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f

klasszikus biokémiai szelekciós módszer a HGF'RT (hypoxantin 

guanosin-phosphoribosi1 -1ransferase) hiányos, vagy TK (timidin- 

kinase) hiányos- tumor sejtek használatán alapul (Littlefield, 
1964).

j

Ezen enzimeknek hiányában a sejtek elpusztulnak a hypo- 

’ xantin-aminopteгin-timidin (HAT) tartalmú tápfolyadékban.
A sejtfúziók gyakoriságának növelése is az egyik fontos 

célkitűzése volt a kísérleteknek, Polietilén-glikollal a fúziók 

gyakoriságét 2-10 szeresébe lehetett fokozni. Ez körülbelül 500 

hybridomát jelent egy lépre számolva (.Köhler és Milstein, 

1975).
Problémát jelentett az is, hogy az immunglobulinok szek­

réciója kodominéns, vagyis a myeloma által szekretált immun­
globulinok is megmaradnak a fúzió után, sőt az egyes immunglo­
bulin láncok recombinációja a lépsejt által szekretált immun­
globulin láncokkal is megfigyelhető. Ezért olyan myeloma sej­
tvonalakat alakítottak ki, amelyek sem immunglobulin moiekulá- 

sem az immunglobulin molekula alegységeit nem szekretál-kat, 

j á к.
A monoklonális ellenanyagoknak számos előnyöE tulajdon­

ságuk van a poliklonális ellenanyagokkal szemben:
- Szigorúan homogén ellenanyag-molekula populációt alkot­

nak, az antigénmolekula egyetlen epitópjával reagálnak.
Használatuk előtt nem kell specificitást növelő ab- 

szorbciót végezni.
- Magas titerben e1öá11íthatók, mivel a hybridoma sejtek 

ascites formában is növeszthetek.
- A hybridoma sejtek folyamatos növekedése folytán gya­

korlatilag korlátlan mennyiségben e1Őá11íthatók.
- Minőségük, specificitásuk gyakorlatilag nem változik, 

a poliklonális ellenanyagokkal, amelyek teljes-e11entétben
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ségUkben nem reprodukálhatók egy másik egyed oltását követően: 
minden immunizálás más és más összetételű, heterogén ellenanyag 

populációt hoz létre.
Azonban a monoklonális ellenanyagok termelésében is szá­

mos nehézség fordulhat elő:
- A fúziót követően a kapott hybridomák tesztelése igen 

munkaigényes és megfelelő érzékenységű, 
módszert igényel.

- A hybridoma elvesztheti ellenanyag szekretáló 

gét, aminek több oka is lehet:

- A nem-szekretá1ó kiónok szelekciós előnyben le­
hetnek és fokozatosan dominánssá válnak a hyb гidoma-populáci­
óban.

gyorsan végrehajtható
r

képes sé-

- Előfordulhat genetikai instabilitás, ami kromo­
szómavesztéssel járhat (Hacias és mtsai., 1987).

További nehézségek léphetnek fel a felhasználás során is;
- A monoklonális ellenanyagokat gyakran nem lehet közvet­

lenül immunprecipitációs, agglutinációs módszerekben alkalmaz- 

n i .
Annak el lenére, hogy a monoklonális ellenanyagok előál­

lítása igen munkaigényes és viszonylag költséges, előnyei miatt
ma már mégis igen sokféle antigén ellen fejlesztettek ki mono­
klonális ellenanyagot.

Ezek az antigének 

lehetnek sejtfelszínhez kötött,
1 evő mo 1eku1ák .

egy féle csoportosítás szerint
illetve szolubi1 is formában

1. 1. 1. Monok 1 oná 1 i 11enanyagok

szolubi 1 is antigénekké 1 zemben
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tiszta, nagy specifikus aktivitású interferon preparátumokat 
állítottak elő. Ezek már alkalmasak voltak az állatok immuni­
zálására. és enzim- vagy rad i o-immunoassay-ve 1 tesztelhették a 

hybridomák fe1ü1 úszóinaк anti-interferon aktivitását (Osheroff 

és mtsai., 1954; Le és mtsai,, 1964a), A recombínáns interfe­
ronmolekulák ellen készített- monoklonális ellenanyagok azonban 

nem minden esetben reagálnak az azonos típusú természetes in- 

terfíeronnal (Le és mtsai
Az interferonok ellen termelt monoklonális ellenanyagokat 

több célra is felhasználhatók; az interferon affinitáskromato- 

gráfiás tisztítására {Novick és mtsai., 1962), a mintában lévő 

interferon mennyiségének a meghatározására, a neutralizáló 

hatású ellenanyagokkal az interferon hatásának felfüggesztésére 

kísérletes körülmények között, a különféle biológiai folyama­
tokban képződő interferon kimutatására, az interferon molekula 

antigén determináns csoportjainak a feltérképezésére {Meager és 

mtsai., 1986 ) .

1964a).* I

1 . 1.2. Monok 1 oná 1 is el lene. nyegok

s e 3 t f © 1 színi antigénekké1 szemben

Egyetlen sejt felszínén nagyon sokféle struktúrájú és 

funkciójú molekula található. Ha ezek ellen akarunk monokloná­
lis ellenanyagot készíteni, akkor vagy magával a sejttel, vagy 

pedig a tisztított antigénnel immunizálhatunk. Az első 

lehetőség egyszerűbben kivitelezhetőnek látszik. De ebben az 

esetben a. tesztelés nehezebb: utólag kell azonosítani a sejten 

az ellenanyaggal reagáló struktúrát, illetve az immunizáláshoz 

használt sejtpopuláció homogenitását 
antigének optimális mennyiségét - meglehetősen nehéz biztosí-

a z a z a kiválasztott
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tani. Nem ritka az sem, hogy egy monok lónál is ellenanyag az 

adott antigén többféle sejten való előfordulása miatt, külön­
böző sejtféleségekhez kötődik, és így igen munkaigényes a 

kívánt spécificitású шопок1 óné 1 is ellenanyag előállítása.
A sejtfelszíni antigénekkel reagáló ellenanyagok 

tesztelésére, kiválogatására, jellemzésére sokféle lehetőség 

kínálkozik. Például complement függő cytotoxicitási tesztben -
^*Cr-izotóp

meghatározhatjuk, hogy a vizsgált sejtek hány százaléka reagál 
az ellenanyaggal.

Az ellenanyaggal reagáló sejtek százalékos megoszlását 
meghatározhatjuk indirekt immunof1oureszcenciás teszttel, il­
letve ma már igen sok helyen automatizálták ezt a munkát a 

cytof1uorométer (FACS) alkalmazásával.

festékkizárásos, release teszttelvagy

A sejtes enzim-immunoassay, vagy radio-immunoassay pedig 

arról ad felvilágosítást, hogy a vizsgált sejtek egyáltalán 

reagélnak-e a kérdéses ellenanyaggal, 

monok 1oná1 isA e11enanyagga1
antigénmolekula típusát, molekulasúlyát is meghatározhatjuk: a 

radioaktív izotóppal jelölt sejtek szó 1ubi1izá1ását és az

reagáló sejtfel színi

antigén ellenanyaggal történő precipité1ását követően SDS-poli- 

akrilamid gé1e1ektroforézisse 1 meghatározható a vizsgált anyag 

mo 1ekuIasú1ya.
Mostanra már többek között humán, egér, patkány és 

csirkesejtek ellen is készítettek monok 1oná1is ellenanyagokat. 

Ezek között igen jelentősek azok, amelyek a szervezet immun-
rendszeréhez tartozó sejtekkel reagálnak, sőt, több ellenanyag 

diagnosztikai, illetve terápiás célra is alkalmasnak bizonyult. 

Ezeknek az ellenanyagoknak fontos szerepük van az egyes sejt­
populációk elkülönitésében, illetve annak a felderítésében,
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f

hogy biológiai
működéséhez kötöttek. Ellenanyaggal és comp 1 ementte 1 eliminálni

f unkeiókbizonyos mely sejtpopulációk

tudjuk a kérdéses ellenanyaggal reagáló sejteket, így ezek 

működésének a megszűnése a megfelelő funkcionális vizsgála­
tokkal detektálható. Arra is lehetőség van, hogy az ellenanyag­
gal reagáló sejtpopulációt megtisztítsuk, elkülönítjük a töb­
bitől és ezek funkcióját izoláltan vizsgáljuk. Egyik ilyen 

egyszerűbb módszer a "panning” technika, amikor az el­
lenanyagot szilárd hordozóhoz kapcsoljuk és az e 1 1 enyagokka1 
mintegy lehorgonyozzuk a velük reagáló sejteket.. A nem kötődött 

sejtek pedig mosással e1távo1íthatók (Wysocki és mtsai 
Egy másik lehetőség a cytoflourométerrel CFACS, EPICS) történő 

sejtszeparálás. Ekkor a sejtek méretük, szemcsézettségük, vagy 

ellenanyaggal való kötődésük alapján vá1ogathathatók szét.

