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1, Bevezetés

Mint minden sejt, az emberi fehérvérsejt is fehér­
jék sokaságát hordozza membránjában. Ezek a polipepti- 

dek - sok egyéb funkció mellett - részt vesznek a szer­
vezetbe került idegen részecskék és molekulák /antigé­
nek/ felismerésében, a sejtkölcsönhatásokban, különböző 

molekulák /immunglobulinok, hormonok, más biológiailag 

aktív anyagok stb./ megkötésében és az immunrendszer 

effektor funkcióiban. Megismerésük tehát elvezethet az 

immunrendszer működésének és szabályozásának megértésé­
hez.

Ha intakt sejteket egy más faj egyedébe juttatunk, 

a sejt fehérjéi immunválaszt váltanak ki, és specifikus 

ellenanyagok termelődését indukálják a szervezetben. Az 

így termeltetett immunszérumok már hosszú évtizedek óta 

fontos eszközei a sejtfelszíni antigének kutatásának. A 

hibridóma technika felfedezése azonban minőségileg új 
utakat nyitott meg. Ma már világszerte monoklonális el­
lenanyagokat használnak az emberi immunrendszer működé­
sének és szabályozásának megismerésére, a vérképző szer­
vek és az immunrendszer megbetegedéseinek klinikai vizs­
gálatára.

Munkám célja a humán immunválaszban résztvevő sej­
tek egyes sejtfelszíni fehérjéinek szerológiai és funk­
cionális vizsgálata volt, monoklonális ellenanyagok se­
gítségével.
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2. Irodalmi áttekintés

2.1. A monokionális ellenanyag technikáról

Még a viszonylag egyszerű antigének is általában 

számos különböző antigén-determináns csoportot, epitó- 

pot, hordoznak, s így egy sor különböző ellenanyag ter­
melődését indukálják az immunizált szervezetben. Ameny- 

nyiben ép sejtekkel végzünk immunizálást, sokféle fe­
hérjét juttatunk a szervezetbe, így a keletkezett szé­
rum sokféle ellenanyag keverékét- tartalmazza. Már régó­
ta használták ezeket a polispecifikus szérumokat a kuta­
tásban, amikor még mindig vitatott kérdés volt;, hogy e 

polispecifikusság sokféle sejt monoklonális, vagy az 

egyes sejtek poliklonális válaszának eredménye-e. Erre 

csak az utolsó három évtized kutatási eredményei adtak 

választ. Burnet klónszelekciós elmélete /Burnet,Р.Ы. 
1957./ szerint minden limfocitának egyedi, specifikus 

receptora van, amely előre elkötelezi a sejtet egyetlen 

féle ellenanyag termelésére. Az elméletet később kísér­
leti eredmények is igazolták, a kérdés mégis sokáig vi­
tatott. volt. Végül az 1967-es Cold Spring Harbor Confe­
rence fogadta el általánosan a klónszelekciós elméletet, 

ami a monoklonális ellenanyag technika elvi alapja. A 

technika kidolgozásához azonban számos egyéb kutatási 
eredmény is nélkülözhetetlen volt. A hatvanas évek ele­
jén igazolták, hogy a myeloma egyetlen В limfocitából 
kiinduló rákos sejtburjánzás. Ezt követően számos mes­
terségesen indukált myeloma sejtvonalat izoláltak külön­
böző egértörzsekből, amelyek egy része szövettenyészet-
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ben is fenntartható volt. ezekből később izoláltak olyan 

mutánsokat is, amelyek nem termeltek hipoxantin-guanin- 

foszforibozil-transzferáz /HGPRT/ enzimet. Az ilyen mu­
tánsok egy folsav antagonists, az aminopterin jelenlété­
ben nem képesek DNS szintézisre, azaz osztódásra. A mu­
tánsok egészséges sejtekkel képzett hibridjei azonban 

ismét képesek aminopterin jelenlétében is osztódni, ami 
lehetővé teszi a hibridek szelektálását /Littlefield, 

J.vY. 1964./. Mindezek ismeretében 1975-ben Köhler és 

Milstein inaktivált Sendai vírus segítségével fuzionált 

HGPRT- myeloma sejteket egy birka vörösvértestekkel im­
munizált. egér lépsejtjeivel. A hibrideket hipoxantint, 

aminopterint és timidint tartalmazó /НАТ/ tápfolyadék­
ban szelektálták. Ebben a HGPRT- myeloma sejtek, az egér 

lépsejtek, és ezek önmagukkal képzett hibridjei néhány 

nap alatt elpusztulnak, és csak a myeloma-lépsejt hibri­
dek képesek szaporodni. A szelektáló táptalajon felnőtt 

kolóniákat a szerzők klónozták, és tesztelték az ellen­
anyag termelést. Számos olyan egyetlen sejtből kiinduló 

kiónt kaptak, amely birka vörösvértestekkel reagáló el­
lenanyagot termelt. A hibrideket szövettenyészetben is 

fent lehetett tartani, vagy egérbe injektálva tumorként 
szaporítani. Az így nyert sejtvonalakat hibridómáknak, 
magát a technikát hibridóma, vagy monoklonális ellena­
nyag technikának nevezték el /Köhler,G.-Milstein,C.
1975» és 1976./. A szerzők már 1976-os cikkükben felve­
tik, hogy előnyös lenne immunglobulint nem termelő mye­
loma variánsokat használni a fúzióhoz, s ez néhány év 

múlva meg is valósult /Shulman,H. és mtsi. 1978. és

- 3 -



Kearney,J.F. és ratsi. 1979./. Később a sejtek fuzionálá­
sára is új módszert vezettek be, a polietilén-glikol hasz­
nálatát /Pontecorvo,G. 1976. és Gefter,M.C. és mtsi. 1977./, 

de ezen változtatásoktól eltekintve a technikát ma is Köh­
ler és Milstein leírása szerint alkalmazzák. Főbb lépése­
it. az l.ábra foglalja össze.

Két-három évvel Köhlerék cikke után már számos köz­
lemény bizonyította, hogy a monoklonális ellenanyagok, 
sok egyéb alkalmazásuk mellett, a sejtfelszíni antigének 

leírásának, s^zöveti megoszlásuk és az: immunválaszban be­
töltött szerepük vizsgálatának is bevált eszközei. A ku­
tatások eredményeként számos sejtfelszíni fehérjét sike­
rült azonosítani és valamely ismert limfocita funkcióval 
kapcsolatba hozni. A szerteágazó és igen nagy terjedelmű 

irodalomból az alábbiakban azokat az: eredményeket próbá­
lom meg összefoglalni, amelyek alapvető információkat 

nyújtanak az emberi immunrendszert felépítő sejtfélesé­
gekre és a köztük lévő kapcsolatokra vonatkozóan, illet­
ve amelyek ismerete kísérleteim értékeléséhez nélkülöz­
hetetlen.

2.2. Az. emberi fehérvérsejtek egyes sejtfelszíni marke­
reire. vonatkozó ismeretek összefoglalása

Az immunrendszer sejtes elemeit már jóval a mono­
klonális ellenanyagok felfedezése előtt ismerték és osz­
tályozták. Leírták a morfológiailag is jól elkülöníthető 

monocitákat, a belőlük kifejlődő nagy falósejteket /так- 

то f ágok/ , a granulocitákat valamint a morfológiai szem-
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immunizálás különböző antigén-determináns 

csoportokat hordozó antigénnel
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l.ábra: Monoklonális ellenanyagok előállításának 

vázlata
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ponttól egységes csoportnak tűnő kis limfocitákat. Ha­
gyományos immunszérumokkal adott reakcióik alapján a 

limfocitákat két. csoportra, a csontvelőben fejlődő Б 

limfocitákra, illetve a timuszban érő I limfocitákra 

osztották. Később a T. limfocitákon belül alcsoportokat 

is ki tudtak mutatni, és sikerült a főbb csoportok 

funkcióját, is megismerni. Alpopulációkkal reagáló mo- 

noklonális ellenanyagok előállítása további sejttípusok 

azonosítását is lehetővé tette, ami azonban sok esetben 

csak ugyanazon sejtféleség különböző differenciáltsági 
fokát jelzi. Lehetőség nyílt továbbá az: alcsoportok 

szerepének, és a különböző funkcióval rendelkező sejtek 

közötti bonyolult kölcsönhatásoknak molekuláris szinten 

történő vizsgálatára.

A perifériás vérben keringő érett В limfociták 

legjellemzőbb sejtfelszíni fehérjéi az immunglobulinok.
A vérbe kiválasztott lg molekulák azonban más sejtek Fc 

receptoraihoz, is kötődhetnek, így nem kizárólagos B-sejt 

markerek. A B1 /=CD 20/, а B2 /=CD 21/ és а B4 /=CD 19/ 
antigéneket eddig csak В limfocitákon mutatták ki, ezek 

tehát alkalmasak a В-sejteknek a többi sejtes elemtől 
való elkülönítésére. A B1 és 34 antigének minden nyugvó 

В-sejten megtalálhatók, míg а B2 csak egy alpopulációra 

jellemző /Nadler,L,Iá. és mtsi. 1983. és Anderson,K.C. 
és mtsi. 1985./* A nyugvó В limfociták Igiá és IgD típu­
sú immunglobulinokat hordoznak felszínükön, ezek az an­
tigén-receptoraik. Az antigén megkötését követően a sejt 

aktiválódik, osztódni kezd s közben sejtfelszíni marke­
rei is változásokon mennek keresztül. Az IgD eltűnik a
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sejtfelszínről, s helyette IgG jelenik meg. Egymás után 

eltűnnek a B2, B1 és B4 antigének is, és helyüket új, 

csak az. aktivált В-sejtekre jellemző antigének veszik 

át /pl. BB-1, Yokochi,T. és mtsi. 1982. és B-LAST 1, 
Thorley-Lawson,D.A. és mtsi. 1982./. Közben limfokinek
megkötésére szolgáló receptorok /pl. az IL-2 receptora,
a Tac antigén, Andó,I. és mtsi. 1985/a, és Boyd,A.\V. és 

jelennek meg,
mtsi. 1985./ \[és maga a sejt is termel limfokineket.
Végül az aktivált В-sejt klón ellenanyag termelő plaz­
masejtekké és hosszú élettartamú memóriasejtekké diffe­
renciálódik. További jellemző В-sejt marker a C3d komp­
lement receptor, ami egyúttal az Epstein-Barr vírus re­
ceptorául is szolgál, és valószínűleg ennek egy epitóp- 

ja azonos a már említett B2 antigénnel, mivel egy B2- 

specifikus monoklonális ellenanyag gátolja az EBV okoz^ 

ta transzformációt /Äman,P. és mtsi. 1985./. A fentie­
ken kívül minden В limfocita hordoz. I. és II. osztály­
beli MHC fehérjéket, és olyan markereket., amelyek álta­
lában a limfocitákra jellemzőek /LF'A-l, LFA-3 stb./. 

Ezek szerepére később térek ki.

A perifériás T: limfociták funkcionális szempontból 
három, sejtfelszíni markereik alapján két; domináló cso­
portba tartoznak. A két. csoport, vagy а T4 /=CD 4/, vagy 

а T8 /=CD 8/ antigént hordozza. А T4 a perifériás T-sej- 

tek 55-60%-án, а T8 ugyanezek 25-35%-án mutatható ki. 

Van továbbá egy kis /3-5%/ populáció, amely T4+T8+ fe­
nő típussal jellemezhető. Megfigyelték, hogy ezek aránya 

mitogén hatásra /pl. Con-А/ 60%-ra is nőhet, aminek az 

immunválasz szabályozásában lehet szerepe /Blue,H.L. és
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mtsi. 1985./. Magának a T.4 és T8 molekulának a funkció­

járól még később szó lesz.
Minden perifériás T-sejt hordozza a TI /=CD 5/, T3 

/=€D 3/ és Tll /=CD 2, =LFA-2/ antigéneket, amelyek se­
gítségével a többi sejtes elemtől elkülöníthetők.

A TI antigén a birka vörösvértestekkel rozettát 

képző sejtek 85-95%-án, a timuszsejtek 35-60%-án, és 

egyes krónikus limfoid leukémiás /Т- és В-CLL/ betegek 

perifériás mononukleáris /РМ/ sejtjein mutatható ki. 

Egészséges В-sejteken, monocitákon és granulocitákon 

nem fordul elő. TI antigénnel reagáló monoklonális el­
lenanyagok hatását vizsgálva megállapították, hogy ol­
dott. antigének, poliklonális mitogének /РНА, Con-A stb./ 

és alloantigének T-sejt aktiváló hatását nem gátolták 

/Engleman,E.G. és mtsi. 1981/a/. Az antigén funkciója 

egyelőre nem ismert.
A Tll antigén csak timuszsejteken, perifériás T 

limfocitákon és a nagy, granulált morfológiájú termé­
szetes ölő sejteken fordul elő. Ez a glikoprotein fele­
lős a felsorolt sejttípusok birka vörösvértestekkel va­
ló rozetta képzéséért, ami mai napig is tisztításuk a- 

lapja. Az elmúlt években a rozetta képzésen kívül szá­
mos funkciót kapcsoltak ehhez a molekulához. Több epi- 

tópját azonosították, és megállapították, hogy a külön­
böző epitópokhoz, kapcsolódó ellenanyagok különböző hatá­
súak. Egyes ellenanyagok gátolják a rozetta képzést /Ho­
ward,F.D. és mtsi. 1981./, számos ellenanyag gátolja a 

fitohemagglutinin /0»Plynn,K. és mtsi. 1985. és 1986./ 

és más növényi lektinek /Görög,Gy. és mtsi. 1985./ mito-
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gén hatását, és több szerző is kimutatta a citotoxikus 

T-sejtek és a természetes ölő sejtek lítikus aktivitá­
sának gátlását /Sanchez-Madrid,P.A. és mtsi. 1982 

Krensky,A.M. és mtsi* 1983 

és Clayberger,C. és mtsi.' 1985./. Vannak olyan Tll-spe- 

cifileus ellenanyagok is, amelyek az. antigénhez' kötődve 

aktiválják és osztódásra késztetik a sejtet. Meuer és 

munkatársai szerint a molekula "2" és "3" epitopjához 

kötődő ellenanyagok keveréke antigén és járulékos sej­
tek jelenléte nélkül is aktiválják a T-sejtet., amit a

О
Tac-antigén megjelenése, és intenzív H - timidin beépü­
lés jelez /Meuer,S.G. és mtsi. 1984./. Különböző "1" 

epitoppal, és az úgynevezett D66> epitoppal reagáló el­
lenanyagok kombinációjával Brottier és munkacsoportja 

is tudott proliierációt indukálni, de ehhez egyértelmű­
en szükség volt monociták jelenlétére, is. Nem minden 

donor sejtjei reagáltak azonban egyformán az. ellenanya­
gok kötődésére. Az egyedek kb. 7.5%-ánál intenzív H^-ti- 

midin beépülést mértek, 25%-ánál azonban csak gyenge 

sejtosztódást tapasztaltak. A különbségek oka a monoci­
ták közötti valamilyen eltérés volt, de bizonyítottan 

nem a kölönböző lg izotípusok Fc régiójának kötőképessé­
ge. Hogy mi okozta a donorok közötti eltérést, valamint 

hogy mitől függ, hogy a két leírt aktiválódás során szük­
ség van-e járulékos sejtek jelenlétére, vagy nincs, azt 

még nem sikerült tisztázni /Brottier,P. és mtsi. 1985./.
A T limfociták antigén-felismerését а T3 molekula 

