotelias sejtek azonositasara alkalmas.



4. TUDOMANYOS EREDMENYEK OSZEGZESE

4.1. Kimutattuk, hogy a Leukocita Kozos Antigén izoformai pozitivan
szabalyozzak a T sejt aktivaciot, a kiilonb6z6 izoformakat azonosité monoklonalis
ellenanyagok fokozzak a sejtek proliferaciojat és interleukin-2 termelését.

4.2. Az emberi, szarvasmarha, bivaly, sertés és hazityuk limfoid szoveteinek
vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a T sejt receptor-CD3 komplex epszilon
lancanak egy régioja filogenetikailag konzervalt.

4.3. Az immunvalaszban résztvevo, a filogenezis soran allandésult strukturakat
azonosité monoklonalis ellenanyagokat allitottunk elo.

4.4. Az egymassal analég leukocita alpopulaciokat azonosité ellenanyagok
segitségével olyan filogenetikai fat alkottunk, amelyen a leukocita antigének
rokonsagi foka jol 6sszevetheto a vizsgalt fajok kozotti filogenetikai tavolsaggal.
4.5. Vizibivaly leukocita sejtfelszini markereket kapcsoltsagi csoportokhoz
rendeltiik.

4.6. A szarvasmarha leukocita antigénekkel kapcsolédé monoklonalis
ellenanyagokbdl olyan ellenanyagpanelt allitottunk elo, amely az allatorvosi

gyakorlatban jol haszalhaté az immunrendszer sejtjeinek azonositasara.
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