1976).* I

1.2. A BzArnya sok i mmunrendszerének

sajátosságai

A szárnyasok az immunbiológiai kutatások számára több 

szempontból is igen előnyös alanyok:
Az embrió az anyától izoláltan fejlődik és így 

lehetőség van számos olyan kísérleti beavatkozásra, amelyeket 
emlős magzatokon nem, vagy csak nagy nehézségek árán lehet 

e1végezni.
A Bursa Fabricii, azaz egy anatómiailag különálló В 

sejt forrásnak a megléte, amely megkönnyíti а В sejteE kompart- 

ment, a humorális és a ceilulárís immunfunkciók különálló vizs­
gáié. t á t.

A tojásban fejlődő emriót nem-immunológiai tényezők, a 

tojáshéj, a héjmembrán és a tojásban levő albumin frakció 1 i -
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Aí

zozim és avidin tartalmánál fogva erős alkiláló és germicid 

hatású anyagok - védi a külső fertőzésektől. Bár az interferon 

termelődése chorioallantois membrán fragmentumok vírussal in 

vitro való fertőzését követően már a 6 napos embrióból kimutat­
ható, ennék ellenére a tojás fogékonysága a fertőzések iránt a 

10-15 napok között a legnagyobb {Seto, 1951). Az egyre növekvő 

extraembrionális membrán ekkor kerül kapcsolatba a. héjmembrán­
nal iSeto, 1961). Később, az 1 embrió immunrendszerének 

kialakulásával, fokozatos érésével ez a fogékonyság csökken.
Ebben a szakaszban leginkább az embrionális retiku.loen- 

dotheliális rendszer (RÉS) sejtjei vesznek részt az immunoló­
giai védelemben: szabad és kötött macrophagok, de az embrióban 

levő interferonnak, comp 1ementnek és anyai eredetű opszoninok- 

nak is fontos szerepük van. Az embrionális fejlődés során a 

1ymphopoetikus Őssejtek elsődleges forrásának ma már inkább az 

embrionális májat, mintsem a csontvelőt tekintjük (Aitken, 
1975). Mér az embrionális élet első hete után leukocyták mu­
tathatók ki a magzati keringésből {Lemez, 1979). Az embrionális 

élet második felében az addig diffúzán elosztó, phagocyte 

funkcióval rendelkező sejtek fokozatosan koncentrálódnak a RÉS 

immár véglegesen kialakuló fő csomópontjaiban: a májban, a lép- 

ben, a tüdőben, csontvelőben stb. Az immunrendszer anatómiaiiag 

a későbbiekben is viszonylag diffúz rendszert alkot, azonban 

egyes elemei minden "stratégiailag fontos” helyen megtalál­
hatók. A szárnyasok primér, azaz centrális nyirokszervei, tehát 
azok a szervek amelyekben az őssejtek telepednek meg és amelyek 

biztosítják a sejt-utánpótlást- a perifériás (másodlagos) immun- 
rendszer számára a következők: az emrionális szikzacskó, a thy­
mus, a Bursa Fabricii és a csontvelő. A szekunder nyirokszervek
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ped ig a lép, a bél csatorna falán lévé cecal is tonsil Iák és -a. 
szemüreg hátsó falán levő Harder féle-mirigy (.Séta 1961).

1.2. 1 . Bursa. Fabric! i

A Fabricius féle tömlő a madarak normális humoréi is im­
munválaszának kifejlődésében nélkülözhetett len lymphoepithe­
lial is szerv. Az állat kloákájának a közelében helyezkedik el, 

Nivel jól el határ о lódó szerv, sebészi módszerrel könnyen
hormonnal, illetve kémiai anyagokkal való 

kezeléssel is kiirtható. Azonban hiába végeztek bursectomiát az 

emrionális fejlődés különböző szakaszaiban, tartós, teljesen 

agammag1obu1inémiás állapotot nem sikerült előidézni. Cooper és 

mtsai. az inkubáció 17. napján végzett bursectomiát követően 

csak átmenet i p 1 asma.se j t szám csökkenést , immunglobulin és 

antigénspecifikus ellenanyag hiányt, illetve a. lép centrum ger- 

•m ina t i vuma i nak számbeli csökkenését tapasztalták az állatokban 

(Cooper és mtsai., 1969).
Jel harten és mtsai. (1963) azt az eredményt kapták, hogy a.

órájában sebészileg búrsectomizá1t csirkékben nor­
mális morfológiájú B, illetve p1asmasejtek vannak, termelődik 

bennük IgG, IgN, IgA. De nem képesek bizonyos specifikus ellen­
anyagok képzésére, nincsenek auto-ellenanyagaik, illetve termé­
szetes ellenanyagaik. Az intracytop 1asmatikus 1 gG mennyisége 

normális, de a szérum IgG mennyisége csökkent, ami pedig 1 gG 

szekréciós zavart feltételez.
Lerner a bursectomia különböző módszereit alkalmazva azt. 

hogy az IgG típusú ellenanyagok mennyisége csökkent, 
mig az IgM típusúaké növekedett a beavatkozást követően. Ennek 

alapján pedig azt állította, hogy a. Fabr i c i us - f é 1 e tömlőnek az

eltávolítható, de

keltetés 60.

találta,
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antigén specifikus IgG típusú ellenanyagok termelődésének 

fokozásában lehet szerepe (Lernen és mtsai,, 1971; Fitzsimmons 

és mtsai., 1973). Ez egyben arra is utalhat, hogy hasonlóan az 

egerekben vagy az emberekben megfigyelt ly 1 illetve CD5 

antigén pozitív 1g M termelő В sejtjeihez a csirkékben is két, 

egymástól viszonylag független В sejtes rendszer létezik (Hardy 

és mtsai., 1956).
Kermani-Arab és Leslie szerint a sebészi bursectomia az 

állatokban agammag1obu1inémiás állapotot hoz létre és ezek lym­
phoid sejtjeit normál recipiensbe transzp1antá1va hypo- illetve 

agammag1obu1inémiás állapotot vált ki, ami pedig szupresszor T 

sejtek jelenlétére utal (Kermani-A rab és Leslie, 1977), A bur- 

sectomizált csirkék antigéningerekre mutatott specifikus 

válaszképtelenségét azonban irradiált, hisztokompatibí1is 

csirkékbe csontvelősejtekkel nem sikerült átvinni. Így azt a 

hipotézist, hogy a válaszképtelenséget szupresszor T sejtek 

okozhatják, nem sikerült bizonyitani (Veromaa és mtsai., 1986).
Egy igen érdekes tulajdonsága a Fabricius-féle tömlőnek, 

hogy а к Icákén keresztül az antigén közvetlenül érintkezésbe 

kerülhet vele: a thymus independens antigének, amelyek az el­
lenanyag termelődés megindulásához nem igényelnek T-В sejt 

kooperációt, per bvrsam juttatva az állatba, a szérumban jól 
mérhető, magas titerű e 1 1enanyagvá1 ászt indukálnak (Sorvari és 

mtsai., 1975).
A Fabricius-féle tömlő az állatok egyedfejlődése során 

idősebb korban atrophiássá válik, ezért sejtjeinek izolálására 

csak fiatal, néhány hetes állatokat lehet felhasználni.
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1.2.2. A thymus
J

A csirkék thymusa 14 lebenyből áll, amelyekből 7-7 

helyezkedik el a nyak két oldalán a venae juguláres mellett. 

Maximális méretét a fejlődés 4. hónapjában éri el, majd a nemi 
érést követően fokozatosan visszafejlődik. A thymus lymphocytái 
kisebbek, mint a Fabricius-féle tömlőben találhatók és nem mu­
tatnak olyan nagy méretbeli változatosságot, A T és В sejtek 

scanning elektronmikroszkóppal vizsgálva egyformák, a sejtek 

- függetlenül származási helyétől
A T és В sejtek egymástól való elkülönítése sejtfelszíni 

markereik alapján lehetséges: a Fabricius-féle tömlő sejtjeinek 

felszínén immunglobulinokat lehet kimutatni, míg a thymussejtek 

felszínén ezek hiányoznak.
A thymusban a lymphocyták mellett kis számban eosinophyl, 

basophyl és heterophyl granu1ocyték, valamint macrophagok is 

vannak,

95%-a sima felszí nü.