és a hozzá kapcsolódó klónspecifikus Ti molekula komplexe 

biztosítja. Az immunglobulinokhoz hasonlóan a Ti molekula

•»

Martin,P.J. és mtsi. 1983.• I
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is tartalmaz egy variábilis régiót, ami biztosítja az
T limfociták különböző antigén-specifitását /Meuer,egyes

S.C. és mtsi. 1983./. Ezek az antigén receptorok a B-sej- 

tek receptoraival ellentétben a T sejtek többségén nem 

képesek a vérben, vagy nyirokban oldott, natív antigéne­
ket felismerni. Az..- idegen molekuláknak a sz:ervezet.. úgyne­
vezett antigén-prezentáló sejtjeinek /monociták, makrofá- 

gok, aktivált В-sejtek, dendritikus sejtek stb./ membrán­
ján kell megjelenni, méghozzá bizonyos saját fehérjékkel 
együtt. Ezek a saját fehérjék a fő szöveti összeférhető- 

ségi génrendszer /Major Histocompatibility Complex = МНС/ 
által kódolt molekulák, amelyeknek két. fő csoportjuk van. 
Az I. osztálybeli ЫНС fehérjék /НЪА-А, -В, -С/ a szerve­
zet. minden magvas sejtjén megtalálhatók, minden sejtre 

rányomva ezáltal a "saját” bélyegzőt. А II. osztálybeli 
/HLA-DP, -DQ, -Ш/ antigének az immunrendszer sejtjei kö­
zül csak В limfocitákon, antigén-prezentáló sejteken és 

aktivált T-sejteken mutathatók ki. A T-sejtek által köz­
vetített immunválasz megindításához általában az szüksé­
ges, hogy a sejt receptora az. antigént és az; MC fehér­
jét együttesen ismerje fel. A már említett két domináló 

T-sejt populáció többek között abban is különbözik, hogy
míg а T4 antigént hordozók 

а II. osztálybeli MHC fehérjékkel kapcsolt; antigént is­
merik fel. A T-sejt populációk működésének ezt a szabá­
lyozását nevezzük МНС-korlátozásnak. Az. antigén-inger 

hatására aktiválódott T-sejtek különböző szabályozó és 

effektor funkciókat töltenek be. Jelenleg három főbb 

működést ismerünk, és a különböző feladatokat ellátó cso-

a T8 antigént hordozók az I • f
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portok vagy a T.4, vagy a T8 antigén hordozásával jelle­
mezhetők, ez azonban nem jelent szigorú kategóriákat.

A T4 antigént hordozók többsége úgynevezett induk- 

tor/segítő sejt, amelyek egyrészt közvetlen kölcsönha­
tások révén, másrészt biológiailag aktív anyagok /pl. 

BCGB, IL-2 stb./ kiválasztásával serkentik a többi Il­
se jt fajta működését., és а В limfociták ellenanyag ter­
melését. lermészetesen nem hatnak minden sejtre, csak 

azokra, amelyek szintén találkoztak már az antigénnel, 

s ennek hatására aktiválódva új markerek jelentek meg a 

felületükön. A Т.-sejt aktiválódás folyamata ugyanis, a 

В-sejtekéhez hasonlóan, a sejtfelszíni markerek változá­
sával jár együtt. Az aktivációs antigének jellemzésével, 

és megjelenésük kinetikájával számos közlemény foglal­
kozik. A leggyorsabban megjelenő aktivációs markerek az 

IL-2 receptor /Тас-antigén/ és a transzferrin receptor. 

Mindkettő jelenléte nélkülözhetetlen a sejtek osztódásá­
hoz. A velük reagáló monoklonális ellenanyagokkal a sej­
tek blasztos transzformációja gátolható /Depper,J.H. és 

mtsi. 1983. és Vaickus,L.-Levy,R. 1985./. A Tac antigént 

sokáig T-sejt specifikus markernek tartották, de később 

igazolták, hogy aktivált В és Ж /természetes ölő/ sej­
tek felszínén is kifejeződik /Andó,I. és mtsi. 1985/a, 
Boyd,A.\7. és mtsi. 1985. és Henney,C.S. és mtsi. 1981./. 

A T4+ segítő sejtek által termelt IL-2 ezen a receptoron 

kötődik meg, s elősegíti a már aktivált T., В és Ж sej­
tek osztódását. Másik jellemző aktivációs jelenség, hogy 

a nyugvó HLA-DR" T-sejtek 60-80$-a DR-pozitívvá válik, s 

ezáltal felismerhetőek lesznek а II. osztálybeli ЫНС fe­
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hérjékre korlátozott T4+ sejtek számára. Ennek szerepe 

lehet az immunválaszt szabályozó sejt-sejt /pl. segítő 

T-sejt —> citotoxikus Т-sejt/ kölcsönhatások érvényesü­
lésében. Mitogén hatásra a már említett változásokon 

kívül egyes, a nyugvó sejteken is előforduló antigének 

százalékos előfordulása vagy denzitása is növekedhet, 
illetve leírtak további markereket is, de ezek szerepe 

még nem tisztázott /Holter,W. és mtsi. 1985./.
А Т4+Т8~ fenotípusú T limfociták között, előfordul­

nak olyanok is, amelyek nem induktoг/segítő szerepet 
töltenek be. az immunválaszban, hanem citotoxikus effek- 

tor sejtként működnek. Az antigént a segítő sejtekhez 

hasonlóan ezek is а II. osztálybeli MHC fehérjékkel e- 

gyütt ismerik fel /Meuer, S.C. és mtsi. 1982./, míg a 

citotoxikus sejtek döntő többségét alkotó T4~T8+ sejtek 

I. osztálybeli MHC fehérjékre specifikusak. Mivel ezek 

az MHC fehérjék a szervezet minden sejtjén megtalálhatók, 

а Т4-18+ citotoxikus sejtek rendszerint minden olyan sej­
tet elpusztítanak, amely receptoruk számára felismerhető 

antigént /pl. vírus vagy tumor antigént/ hordoz a felszí­
nén. A T4~T8+ sejtpopuláció másik részét az úgynevezett 
elnyomó sejtek alkotják. Ezek a T limfociták az immunvá­
lasz visszafogásáért és befejezéséért, felelősek. Az an­
tigén felismeréséhez nem igénylik az antigén-МНС komplex 

létrejöttét, hanem a natív antigénhez közvetlenül is ké­
pesek kapcsolódni. Hatásukat antigén-specifikus szup- 

resszor faktor kiválasztásával közvetítik, ami egyrészt 

további szupresszor sejtek differenciálódását indítja 

meg, másrészt közvetlenül hat a segítő T-sejtekre és В
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limfocitákra /Janeway,С.А. és mtsi. 1985./.
Az antigén inger hatására aktiválódott segítő, ci­

to toxikus és elnyomó /szupresszor/ T limfociták, vala­
mint В limfociták között létrejövő bonyolult sejtköl­
csönhatások molekuláris mechanizmusára a különböző sejt- 

felszíni antigénekkel reagáló monoklonális ellenanyagok 

hatásából vontak le következtetéseket. Dámle és munka­
társai allogén kevert limfocita reakcióban végzett kísér­
letekben az elnyomó T limfociták aktiválódásában és ef- 

fektor funkcióiban résztvevő antigéneket vizsgálták. 

Megállapították, hogy az aktiválódási lépésben, azaz a 

segítő T-sejt —» pre-elnyomó Т.-sejt kölcsönhatásban а T3, 
T8, Tll /=LFA-2/ és az LFA-1 molekulák játszanak szere­
pet, míg a fordított lépésben, azaz az érett elnyomó T- 

sejt —» segítő T-sejt kölcsönhatásban a Tll-nek már nincs 

szerepe. A kölcsönhatások TI, T4, LFA-3 valamint I. és II. 

osztálybeli MHC antigénekhez kötődő ellenanyagokkal nem 

voltak gátolhatok /Damle,N.K. és mtsi. 1985./. Korábbi 
kísérletek eredményei szerint kevert limfocita kultúrá­
ban a sejtek aktiválódása T4-specifikus és II. osztály­
beli MHC /HLA-DR/ specifikus ellenanyagokkal is gátolha­
tó volt.. Ezek a reakció első lépését, a segítő T limfo­
citák antigén-saját MHC komplex felismerését gátolják 

/Engleman,E.G. és mtsi. 1981/b, Palacios,R. 1982./. A 

citotoxikus Т-sejtek effektor működésében a célsejt fel­
ismerését T8, az effektor és a célsejt összetapadását 
LFA-1, -2 és -3, magát a lízist pedig T3 antigénekkel 
reagáló ellenanyaggal lehetett gátolni /Landegren,U. és 

Krensky,A.U. és mtsi. 1984. ás Clayberger,mtsi. 1982 • 9
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C. és mtsi. 19З5./
Úgy tűnik, hogy a már többször is említett LFA-1 

antigén központi szerepet játszik minden sejtkölcsönha­
tás kialakításában, ezért érdemes a rá vonatkozó eredmé­
nyeket külön áttekinteni. A molekula két alegységből,«< 

és p láncból épül fel. A ^ lánc azonos más sejtfelszíni 
markerek yS láncával /Sanchez-Hadrid,F. és mtsi. 1983./» 

és a hozzá kötődő ellenanyagok minden eddig vizsgált 

funkció /MLC, CTL, Ж, növényi lektinek hatása, komple­
ment kötés/ gátlását eredményezték. Az. oc lánchoz kötődő 

ellenanyagok hatásáról ellentmondásos közlemények jelen­
tek meg. Hildreth szerint az lánc nem vesz. részt az 

Ж sejtek működésében, ezzel szemben Schmidt és munka­
társai szerint az. Ж aktivitás mind <*, mind /3 lánc spe­
cifikus ellenanyagokkal gátolható, és a gátló hatás ad­
ditív /Hildreth,J.E.-August,J.T.. 1985. és Schmidt,R.E. 
és mtsi. 1985./. Számos kutatócsoport eredményeit össze­
gezve az LFA-1 molekulának szerepe van a kevert limfoci- 

ta reakcióban, valamint poliklonális mitogének /pl. РНА/ 
hatására végbemenő sejtaktiválódásban /Hildreth,J.E.- 

August, J.T.. 1985./, a természetes ölő és a citotoxikus 

T-sejtek működésében /Sanchez-LIadrid,F. és mtsi, 1982
Schmidt,R.E. és mtsi.

1985/а/, а В limfociták homotípusos összetapadásában 

/Mentzer,S.J. és mtsi. 1985./, valamint az induktor/se- 

gítő, a citotoxikus és az. elnyomó 1 limfociták közötti 
sejtkölcsönhatásokban /Damle,N.K. és mtsi. 1985./. Sgye- 

lőre nem ismert, hogy az LFA-1 molekula a célsejt felü­
letén milyen fehérjéhez kapcsolódik, de erre az egyik je-

♦ f

Krensky,A.M. és mtsi. 1984 •,
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lölt a nemrégiben leírt ICAM-1 antigén, amely szintén 

a sejtek összetapadásában játszik szerepet, de nem azo­
nos az LFA-1 antigénnel /Rothlein,R. és mtsi. 1986./,

A T-sejt specifikus markerek, az MHC fehérjék, az. 
LFA-1, valamint a feltehetőleg ehhez kapcsolódó 1САЫ-1 

molekulák közreműködését, a T limfocita - célsejt köl­
csönhatásban a 2.ábrán látható modell foglalja össze 

/Farnes,J.R. 1986. és Auffray,C. 1986. cikkei nyomán/.
A 14 és T8 molekulák a megfelelő MHC fehérje egy mono­
morf régiójához kapcsolódnak, míg a klónspecifikus Ti 
molekula variábilis régiója az antigén és az MHC fehér­
je egy polimorf szakaszának komplexét ismeri fel. Par-
nes szerint elképzelhető, hogy a kötődés hatására a Ti-

2+hez kapcsolt T3 molekulán át Ca 

toplazmába, s ezáltal a sejt aktiválódik. A T3 molekula 

ilyen működése azonban egyelőre nem bizonyított. A két 

sejt összekapcsolódását stabilizálja, erősíti az LFA-1 

molekula, amely a célsejt felületén az. ICAM-1, vagy va­
lamilyen más, még nem azonosított antigénhez kapcsoló­
dik. Effektor T-sejt esetén az: aktiválódást a célsejt 

lízise követi, de ennek mechanizmusa, és a lépésben 

résztvevő, molekulák még nem ismertek.

ionok áramlanak a ci-

A perifériás mononukleáris sejtek 10-15%-a előzetes 

aktiválás nélkül, spontán képes bizonyos tumoros és ví­
rusfertőzött sejteket elpusztítani. Ezek a már említett 

természetes ölő /natural killer — Ж/ sejtek, amelyek a 

T és В limfocitáktól morfológiailag jól elkülöníthető 

nagy, granulált limfocitálc. Sejtfelszíni markereiket te­
kintve nem képeznek egységes csoportot: T-sejt, monocita
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2.ábra: A segitő és citotoxikus T limfociták célsejt-felismerésének és a célsejthez 

való kötődésének molekuláris modellje /Parnes,J»R* 1986. és Auffray,C. 1986. 

cikkei nyomán/. Magyarázat a szövegben.



és granulocita specifikus antigéneket egyaránt, hordoz­
hatnak. A legtöbb Ж aktivitással rendelkező sejt fel­
színén. kimutatható a birka vörösvértestek kötéséért fe­
lelős Tll antigén. így a perifériás mononukleáris sej­
tek frakciójából az Ж sejtek a T limfocitálckal együtt 
tisztíthatok. Az Ж sejtek 20- 50%-éui а 18 antigén is ki­
fejeződik, csak denzitása kisebb, mint. a'citotoxikus/el­
nyomó T limfocitákon /Perussia,B. és mtsi. 1983./. A 

nyugvó perifériás mononukleáris sejtek egy kis csoport­
ján az Ж-specifikus НЖ-1 /=Leu7/ antigénnel együtt a 

TI és T3 antigéneket is kimutatták, de az, ilyen fenotí- 

pusú sejtek nem rendelkeztek lítikus aktivitással /La­
nier,L.L. és mtsi. 1983./. Schmidt és munkatársai azon­
ban izoláltak T3+ Ж sejtvonalakat is, amelyek lítikus 

aktivitása anti-T3 monoklonális ellenanyaggal gátolha­
tó volt. /Schmidt,R.E. és mtsi. 1985./. A D44 jelű anti­
gén szintén előfordul citotoxikus T-sejteken és NK sej­
teken is, de nem azonos а T8 antigénnel. Komplement je­
lenlétében az anti-D44 ellenanyag mindkét sejttípus lí­
tikus aktivitását megszünteti, de hogy az antigén tény­
legesen részt vesz-e a funkcióban, az még nem bizonyí­
tott /Calvo,C.P. és mtsi. 1984./.