A thymus amellett, hogy elsődleges forrása a sejt-köz­
vetített immunfolyamatokért felelős T sejteknek В sejteket is
tartalmaz. Ezek а В sejtek az intravénásán, vagy közvetlenül a 

thymusba adott antigénre ellenanyag termeléssel válaszolnak 

(Kendal, 1960).
A thymectomia sebészi módszerrel és kémiai kezeléssel 

egyaránt végezhető. Thymus-iг tott állatban a DTH reakció gá­
tolt, az allogén bőr transzp1antátumok kilökődésének ideje 

azonban nem változik. Ezzel szemben, más kutatók bebizonyítot­
ták a thymussejtek szerepét a bőrgraftok kilökődésében. Ezekben 

a kísérletekben azonban fontos volt, hogy milyen idős állatokon 

végezték a thymectomiát. A thymus ezenkívül, mint endokrin 

mirigy, hormonok termelésben is részt vesz (Kendall, 1980).
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1.2.3. A lép

A lépkezdemény az egyedfejlődés 4, napj án jelenik meg, a 

naptól kezdve pedig intenzív érithro-granulocytopoézis 

. folyik benne. Myeloid jellegét egészen a kikelésig megőrzi. 
Ekkor válik lymphoid szervvé, 
he 1yévé.

11 .

a lympho- és monocytaképződés fő

fA csirke lépsejtjei - hasonlóan az emlősökéhez 

rostokhoz történő ad he rencia alapján két csoportba oszthatók 

(Lament és van Alten, 1981):
-Nem adherens, T sejtben feldúsult populáció, melynek 

sejtjei a T sejt mitogén PHA és Con A hatására erőteljesen osz­
tóén i kezdenek.

ny 1 on

-Nylon adherens, 50%-ban sejtfelszíni I g — t hordozó В sej­
tekben feldúsult frakció. Ezek között a sejtek között igen sok 

ellenanyagtermelő sejt is van, továbbá ezek a sejtek T sejt mi­
togén e к к e 1 gyengén s timu1á1h a t ó к, A FWM-ге adott válasz pedig

sejtpopulációban alacsonyabb volt, mint a nemmindkét izolált 

szeparált lépsejtek esetében.
Mint ahogy Vanio és Ratal iffe (Vanio és Ratcliffe, 1984) 

kimutatták, в PWM csirkékben is adherens sejt 

macrophag
valószínűleg

dependens T és В sejt mitogén. Fc receptorral ren­
delkező sejtek mind a nyIon adherens, mind a nem adherens sej­
tek között vannak és ezek nagy része (60-80%-a) macrophag,

A csirkék lépében lévő úgynevezett elipszoidhoz asszo­
ciált sejtek nagy valószínűséggel dendritikus sejtek, amelyek 

igen fontos szerepet játszanak az antigének prezentálásában. 
Ezek a sejtek endocytozissal különböző részecskéket, például 
szénszemcséket, immunogén fehérjéket, például bovin szérumalbu­
mint, tormaperoxidázt képesek felvenni. Ezt követően a sejtek 

elvándorolnak a fehérpulpából a vöröspulpába, majd valószínűleg
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a sinusokba és a keringésbe kerülnek. Torroaperoxidáz intra­
vénásán történő beoltását követően 5 órával erőteljes dendriti- 

kussejt depléció figyelhető meg az elipszoidok körül és a vér­
ben nagymennyiségű, tormaperox idéz pozitív, monocyta morpho- 

logiájú sejt- jelenik meg (Oláh és mtsaí. , 1964).

1.2 . A . Harder féle mirigy

Ez a mirigy a szemüreg belsejében található. Acinusai a 

pislogóhártya és a cornea nedvesítésére szolgáló nyálkás vála­
dékot. termelik. Az acinusok közötti részben háromhetes korban 

sok plasmasejt jelenik meg. A legtöbb plasmasejt felszínén G, 
A, és M típusú immunglobulinok vannak. Kilenchetes kortól pedig 

az I gA típus válik uralkodóvá. Míg a helyileg adott antigén
stimulálja a sejteket, addig az intravénásán adott nem (Mueller 

és m t s a i . , 1971). Ezek alapján feltételezik, hogy a Harder- 

mirígy helyi ellenanyagforrásként szerepel a légutakat megtá­
madó kórokozók belépési helyéül szolgáló oculonasalis régióban. 
A mirigy anatómiai helyzete kizárja sebészi eltávolítását, de 

funkcionális gátlása a mirigy kivezető nyílásának elzáráséval 
élőidézhető.

1.2.5. A szárnyasok humoréi is

immunvé1a s z a

A humorál is immunválasz effektorsejtjei szárnyasokban is 

a B, illetve a plasmasejtek. A szárnyasok szekretoros ellen­
anyagai három osztályba sorolhatók: IgG, 1gM és IgA, Az immun­
globulinok fizikai és kémiai tulajdonságaikat tekintve külön­
böznek az emlősökéitől. Míg az emlős immunglobulint tartalmazó
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. immunkomplexek képesek mind az emlősök, 
plementrendszerének aktiváláséra,

mind a szárnyasok com- 
addig a csiгkeimmung1obu1int 

tartalmazók csak a csirke eredetű complement aktiválására al­
kalmasak. Ezzel függ össze az is, .hogy a csirkesejteken lévő Fc 

receptorok nem képeznek EA rozettát az emlős ha.emo 1 у s i nne 1 ke­
zelt birka vörösvértestekkeI (Wick és mtsai., 1982).

Az e1 1enanyagvá1 asz a csirkékben is
az antigéntől függően, lehet T sejt dependens (TD), 

illetve T sejt independenE (TI). A TD választ az immunizált ál­
lat 1 épsejtjeive 1 át lehet vinni immuno 1ógiái 1ag inkompetens 

recipiensbe, míg Fabricius-féle tömlőből származó sejtekkel nem 

(ilyen antigén például a birkavörösvértest). Ezzel szemben a TI 
antigénekre (például Brucella abortus) adott ellenanyag válasz 

Bursa Fa.br i ci 2 eredetű sejtekkel is átvihető. A thymectomizált 
és irradiált csirke a TD antigének hatására csak csökkent mér­
tékben termel ellenanyagot, tehát a. csirkében is szükség van a 

thymusra а В sejtek normális ontogeneziséhez. A TNP-Ficollre 

(TI antigén) adott e 1 1enanyagvá1 asz relatíve thymus independens 

(.Ede Imán és mtsai., 1985).
A csirke'В sejtek antigén felismerő receptorai is immun­

globulin molekulák. Madarakban a Fabricius-féle tömlő folliku- 

lusaiban mér az embrionális fejlődés 18. napján sejtfelszíni 
IgM-et hordozó pre-B sejtek vannak, illetve a felnőtt állatok 

pre-B sejtjei is sejtfelszíni IgM-t hordoznak (Eerola, 1983).

az emlősökhöz
hason 1óan

1.2.6. A sejtes irnmunvé.1 z

A csirke perifériás vér sejtjeinek száma, egymáshoz vi­
szonyított aránya. nagy mértékben különbözik az emlősökben 

tapasztaltaktól. Egy festett vérkeneten rögtön szembetűnnek a
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nagy, magvas vörös vérsejtek, 

к e z 6 t h г о m b о с у t á к ,
1 entétben

és az ugyancsak sejtmaggal rendel­
sz emlősökkel el-

у

A csirkék íeukocytáinak 

csak kiesebb hányadát alkotják a heterophyl granu-
1ocytéк, Az egyes sejtek mennyisége és aránya igen tág határok 

között változik a faj ta, a kor és a nem függvényében. Tájékoz­
tató jelleggel az általában előforduló értékeket az 1.1. táblá­
zatban foglaltuk össze. A lymphocyták 35%-a B, 60%-a. T.és 5%-a 

nullsejt a csirke perifériás vérében.
Csirkékből származó antigénspecifikus T sejtvonalak, ha-sonlóan 

e. rágcsálók, illetve a humán T sejtekhez, in vitro is
f enntar thatók. Bhogal és mtsai. (1986) T lymphocyte, к Iónokat 
állítottak elő a csirkék coccidiosisát okozó Eimeria teneJJa. 
protozoonnal immunizált állatok lépsejtjeiböi. Ezeket а к 1 ó - 

nokat 12-14 hétig tartották fenn in vitro a. parazita antigén­
jeit, antigént prezentáló sejteket és csirke T sejt növekedési 
faktort tartalmazó tápfolyadékban. Ezeknek a T sejt к 1ó n о к n а к 

antigénspecifikus prolife rációjához hisz tokompatibilis 

ant i génpr szenté 1ó sejtek szükségesek, hasonlóan az egér és hu­
mán sejtk1ónokná1 tapasztaltakhoz. A kapott T sejt kiónok kö­

veitek antigéndependens helper, valamint szupresszor 

hatású sejtek, illetve olyanok is, amelyek a macrophagok spo- 

rozoita ellenes aktivitását fokozó 1ymphokineket termeltek.

í

a z

zött

1.2.7. A lymphoid к kooperációja:5 t

EZÁrnySkSOk immunrendszerébenSk

A csirkékben, hasonlóan az emlősökben megfigye 1tekhez, 
igen bonyolult, nagyon sokféle sejttípus kölcsönhatását felté­
telező immunológiai reakciókat lehet megfigyelni. A T és В
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1.1. táblázat.