Az, hogy a citotoxikus T-sejtek és a természetes 

ölő sejtek rendelkeznek közös differenciálódási marke­
rekkel, lehet a hasonló funkció fenotípusos kifejeződé­
se, de utalhat közös eredetre is. A közös eredet ellen 

szól, hogy az NK sejtek rendelkeznek olyan markerekkel 
is, amelyek a timuszban érő sejtek egyetlen fejlődési 
stádiumán sem mutathatók ki. Ilyenek pl. a már említett
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HMK-1 antigénen kívül a M01 /=CD 11, =Mac-l, =ОТШ1/, az 

NKP-15 /=CD 16, =Leulla/ stb. antigének. Ezek egy része 

granulocitákon is kifejeződik. Az NKP-15 antigén gyakor­
latilag minden Ж aktivitással rendelkező sejten megje­
lenik, míg a НЖ-1 ezeknek csak 75-90%-án mutatható ki, 

azaz egy alpopuláció elkülönítésére alkalmas /Lanier, 

L.L. és mtsi. 1983./. Heg kell még említeni a Tac-anti- 

gént, amelyet szintén kimutattak Ж sejtek felszínén, 

és működése nem csak a szaporodáshoz bizonyult nélkü­
lözhetetlennek, hanem a lítikus aktivitást is fokozta 

/Henney,C.S. és mtsi. 1981./,
Az Ж sejteknek nem csak származásuk és fejlődésük 

kérdéses, hanem a célsejtek felismerésének és lízisének 

módja is. Аг.Ж sejtek által felismert struktúrák száma 

nagyságrendekkel elmarad az immunglobulinok és T-sejt 

receptorok által felismerhető epitopok száma mögött, és 

ilyen antigén receptorokkal az Ж sejtek általában nem 

' is rendelkeznek. Az elpusztítandó sejtet tehát; valami­
lyen más módon azonosítják. A felismerés és lízis mecha­
nizmusának kutatásában fontos szerepet kaptak az Ж ak­
tivitást gátló monoklonális ellenanyagok. Ilyenek a Tll 
antigén "1” epitópjához kötődők, amelyek a természetes 

ölő aktivitáson kívül a citotoxikus T limfociták működé­
sét, PHA-val történő aktiválását és rozetta képzését is 

gátolják /Martin,P.J. és mtsi. 1983./. Szintén gátló ha­
tásúak az LFA-1 és a gp95-150 antigének közös f3 láncához 

kötődő ellenanyagok, amelyek az effektor sejt - célsejt 

összekapcsolódást gátolják /Sanchez-Madrid,P. és mtsi. 

1983. és Hildreth,J.K.-August,J.T. 1985*/. Az RH1-38
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jelű ellenanyag valószínűleg szintén az LFA-1 antigén 

egy epitopját, ismeri fel, de nem ugyanazt, mint az előbb 

említettek, mivel éz nem e két sejt kapcsolódását, hanem 

egy késői lítikus lépést gátol /Hall,R.E. 1985./. Pontos 

eredményeket hozott a T-200 antigén-család elemeivel re­
agáló ellenanyagok vizsgálata is. Az Ж sejteken ennek 

az antigén-családnak mind a négy eleme kimutatható /a- 

kárcsak T limfocitákon/, és ezek "A" epitopjával reagá­
ló ellenanyagoknak sejtlízist gátló hatásuk van. A gát­
lás mechanizmusának vizsgálatával kimutatták, hogy a fo­
lyamatnak van egy úgynevezett triggering stádiuma, ami 
a célsejthez kötődést azonnal követi, és elkülönül a 

Ca -igényes lízistől. Egyes anti-T.-200 ellenanyagokkal 
ennek a "triggering” stádiumnak az elérése volt- gátolha­
tó, ezért- felvetődött, hogy a T-200 antigének talán az. 
Ж sejtek receptoraiként működnek. A feltevésnek ellent­
mond, hogy ezak az antigének gyakorlatilag minden limfo- 

cita populáción megtalálhatók, és nem ismerjük a többi 
sejttípuson betöltött szerepüket /Newman,V/. és ratsi. 

1984./. A természetes ölő sejtek származása, differenci­
álódása, célsejt-felismerése és lítikus hatása tehát még 

nyitott kérdés.

Az immunrendszer sejtes elemei közül nem volt még 

szó a közös származású, csontvelőben érő monocitákról 
és granulocitákról. A vérben keringő raonociták, és a 

belőlük kifejlődő szöveti makrofágok /pl. dendritikus 

sejtek, a bőr Langerhans sejtjei stb./ az antigéneket 

fagocitálják, intracellulárisan feldolgozzák, és emész­
tett formában a sejtfelszínre juttatják, ahol azok a II.
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osztálybeli МНС antigénekkel együtt már felismerhetőek a 

T sejtek receptorai számára. A jelenségnek /antigénpre­
zentálás/ alapvető szerepe van tehát a T-sejtek aktivá­
lásában. Ezen túl a monociták oldható falctorok, úgyne­
vezett monokinek /pl. interleukin-1/ termelésével is elő­
segítik a többi sejtpopuláció osztódását és differenci­
álódását. A monociták és makrofágok, a granulocitákkal 
együtt, fontos szerepet játszanak továbbá a sérült saját 

szövetek, a transzplantátumok s más idegen sejtek és 

részecskék elpusztításában, fagocitálásában. Az elpusz­
títandó részecskék megtalálásában az Pc receptoroknak és 

a kemotaktikus ingereket felfogó molekuláknak van a leg­
nagyobb szerepük. Monocitákon és makrofágokon mind IgG, 
mind IgH kötő Pc receptorokat kimutattak, granuloci.tákon 

csak IgG kötőket találtak. A fagocitáló sej tek irányítá­
sában több keraotaxist indukáló anyag hatását igazolták 

/pl. komplement töredékek, kollagén, leukotriének stb./. 

Sikerült már olyan monoklonális ellenanyagokat előállí­
tani, amelyek a granulociták felszínén lévő molekulákhoz 

kapcsolódva megváltoztatták a kemotaktikus aktivitást.
Egy ellenanyag gátló, két másik aktiváló hatásúnak bizo­
nyult /Cotter,T. és mtsi. 1981. és Laskin,D.L. és mtsi. 

1985./. Várható, hogy hamarosan a felismerés és fagocitó- 

zis molekuláris mechanizmusáról is többet fogunk tudni.
Közös eredetüknek megfelelően a monociták és granu­

lociták számos közös differenciálódási markerrel rendel­
keznek. Legfontosabbak а Ы01 /ez EK sejteken is megta­
lálható/, a M05 és M06 antigének, de vannak a két popu­
láció elkülönítésére alkalmas antigének is, pl. a csak
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monocitákon kifejeződő MO2 /Todd,R.F. és mtsi. 1984./.
A MO antigének funkcionális szerepéről nem sokat: tudunk.

a humán lirafociták differenciálódásiMint láttuk,
antigénjeinek monoklonális ellenanyagokkal való vizsgá­
lata mindössze 7-8 éves múlttal rendelkezik. E néhány
év alatt azonban óriási mennyiségű információ gyűlt ösz- 

sze az ember immunrendszerének fejlődését., valamint mű­
ködésének és szabályozásának molekuláris alapjait ille­
tően. Az adatok áttekinthetőbbé tételét, és könnyebb ér­
tékelhetőségét szolgálják a már háromszor megrendezett 
International Workshop on Human Leukocyte Differenti­
ation Antigens rendezvények, ahol bevezették az. eddig 

leírt antigének csoportokba sorolását /CD = cluster of 

differentiation/. A nagyszámú adat, és azok szervezett 

értékelése ellenére, sem mondhatjuk, hogy kimerítően is­
merjük az emberi fehérvérsejtek sejtfelszíni, differen­
ciálódási markereit, és ezek szerepét az immunrendszer 

működésében. Az ilyen irányú kutatások ma is a világ 

számos laboratóriumában intenzíven folynak. További, mo­
noklonális ellenanyagokkal végzett; vizsgálatok új mole­
kulák leírását, új összefüggések feltárását tehetik le­
hetővé. Az általam előállított ellenanyagok, és a velük 

végzett kísérletek eredményei beleilleszthetők ebbe a 

sokszínű mozaikba, s az. eddig leírt információkkal össze­
vetve értékelhetők.
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3. Anyag és módszer

3.1. Oldatok és tápfolyadékok összetétele

A legtöbb felhasznált anjrag alt. minőségű Reanal 
vegyszer volt-. Az: ettől eltérő minőségű készítményeket 
külön jelölöm.
Heparin oldat: 5 mg/ml Heparin Sodium /100 U/mg; Nutri­

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

PBS /phosphate buffered saline/:
8,0 g NaCl 
0,2 g KC1 

1,81 g Ua2HP04«2H20 

0,2 g;KH2P04

pH 7,4
sterilezés: 121°C 20 perc

/1000 ml deszt.víz

Picoll-Uromiro oldat:
7,648 g Picoll - 400 /Pharmacia/ 

20,0 

100,4
sűrűsége: 1,08 g/ml 
sterilezés: 121°C 20 perc

ml 60% Uromiro /Bracco, Italy/ 

ml deszt.víz

Versen-tripszin oldat:
8,0 g NaCl
0,2 g KC1
1,15 g: Na2HP04*2H20
0,2 g KH2P04
1,25 g EDTA /Selecton B2/
0,1 g CaCl2'2H20
0,1 g HgS04.7H20
1,25 g tripszin /8U/mg/

/1000 ml deszt.víz

sterilre szűrve
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Gey-féle hemolizáló oldat:
g ШДС1 

g KCl
g ITa2HP04.12H20 

0,119 g KH2P04 

g glükóz
g fenolvörös indikátor 

g zselatin

35,0
1,85

A.

1,5

5,0
0,05

25,0
/1000 ml deszt.víz

g MgCl2*6H20 

g MgS04*7H20 

g CaCl

4,2B«
1,4
3,4

/1000 ml deszt.víz 

/1000 ml deszt.vízg NaHC03
sterilezés: 121°C 20 perc 

felhasználás: deszt.víz : A : В : C =

C. 22,5

7 : 2 : 1/2 : 1/2 arányban 

frissen összekeverve

ELISA pufferek:
A. kötő puffer

1,59 g Еа2С03 

2,93 g NaHC03 

0,2 g NaE3
pH 9,6

B. mosó puffer
8,0 .g NaCl
0,2 g KH2P04
1,44 g Na2HP04*2H20
I, 0 g mertiolát

pH 7,2
+0,5 ml Tween-20

C. szubsztrát puffer
II, 18 g Ha2HP04.2H20 

5,6 g citromsav 

1,0 g mertiolát
pH 6,0

/1000 ml deszt.víz

/1000 ml deszt.víz

/1000 ml deszt.víz
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Szcintillációs folyadék:

g 2,5-difenil-oxazol /РРО/5,0
0,05 g 2,2,-fenilén-bis/5-feniloxazol

/Р0Р0Р/ /Serva/ 

/1000 ml toluol
RPí.lI táp folyadék:

10,0 g RPMI Medium 1б40 /Gibco/ .
/Sigma/
/Sigma/

/1000 ml trideszt.víz 

pH 6,8 - 7,0 /1Ы НС1-val/ 

sterilre szűrve

0,1 g penicillin 

0,1 g streptomicin

Komplett RPMI tápfolyadék:
500 ml RPMI tápfolyadék 

50 ml FCS /Humán Oltóanyag Term. Váll«/
9 ml 39 mg/ml-es L-glutamin oldat /Sigma/

HAT szelektáló tápfolyadék:
100 ml komplett RPMI tápfolyadék 

10 ml HAT törzsoldat:
136,0 mg hipoxantin 

4,4 mg aminoptérin 

38,0 mg timidin 

2,2 mg glicin

/Sigma/ 
/Sigma/ 
/Sigma/ 
/Sigma/ 

/1000 ml trideszt.víz
HT tápfolyadék:

100 ml komplett- RPMI tápfolyadék 

10 ml HT törzsoldat: mint a HAT törzsol­
dat aminopterin nélkül

3.2. Sejtek, sejtvonalak, sejttenyésztés körülményei

3.2.1. Sejtek izolálása perifériás vérből és timuszból

Egészséges donorok heparinos /0,05 mg/ml végkoncent­
ráció/ vérét azonos térfogatú PBS-sel hígítottam, majd
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Ficoll-Uromiro oldat tetejére rétegeztem. Janetzki K26- 

os centrifuga kilengőfejes rotorjában +4°C-on 1000 for­
dulat számmal /250.g/ centrifugáltam. 15 perc alatt a 

granulociták /grc/ és a vörösvértestek /vvt/ kiüleped­
tek, a perifériás mononukleáris /РМ/ sejtek a két fázis 

határán gyűltek össze /Böyum,A. 1968./. A leszívott PM 

sejteket kétszer mostam RPMI tápfolyadékkal, majd továb­
bi felhasználásig komplett RPMI-ben szuszpendáltam fel 
őket.

Az üledékben levő granulociták és vörösvértestek 

elválasztására 3/6 Dextrán T 70 /Pharmacia/ tartalmú PBS-t 
használtam. Egy órás inkubálás /37°С/ alatt a wt-k kiü­
lepedtek, a granulocitákat: a felülúszóból centrifugálás- 

sal össze lehetett gyűjteni /Böyum,A. 1968./. A grc frak­
ciót szennyező vvt-ket Gey-féle oldattal hemolizáltam, 
majd mosás után a sejteket komplett RPMI-ben szuszpen­
dáltam fel.

A PM sejtek frakciójából a monocitákat adherens tu­
lajdonságuk alapján izoláltam. A PM sejteket komplett 

RPMI-ben CO^-termosztátban 1 óráig üveg- vagy műanyag 

tenyészedényben inkubáltam. Enyhe szuszpendálás után a 

nem adherens T és В limfocitákat a tápfolyadékkal eltá­
volítottam, a kitapadt sejteket 1 percig Versen-tripszin 

oldattal kezeltem, majd RPMI-vei való mosás után komp­
lett RPMI-ben szuszpendáltam fel őket.

A T és В limfociták elválasztását rozetta techniká­
val végeztem /Kaplan,M.E.-Clark,C. 1974. és Pellegrino, 

Ы.А. és mtsi. 1975./. AEI-vel kezelt birka vvt-k 2 tér- 

fogat%-os szuszpenziójához /PBS-оеп/ fele térfogatú 10^
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sejt/ml-es PM szuszpenziót /RPMI-Ьеп/ kevertem, és 15% 

végkoncentrációban FCS-t adtam hozzá. A sejteket 250»g- 

vel 10 percig centrifugáltam, majd a centrifugacsőben 

1 óráig 0°C-on /olvadó jég között/ inkubáltam. Az in­
kubációs idő leteltével az üledéket nagyon óvatosan fel- 

szuszpendáltam, Ficoll-Uromiro oldat tetejére rétegez- 

tem, és 250*g-vel 30 percig centrifugáltam. A B-sejtek 

és monociták a két fázis határán gyűltek össze, a birka 

wt-vel rozettát képző T-sejtek kiülepedtek. A T-sejte- 

ket a vvt-k hemolízise és mosás után komplett RPMI-ben 

szuszpendáltam fel.
Szívműtéten átesett gyermektől származó timusz.t 

feldaraboltam és tápfolyadékban spatulával szétnyomkod­
tam. A kiszabadult sejteket centrifugálással /100*g, 5 

perc/ gyűjtöttem össze.
Az izolált sejtfrakciókat ismert specifitású kont­

roll ellenanyagokkal, indirekt immunfluoreszcenciával 
vizsgáltam. A felhasznált ellenanyagok:

UCHT: 1 : 013 antigénre specifikus
UCHT. 4 : T8 antigénre specifikus

: I. osztálybeli MHC antigénre /HLA-A,B,C/ 
specifikus

Mindhárom ellenanyag Peter Beverly /Imperial 
Cancer Research Fund, Human Tumour Immunology 

Group, London/ ajándéka.
JD2-C6 г II. osztálybeli MHC antigénre /HLA-Ш/ 

specifikus
: monocita és granulocita specifikus 

MA5-21 : monocita specifikus

2A1

CCl-7
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Utóbbi három ellenanyagot az MTA SzBK Genetika 

Intézetének Immunológia Laboratóriumában állí­
tották elő /Monostori Éva, Andó István/.