A csirkék' perifériás vérében előforduló főbb sejttípusok %-os 

megoszlása.

Sej t/mm®Sejttípus %

Lymphocyta 
Monocyta 
Heterophi 1ek 
Eosinophi1ek 
Basophi1ek

64-76 
5,7-6,4 

13-26 
1-2,5

10-22000 • 
1000-1600 

4000 
250-700 
400-7002,4

sejtek együttműködéséről már a humoréi is immunválasz leírása, 
során íe említést tettem, amikor íe a T-dependens és T- 

independens antigénekre adott e1 IenanyagváI ászt jellemeztem 

(Edelman és mtsai. 1985).
A késleltetett hi perszenzitivitési reakció (DTH) csirkék­

ben az emlősökéhez hasonló, A komplett Freud ad juvánsban adott- 

megfelelő antigén (pl. bovin széruma 1 bumin, BSA) jó DTH választ
eredményez. A BSA által kiváltott DTH reakció során helper 

funkciójú T sejtek mutathatók ki az állat lépében. Humán gamma- 
globulint intravénásán adva, az állatokban toleranciát tudtak 
ki vé l tani ezzel az antigénné 1 szemben. A toleranciát ebben az 

esetben a T helper sejtek depléciója, nem pedig T szupresszor 

sejtek okozták (Grebenau és mtsai., 1979).
Az első graft-versus-host szerű reakciót csirkékben sike­

rült megfigyelni: felnőtt állatokból származó perifériás leu- 

kocyták embrióba oltása 1épmegnagyobbodást indukál. Ekkor 

ugyanis az embrionális tasakból származó Őssejtek erőteljes
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pro 1 i f eráci ó ja indul meg az allogén eredetű sejtek hatására. 
(Murphy, 1916).

Kéthetes él latokban is sikerült GVH reakciót kiváltani: 

ha az irradiált recipiensbe felnőtt állatból származó, allogén 

lépsej teket jutattak, fokozódott a tríciummal jelölt timidin 

felvétele a recipiens lépében az oltást követő 4. napon. Ha 

Mitomicin C-vel, vagy anti-T-savóva1 és complementtel kezelt 

lépsejteket oltottak be a recipiensekbe, akkor ilyen jelenséget 
nem tapasztaltak. Viszont, ha nem-irradiá11, de anti-T savóval 
T sejt depletélt recipiensbe Mitomycin C-vel vagy anti-T-savó- 

val és comp 1ementte1 kezelt donor T sejteket juttattak, 

ugyancsak
tapasztaltak a recipiens 1 épsejtjeiben. Ez pedig arra utal, 

hogy a nem-T sejtek pro!iterációja következik be a kezelt donor 

sejtek hatására a recipiens lépében. (Nisbet és mtsai., 1969).
A GVH reakció csirkékben tehát igen hasonló a rágcsálók­

ban megfigyelthez: a donor immunológiai lag aktiv T sejtei szük­
ségesek ahhoz, hogy a. recipiensek bizonyos nem-T-sejt populá­
ciói aktiválódjanak.

A tumor elleni immunológiai védekezésben fontosak a T 

sejtek és a monocyták közötti kölcsönhatások. Ha hisztokompa- 

tibilis, transzpantá1 ható tumorsejteket jutattak be egy csirké­
be és emellett valamilyen bakteriális adjuvánssal kezelték az 

állatot, tumor spéci f i kus immunitás fejlődött- ki a reci pi ensben. 
Az immunitásért felelős sejtekről megállapították, hogy Mitomy­
cin C rezisztens, gamma-sugárzással szemben érzékeny T sejtek 

(PsJJadino és Thorbeck, 1976a). Mivel a tumorral szemben immu­
nizált állatok az irradiált- tumor sejtek bejutattására DTH re­
akcióval válaszolnak, így ebben a folyamatban minden bizonynyal 
helper T sejtek is részt vesznek. A különböző monocyta elimi-

fokozott tr í ciumma1 jelölt timidin-beépülést
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náIó eljárások hatására viszont (tripánkék, 
lés,
(FsJJsríino és. Thorbeok, 1978b),

vagy szi like keze- 

besugérzás) a csirke elveszti a tumoré 1 1enes immunitását

1.2.6. A természetes sejtközvetítette

cyt-o-tox i о i tás об i rkékben

Г Ebben a folyamatban egy, előzetesen nem immunizált szer­
vezet sejtjei képesek bizonyos sejteket elpusztítani. Az ilyen 

cytotoxicítási mechanizmusban МНС-гestгikeió nincs. A reakci­
óban résztvevő sejtek meglehetősen heterogének. A reakció maga 

alapvetően két fő típusra osztható:
- Az NK, vagy természetes cytotoxikus reakció.
- Az e11enanyagfüggő sejtközvetítte cytotoxicitás (ADCC). 
Emlősökben az NK aktivitás 90%-áért a nagy, granulált

lymphocyták, az LGL sejtek a felelősek. A monoeyták és a mac-
rophagok is aktivak lehetnek megfelelő körülmények között. ADCC 

aktivitásuk hasonlóan az NK-aktivitáshoz az LGL sejteknek, 
monocytáknak, macrophagoknak és a grano1ocytáknak van. Az ADCC 

reakcióban a targetsejtekhez előzetesen in vitro, vagy in vivo 

ellenanyagok kapcsolódnak mintegy hidat képezve az effektor és
a. target sejtek között. Az ADCC reakcióban résztvevő effektor- 

sejteknek tehát közös tulajdonsága a felületükön lévő Fc recep­
tor, mellyel az ellenanyag-fedett targetsejtekhez kötődnek és 

azt követően elpusztítják azokat (Roit, 1988).
Az NK reakcióban valamilyen más, eddig még nem azonosí­

tott sejtfelszíni struktúra játszhat szerepet a target és az 

effektor sejtek összekapcsolásában.
Szárnyasokban is kimutattak természetes cytotoxikus 

sejteket, de ennek irodalma az emlős rendszeréhez viszonyítva
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sokkal kisebb. Csirke 1 épsejtek cytotoxikus акtivitását in 

vitro többféle targets©jtte1 szemben vizsgálták: például Sharms 

és Okazaki az LSCC-RP9 nevű, 1ymphob1astoid, RAV-2 vírussal 
fertőzött csirke Bursa Fabricii eredetű tumorából származó 

sejtve n'a lat találták megfelelőnek. Azt is bebizonyították, hogy 

a cytotoxicitás nem a vírusantigénnel szemben lép fel, illetve 

az effek torsejtek nem T sejt eredetűéi*; és az anti-B sejt savó 

sem befolyásolja cytotoxikus aktivitásukat (Sharma és Okazaki, 
1961),

A csirke fehérvérsejtek ADCC reakciója csak csirke immun­
globulinnal fedett targets©jtek ellen játszódhat le, ami az 

előzőekben említett emlős és csirke ellenanyagok közötti kü­
lönbség következménye.

Intézetünkben sikerült először azonosítani a. szárnyasok 

illetve NK aktivitásában szerepet játszó effektor sej­
teket. Béládi és mtsai, kimutatták, hogy a csirke monoeyták, 
granu1oeyták és LGL sejtek ADCC aktivitással rendelkeznek. 
Legnagyobb ADCC aktivitású sejteknek a granu1oeyták bizo­
nyultak, ezt követték az LGL sejtek és legkevésbé aktívak a 

monoeyták voltak. Humán adenovirus (6-os típusú) fertőzés 

hatására az ADCC aktivitás jelentősen fokozódik (Bé1ádi és 

mtsai

ADCC

1964),* »
A csirkesejtek ADCC aktivitását csiг keinteгferonna 1 is 

fokozni lehetett. Tehát mind az adenovirus-6, mind a csirke 

interferon hatásos AEjCC aktivitás fokozó anyagok (.Bél ádi és 

1964; Nándi és mtsai,, 1964; Nándi és mtsai., 1967b). 
Az NK sejtek azonosításához Per-coli súrüséggrád í ensen tisz­
tított csirke perifériás vér sejtfrakciókat használtak: kétfá­
zisú Percol! grádiensen elválasztották a mononuc1eáris sejteket 

valamint a granu1oeytákat. A mononuc1eáris sejtekből további

m t s a i * I
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tisztítással (adherens sejtek el távolítása, Percol 1 sűrűség- 

grédiens centrifugá1 ás) LGL sejtekben feldúsított sejtfrakciót 

nyertek. NK aktivitást csak a granulocyte frakcióban sikerült 

kimutatni. Sem az LGL sejtek, sem a többi mononuc1eáгis sejt 

nem volt cytotoxikus az LSCC-H52 fibrob1 as toid, illetve az 

LSCC-RP9 1 ymphob 1 asto i d sejtvonallal szemben (.Nándi és mtsai . , 
1965 ) .

1.2 . Э . A s z & г ti у' =*. s о к; -t h г о m Ъ о с у Ь Á i

A szárnyasok thrombocytái magvas, a. kis 1 ymphocy ták hoz 

hasonló méretű sejtek, amelyek adherensek és phagocytá1nak. 
Elektronmikroszkópos stuktúrájuk jellegzetes, fáziskontraszt 

mikroszkóppal a friss preparátumokban is elkülöníthetek, azon­
ban fénymikroszkóppal vizsgálva nagyon hasonlítanak a kis lym- 

p h о с у t ékhez.
A perifériás vérből nyerhető T-, illetve а В sejtek és a 

thrombocyták mennyisége nagy mértékben attól függ, hogy milyen 

antikoagu1ánst, illetve tisztítási módszert használnak. Traill 

és mtsai. kimutatták, hogy a legtöbb thrombocytát tartalmazó 

sejtszuszpenziót akkor kapják, ha nátrium-cytrátot használnak 

antikoagulánsként és utána, differenciál-centrifugái ássál izo­
lálják a 1eukocytákat. Az így nyert sejtek közel 60%-a throm­
bocyte lesz. A thrombocyták funkciójukban inkább a macropha- 

gokhoz, mint a 1 ymphocyfákhoz hasonlóak (Traill és mtsai., 

1963): mitogénekkel (Con A, PHA-P, FHA-M, PWM, LPS) nem sti­
mulál hatók. Csirkében az üvegadherens sejtek 90%-ét a thrombo­
cyták képezik, phagocytozisra képesek (Traill és mtsai 
és érzékenyek a T és В sejtek által termelt thrombocyta migrá­
ciót gátló faktorra (Stinson és mtsai

1963)* I

1979). A konvencionális• 1
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körülmények között, in vitro tenyésztés során a csirke thrombo-
cyték száma, a második nap után rohamosan csökken (Grecchi és
m t sai. , 1980).

1.2. 1 О . Honocyták Ф s m э. о r о p h ©gok

szárnyasokban

A csirke perifériás vérből származó üvegadherens sejtek 

nagyrésze thrombocyta, a fennmaradó kissebb hányada pedig mono- 
cyta és esetleg néhány lymphocytát is lehet köztük találni. Az 

adherens sejteket in vitro hosszabb ideig tenyésztve egyre 

szembetűnőbb a thrombocyták és monocyták közötti különbség és a 

naptól kezdve a thrombocyták száma rohamosan csökken a 

tenyészetben. A 4-15 napos kultúrában egyre több lesz az 

úgynevezett mac-г ophag - po 1 у kar i on és egyre kevesebb a mononuc- 

leáris sejt (Grecchi és mtsai., 1980).
A monocytékon rövid in vitro tenyésztés után 1 gG recep­

torok jelennek meg, míg a thrombocytákon nem, Zimozán phagocy­
tosis га is csak a monocyták képesek. Mind a. monocy táknak, mind 

a thrombocytáknak C3b receptoraik vannak. A tenyésztett egér és 

csirke macrophagokat összehasonlítva két alapvető különbség ál­
la, p í h a t ó meg:

-A csirkeeredetű macrophagok már a tenyésztés kezdetén - 

átalakulnak macrophag-po1 уkaгiónná, az epi- 

theloid sejtek pedig körülbelül 5 nap múlva jelennek meg a 

tenyészetekben (Sutton és Weiss, 1966).
-A macrophagok és a macrophag-po1ykarionok is erőteljesen 

phagocytá1ják a csirke immunglobulinnal fedett birkavörösvér- 

testeket.

2.

18-24 óra után
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f

Schaefer és miss i , ( 1965) kimutatták, hogy a perifériás 

vérből származó monocyték gátolják a X sejtek mitogénekre adott 

válasz á t. •
A csirke eredetű monocyták és macrophagok 

emlősökéhez - nemspecifikus észteráz poz’itivak. A nemspecifikus 

észteráz aktivitást vizsgálva a ké'tféle sejtpopláció között nem 

találtak különbséget (Lament és VanAlten, 1981),

hasonlóan az

Egy másik, a monoeyt-ákra jellemző enz i m te vékenys ég az 

endogén peroxid.áz aktivitás. Ennek alapján a. perifériás vér 

monoeytái két csoportra oszthatók: Oláh és mtsai, szerint
egyikbe a csontvelői eredetű, endogén peroxidáz pozitív monocy-

valószinűleg antigéninger hatására 

recirkuláló e1ipszoid-asszociá1t sejtek tartoznak, 
amelyek endogén peroxidáz negatívak. Az utóbbi sejtek 

említett szerző szerint

i

ták, a másikba a 1 épből 
kilépő és

a fenn
az antigén prezentációban vesznek 

részt és a lépből a keringési rendszeren keresztül eljutnak a 

különböző lymphoid szervekbe és ott megindítják a specifikus
immunválaszt (Oláh és mtsai., 1984).

Csirkéből peritoneális exudátum sejtek izolálása nehéz. A 

hasüreg átmosásával, mint például az egér esetében, nem is le­
hetséges, Sejtdüs peritoneális exudátum indukciójához a csirke 

hasüregébe i zgató-gyű 1 1 adás ke 1 tő hatású anyagokat (keményítő, 
pepton, glikogén, Sephadex G-40) kell fecskendezni. Ezzel a 

módszerrel aktivált sejteket, köztük nagy számban macrophagokat 
lehet nyerni. A peritoneális exudátum adherens sejtjeinek közel 

macrophag. A macrophag : heterophyl granulocyta arány 

függ a stimuláló anyagtól (.Sähet és mtsai., 1977; Trembicki és 

mtsai., 1984).

7 0 % - a
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1.2. 11. А МНС-jecs i г к е

A csirke МНС volt as els©, amelyet as egér H-2 komplex 

után Ле-irta к. A mai nomenklatúra szerint ezt B-komplexnek
nevezik (1.2. táb'lázat).

1.2. táblázat.
A csirke és az egér valamint az ember megfelelő fő hisztokom- 

patibilitási antigén-komplexének összehasonlítása.

Osztály Csirke Egér Humán

1 . B-F H2-K,D, 
H2- I 
S s / S1 p

HLA-A,В,C 
HLA-D,DR 
Bf,2C,4C

1 I . B-L
111. ?
IV. B-G

összehasonlítva az egér és a humán MHG-vel a következőket 
mondhatjuk: A csirke Г1НС gének egy akrocentrikus kromoszómán 

találhatók, végleges sorrendjük még nem tisztázott (Toivanen és 

Toivanen, 1983; Klein, 1986).

Az МНС 1. (В-F complex) génterméke minden magvas 

szomatikus sejt felszínén megtalálható. Csirkében is a 

celluláris cytotoxicitás targetstruktúréja, egy 40-43 kDa, 
valamint egy könnyebb 11-12 kDa molekulasúlyú, membránhoz 

kötött glikoprotein molekulából áll. A könnyúlánc ellenes 

ellenanyagok keresztreagálhatnak az emlősök ß-Z mikrog1obu1 in­
jává 1 .

Az MHC 11. (В-L complex) génterméke megtalálható minden 

sejtfelszíni immunglobulinnal rendelkező sejten (B lymphocytá- 

kon), továbbá monoeytákon, macrophagokon és egyes aktivált T
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sejteken. Két polipeptid láncból áll, hasonlóan az emlősök 

osztályú MHC antigénjeihez.
1 i .

Az MHC 111. osztályú antigénjeinek- megléte csirkében
egyenlőre még kérdéses.

Az MHC IV. (В-G complex) géntermékeinek nincs emlősbeli 
megfelelője: a magvas .vörösvérsejteken és azok prekursorain 

mutathatók ki (Toivanen és Toivanen, 1983; Klein, 1986).
Az MHC tipizálás csirkében a 1 1 oantiszérumok, illetve né­

hány monoklonális ellenanyag (anti-B-G) segítségével lehetsé­
ges.

Többek között, hasonlóan az egerekben megfigye 1tekhez, a 

csirkék ellenanyagtermelése, mitogén ingerre adott válasza, 
valamint a kevert lymphocyte, reakció is MHC gének által sza­
bályozott folyamat (Toivanen és Toivanen, 1983).