A reakciók eredményét az I« táblázatban foglaltam össze.

3.2.2. Sejtvonalak

A hibridómák előállításánál használt egér myeloma 

sejtvonal a Balb/c eredetű Sp2/0-Agl4 jelű HGPRT", im­
munglobulint nem termelő sejtvonal volt /Shulman,M. és 

mtsi. 1978./.
Emberi В limfociták EBV-vel való transzformálásá­

hoz а B95-8 EBV-termelő majom B-sejtvonal /Miller,G.- 

Lipman,M. 1973./ felülúszóját használtam.
A monoklonális ellenanyagok jellemzéséhez és funk­

cionális vizsgálatokhoz használt, emberi eredetű sejtvo­
nalak a következők:

éretlen I-sejtes leukémia /T1+,T3-,T4~, 
T8“/, /Cathcart,M.K.-Murakami,Ы. 1983./ 

egészséges I limfociták és HGPRT” СЕЫ 

sejtek hibridje /Т1+,ТЗ+,Т4+,Т8~/, /Ап- 

dó,I. és mtsi. 1985/b./
IL-2 függő, EBV-specifikus citotoxikus 

T-sejtvonal /Andó,I. és mtsi. 1986./ 

EBV-transzformált B-sejtvonal /Andó,I. 

és mtsi. 1986./
EBV+ Burkitt limfóma /Hinuma,J. és mtsi. 

1967./
EBV” Burkitt limfóma /Pulvertaft,R.J.V. 

és mtsi. 1964./

OEM :

1A3-4 :

lA-á-EBV :

1A EBV :

P3HR1 :

Raji

- 27 -



: myeloid leukemia /Sundstrom,E.-Nilsson,U937
K. 1974./

: eritroleukémiás sejtvonal /Lozzio,C.B.- 

Lozzio,B.B. 1975./
A felsorolt sejtvonalak kontroll ellenanyagokkal adott 

reakcióit az I. táblázat foglalja össze.

K562

3.2.3. A sejttenyésztés körülményei

Valamennyi sejtet és sejtvonalat komplett RPíH 

tápfolyadékban, 37°C-on, 5% CC^ atmoszférában, 95% ned­
vességtartalom mellett tenyésztettem /Hotpack COg Incu­
bator/. Az lA-á-EBV sejtvonal kivételével a sejtek nem
igényeltek növekedési faktort a szaporodáshoz, és 1-2* 

c
1-2*10 sejtszám között nőttek optimálisan. Az 

lA-á-EBV sejtvonalat l-2»loVml sejtszám mellett 1-2* 

10^/ral röntgen sugárral /2000R/ inaktivált 1A EBV sejt­
tel indukáltam, és a tápfolyadékhoz 2 U/ml IL-2 növeke- 

'dési faktort adtam, ami Margaret Slusarenko /Amersham 

International PLC/ ajándéka volt.

510

3.3. Monoklonális ellenanyagok előállítása

5-5 hat hetes Balb/c egeret immunizáltam humán 

nyugvó, illetve PHA-val aktivált T limfocitával. /Az ak- 

tiválás leírása a 3.5.1. pontban./ 0,5 ml PBS- ben 2*10' 
sejtet adtam intraperitoneálisan, 4 hetenként, 3 alka­
lommal. Az utolsó immunizálás utáni 3. napon 1-1 egér 

lépjét sterilen eltávolítottam és RPHI tápfolyadékban 

izoláltam belőlük a lépsejteket /2,5-3,0«10^sejt/lép/.
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Ellena-
JD2-C6
/HLA-

CC1-7
/Мо+
Grc/

MA5-ElUGHT 4 2Л1UCHT 1
nyag /HLA-

A,B,C/
/Мо//Т8//рз/Sejt­

típus
DR/

3689 24 221845PM
бnyugvó-Т 5 1273 28

39 21 1381PHA-T

69 7924Con-A-T

3031 325 3B+LIo

81 80Mo

86 93 07 03Grc
095 olimuszsejt 29 2

63 1201000CLL I. 3
465531CLL II. 4

46 1425 10 11CGL

0 0100 00 0GSM

0045 0100 01A3-4
0100 01001A E3V 0 0

0 072 00 0P3HR1
0 0100 100Raji 0

69 56 1940U937

K562

0 — —

36 0 00 0 0

I.táblásat: A szerológiai és funkcionális vizsgálatok­

nál használt sejtfrakciók és sejtvonalak 

jellemzése ismert specifitású monoklonális 

ellenanyagokkal. A megadott értékek a pozi­

tív reakciót adó sejtek százalékos arányát 

jelentik, — : nem vizsgáltam.
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Háromszor mostani őket RPMI-vel, majd 2-3 : 1 arányban, 
összekevertem őket Sp2/0-Agl4 myeloma sejtekkel. A le-

jelenlétébencentrifugált sejteket 1 ml 50%-os PEG1400
fúzionáltattam /1 perc, 37°C/. Fokozatosan 10 ml tér­
fogatra hígítottam RPMI-vel, centrifugáltam /400»g, 5 

perc/,.és 60-60 ml komplett RPMI-ben felszuszpendálva 

96 lyukú, lapos fenekű mikrotiter lemezekbe /Greiner/ 

szétosztottam a sejteket /100 ^ul/lyuk/. 20-24 óra inku- 

bálás után 100 /11 HAT tápfolyadékban lO^sejt/lyuk egér 

hasűri makrofágot adtam a tenyészetekhez. A továbbiak­
ban két naponta a tápfolyadék felét leszívtam, és friss 

HAT tápfolyadékkal pótoltam. Két hét után fokozatosan 

átszoktattam a sejteket HT, majd komplett RPMI tápfo­
lyadékra, és a további tenyésztést komplett RPMI-ben vé­
geztem /Köhler,G.-Milstein,G. 1975* és Pontecorvo,G.
1976./.

A tesztelések eredménye alapján kiválasztott sejt­
vonalakat hígításos módszerrel klónoztam. 3, 1 és 0,3 

sejt/lyuk sej.tszámmal 96 lyukú, lapos fenekű mikrotiter 

lemezekre szétosztottam a sejteket. Másnaponta frissre 

cserélve a tápfolyadék felét két hétig tenyésztettem 

őket. Ismételt tesztelés után a kiválasztott kiónokat 

felszaporítottam, majd 10% DMSO tartalmú komplett RPMI- 

ben lefagyasztottam, és -70, vagy -196°C-on tároltam 

őket.
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3.4. Szerológiai vizsgálatok

3.4.1. Indirekt immunfluoreszcencia

A kísérleteket 0,1^ NaN^ /Sigma/ tartalmú komplett 

RPHI-ben, 96. lyukú U fenekű mikrotiter lemezen /Greiner/ 

végeztem. 10 ^1 térfogatban 5*10^ sejtet tettem egy-egy 

lyukba és 50 yul megfelelően hígított ellenanyaggal inku- 

báltam /30 perc, olvadó Jégen/. Négyszer mostam a sejte­
ket /150-150^al-rel, centrifugálás 250»g, 1 perc/, majd 

fluoreszcein izotiocianáttal /Р1ТС, Sigma/ konjugált 

nyúl-anti egér Ig-F/ab*^ ellenanyaggal /dr. Rajnavölgyi 
Éva készítménye/ inkubáltam őket /30 perc, olvadó Jégen/. 
Ismét négyszer mostam a sejteket, majd az eredményt fluo­
reszcens mikroszkóppal /Leitz, Dialux 20/ értékeltem. 

Negatív kontroll: első ellenanyagként az immunglobulint 

nem termelő Sp2/0-Agl4 myeloma sejtvonal felülúszóJát-, 

vagy megfelelően hígított ascitesét használtam.

3.4.2. Az ellenanyagok izotípusának meghatározása ELiSA 

módszerrel

A meghatározáshoz Engvall,E. /1980./ módszerét al­
kalmaztam az alábbiak szerint. 96 lyukú mikroelisa le­
mezt /Greiner/ érzékenyítettem éjen át. 5 /íg/ml kötőpuf- 

ferben hígított, nyúl-anti egér. Ig-P/ab,/2 ellenanyaggal 
/100 yUl/lyuk, +4°C/. Mostam a lemezt 3*3 percig mosó­

puff errel, majd a vizsgálandó hibridóma felülúszókkal 
3 óráig 37°C-on inkubáltam. Ismételt, mosás után torma 

peroxidázzal Jelzett: anti-egér IgG^, -IgG2a, -IgG^, 

-IgG^ és -IgM izotípus-specifikus ellenanyagokkal, vala-
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mint peroxidázzal jelzett Protein-A-val /Miles-Yeda/ 

inkubáltam /1 óra, 37°C/. Mosás után 0,3 mg/ml OPD-t 
és 0,005% H^Og-t tartalmazó szúbsztrát pufferrel inku- 

báltam /30 perc, 37°C/, majd a színreakciót. 4N H2S0 

oldattal állítottam le. Az extinkciót Titertek-Multi- 

skan /Plow Laboratories/ készülékkel 492 nm-en mértem.

4

3.5. Punkcionális vizsgálatok

3.5.1. Transzformálás poliklonális mitogénekkel

A kísérletekhez frissen izolált, vagy mélyhűtve
c

tárolt PM sejteket használtam 10 sejt/ml sejtszám mel­
lett.. A komplett RPIvII tápfolyadékot 4/ig/ml PHA-val 
/Difco/, Gjug/ml Con-A-val /Pharmacia/, vagy 20yUl/ml 
PWIvl-nel /GLbco/ egészítettem ki. A tenyészeteket 72 órá­
ig C02 termosztátban inkubáltam.

Immunizáláshoz és indirekt immunfluoreszcenciához, 
a PHA-val indukált tenyészetekből a már leírt módon, ro- 

zetta képzéssel tisztítottam aktivált: T limfocitákat.
Punkcionális vizsgálatok esetén, az aktiválást 96 

lyukú U fenekű mikrotiter lemezekben végeztem, 200 jjlI/ 

lyuk térfogatban, a vizsgálandó ellenanyagok jelenlété­
ben és nélküle. Az inkubáció utolsó 8-16 órájára 10JULI 

térfogatban 1 yUCi/lyuk aktivitású H^-tLmidint /Prágai 
Izotópintézet/ adtam a tenyészetekhez. 72 órás korban 

a sejteket 12 csatornás sejt-leszívó készülékkel /házi 
készítésű/ 'Yhatmann GPC filterre gyűjtöttem és desztil­
lált vízzel mostam. A megszárított korongokat szcintil- 

lációs folyadékba tettem, és a sejtekbe beépült H*^ ak-
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tivitását szcintillációs számlálóval /Packard Tri-Carb 

Liquid Scintillation Spectrometer/ mértem. A kísérlete­
ket 3-5 párhuzamos mérés átlaga alapján értékeltem.

3.5.2. Kevert limfocita kultúra

A. kísérleteket Hildreth,J.K. és August,J.T. /1985./ 

leírása alapján az. alábbiak szerint végeztem. Két vélet­
lenszerűen kiválasztott donor frissen izolált. PM sejt­
jeit használtam. Mindkét sejttípusból készítettem 5*10^ 

sejt/ml-es szuszpenziót, amit 100 jug/ml végkoncentráció­
ban Mitomicin-C-vel /Sigma/ kezeltem 37°C-on 1 óráig 

és VM sejtek/. Az így nyert 1^ indukáló sejteket 

használtam a kezeletlen V /válaszoló/ sejtek aktiválásá­
ra, A V sejteket /l*10^/lyuk/ 96- lyukú U fenekű lemez­
re osztottam szét 50-50/Л1 térfogatban, majd 30 percig 

szobahőn előinlrubáltam 50 JJ.1 hígított ellenanyaggal. Az 

1'10-Vlyuk IjÄ sejtet 100 jllL térfogatban ezután adtam a 

rendszerhez. Pápfolyadékként 10% hőkezelt, normál humán 

AB szérummal kiegészített komplett RPMI-t használtam. 
Kontroll: У+1да ellenanyaghatás nélkül, V+Vjj, és
V+tápfolyadék kombinációk. A tenyészeteket 5 napig C02 

termosztátban inkubáltam, majd 24 órára 1 /iCi/lyuk ak­
tivitású H-^-timidint adtam 10-10jjl 1 térfogatban. A 6. 
nap végén a 3.5.1. pontban leírtak szerint mértem a H^- 

timidin-beépülés mértékét. Az értékelésnél a különböző 

kombinációkra kapott beütésszámból levontam a V+ 

tápfolyadék esetén mérhető "hátteret", és az ellenanyag­
hatás nélkül mérhető beépülést 100%-nak véve a gátlást 

a 36. oldalon látható képlettel fejeztem ki.

/IM

V+IM
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3.5.3. Citotoxikus aktivitás meghatározása

Sejtek lízisével együttjáró limfocita funkciókat 

/NK- és CTL-aktivitás/ a nátrium-kromáttal /Na2'^'Cr04,

ЫТА Izotópintézet, Budapest/ jelzett célsejtekből kisza­
baduló ^Cr aktivitásának mérésével lehet nyomonkövetni.

NK-aktivitás mérésére frissen izolált, vagy mély- 

hűtve tárolt PM sejteket /effektor/ és Ж-érzékeny K562 

célsejteket használtam Hall,R.E. /1985*/ leírása szerint. 

A K562 sejteket 2»10^/ml sejtszám mellett 100 ^oCi aktivi­

tású Ыа2^
ban/, majd hatszor mostam RPMI-vel. Az effektor : cél­
sejt arány 25 : 1 vagy 50 : 1 volt. Az effektor sejteket 

/0,5-1 *10^/lyuk, 50 /Л térfogatban/ 1 óráig előinkübál- 

tam a vizsgálandó ellenanyagok /illetve tápfolyadék, 

mint pozitív kontroll/ 100^IL-ével, s a célsejteket csak 

ezután adtam a rendszerhez. /2*10^ sejt 50 yUl-ben/. A le- 

. mezeket 4-16 óráig CO^ termosztátban inkubáltam, majd a 

felülúszó 100juX-énék ^sugárzását. mértem /NZ.-138 Shiel­
ded Counter, Gamma Művek, Budapest/. A spontán ^Cr-fel­
szabadulás megállapítására a jelölt, célsejteket effektor 

sejtek nélkül, komplett RPMI-ben, a teljes felvett akti­
vitás megállapítására pedig 1% SDS-ben inkubáltam. Az 

effektor sejtek lítikus aktivitásának tulajdonítható
^Cr-felszabadulást az alábbi képlettel szá-

CrO^-tal jelöltem 2-4 órán át /C02 termosztát­

specifikus
moltam:

c^iaminta ~ cPmspontán%spec.felszab. = • 100
cPrateljes - ^spontán

CTL-aktivitás mérésére az lA-á-EBV citotoxikus T
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sejtvonalat, és 1A EBV célsejteket használtam. A mód­
szer az előzővel majdnem azonos, csak itt az effektor : 
célsejt arány 15 : 1 volt, és csak 6 óráig inkubáltam a 

tenyészeteket. A sejtvonal Ж-aktivitásának ellenőrzésé­
re jelölt K562 sejteket használtam, szintén 15 : 1 ef­
fektor : célsejt arány mellett. A CTL- és Ж-specifikus 

-^"Cr-felszabadulást a fenti képlettel számoltam.