1.2. 12. 1ymphokinekC ss i r ke eredetű

A legkorábbi megfigyelés, a csirkék vírus indukálta in-
szármáziк.terferon intézetünkből Béládi éstermeléséről

Pusztai 1967-ben megállapították, 

csirke embrionális fibroblast tenyészethez adva interferon ter­
melést váltanak ki (.Béládi és Pusztai, 1967). A humán adeno- 

vírusok nemcsak in vitro sejtku1 túrákban (Béládi és mtsai,, 

1969; Muosi és mtsai

hogy a humán adenovirusok

1979), hanem in vivo, állatba oltva is 

interferon termelődést indukálnak (Pusztai és mtsai,, 1969;
» I

Béládi és mtsai., 1979).
Pusztai és munkatársai csirke perifériás vér 1eukocyfá­

iban Con A mitogénnel IFN termelést indukáltak. Meghatározták a 

interferon (a. fibroblast-, illetve a leukocyte tenyé­
szetekben adenovírussa1 indukált, és a leukocyte tenyészetekben
kétféle



— 26 -

mitogénnel indukált interferon) fiziko-kémiai tulajdonságait. A 

Con A-val indukált interferon, a vírussal indukált interferonhoz 

hasonlóan,höstabiInak bizonyult (60-70 °C), A mitogénnel indu­
kált interferon még 60 °C-on 60 percig végzett hőkezelés után 

is teljes aktivitását megtartotta, a vírussal indukált interfe­
ron ( о к ) eredeti aktivitásuknak csak 2 0-4 5 % -á t őrizték meg. Sav­
val történő kezelés a csirke mitogénnel indukált interferon ak­
tivitását- kevésbé csökkentette, mint azt a humán gamma inter­
feron esetében tapasztalták. A mitogénnel indukált interferon
molekulasúlya gél szűrés alapján 25 kDa-nek adódott {Pusztai és 

mtsa i 1966, Tarődi és mtsai., 1975).
Eddig még nem teljesen eldöntött az a kérdés,

* I

hogy
csirkében hányféle interferon termelődhet a különböző inducerek
hatására. Thacore és mtsai. kutatásai szerint a Sendai vírus 

normái, illetve öröklött izomdisztrőfiában szenvedő csirkék 

thymus és Fabricius-fé1e tömlő sejtjeihez adva legalább 

interferon termelődését indukálja. A szerzők azt ta­
pasztalták, hogy az így termelt csirke interferon-« antivirá1 is 

csirke embrionális fibroblast tenyészetekben és 1 óráig 

60 °C-on inkubálva megőrzi aktivitásét. Az а-l interferon 1 
óráig 60 °C-on inkubálva elveszti az antivirá1 is aktivitását. A 

Fabricius-féle tömlő sejtek el lentétben a thymus és a lépsej- 

tekkel csak az interferon <x-l termelésére képesek. Azt is me g- 

hogy az i zom-disztrófiás csirkében mindkét fajta 

interferon szignifikánsan nagyobb mennyiségben termelődött, 

minta normál állatokban ( 77? a core és mtsai., 1965).
Kohase és mtsai. szerint csirkében nincs meg az emlősökre 

jellemző 3 interferon típus. Csirke embrionális fibroblast 

tenyészetben Newcastle vírus hatására termelődött iterferon 

ellen nyúl anti-szérumot, illetve monoklonális ellenanyagot

lép, 
kétféle

h a t á s ú.

figyelték,
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állítottak e1 б. Mindkettő neutralizáita mind a 3 féle módon
i n d и к á 1 t CEirkeinterferon antivírális hatását <Kohsse és

mtsai., 1966).
Csirkében is sikerült Con A -v a 1 indukált lépsejtek felül- 

ÚEZójában T sejt növekedési faktort (TCGF) kimutatni. A csirke
illetve az egér TCGF nem hatásos a csirke-TCGF fajspecifikus, 

sejtekre (Schadens tein és mtsai., 1962).

1.3. Csirk<©B©j-fcel<l<el reagá 1 eb

глоток 1 oná. 1 i б és pol iklonál is

1Ienanyagok

Albini és Wick Fabriciue-fé1e tömlO sejtek, illetve 

thymus sejtek ellen pulykában termelt szérumok (oc-B és <x-T 

savók) segítségével (a megfelelő kimerítések után) tanulmányoz­
ták csirkék egyedfejlődése során az egyes lymphoid szervek T és 

В sejt megoszlását. A központi nyirokszervekben a T és В sejtek 

aránya kb 24. hetes korig állandónak bizonyult, A 1 épben és a 

perifériás vérben az oc-T savóval reagáló sejtek domináltak, míg 

a Harder mirigy sejtjeinek nagyrésze az <x-B savóval reagált. A 

coccalis tonsil Iákban a kétféle sejt közel azonos arányban volt.
jelen. A 24 hetes csirkében talált értékeket az 1.3. táblázat­
ban foglaltuk össze (Albini és Wick, 1974).
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1.3. táblázat.
A thymus és a Fabricius-féle töm 16 sejtjei ellem termelt
savókkal reagáló sejtek százalékos megoszlása 24 hetes 

csirkékben.

Bur es 
sejtek

Thymus
sejtek

Lép Harder-f. m. 
sejtek sejtek sejtek

Vér

1 I F CT MF CT 1 IF CT I 1F CT I IF CT

a-BS 60 
<x-TS 20

50 10
10 90

<1 30 20 
80 55 55

7520
60 10

I IF indirekt immunf1uoreszcenciás tesztben meghatározva 

complement dependens cytotoxicitési tesztben meghatározvaCT

Pace ás mtsai. szó 1ubi1izá11 thymus membránantigének 

készítettek nyúl antiszérumot. Két CT1 és T2) thymus- 

specifikus antigént azonosítottak, amelyekről kiderült, hogy 

bár a thymuEsejtek membránjához asszociált antigének, de nem 

jelennek meg a sejtek a. felszínén (Face és mtsai., 1978).
Schauenstein ugyancsak hete гoantiszérumok segítségével 

jellemezte a. csirke perifériás vér T és В 1 ymphocy tá i t. Megál­
lapította, hogy a sejtfelszíni antigének eloszlása a T, illetve 

В sejtek érése sorén megváltozik. A Bl, illetve a TI antigének 

a Fabricius-féle törnie, illetve a thymus szervspecifikus anti­
génjei. Ezeket a sejtek az érésük során elvesztik, azaz a peri­
férián

ellen

lévő 1ymphocytákon ilyen antigéneket már nem lehetett 

kimutatni. Az Lp antigén а В sejtek 60%-án, a T sejtek 40%-án 

található meg a periférián, míg a Fabricius-féle tömlő sejtje­
iről és a thymussejtekrő1 hiányzik. Az L antigén az úgynevezett
közös 1ymphocytaspecifikus antigén, amely minden sejten, í gy a
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1,4, tábláza.t.
Monoklonális ellenanyagok reakciója különböző eredetű
ceirkeee j tekke 1 .

Target
eejtek

Monoklonálie ellenanyagok

X, 14 L. 17 L. 22 L. 43
í

, Bursa 
Thymus 

' Vér

1 90-95
90-95

90-95 95-98
2-10 

10-20 
15-25 
5-10

65-85 2-10
15-20
25-30

1 100
Lép 1001-2
Con A blast 0 80 10
Macrophag
Fibroblast

0 80 0 100
0 00 100

A számok a pozitív reakciót mutató sejtek %-os arányát jelen­
tik.

A felsoroltakon kívül természetesen még más, csirkéséj- 

reagéló ellenanyagokat is előállítottak, azonban ezek 

száma messze elmarad az egér, illetve humán sejtek antigén­
jeivel szemben kifejlesztett ellenanyagok száma mögött.

t e к к e 1
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2. ANYAG ÉS MÓDSZER

2.1. Tápf о 1 yadékok és s,

kiegészítésUkr hsszná1t anyagok.

puf f erek és egyéb anyagok

-Eagle-féle MEM (GIBCO, USA): Hank’s alapú minimálisan 

szükséges tépfolyadék 0.35g/l NaHCOg-al kiegészítve.
-RFMI1640: 2mMol L-g1 utaminna 1 , 2g/l NaHCOg-al, 100mg/l 

streptomycinne1 103NE penicillinnel és 10%
vóv.al (FCS) kiegészítve.

A fentieket alkotórészeikből házilag mértük össze, és há­
romszor desztillált vízben oldottuk fel. A tápfolyadékok pH-ját 

7.3-ra állítottuk be, és 0.2 .u m - e s pórus átmérőjű Millipore mem­
bránszűrőn sterilre szűrtük. A már sterilre szűrt és sterili­
tási próbán átesett tápfolyadékokat egészítettük ki az a.nti- 

és a steril, 56°C-on decomp 1ementá1t FCS-sel. A 

kész tápfolyadékokat 0°C-on tároltuk.
-HAT-médium, lOOx töménységű oldatnak készül 3x desztil­

lált vízben, felhasználásakor complettált RPMl-t egészítjük ki 
vele:

foetél is borjúsa-

biotikumokkai

-6-hydгoxypurin (hypoxantin) 10 ^M, S1GMA, USA. 
-4-aminofо 1 sav és 4-aminopterоi1 glutaminsav (aminopte- 

rin) 4x10_5M, SIGMA, USA.
-timidin (1.6xl0_3M).
-HT-médium, mint a HAT, de aminopterint nem tartalmaz. 

-DMS0 (dimethyl sulfoxid) SIGMA, USA, 10%-os oldat, com- 
p1ett RPMI-ben.
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-PEG polyetilén glykol), 1500-as átlagos mólsúlyú. 
-Haemolyzáló puffer (TR 1S-NH4C1)f pH 7.2

A.) 20.6 g/l tris-(hydroxi-methy1)-amino-metán 

E. ) 6.3 g/ 1 NH4C 1
A fenti törzsoldatokból 10 ml A-t.és 90 ml E-t kell 

összemérni, a pH-t sósavval 7.2-re beállítani és sterilre szűr- 

n i .
-FCS, foetális borjúsavó, HUMAN, Magyarország.
-Tengerima 1ac complement. A comp 1ementforrás szívpunk- 

cióval vett tengerimalac savó volt, amelyet -20 °C-on fagyaszt­
va tároltunk. A felhasználás előtt az egyes pool ok aktivitását 

és spontán toxicitásét ellenőriztük és csak a nem toxicus savó­
kat használtuk fel.

-Tripánkék oldat, sejtvitalitás vizsgálatokhoz (Tripan 

blue, Edward Gurr Ltd. Anglia): 0.14%-os törzsoldat háromszor 

desztillált vizben, 4 részhez 1 rész 4.25%-os NaCl oldat (NaCl, 
REANAL, alt.).

-Human recombináns inter feron-aA és -ex D-ért Sidney Pestka 

professzor úrnak tartozunk köszönettel. Felhasználásig -70°C-on 

táró 1 tűk.
-Comp 1e11 Freund adjuváns, D1FC0, USA.
-Elienanyagok:

-anti-egér IgG-HRPO, HUMAN gyártmányú,
Magyar or szág.

-anti-egér IgG-FITC, MILES gyártmányú, UK. 
-anti-egér IgG-FITC, MILES gyártmányú, UK. 
-anti-egér IgGAM-FITC, HUMAN gyártmányú,

Magyaroroszág.
A fenti ellenanyagok mindegyike nyulak immunizálásával

készült.
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-anti-egér immunglobulin, újzélandi fehér nyúl 
ammóniumszulfát precipitéciÓE módszerrel tisztítót egér im­
munglobulinnal" történő se, immunizálásával állítottuk elő. Az 

immunglobulin dózisa 0.1 mg/kg volt, az immunizálások 4 alka­
lommal, hetenként történtek. Az utolsó oltást kővetően egy 

héttel a nyula.t elvéreztettük, savóját decomp 1 ernentá 1 tűk és 

fagyasztva tároltuk.

1

-egér immurig1obu1 in-isotípus e11enes ellenanyagok­
ért Andó Istvánnak tartozunk köszönettel.

-Csirke haemolysin: csirkéket 4 alkalommal, egyhetes 

időközönként^ 10® 

utolsó oltás után egy héttel elvéreztettük az immunizált csir­
kéket, savójukat összegyűjtöttük, decomplementál tűk és a továb­
bi felhasználásig -20 °C-on tároltuk.

-Birkavörösvértest (BVVT). A SZOTE Klinikai Mikrobiológi­
ai Intézetéből kaptuk Alsever oldatban.

MERCK, 10%-os törzsoldat PBS-ben 

Cr izotóp, natriumkromát formában, 1.03 Gbq/ml,

birkavörösvértestte 1 , iv. immunizáltunk. Az

-NaN3,
_ 51

AMERSHAM Ltd, UK.
-H2SO4,
-(NH4>2S04, REANAL, Magyarország. 
-Tween, detergens, S1GMA, USA. 
-Perkol1,

MERCK, NSZK.

PHARMACIA FINE CHEMICALS, Svédország.
-Fi со 1 1 400, PHARMACIA FINE CHEMICALS, Svédország. 
-Uromiro, Olaszország,
-Eti1éndiamin tetraecetsav natriumsója (EDTA), REANAL, 

Magyarország.
-Pararozani1 in, REANAL, Magyarország.
-oc-naftil acetát, REANAL, Magyarország.
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-BIO-RAD fehérjemeghatározó reagens, REANAL, 
Magyarország.

-Orto-feni1 én diamin COPD), SIGMA, USA.
-CNBr aktivált Sepharose 4B,PHARMACIA FINE CHEMICALS,

Svédország.
-Sephadex G50, PHARMACIA FINE CHEMICALS, Svédország. 
-Szarvasmarha szérum albumin (BSA), HUMAN, Magyarország. 
-Heparin, HUMAN, Magyarország.
-Tripszin, sertésből, HUMAN, Magyarország.
-Mikrotitrá. ló lemezek:

szövettenyésztő minőségűek, 96 lyukú,IspoE aljúk,
GREINER, NSZK.

-szövettenyésztő minőségűek, 96 1yukú,gömböIyű 

aljúak, GREINER, NSZK.
-ELISA minőségűek, 96 lyukú,lapos aljúak, GREINER,

NSZK.
-24 lyukú szövettenyésztő edény (Costar lemez) GREINER,

NSZK.
-Polisztirol petricsésze, mikrobiológiai minőségű, 22 ern­

es, GREINER, NSZK.

2.2. A kíséri tr e к b @ n fe1ha s z né.1t

állatok. sej tvone 1 а к , vírusok

(H-2^) egereket a Szegedi Biológiai Központ állathá--Ba1b/c
zából vásároltuk.

-állatházunkban random tenyésztett csirkék.
-á. 1 1 athé.zunkban random tenyésztett tenger i ma I acok .

immunglobulint nem szekretáló mye--SP2/0 Balb/c eredetű, 
1 oma sej tvona1.
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-MDBK borjúvese eredetű sejtvonal.
-WISH emberi eredetű embrionális fibroblast sejtvonal. 

-LSCC-H32 transzformált csirke fibroblast sejtvonal. 

-VSV vesicularis stomatitis vírus.
-Human adenovirus, 12-es sferotipusú.

2.3. Monoklonal is ellenanyagok 

e 1 6á 1 1 1 tása f

2.3. 1. Az imm'unizái.léksok

Immunizálások humán recombináns interferonnal

Az immunizálásokhoz 6 hetes Balb/c nőstény egereket hasz­
náltunk. Az első oltáskor 5 jjg-nyi, complett Freund adjuvánsban 

szuszpendált recombináns humán а-interferont oltottunk вс. 
egerek hátsó talpába. Három hét elteltével ip. oltásokkal meg­
ismételtük az immunizálást, azonban az adjuvéns helyett PES-1 

használtunk. Ezt követően még két alkalommal, egyhetes időkö­
zönként oltottuk az egereket. A második oltást követően az im­
munizálások eredményességét 
ellenes ellenanyagok megjelenését 
riztlik. Az ellenanyagok interferont neutral izéló képességét 
pedig az interferon antivirális hatásét gátló aktivitásán ke­
resztül teszteltük.

> az

a. recombináns humán «-interferon
EL ISA-tesztté 1 e11enö-

Immunizálés csirke perifériás vérből tisztított granulocytákkal

Hathetes Balb/c nőstény egereket регко11grádiensen tisz­
tított granu1ocytáva1 ip. oltottunk (5x10® sejt/egér). Ezt



"■
í;

а
 

еь
 

x
аь

 
с:

 
о:

—
 

X
 

<
М

О)
 

ГГ
 

г+
 

п
го 

го-
 

о 
ш

>->
. 

гь
 

а 
а

ГО
 

N

н
 

го 
си

 
9>

 
го-
 

ел
 

о:
О

 
N

< 
с

ГО-
 

го 
X-

 
ГО

СГ
 

N 
о 

а 
w

or
 

Id

eb
 

X
* 

3
 

r+
 

X
 

^
м

- 
О

 
О

 
Ц

Ь 
Ob

f+
 

d
 

m
 

t
i 

a
3

 
О

 
eb

 
м

, 
m

- 
tu

9b
 

ГО
 

С
 

О
 

O
- 

'•+
■

d 
x

3
w
 

ro
-

T
I 

ro
 

T
I

ro
 

N
 

ГО
>1

 
ГО

 
ro

О
 

X
- 

C
.

О
 

ei
 

м
- 

ГО
 

<
+

->
O

r+
-

<
 

ro
ГО
 

X
- 

^
„ 

,,
 

го 
(
+

с
о

м 
® 

с-
 

! 
° 

í-Г
 

^
 

3
2

 
TJ

 
<

 
3

 
CD

 
£

 
<+

 
N

 
3

 
M

-
Qj
 

• 
m

 
Ф

 
и

. 
О

 
*-•

14
 

3
 

ГГ

in
3

M
.

c
H-

(D
ft

03
C

 
5U

 
(T

x-
 

im
 

a
Ob

d
eb

э
о

го
a

<
 

'll
b*

«
#

о
>

M
. 