3.5.4« Transzformálás Epstein-Barr vírussal

A B95-S sejtvonal /EBV-transzformált majom В lim- 

fociták/ sterilre szűrt felülúszója nagy számú, transz- 

formáló vírusrészecskét tartalmaz.. Frissen izolált, vagy 

mélyhűtött PM sejteket /1»10^/ 2 ml steril B95-8 felül- 

úszóban szuszpendáltam fel, és két óráig СО^ termosztát­
ban inkubáltam, Centrifugálás után komplett RPMI-ben a 

sejteket U fenekű mikrotiter lemezen 150yOl-ként /1*10^ 

sejt/lyuk/ szétosztottam, és 50- 50JJ.\ megfelelően hígí­
tott ellenanyagot, vagy komplett RPMI-t adtam hozzá. A 

tenyészeteket 5 napig termosztátban inkubáltam, majd 

8 órára 1yuCi/lyuk aktivitású H^-timidint adtam hozzá.
A H^-beépülés mértékét a mitogénekkel történő aktivá­
lásnál leírt, módon /3.5.1. pont/ mértem.

3.5.5. Az. ellenanyagok funkciót módosító hatásának ki­
számítása

A legtöbb kísérletben a vizsgált ellenanyagok vagy 

hatástalanok voltak, vagy negatív irányba módosították 

az eredményeket, azaz gátolták a vizsgált limfocita
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funkciót. Ezekben az esetekben a gátlás mértékét szá­
zalékosan, az. alábbi képlettel fejeztem ki:

n-m
%gátlás — • 100 ,

n
ahol n az ellenanyaghatás nélkül /komplett RPMI, vagy 

limfocitákkal nem reagáló kontroll ellenanyag jelenlé­
tében/ mérhető érték, m pedig ugyanez: az; adott ellen­
anyag jelenlétében /Gromkowski,S.H. és mtsi. 1985./. A 

mérhető érték H^-tiraidin beépülés esetén a szcintillá-
ciós számláló által mért beütésszámot, NK és CTL akti-

^Cr-felszabadulásvitás mérése esetén a specifikus 

%-os értékét jelenti.
A poliklonális mitogénekkel végzett kísérletekben 

egyes ellenanyagok nem gátló, hanem aktiváló hatásúnak 

bizonyultak, azaz m értéke n értékét- meghaladta. Hogy 

ne kelljen negatív előjelű gátlásról beszélni, ezekben 

az esetekben az ellenanyag módosító hatását a
m

/^aktiválás =-- • 100
n

képlettel számítottam, ahol m az ellenanyag jelenlété­
ben, n pedig a nélküle mérhető beüt-ésszámot /H^-beépü- 

lés mértékét/ jelenti.

- 36 -



4. Eredmények

4.1. Monoklonális ellenanyagok előállítása

A nyugvó, illetve' a PHA-val indukált humán T lim- 

focitákkal immunizált egerek lépsejtjeit Sp2/0-Agl4 my­
eloma sejtekkel fuzionálva, a két /ТМ illetve 1ТМ/ fú­
zióból összesen 760 hibrid kolóniát sikerült felnevel­
ni. A kolóniák felülúszóját indirekt immunfluoreszcen­
ciával nyugvó, illetve PHA-val indukált I-sejteken 

teszteltem. Az első tesztek során 227 felülúszó adott 

pozitív reakciót. Ezek közül 118 sejtvonalat szaporí­
tottam fel 5-5 ml térfogatig. A sejteket lefagyasztot­
tam /10% DMSO tartalmú komplett RPMI-ben/, felülúszó- 

jukat pedig további vizsgálatokra használtam.
A 118 felülúszót teszteltem perifériás vér külön­

böző sejtfrakcióin /РМ sejtek, nyugvó és PHA-val indu­
kált T limfociták, B- limfociták + monociták frakciója/, 

valamint jól jellemzett humán eredetű sejtvonalakon 

/К562, 1A EBV, 1АЗ-4/. Ezen vizsgálatok eredményeit 
nagy terjedelmük miatt nem mellékelem, de ezek értéke­
lése alapján választottam ki a további kísérletekben 

használt hibridómákat. Mivel sokféle sejten és sejtvo­
nalon, illetve sokféle funkcionális tesztben kívántam 

az ellenanyagok reakcióit tesztelni, igyekeztem a ki­
választott ellenanyagokkal minél szélesebb területet 

átfogni. Választottam T-sejt, illetve T-alpopuláció 

specifikusnak tűnő, T és В limfocitálckal egyaránt rea­
gáló, monocita specifikusnak ígérkező és minden vizs-
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gált sejttel reagáló ellenanyagokat.
A kiválasztott sejtvonalakat felolvasztottam és 

hígításos módszerrel klónoztam, A kiónok felülúszóját. 

indirekt immunfluoreszcenciával egy olyan sejtvonalon, 

vagy perifériás vérből szeparált sejt-frakción tesztel­
tem, amellyel az eredeti felülúszó jól reagált. A pozi­
tív reakciót adó kiónok közül sejtvonalanként ötöt 10 ml 
térfogatig felszaporítottam, majd a sejteket lefagyasz­
tottam, és folyékony nitrogénben tároltam.

A kísérletekben két korábbi fúzióból származó mono- 

klonális ellenanyagot is használtam, amelyeket dr. Mo­
nostori Éva bocsájtott a rendelkezésemre. A CC5-ID7 hib- 

ridóraa egy krónikus limfoid leukémiás beteg CLL sejtje­
ivel, a T.2/53-4 klón pedig emberi timusz sejtekkel tör­
ténő immunizálásból származik. A fúziós partner ezeknél 
is az Sp2/0-Agl4 myeloma sejtvonal volt.

A hibridómák' egy-egy kiválasztott kiónjával in vit­
ro sejttenyészetben, illetve egérbe injektálva termel­
tettem ellenanyagot. A tenyészetek felülúszóját steril­
re szűrve, tartósítószer nélkül, vagy 0,1% NaN^ hozzá­
adásával +4°C-on tároltam. Az egerek hasüregéből leszí­
vott ascites folyadékot 0,2-1,0 ml-ként eppendorf csö­
vekbe szétosztva -20°C-on tároltam, és felolvasztás ti­
tán hígítottam az adott kísérlethez szükséges mértékben. 
Valamennyi felülúszó és ascites ellenanyag tartalmát in­
direkt immunfluoreszcenciával, PM sejteken ellenőriztem. 

Az ascitesek 100-szoros hígításban, a felülúszók hígí- 

tatlanul kivétel nélkül pozitív reakciót adtak.
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4.2. Az ellenanyagok izotípusa és Protein-А kötése

Az izotípust és Protein-А kötő képességet ELISA- 

val határoztam meg. A vizsgált tíz ellenanyag közül ki­
lenc IgG-^ izotípusú, egyedül az ITM3-2 sejtvonal termel 
IgGgk típusú immunglobulint. Ez, 
vonal IgG^ ellenanyaga kötik a Protein-Alt, a többi nem. 
Az eredményeket a IV. táblázatban is feltüntettem.

és az ITM12-1/1 sejt-

4.3. A szerológiai vizsgálatok eredményei

4.3.1. Vizsgálatok egészséges donorok perifériás véré­
ből izolált sejtfrakciókon, és timusz sejteken

Valamennyi szerológiai vizsgálatot indirekt immun­
fluoreszcenciával végeztem az anyag és módszer fejezet­
ben jellemzett sejtfrakciókon. Izolált monocitákon, vö­
rösvért es teken és timusz. sejteken egy-egy vizsgálatot 

végeztem, az összes többi sejtfrakción a reakciót több 

alkalommal, különböző donorok sejtjein is megismételtem. 
Az eredményeket a II. táblázatban foglaltam össze. Amely 

sejttípusnál több meghatározást végeztem, ott a táblázat­
ban közölt érték a kapott eredmények átlagát, jelenti. 

Minden vizsgálatnál ismert specifitású kontroll ellen­
anyagokkal jellemeztem a sejtfrakció összetételét, ezek 

az. eredmények a 29. oldalon, az I. táblázatban láthatók.

4.3.2. Vizsgálatok leukémiás betegek véréből izolált 

sejteken

Az ellenanyagok reakcióját három leukémiás beteg-
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nyugvó PHA-val Con-A-valSejtek
Grc*-MoPM B+Mo Timusz wtJ211eh>-

anyagok akt#T akt.TT
59 10077 100 41 5+91 048 79TTM3-2

TMD3-1
CC5-ID7
TM4-1
Ш112-1/1
ITM8-1
TMG6-5
TMT-1
ТМВб-5
T2/53-4

5683 51 5+90 058 88 90 100
56 052 41 72 9345

04377 3 4+9073 43 242
070 74 9 4 3+90 717434

26 09411 1 319 28 33
9680 1 057527 20 1

96 100 085 9497 10083 91
-f*. 6865 100 095 98 88 8491о

095 8343 9355 58I

Iletáblázat: Az ellenanyagok reakciója egészséges donorok perifériás véréből izolált sejt­

frakciókon# A feltüntetett értékek a pozitív reakciót adó sejtek %-os arányát 

jelentik#

± granulociták esetén négy ellenanyaggal a sejtek egy kis része /3-5%/ erős 

membránfluoreszcenciát adott, de ezen kivül nagyon halványan a sejtek több­

sége /90-91%/ is fluoreszkált



tői származó vérmintán teszteltem. A CLL I. sejtek at­

tól a krónikus leukémiás betegtől származtak, akinek a 

sejtjeit a T2/53-4 hibridóraa előállításánál az immunizá­

láshoz használtak. -70°C-on tárolt sejtjein több alka­

lommal megismételtem a vizsgálatot, így a táblázatban 

közölt értékek több eredmény átlagát jelentik.' A CLL II. 

és a CGL /krónikus granuloid leukémia/ sejteket frissen 

izoláltam a betegek perifériás véréből, és csak egy-egy 

kísérletet végeztem velük. Az eredményeket a III. táblá­

zat tartalmazza.

Sejtek
CLL II. CGLCLL I.Ellen­

anyagok

95 4ITM3-2
Ш03-1
CC5-ID7
11.14-1
IIMI2-1/1
1ТЫ8-1
IMG6-5
TMT-1
TMB6-5
12/53-4

83 5 32
80 5 45
91 52

1654 4
1 151

591 5
5988 45

100 100 31
6720 10

III. táblásat: Az ellenanyagok reakciója leukémiás

betegek véréből izolált sejteken, A 

feltüntetett értékek az indirekt im­

munfluoreszcenciával pozitív reakciót 

adó sejtek %-os arányát jelentik.

— : nem vizsgáltam
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J

Sejt-
Ellen?^<vonal
anyagok

izotípusK562U937CEM 1A EBV Raji P3HR1 PrA1A3-4

68 81 28 О lg»ОО 100 +ITM>2
TUD3-1
CC5-ID7
TM4-1
ITM12-1/1
ITM8-1
ТШ6-5
TMT-1
TMB6-5
T2/53-4

2b
76 4669 16» ! 

I6»x 

16» ■, 
ígGi
ie»!
Iga,
16»!
IgG,
16»!

000 100
0 84 70 094 970
0 0 0 0100 0100 em

0 0 0 +0 0100100
0 0 00 00 0

77 00 0 000
66 957494 93100100I

70 074100 100 94100N
54 10079 09497100I

IV.táblázat: Az ellenanyagok reakciója humán sejtvonalakon. A feltüntetett értékek az in­

direkt immunfluoreszcenciával pozitiv reakciót adó sejtek %-os árányát jelen­

tik. Feltüntettem továbbá az ellenanyagok izotípusát és Protein-А kötő képes­

ségét.



4.3.3. Vizsgálatok humán sejtvonalakon

Megvizsgáltam az ellenanyagok reakcióját humán T 

és В limfocita eredetű, valamint myeloid és eritroid 

seútvonalakon. A kísérletet minden sejtvonalon legalább 

kétszer megismételtem. Az eredményeket a IV.táblázatban 

foglaltam össze. A sejtvonalak jellemzése, és kontroll 
ellenanyagokkal adott reakciói a 3.2.2. pontban talál­
hatók.

4.4. A funkcionális vizsgálatok eredményei

4.4.1. A természetes ölő sejtek hatásának gátlása

A tesztet, hat alkalommal, különböző donorok PM 

sejtjein végeztem el. Egy alkalommal 200-szoros véghí- 

gítású ascitest, kétszer 4-szeres hígítású, háromszor 

pedig hígítatlan, Na-azid mentes felülúszót használtam, 
3-3 párhuzamos minta alkalmazásával. A párhuzamosok szó­
rása nem haladta meg az átlagérték 10%-át. Gátlásként 
értékeltem, ha az ellenanyag hatására a specifikus 

felszabadulás átlagosan 25%-nál nagyobb mértékben csök­
kent /képlet a 33. oldalon/. Pozitív kontrollként az 

LFA-1 antigén -láncára specifikus MHM.23 ellenanyagot 
használtam /Hildreth,J.E.K.-August,J. 1985./, amely át­
lagosan 49% gátlást eredményezett. Negatív kontrollként 

a limfocitákkal nem reagáló 27kd7 monoklonális ellenanya­
got használtam.

A kísérletek eredményei azt mutatják, hogy hat 

ellenanyag /CC5-ID7, TM4-1, ITM12-1/1, ITM8-1, TMT- 1 

és Т2/53-4/ nincs hatással a természetes ölő sejtek ak-

510r-
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tivitására. Egy ellenanyag, az ITM3-2 jelentősen, átla­
gosan 61%-kal gátolta a célsejtek lízisét, három ellen­
anyag pedig gyengébben /TMD3-1 29%-kal, TMG6-5 38%-kal, 
TMB6-5 30%-kal/ gátolta a -^"Cr-f elszabadulást. Az ered­
ményeket az. V. táblázat foglalja össze. A hatástalan el­
lenanyagokra vonatkozó értékeket zárójelbe tettem.

4.4.2. A citotoxikus T limfociták /CTL/ működésének 

gátlása

A tesztet két alkalommal, 200-szoros véghígítású 

ascitessel, 3-3 párhuzamosban végeztem. A szórás az. át­
lagérték 10%-a alatt maradt. Kontrollként a 18 antigénre 

specifikus UCHT4 /=CD 8/ ellenanyagot használtam, amely­
nek CTL gátló hatását Andó és munkatársai /1985./, vala­
mint: Clayberger és munkacsoportja /1985./ írták le. Ki- 

Bérleteimben az UCHT4 átlagosan 63%-kal gátolta az.
1A EBV célsejtek lízisét, A vizsgált; 10 ellenanyag közül 
három ennél erősebben /СС5-Ю7 71%-kal, ITM8-1 82%-íal, 
ТШВ6-5 83%-lcal/, kettő közepesen /1ТМЗ-2 és TMD3-1 47- 

47%-kal/, egy pedig gyengén /Т2/53-4 28%-kal/ gátolta 

a citotoxikus lA-á-EBV sejtek lítikus aktivitását. Négy 

ellenanyag hatása /ТМ4-1, ITM12-1/1, TMG6-5, ТМТ-1/ 25% 

amiatt maradt. Az. Ж aktivitás 1-3% között volt, tehát 

az eredményeket nem befolyásolta. Az. eredményeket az V. 
táblázatban tüntettem fel.

4.4.3« Az. ellenanyagok hatása kevert limfocita kultúrá­
ban /MLC/

A kevert limfocita reakciót háromszor, véletlensze-
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rűen kiválasztott donorok РШ sejtjeivel végeztem. Két 
alkalommal a Mitomicin-C-vel inaktivált stimulátor sej­
tek nagyfokú sejtosztódást eredményeztek, harmadik alka­
lommal azonban alig történt sejt-aktiválás, feltehetően 

a két donor hasonló HLA' típusa miatt. Ennek a kísérlet­
nek az eredményét ezért nem vettem figyelembe,.

A MLC kísérleteiméi, és a többi H^-t-imidin beépülés 

mérésén alapuló kísérletnél is, 4-4 párhuzamossal dol­
goztam. Ennek ellenére a szórás - különösen alacsony be­
ütésszámok esetén - néha az átlagérték 15-20%-át is elér­
te, és csak ritkán volt 10% alatt. Ezért ezeknél a kísér­
leteknél csak a 100%-tól - 30%-kal való eltérést értékel­
tem aktiválásként, illetve gátlásként.

A két értékelhető MLC kísérlet eredményei alapján 

öt/ ellenanyag /ТЫ4-1, ITM12-1/1, ITM8-1, TMG6-5, Т2/53-4/ 

hatástalannak látszik. Az. ITM3-2 ellenanyag közepesen 

/52%-kal/, a TMD3-1, CC5-ID7, ТЫТ-1 és ТМВб-5 ellenanya­
gok jelentősen /rendre 67, 72, 72 illetve 79%-kal/ gá­
tolják a kevert limfocita reakcióban résztvevő sejtek 

aktiválódását. Az eredményeket a negatív kontrolihoz 

/27kd7 ellenanyag/ viszonyítottam, amely nem gátolta a 

reakciót. Az eredményeket az V. táblázat tartalmazza.

4.4.4. Az ellenanyagok mitogén hatásának tesztelése

Az ellenanyagok mitogén hatását három különböző 

koncentrációban, négy különböző donor PM sejtjein vizs­
gáltam. Az alkalmazott ellenanyag koncentrációk az asci- 

tesek 2*10 , 3*10^ és 1.10 -szoros hígításai .voltak*- ami 
az ascitesek átlagos immunglobulin tartalmát figyelembe 

véve kb. 25 jug/mL, 15 ng/ml és 5 ng/ml lg koncentráció-
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nak felel meg. Pozitív kontrollként а T3 antigént fel­
ismerő UCHT1 ellenanyagot használtam, ami az irodalom 

szerint már 1 ng/ml koncentrációban is mitogén hatású 

/Chang,T.'.7. et al. 1981./. Pozitív kontrollként használ­
tam továbbá a fitohemagglutinint /РНА/, 4 /tg/ml koncent- 

rációban. A PHA mind a négy kísérletben nagyfokú ^H-ti- 

midin beépülést eredményezett /a komplett RPMI-ben in- 

Icübált sejteknél mérhető beépülés 20-30-szorosát/, míg 

az UCHT1 ellenanyag a négy közül egy donornál nem oko­
zott sejtosztódást. Ennek oka, hogy az egészséges dono­
rok kb. 30%-a úgynevezett "nonresponder", azaz válasz­
adásra képtelen az IgG^ izotípusú UCHT1 ellenanyag mi­
togén hatásával szemben /Tax,V/.J.M. et al. 1983./. A 

"responder” típusú donorok esetében az UCHT1 ellenanyag 

hatására a komplett RPMI-hez képest 5-8-szorosára nőtt 

a %-beépülés.
A négy kísérlet eredményeként megállapítható, hogy 

a vizsgált 10 monoklonális ellenanyag egyike sem mito­
gén hatású, egyik alkalmazott koncentrációban sem, és 

függetlenül attól, hogy a donor "responder", vagy "non- 

responder" típusú volt.

4.4.5. Hövényi lektinek mitogén hatásának módosítása

A kísérletekhez háromféle növényi lektint használ­
tam. A fitohemagglutinin főleg a segítő T limfociták 

osztódását indukálja, a Concanavalin-A általános T-sejt 

alctivátor, míg a Pokeweed-mitogén egyaránt hat T és В 

limfocitálcra. A PHA a T-sejtek antigén receptorához /Ti/ 

és/vagy a Tll antigénhez kötődik, mint azt két. egyidőben
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megjelent közleményben leírták /Kanellopoulos,J.M. et al. 

1985. és О»Flynn,К. et al. 1985./. Hatása a Leu5 jelű,
TU antigénnel reagáló ellenanyaggal gátolható. Ezt 
használtam a kísérletekben pozitív kontrollként; átlago­
san 59%-kal gátolta a PHA sejtaktiváló hatását. A Con-A 

receptorául a T3 antigént írták le /Kanellopoulos,J.M. 

et al. 1985./» és hatása ТЗ-mal reagáló monoklonális 

ellenanyagok Fab fragmentjével gátolható. /Az intakt el­
lenanyag maga is raitogén hatású lenne./ Ilyen kontrollt 

a Con-A-val végzett kísérletekben nem használtam. A PWM 

receptorára, vagy hatásának gátlására vonatkozóan nem 

találtam irodalmi utalást, így a kísérleteket szintén 

pozitív kontroll nélkül végeztem.
A kísérletek meglepő eredményeket hoztak, mivel a 

10 ellenanyag között mindössze 1 volt, amely semmilyen 

irányba nem módosította e három mitogén ágens hatását.
Ez az ellenanyag a TMG6-5. A többiek egy, kettő, vagy 

mindhárom lektin hatását befolyásolták.
PWM-nel két; kísérletet végeztem, ugyanannak a do­

nornak -70°C-ra lefagyasztott PM sejtjeivel. A két kí­
sérlet azt mutatta, hogy 5 ellenanyag gátolja a PWM ha­
tását /1ТЫЗ-2 86%-kal, TMD3-1 83%-kal, CC5-ID7 60%-kal, 
TM4-1 54%-kal, TMB6-5 38%-kal/. Két. ellenanyag, jólle­
het magában egyik sem mitogén hatású, fokozta a %-timi- 

din beépülést. A negatív kontrolihoz viszonyítva az 

ITM8-1 átlagosan 153%-ra, a T2/53-4 pedig 140%-ra emel­
te a P7/M aktiváló hatását. Három ellenanyagánál sem 

gátló, sem fokozó hatást nem tapasztaltam /1ТЫ12-1/1, 

TMG6-5, ТМТ-1/.
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Con-A-val három különböző donor PM sejtjein, össze­
sen öt alkalommal ismételtem meg a kísérletet. Az ellen­
anyagokat mindig 200-szoros ascites véghígításban hasz:- 

náltam. A kísérletek 7 ellenanyag hatására nézve adtak 

következetes eredményt. A már korábban említett, máshol 
sem hatásos PÍÍG6-5 ellenanyagon kívül itt a TIvIP-l is ha­
tástalannak bizonyult. Az ITM3-2, a TMD3-1 és CC5-ID7 

erősen /rendre 93, 89 illetve 87%-kal/, a TMB6-5 köze­
pesen /58%-kal/ gátolta a Gon-A hatását. Ezzel szemben az 

ITM12-1/1 jelentős mértékben /átlagosan 247%-га/ emelte
О

a sejtek -uí-timidin felvételét, noha magában nem volt. 

mitogén hatású. A még nem tárgyalt három ellenanyagra 

nézve az eredmények nem következetesek. А TM4-1 ellen­
anyag két donornál 200 illetve 275%-ra /átlag 238%-га/ 

emelte a beépült izotóp mennyiségét, a harmadik donorral 
végzett három kísérletben viszont átlagosan csak 110%-ra 

emelte, amit nem tekintek a hatás fokozásának. Az ITM8-1 

pont fordítva, az első két donornál hatástalan volt /11 

illetve 12% gátlás/, míg a harmadik donornál 241-251%-ra 

/átlagosan 244%/ emelte a %-timidin beépülést. А T2/53-4 

az első donornál aktivátorként működött /223%/, a máso­
dik donornál hatástalan volt /5% gátlás/, a harmadik do­
nor esetében ismét 201-243%-ra /átlagosan 224%-ra/ emel­
te a Con-A hatását. Ezek az ellentmondások valószínűleg 

valamilyen, a donorok között; lévő különbséggel magyaráz­
hatók, de ennek felderítéséhez további kísérletek szük­
ségesek.

A PHA-val végzett kísérleteket mindig Con-A-val 
párhuzamosan, azzal teljesen megegyező körülmények kö-
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zött végeztem. Az ellenanyagok hatása is sok esetben 

megegyezik, vagy hasonlít a Con-A-nál tapasztalthoz. Ha­
tástalannak itt is két ellenanyag bizonyult: a TMG6-5 és 

a T2/53-4. A Con-A esetében hatástalan TMI-1 a PHA hatá­
sát 51%-kal gátolta. Gátolt -továbbá az ITM3-2, TMD3-1 és 

ТМВб-5 /rendre 42, 37 illetve 38^-kal/. A CC5-ID7 29^-os 

gátlása kívül esik ugyan a meghúzott 30%^-os határon, ösz- 

szes többi reakciója alapján azonban valószínűsíthető, 
hogy szintén gátló hatású. Az- IIM12-1/1 itt; is követke­
zetesen fokozta a mitogén hatást, átlagosan 169%-kal.
A IM4-1 és ITM8-1 is majdnem ugyanúgy viselkedett. A • 
TM4-1 ellenanyag az, első két; donor, esetén fokozta a ha­
tást /150$/, a harmadik donor sejtjeinek aktiválását 

azonban nem befolyásolta /95-125^/. Az 1ТЫ8-1 ellenanyag
О

az első két; donornál enyhén gátolta a -GE-timidin beépülé­
sét /37%-kal/, a harmadik donor sejtjeivel végzett, kí­
sérletekben viszont 140/6-ra emelte azt. A Con-A-hoz ha­
sonlóan az eltérések valószínűleg a donorok közötti kü­
lönbségekkel magyarázhatók.

A növényi lektinekkel végzett kísérletek eredménye­
it is az V,táblázat foglalja össze.

4.4.Ű. Epstein-Barr vírus okozta blasztosodás gátlása

blinden humán В limfocita rendelkezik EBV-receptor- 

ral, a vírus kötődése mégsem jelenti minden sejt transz- 

formációját. Csak a kicsi, nyugvó állapotban lévő В sej­
tek, sőt azoknak is csak mintegy 20%-a érzékeny a vírus 

transzformáló hatására. Az érzékenységet befolyásoló 

faktorok, és a sejtosztódás indukciójának pontos mecha-
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Funkció
Ж CTL MLG pwmEllen­

anyagok
Gon-A PHA

+ + +

61 47 8652HM 3-2 95 42

6729TMD3-1 47 83 89 37

/14/CC 5-IP7 60 /29/71 72 87
258/l-2./’110/3*/ 

donortól függő
150/i~2./;112/3./ 
donortól függő

/17/ /20/ /-16/TM4-1 54

ПМ12-1/1 /14/ /20/ /2/ /-11/ 169247
I

244/3./; 11/1-2./
donortól függő

140/3./5 57/l-2../
donortól függő

/-1/ /-20/ИГМ8-1 82 153U1о
I

ТЮ6-5 /11/ /5/ /4/38 /-б/ /23/
/24/ /11/TMT-1 /-22/ /-5/72 51

ТМВб-5 30 83 79 38 58 38
224/l,3./; 5/2./ 
donortól függő

Т 2/53-4 /21/ /13/28 140 /-16/

V.táblázat; Az ellenanyagok hatása egyes limfocita funkciókra.



nizmusa még nem ismert /Áman,P. et al. 1935 

J.D. et al. 1984./. A folyamatban a vírus kötéséért fele­
lős, és átivált В-sejtekről eltűnő B2 /=CR2/ antigénen 

kívül más sejtfelszíni fehérjék is szerepet, játszhatnak. 

Ezért megvizsgáltam, hogy az ellenanyagoknak van- e va­
lamilyen hatásuk az EBV-okozta sejt-aktiválódásra.

A kísérletet háromszor ismételtem, 200-szoros asci­
tes véghígítást, és ugyanazon donor frissen iznlált,, il­
letve -70°C-on tárolt РЫ sejtjeit használva. A negatív 

kontrolihoz /27kd7/ viszonyítva egyetlen ellenanyag ha­
tására sem volt. átlagosan 25%-nál nagyobb eltérés, tehát 

a vizsgált monoklonális ellenanyagok nem befolyásolják 

а В limfociták EBV-okozta aktiválódását.

Pingeroth,♦ *
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5. Diszkusszió

A fenti eredményekből kitűnik, hogy a vizsgált el­
lenanyagok az emberi fehérvérsejtek különböző csoportja­
in előforduló, és különböző funkcióval rendelkező anti­
génekkel reagálnak. Az. eredmények részletes elemzése, 
értékelése a hasonló reakciókat mutató ellenanyagok cso­
portosításával célszerű.

Az.- ITM3-2, TMD3-1 és CC5-ID7 ellenanyagok mind a 

szerológiai eredményeket, mind a funkcionális vizsgála­
tok eredményeit tekintve nagyon hasonlóak. Az általuk 

felismert antigén timuszsejteken /93-ЮО%/, T limfoci- 

tákon /52-88%/, В lirafocita+monocita frakció sejtjein 

/41-51%/, tisztított monocitákon /56-72%/ és granuloci- 

tákon egyaránt előfordul. Granuloeiták esetén a sejtek­
nek csak.5%-an tapasztalható erős membránfluoreszcencia,

/90%/ is reagál. /А•de nagyon halványan a többi sejt 

fluoreszcencia intenzitása a többi sejtfrakció esetén 

is heterogén volt, de nem volt ilyen éles különbség, 

mint granulocitáknál./ A há^rom ellenanyag a két, limfoid 

leukémia közül csak az egyikkel reagált magas százalékos 

arányban /CLL I. 80-95%/, a granuloid leukémiás beteg 

sejtjeinek pedig 32-45%-aval adott reakciót. A sejtvona­
lakkal végzett vizsgálatok eredményei is igazolják, hogy
I limfocitálc /1АЗ-4/, В limfociták /1А EBV, P3HR1/ és 

myeloid sejtek /15331/ egyaránt hordozzák az antigént.
Nem reagált az ellenanyagokkal a OEM /'£-sejt eredetű/, a 

Raji /В-sejt eredetű/ és a K562 /eretroid/ sejtvonal. A
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funkcionális vizsgálatok eredményei szerint ezek az el­
lenanyagok minden vizsgált limfocita funkciót gátolnak. 

Eltérést csak a CC5-ID7 ellenayag mutatott az NK aktivi­
tás és a PHA-val történő Т.-sejt aktiválás tesztelésénél: 

nem gátolta 25 ill/etve 30%-nál nagyobb mértékben a re­
akciót /14 illetve 29% gátlás/. A gátlás mértékében ter-

t
mészetesen a többi tesztnél, és a másik két ellenanyag 

között is mutatkoznak eltérések, ennek ellenére az ösz- 

szes eredményt figyelembe véve valószínűsíthető, hogy a 

három ellenanyag ugyanahhoz a sejtfelszíni fehérjéhez 

kötődik. Ezt a feltevést alátámasztja, hogy a három el­
lenanyag timuszsejtek lizátumával végzett immunobiotting 

kísérletekben nagyon hasonló molekulatömegű fehérjékhez 

kötődött /dr.Monostori Éva szóbeli közlése/. Az antigén 

molekulatömege ITM3-2 esetén 170 és 172 kd-nak, TMD3-1 

esetén 162 és 170 kd-nak, CC5-ID7 esetén 170 és 177 kd- 

nak adódott; mindhárom esetben két-két, csíkot jelöltek 

az ellenanyagok.
Az antigén megoszlása a különböző sejtpopuláció­

kon, a vizsgált limfocita funkciók gátlása és az anti­
gén molekulatömegére vonatkozó eredmények nagyon hason­
lóak az irodalomból jól ismert LFA-1 antigénről leírt 

eredményekhez. Mint arról a 14. oldalon már szó esett, 

ez a két alegységből felépülő molekula szerepet játszik 

a kevert limfocita kultúrában, illetve növényi mitogének 

hatására létrejövő sejtaktiválódásban, valamint az Ж és 

CTL sejtek működésében. Az ol és {ъ lánccal, illetve ezek 

különböző epitopjaival reagáló ellenanyagok hatása az. 
említett funkciókra különböző mértékű /Gromkowski,S.H.
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et al. 1985./, koncentráció függő /Sanchez-Madrid,P. et 

al. 1982./, illetve egyes oc-lánccal reagáló ellenanyagok­
nak az WK aktivitásra nincs gátló hatásuk /Hidreth,J. C.- 

August,T. 1985./. A szerológiai vizsgálatok eredményét 
összevetve az LPA-l antigénre vonatkozó irodalmi adatok­
kal, a legtöbb esetben azonosság tapasztalható: T és В 

limfocitákon, monocitákon és timuszsejteken egyaránt ki­
mutatták az. LPA-l antigént, vörösvértesteken azonban nem 

fordul elő. A szerzők nem közölnek ugyan %-os adatokat 
az antigén előfordulásának gyakoriságára, mégis az álta­
lam mért 45-58% kevésnek .tűnik perifériás mononukleáns 

sejtek frakciójában egy minden fehérvérsejt populáción 

előforduló antigén esetében. Ez az adat tehát az LPA-l 
antigénnel való azonosítás ellen szól. Mellette szólnak 

azonban a molekulatömegre kapott eredmények, amelyek az 

antigént az LPA-l molekula oc-alegységével /az irodalmi- 
adatok alapján 177-180 kd méretű polipeptiddel/ mutatják 

azonosnak.
A meglévő eredmények alapján tehát úgy tűnik, hogy 

az. ITM3-2, a ТЬШЗ-l és a CC5-ID7 ellenanyagok az LPA-l 
antigén cC-alegységének valamelyik funkcionális szempont­
ból fontos epitopját, ismerik fel. A reakcióik közötti el­
térést okozhatja az, hogy más-más epitopot ismernek fel, 

vagy más az antigénhez való affinitásuk, vagy a használt 

ascitesek és hibridóma felülúszók ellenanyag tartalma 

különböző. A vizsgálatok ismert koncentrációjú, tisztí­
tott ellenanyagokkal való megismétlése, valamint az epi- 

tópok feltérképezése /kompetitív-e az ellenanyagok kötő­
dése, vagy sem/ ezekre a kérdésekre is választ ad majd.
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A TM4-1 és ITM12-1/1 ellenanyagokkal végzett vizs­
gálatok eredményei szintén nagyon hasonlóak. A két ellen­
anyag által felismert antigén/ек/ a PM sejtek 42 ill. 34, 
a nyugvó T. limfociták 73 ill. 74, a timuszsejtek 43 ill. 

71%-án, a B+Mo és tisztított monocita frakció sejtjeinek 

mindössze 2-9%-án és a granulociták 3-4%-án fordul/nak/ 

elő. Granulocitáknál itt is tapasztalható volt a sejtek 

többségének igen gyenge fluoreszkálása, az ITM3-2 és 

TMD3-1 ellenanyagok reakciójához hasonlóan, jóllehet i- 

lyen reakciót a többi ellenanyag és a negatív kontroll 
nem mutatott. A CLL I. limfocitákkal 91 ill. 54, a CLL 

II.-vei 2 ill. 4, a CGL sejtekkel 5 ill. 16%-os reakci­
ót adtak. A megvizsgált humán sejtvonalak közül csak a 

T: limfocita eredetű CEM és 1A3-4 sejtekkel reagáltak. A 

funkcionális vizsgálatok egy részében mindkét ellenanyag 

hatástalannak bizonyult: Ж, CTL és MLC kísérletekben 

a gátlás 25 illetve 30% alatt maradt. Növényi lektinek 

aktiváló hatását vizsgálva azonban a két ellenanyag kö­
zött különbségek mutatkoztak. PWM esetében az ITM12-1/1 

nem befolyásolta a H -timidin beépülést, míg a TM4-1 

54%-os gátlást eredményezett. A csak I limfocitákat in­
dukáló Con-A és PHA esetében azonban mindkét ellenanyag 

fokozta a mitogének hatását, az ITM12-1/1 mindhárom 

vizsgált, donor sejtjeinél, a TM4-1 pedig csak az első 

két donor sejtjeinél. Ehhez hasonló jelenséget Ledbetter, 

J.A. és munkatársai tapasztaltak a p220 antigénhez kap­
csolódó ellenanyagok vizsgálatakor. A p220 antigén a 18. 
oldalon már említett 1200 antigén-család legnagyobb mole­
kulatömegű, В limfocitákon, NK sejteken és a I limfoci-
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ták egy részén kimutatható eleme. Egy anti-p220 monoklo- 

nális ellenanyag szuboptimális /0,5 ylíg/ml/ PHA jelenlé­
tében a H^-timidin beépülést 207/&-ra emelte, jóllehet 

magában nem volt mitogén hatású, és megváltoztatta a 

sejtek aktiválódásának kinetikáját. Az. ellenanyag a PHA 

kötődésére nem volt hatással, hanem a szerzők következte­
tése szerint a p220 antigénhez kötődve befolyásolta /fo­
kozta/ az IL-2-receptor szintézisét /Ledbetter,J.A. 

al. 1985./. Más, a növényi lektinek által okozott sejt- 

osztódás mértékét fokozó ellenanyagokról nem találtam 

közleményeket. Az. általam előállított TM4-1 és ITM-12-1/1 

ellenanyagok - szerológiai reakcióikat figyelembe véve - 

nem a p220 antigént ismerik fel. Van tehát a T limfoci- 

ták felületén még egy vagy több olyan fehérje, amely fi­
sé j teken, monocitákon és granulocitákon nem /vagy csak 

nagyon kis denzitással/ fordul elő, és a I sejtek akti­
válódásának valamelyik lépésében szerepet játszik. A Tll 
‘antigén ilyen szerepe igazolt; a hozzá kötődő monoklo- 

nális ellenanyagokkal ugyanis egyrészt gátolható a PHA, 
Con-A, PWM okozta sejtaktiváció, másrészt egyes ellen­
anyagok magukban mitogén hatásúak /részletesebben Id. a

et

8-9. oldalon/, és ezen hatások feltehetőleg összefügge-
- pj.nek az aktiválódáshoz szükséges intracelluláris Ca

szint növekedésének módosításával /Palacios,R. - Marti-
Görög, Gy. et al. 1985./, és az IL-2-nez-Maza,0. 1982 

receptor gén aktiválásával /Fox,D.A. et al. 1985./. Ha­
sonló módon történik a T-sejtek aktiválódása a T3-Ti re-

•»

серtor-komplexhez kötődő antigén-saját ЫНС molekulák, 

anti-T3 ellenanyagok, vagy növényi lektinek hatására. E

- 56 -



két antigén esetében azonban az ellenanyagoknak csak a 

mitogén hatást, gátló szerepét írták le, és a szerológiai 
vizsgálatok eredményei is ellene szólnak a TM4-1 és 

1ТЫ12-1/1 ellenanyagok T-3 vagy Tll antigénnel való azo­
nosításának.

A TM4-1 és ITM12-1/1 ellenanyagok által felismert 

antigének tehát olyan T-sejt specifikus markerek, ame­
lyeknek szerepük van egyes növényi mitogének okozta 

sejtaktiválódásban. Az ellenanyagok vagy a lektin mole­
kulák kötődését befolyásolják, vagy a kötődés hatására 

létrejött intracelluláris és/vagy sejtíelszíni változá­
sokat módosítják. A meglévő adatok alapján ezek a sejt­
felszíni fehérjék egyik eddig leírt antigénnel sem azo­
nosíthatók.

Az ITM8-1 ellenanyag a timusz sejtek 94, a nyugvó 

T limfociták 28, a perifériás mononukleáris sejtek 19%- 

ával adott indirekt immunfluoreszcenciával reakciót, az 

összes többi vizsgált sejtfrakción és leukémiás vérmin­
tán a sejteknek kevesebb, mint 15%-ával reagált. A sejt­
vonalak közül egyiken sem lehetett az ITM8-1 által felis­
mert antigént kimutatni. Az ellenanyag az. összes szeroló­
giai vizsgálatban a kontrollként használt UCHT 4 /anti- 

Т8/ ellenanyaggal azonosan, vagy nagyon hasonlóan rea­
gált. A funkcionális vizsgálatok eredményei is mutatnak 

részleges azonosságot. A citotoxikus T limfociták működé­
sét az UCHT 4 átlagosan 63, az ITM8-1 82%-kal gátolta, s 

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

célsejtr-felismerésében betöltött, szerepéről kialakult 

képpel. Az ITM8-1 nem befolyásolta az: Ж sejtek lítikus
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aktivitását, és kevert limfocita kultúrában a sejtek ak­
tiválódását. Befolyásolta azonban mindhárom poliklonális 

mitogén transzformáló hatását. Con-A és PHA esetében az 

első két donor sejtjeire hatástalan volt, illetve enyhén 

gátolt /11 illetve 37%/, míg a PWM-nel végzett kísérle-
3

tekben is használt harmadik donortól származó sejtek ^H- 

timidin beépítését mindhárom mitogénnél fokozta /140- 

244%-ra/. Ilyen hatást anti-T8 ellenanyagokról még nem 

írtak le. A T8 antigénnel való azonosítás ellen szól az 

is, hogy egyes T8-specifikus ellenanyagok kevert limfo­
cita kultúrában is gátló hatásúnak bizonyultak /pl.
Leu-2, Engleman,E.G. és mtsi. 1931/b./, míg az ITM8-1 

nem gátolta ezt a reakciót.
Az eredményeket összegezve, az ITH8-1 egy T-alpopu- 

láció specifikus ellenanyag. Olyan sejtfelszíni fehérjé­
vel reagál, amelynek előfordulása a fehérvérsejteken meg­
egyezik a T8 antigénével, és ahhoz hasonlóan szerepet 
játszik a citotoxikus T limfociták lítikus működésében. 
Szerepet játszik továbbá a vizsgált növényi lektinek ál­
tal okozott sejtaktiválódásban, méghozzá a TM4-1 anti­
génhez hasonlóan donor-függő módon. Elképzelhető, hogy 

az 1ТЫ8-1 ellenanyag a T8 molekula egy új epitópjával 
reagál /eddig két epitopot, a Leu-2a és Leu-2b epitopo­
kat írták le, Fujimoto,J. és mtsi. 1934./, vagy egy at­
tól eltérő antigént ismer fel. Ez a kérdés az ITM8-1 an­
tigén molekulatömegének ismeretében lesz majd eldönthető.

A TMG6-5 ellenanyag a szerológiai vizsgálatok so­
rán a kontrollként használt CC1-7, monocita és granulo-
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cita specifikus ellenanyaghoz hasonlóan viselkedett. A 

perifériás vér B+Ivlo frakciójában a sejtek 57%-ával, a 

tisztított monocita frakcióban 80%-kal, és a granulo- 

citák 96%-ával reagált, míg a PM sejtek frakciójában át­
lagosan csak 27% pozitív reakciót adó sejt volt. A ro- 

zetta technikával tisztított nyugvó T-sejtek 2Ó%-a a- 

dott reakciót, de a mitogénnel /РНА és Con-А/ aktivált 

T limfocitáknak csak 1-5%-a fluoreszkált. A leukémiás 

vérminták közül csak a CGL, a sejtvonalak közül pedig 

csak a myeloid eredetű U937 sejtek reagáltak magas szá­
zalékos arányban /rendre 59 ill.- 77%/. Ezek alapján a 

TMG6.-5 egy monocitálcon, granulocitákon és a Tll+ /ro- 

zetta technikával tisztított/ sejtek egy csoportján elő­
forduló markert ismer fel. Az. ellenanyag a legtöbb funk­
cionális tesztben hatástalannak bizonyult, egyedül a 

természetes ölő sejtek lítikus aktivitását gátolta 38%-kal.
Az általam ismert irodalomban nem találkoztam olyan 

monoklonális ellenanyaggal, amelynek szöveti megoszlása 

és funkcionális hatása a TMG6-5 ellenanyagéval megegyez­
ne. A szerológiai oldalt tekintve a 20. oldalon említett 

M01 /=Ыас1 =0КМ1/ antigénhez áll igen közel, mivel ez is 

monocitákon, granulocitákon és NK sejteken fordul elő,
T és В limfocitákon nem /Sanchez-Madrid,P. et al. 1983./. 

Ez. az antigén az LFA-1 és gp95-150 antigénekkel közös /3- 

láncból, és egy egyedi oc-láncból áll. A ^-lánchoz kapcso­
lódó ellenanyagokkal az Ж, CTL, MLC és növényi mitogé- 

nekkel végzett aktiválási kísérletek egyaránt gátolhatok, 

mivel a ^-lánc nem csak monocitákon, granulocitákon, és 

NK sejteken, hanem más t»c-láncokhoz kapcsoltan T és В lim-
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focitákon is megtalálható /Sanchez-Madrid,F. et al. 1983./. 

А Ы01 antigén ос-láncához kapcsolódó H5A4 ellenanyag nem 

volt hatással a PHA-val történő transzformációra, a kevert 

limfocita kultúra sejtjeinek aktiválódására, és Ж illetve 

CTL reakcióban a célsejtek lízisére, egyedül a CR^ 

tást /C3bi komplement komponens kötődést/ gátolta 70%-kal 
/Hildreth,J.E.K. - August,J.T. 1985./. A CR^ aktivitás 

különböző mértékű gátlását különböző ot-lánc specifikus 

ellenanyagokkal más szerző is leírta /Sanc^hez-Madrid,? 

et al. 1983./. Az általa használt három ellenanyag /0КМ1, 
0КГ.19 és 0КЫ10/ a M01 antigén ос-láncának különböző epitop­
jait ismeri fel /Talle,M.A. et al. 1983./, és kicsit el­
térő hatású. A többi monocita, és granulocita specifikus
ellenanyaggal foglalkozó cikk általában az ellenanyagnak

«
a kemotaxisra és a fagocitózisra gyakorolt hatását vizs­
gálja, Ж aktivitást nem tesztel. Mindezek miatt a TMG-6-5 

ellenanyag további vizsgálatát egyrészt a monocitákra és 

•granulocitákra jellemző funkciók /CR^-aktivitás, kemota- 

xis, fagocitózis/ területén kell folytatni, másrészt mo­
lekulatömegének meghatározása nyújthat majd segítséget az 

irodalmi adatokkal való összevetésben. Egyelőre nem zár­
ható ki, hogy а M01 antigén ot-láncának valamely epitóp- 

ját ismeri fel, de ezt csak a szöveti megoszlás azonossá­
ga támasztja alá.

aktivi-

A TMT-1 és TMB6-5 ellenanyagok a szerológiai vizs­
gálatok során szinte mindig azonosan viselkedtek, egyedül 
а K562 eritroid sejtvonalon adott 95 illetve 0%- os re­
akciójuk mutatta, hogy nem ugyanazt az antigént ismerik
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fel. Mindkét antigén T és В limfocitákon egyaránt elő­
fordul magas, 65-100%-os arányban. A TMT»1 antigént a 

K5Ő2 sejtvonalon is ki lehetett mutatni. A két ellena­
nyag által felismert antigének különbözőségét a funkcio­
nális vizsgálatok eredményei is mutatják. A TMT-1 ellen­
anyag a kevert limfocita reakciót 72%-kal, a PHA okozta 

transzformációt 51%-kal gátolta, a többi tesztben a gát­
lás 25% alatt maradt. Mivel az antigén minden fehérvér­
sejt populáción előfordul, a további vizsgálatokat ér­
demes a PWM-mel történő aktiváláson, és az EBV-vel való 

transzformáláson túl más В limfocita, valamint monocita 

és granulocita funkciók tesztelésére is kiterjeszteni.
Az eddigi eredmények alapján nem tudtam a TMT-1 antigént 

a már ismert, fehérvérsejteken általánosan előforduló 

markerek /LPA-1, T200 antigén-család, gp95-150/ valame­
lyikével azonosítani.

A funkcionális vizsgálatok eredményeit tekintve, a 

TMB6-5 az elsőként tárgyalt ITM-3-2, TMD3-1 és CC5-ID7 

ellenanyagokhoz hasonlít, azaz minden vizsgált funkciót 

gátol. Hogy azokkal nem azonos antigént ismer fel, azt 

elsősorban a CEM és Raji sejtvonalakon végzett indirekt 

immunfluoreszcenciás eredmények mutatják: а TMB6-5 ezek­
kel is 94-100%-os reakciót adott, míg az első három el­
lenanyag nem reagált velük. A perifériás vérből izolált 

sejtfrakciókon is a reakció százalékos aránya általában 

magasabb, és a fluoreszcencia intenzitása egyenletesebb 

és erősebb volt. Az ellenanyag K562 sejtekkel nem reagál.
A szerológiai és funkcionális kísérletek eredménye­

it összevetve az irodalmi adatokkal а TMB6-5 ellenanyag
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reakciói az LFA-1, M01 és gp95-150 antigénekből álló 

család közös ^-alegységének reakcióival és szöveti meg­
oszlásával tűnnek azonosnak. Mint arról az 59. oldalon 

már szó volt, ez a polipeptid minden fehérvérsejt cso­
porton kimutatható, és az általam vizsgált limfocita 

funkciók közül az NK és CTL működésben, a kevert limfo­
cita reakcióban és a PHA-val történő sejt-aktiválásban 

szerepet játszik /Hildreth,J.E.K.-August,T. 1985./. A 

Con-A és Pffl lektinekkel előidézett sejtosztódás gátlá­
sára nem találtam utalást. A szöveti megoszlás alapján 

az ellenanyag I.osztálybeli MHC fehérjéhez is kötődhet, 

de az azokhoz kötődő monoklonális ellenanyagoknak a 

TMB6-5 ellenanyagéhoz hasonló funkcionális hatását még 

nem írták le. Összegezve az eredményeket, а ТЫВ6-5 az 

ismert általános fehérvérsejt antigének közül az LFA-1, 
M01 és gp95-150 antigének közös p-alegységével tűnik 

azonosnak. Ezt az azonosságot azonban csak az antigén 

molekulatömegének meghatározásával lehet majd igazolni, 

vagy cáfolni.

A T2/53-4 ellenanyag által felismert polipeptid a 

PM sejtek 55, a nyugvó T limfociták 58, a B+Mo frakció 

sejtjeinek 43, tisztított monociták és granulociták 93 

illetve 95%-án fordul elő. A leukémiás betegektől szár­
mazó sejtek közül a CGL mintán adott az ellenanyag leg­
magasabb reakciót /67%/, míg a két CLL sejtmintával csak 

20 illetve 10%-ban reagált. A sejtvonalak közül egyedül 
a P3HR1 B-sejtvonal nem hordozza az antigént, a többinek 

54-100%-án kimutatható. Ezek szerint a T2/53-4 ellena-
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nyag egy olyan antigénnel reagál, amely a T és В limfo- 

citák egy csoportjára, valamint monocitákra és granulo- 

citákra jellemző* Az ellenanyag a funkcionális vizsgá­
latokban csak a Con-A és a PvVM transzformáld hatását mó­
dosította. Gon-A esetében a vizsgált három donor közül 
kettőnél, az első és a harmadik sejtjeinél fokozta az 

izotóp beépülést /223 illetve 224%-ra/, míg a második 

donor sejtjeinél nem befolyásolta az aktiválódást /5% 

gátlás/. A PWM-mel való aktiválást a harmadik donor 

sejtjeivel végeztem, s az ellenanyag ennek a lektinnek 

a hatását is fokozta, 140%-ra emelve a H-timidin beé­
pülést. PHA-val történő aktiválás esetén az ellenanyag 

mindhárom donorral végzett kísérletben hatástalan volt. 

Dr.Honostori Éva eredményei szerint az ellenanyaggal ti- 

muszsejtek lizátumából, immunoblotting technikával, há­
rom közeli molekulatömegű csík jelölhető: 96, 113 és 

129 kd. A T2/53-4 ellenanyag által felismert antigén 

tehát meglehetősen elterjedt a különböző fehérvérsejt 

populációkon, de funkcionális szerepét csak egyes növé­
nyi lektinek által okozott sejt-aktiválódásban lehetett 

kimutatni. Ez a hatás, a TM4-1 és ITM8-1 ellenanyagok 

hatásához hasonlóan donor-függőnek bizonyult. Ismerete­
im szerint az irodalomban leírt antigének közül egyre 

sem jellemző a T2/53-4 -re megismert szöveti előfordulás, 

funkcionális szerep és molekulatömeg.

Mint láttuk, az ellenanyagok által felismert anti­
gének előfordulási mintázata a különböző fehérvérsejt 

csoportokon meglehetősen változatos. Változatos a vizs-
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gált limfocita funkciókra gyakorolt hatásuk is, de fel­
tűnően sok ellenanyag módosította a növényi lektinek 

sejt-aktiváló hatását. Ennek oka lehet, hogy a növényi 
lektinek feltehetően nem csak egyféle receptorhoz kötőd­
nek a sejt felületén, még ha egy-egy molekulának /pél­
dául PHA esetén a Tll antigénnek/ kitüntetett szerepe 

is van a folyamatban. A kötődésben résztvevő glikopro- 

teinek részlegesen átfedhetnek a különböző lektinek ese­
tén, így előfordulhat, hogy egy-egy membránfehérjéhez kö­
tődő ellenanyag több mitogén ágens hatását is megváltoz­
tatja. Ráadásul a sejtek aktiválódása soklépéses, bonyo­
lult folyamat, a sejt számos anyagcsere folyamatában okoz 

változást, és bármely ellenanyag hatással lehet rá, amely 

ezen lépések valamelyikét gátolja, vagy fokozza. Az ál­
talam vizsgált ellenanyagok, különösen az irodalomból 
eddig nem ismert, aktiváló hatású ТЫ4-1, ГТЫ12-1/1,
1ТЫЗ-1 és T2/53-4, értékes reagensek lehetnek a lekti­
nek okozta sejt-aktiválás további kutatásában.

Érdekes а TM4-1» ITM8-1 és T2/53-4 ellenanyag mi­
togén hatást fokozó tulajdonságának donor-függése. A kü­
lönbségeknek ezesetben valószínűleg nem az ellenanyagok 

izotípusa az oka /mint azt az anti-T3 ellenanyagok mito­
gén hatása esetén kimutatták/, mivel mindhárom ellena­
nyag IgG1 típusú. Az ITM12-1/1 is IgG1 típusú, és ennek 

hatása mindhárom vizsgált donor esetén azonos volt, te­
hát nem valószínű, hogy a donorok az IgG^ típusú ellen­
anyag-kötő képességben különböztek volna. Az eltéréseket 

a donorok között meglévő más, eddig még nem ismert kü­
lönbség okozhatja. A jelenség felderítésére sok további

- 64 -



donor sejtjeinek vizsgálatára lesz szükség, elemezve, 
hogy a különböző reakciót adó donorok sejtjei milyen más 

tulajdonságokban különböznek egymástól.

! ■
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6. Összefoglalás

A sejtfelszíni differenciálódási markerek monoklo- 

nális ellenanyagokkal történő vizsgálata új utakat nyi­
tott meg az immunrendszer működésének és szabályozásá­
nak megismerésében. A technikát az MTA SzBK Genetika 

Intézetében is évek óta alkalmazzák. Az általam előállí­
tott és korábbi fúziókból származó monoklonális ellena­
nyagokkal végzett munka során tíz ellenanyag részleges 

jellemzését végeztem el. Meghatároztam az ellenanyagok 

által felismert antigének előfordulását perifériás vér­
ből izolált sejtfrakciókon, leukémiás betegek véréből 
izolált fehérvérsejteken és különböző eredetű humán 

sejtvonalakon. Megvizsgáltam, hogy a sejtekhez kötődő 

ellenanyagok befolyásolnak-e egyes lirafocita funkciókat. 

Az eredményeket az általam ismert irodalmi adatokkal ösz- 

szevetve értékeltem. Hat ellenanyag esetében tudtam a 

már ismert ellenanyagok jellemzőivel párhuzamot vonni, 

és az általuk felismert antigént feltételesen valamelyik 

ismert sejtfelszíni markerrel azonosítani: ITM3-2, TMD3-1 

és CC5-ID7 2 LFA-1 antigén oc-alegységével, ITM8-1 ^ T8 

antigénnel, TMG6-5 = M01 antigén oc-alegységével és TMB6-5 

= LFA-1, M01 és gp95-150 antigének közös ^-alegységével. 

Az azonosság igazolására azonban további kísérletek, a 

legtöbb esetben az antigén molekulatömegének meghatáro­
zása, szükségesek. Négy ellenanyag reakcióihoz hasonlót 

nem találtam a közleményekben. Ezek közül három, а ТЫ4-1, 
az ITM12-1/1 és a T2/53-4 ellenanyag egyes növényi lek- 

tinek sejt-aktiváló hatását fokozza, ami úgy tűnik, ke-
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vésse ismert jelenség, illetve a TMT-1 ellenanyag a T 

limfociták aktiválódását gátolja kevert limfocita kul­
túrában és PHA jelenlétében.

Az elért eredményeken túl az előállított monoklo- 

nális ellenanyagok hasznos reagensek lehetnek a további 
kutatások során, és némelyiknek közvetlen gyakorlati al­
kalmazására is lehetőség van. A ТШ4-1 /Т' limfocita spe­
cifikus/, az ITM8-1 /Т alpopuláció specifikus/ és a 

TMG6-5 /monocita és granulocita specifikus/ ellenanyagok 

például alkalmasak a fenti sejttípusok azonosítására és 

tisztítására, felhasználhatók az immun- és vérképző-szev- 

vek szöveti felépítésének vizsgálatára, leukémiás megbe­
tegedések tipizálására stb. Egyes ellenanyagokkal jelen­
leg is folynak kísérletek az MTA SzBK Genetika Intézeté­
ben.
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A dolgozatban szereplő fontosabb differenciálódási mar-

kerek jegyzéke

Antigén
neve

Egyéb el­
nevezései

Előfordulás a 

periférián
CD Ref. sor­

számabesorolás

60,B1 CD 20 pan-B

В alcsoport 60,EBVR,03dR CD 21B2

60,B4 CD 19 pan-B

86,akt. ВBB-1

B-LAST 1 akt, В 82.

pan-T, B-CLL 

pan-T

fi Leül CD 5 11.

56.f 3-fi Leu4 CD 3

CD 4T4 Leu3 "^segítő 73.
f 8 CD 8 T 73.Leu 2 ,NKcitotox. 

pan-T, Жfii LEA-2,Leu5 CD 2 33.

CD44 f 9.Жcitotox.»
DK alcsoportНЖ-1 Leu7 1.

CD 16ЖР-15 Leüli pan-RK 70.

M01 Maci,0KM1 CD 11 Mo, Ж 83.
MO 2 CD 14 83.Mo

Ы05 Mo, Grc 

Mo, Grc 

akt. В,Т,Ж

33.
Ы06 83.
Tac IL-2R CD 25 34.
ICAM-1 74.
LPA-1 75.

általános
LFA-3 75.

limfocita
64.f 200

antigének
gp95-150 8.
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Rövidítések jegyzéke

2-aminoetil-izotiouronium-bromid 

В-cell growth factor, B-sejtekre ható növeke­
dési faktor
cluster of differentiation, a jól jellemzett 

sejtfelszíni fehérjék csoportjainak jelölésére 

krónikus granuloid leukémia 

krónikus limfoid leukémia 

Concanavalin-A, növényi lektin 

citotoxikus T limfocita

AET

BCGP

CD

CGL

GLL

Gon-A

CTL

dimetil-szulfoxid 

Epstein-Barr vírus 

enzyme-linked immunosorbent assay 

az immunglobulin molekulák papainos emésztése­
kor képződő N-terminális darab 

az immunglobulin molekulák papainos emésztése­
kor képződő C-terminális darab 

foetal calf serum, magzati borjú-savó 

fluoreszcein-izotiocianát 

granulocita
hipoxantint, aminopterint és timidint tartal­
mazó szelektáló tápfolyadék
hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferáz

torma-peroxidáz
immunglobulin-D
immunglobulin-G
immunglobulin-M
interleukin-2, növekedési faktor

DMSO
EBV
ELISA
Pab

Pc

PCS
FITC
Grc
HAT

HGPRT
HRPO

IgD
IgG
IgM
IL-2
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major histocompatibility complex, fő szöveti
összeférhetőségi génrendszer
mixed lymphocyte culture, kevert limfocita
kultúra
monocita
natural killer, természetes ölő 

polietilénglikol
phitohemagglutinin, növényi lektin 

perifériás mononukleáris sejt 

protein-A
pokeweed mitogen, növényi lektin
nátrium-dodecil-szulfát
vörösvértest

ЫНС

MLC

Mo
Ж
PEG
РИА
PM
PrA
РЖ
SDS
vvt
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