>
Ч
 

Ш
N

ro
ro

eb
M

.
M

-

N
9b

d
91

M
l

d
 

<+
1Л

а
а

ro 
era

.
a

< я 
» 

у
 

d
 

го
-

го
го

N
a

от
x
 

d
Го

«
го

го
Cd

м
.

eb
от

X
|_

1
.

от
Го

го
3

 
°

 
N
 ‘ 

d
ГО

 
—

 
►

* 
3

04
 

^
 

^
 

т
~

 
° 

® 
о

Г*
- 

ГГ
-

03
 

о»
гь

 
N

 
О*

^
 

ч 
9J 

«та
ч 

5 
03 

d 
ч
 

и,
 

^

О
п-

ГЛ
 

ГГ
С*

" 
«1

Ь
•та

<0
м

го
Г*

- 
Г

Г 
i 

*"+
1

"J
 

с
.

fd
 

3
 

M
l

-Г
О

 
С 

ста
 

х
 

Sb
го 

ста
 

I
9) 

<

а
с

еь
(!)

a
ел

а
N

eb
О

-
от

от
о

ГО
О

м
.

U
,

>
 

3
N

от
3

9)
_
 

<
 

*>
• 

Э
 

О
 

*
 

яь
 

^
 

го 
Го

a
ГО

Cb
ь-*

- 
3

х 
от

О
<т

С
-

Ф
Ш

 
3

 
х

_
 

О
- 

Го
a
 

гь

d
яь

 
с 

с:
•т

 
3 

3
 

о
го 

х-
 

X*
 

го
от

от
о

Ч
от

ГО
 

I-J
-

го
N
 

d
- 

N
 

О
 

ф
 

X
<

о:
Н

|
го

<
9»

9.1
0Г

<
 

п
 

О
 

О
 

ГО
 

<•+
•

Ф
 

CD
 

d
 

ГО
 

О
N
 

eb
 

о
э 

а 
о

го
ГО

I
СГ

|_
1
.

а
го

er
о

о
м

.
3
 

V
171

1 
ГО
 

ф
ft

*
ft

-
S-
 

X
 

От 
*

 
3

го 
го

Í 
Я 

^ 
Z

с
- 

х
 

от
 

~
а

от
a

*
го 

го 
х-
 

(та
 

го
 

го
 

<+
 

а

О
N

»-*•
Ф

О
:

rb
 

Го
 

<+
 

_
 

„
<+

 
И

 
ГО

- 
О

 
9Ь

 
с

м
. 

Т
) 

ГО

2 
?< 

оа 
с 

® 
с 

^
^ 

Л 
х 

£ 
^ 

*.
^

 
а-

 
^ 

го 
ф,
 

х

х
го

о
г

ь-
Ш
 

N
X
 
t

 
ГО

 
(+

 
Го

 
9Ь

^ 
ь-i

. 
с:

 
1771

 
го

м-
 

а 
® 

го-
 

к.
го 

X
 

2 
<

®
 

V
 

ф
.

н.
О
 

d
- 

^
 

91
 

01
 

9Ь
<

»-*•
3
 

Го
 

3
 

®
го 

а
сь

м
-

го
го

ОТ
а

 
*т

|
13
 

О
 

91
о 

Го
 

Э 
го­

та
э 

з
7Г

го
<+

хг
от

с:
 

£ 
о 

щ.
 

^
го 

х
 

°
 

ч
 

о
 

^
а

I
d 

го-
 

a
 

3 
X
 

rb

го
Ч
 

Ti
 

Q
 

<-
ь 

-а
- 

О
q 
^

 
о

К
- 

”
 

X
 

3

X
 

°
 ,
3

 
^

-J
 м

- 
го

а
от

ел
го

a
Cd

■
М

-
с+

I
от

х
м

.
3

<+
го

гг
его

rb
Jh

 
(Г

 
О

 
°

ОТ
 

ГО
 

от
(+

 
3

 
<+

 
с

,n
 

9J
 

-5
ГО

 
г 

ГО
- 

м
,

9Ь
 

M
i 

N
 

ст
а

Т
) 

ГО
 

N
 

3
’ 

ГО
 

ОТ
Ml

 
го 

ГО 
_ 

та 
а-

о 
a

 
—

a>
<-

b
м

.
fb

C
b 

м*
О

О
ОТ

го
-

91
M

j
от

ел
*—

I
.

I
.
m

3
 

"J
 

та
 

ч
 

m
i

3
 

a
 

a
 

91
го

ma 
£ 

2
ч
 

а 
го 

®:
 

х-
 

а
a

 
а-

 
N

 
в

“
 

^
 

М
, 

£+
X
 

ап
 

91
 

а
1—

I.
ГО

-
С

ГО
го

сь
^

 
От 

ш
го,
 N

 
11

1/1
 

ОТ
 

О
с:

го
го

d
l 

M
l

о
 

о 
щ

1-Л
 

X

го
3

91
T

I
о
 

d
а

х
го

a 
> 

м 
я 

11
CL

3
3

с
■

у
X

от
ф

-
a

ГО
 

e
r 

eb
31

 
d

 
's

 
о
:

9i 
a

 
о 

э
СГ

 
9b

O
'

3
о-

91
na

го
9'

О
ГО

31
в 

s г
 
- г

 
г °

 
3 "

го
 

. 
d

х
ГО
 

О
a

от
■—

I.
О

er
от

с:
о

го
9) 

£
 

а'
 

г-л
 

о 
та

ф
 

- 
го
 

ф
ч

3
I

/_
1

.
<+

3
3 

^
 

го
^
 

ст
а 

э
 

з
 

^
Го

 
ГО

 
<

 
Го

-
ft
 

и

го 
о*

а
X

9Ь 
с; 

ч 
er 

^
T

I 
eb

 
ГО
 

9Ь
 

ГЛ
 

<

СЛ
О

сь
cb

1-
1.

ГО
 

ГО
 

ф
 

3
 

X
О

(та
от

S
W

*
О

го-
го

с-
го

ь“
- 

от 
а 

er
С

 
ф

 
ф

 
о

ОТ
 

(_
|, 

(+

3
ел

91
м

. 
го

 
го

та 
го 

. 
та 

з 
сь

та 
от 

g 
о-

 
и 

и

I
I

го
eb
 

X
 

(D
О
 

г+
 

ГО
 

X
i
-
i

er
ал

го
от

■

ГО
 

э-
 

оь
з 

э
ч

ft
-

о:
N

ft
-

ft
-

ОТ
 

C
b 

®
M

i
i-
i-

3
c

er
e
r

го
от

ч
м-

м-
еь

(та
Х

г
л

 
er

 
ГО

 
го

 
>г

С-
 

го 
от 

го
та 

з
 

a
 

а-
®-

 
го 

з 
го

'—
' 

rt
- 

I 
I.

" 
а

 
eb

91
 

ОТ
еь

 
I

 
ч

 
та

о:
 

9ь
 

го 
с

э 
а 

а 
от

го
о

от
 

(та
(та

С
ч

0:
та

го
х

м
.

Ь-
ь,

гл
м

- 
eb

 
->

CT
I 

О eb
 

от
 

eb
О

 
eb

 
ф

 
м

. 
з

 
<

—
 

9J
 

eb
Ф

 
7\

 
г+

- 
0>

 
i-

i. 
С

 
0Ь

 
Ф

d 
a

 
?r

 
cn 

rí 
íu

го 
^
 

о:
 

та 
та 

еь
 

< 
го

с 
от 

от 
э 

та 
го-

ч
3

 
-х

 
ГО

.
М

- 
-S

 
а

го
го

го
го

от
а

м>
 

та
 

а
т

ft
-

X
ft

-
ОП
 

Ф
с

о
м

 
'<

 
О

ь 
О*

) 
•—

•
О

 
С

 
ft

- 
-£

> 
о

 
оь

I 
7Г

 
I 

О

Lj
.

о
t-4

п
»
-
J
.

О
 

9
I

I
I

ft
*

I
I

гл



— 37 -

adtunk hozzá majd 8 ml-t újabb 2-3 perc alatt. Ezt követően a 

5 perc 15 0 g
tése után 50-100 ml HAT médiumban szuszpendá1 tűk. A sejteket 

100 jj 1 -ként szétosztottuk az előző napon előkészített "feeder"

sejteket centrifugáltuk és a fel ül úszó leön-

sejteket tarts 1 mazó, 96 lyukú, szövettenyésztési minőségű leme­
zekre.

2.3.3. A hybr idomák -t nyésztés

A fúziót követően a lép-myeloma hybridek HAT médiumban 

való növekedését inverz mikroszkóppal naponta ellenőriztük, így 

az esetleg fertőzött lyukakat is idejében észrevehettük és a 

fertőzést 20%-os kénsav becseppentéséve1 e1iminá1 hattűk.
A fúziót követően a sejteket kétnaponta "etettük", azaz a 

tápfoiyadék felét frissre cseréltük.
A 10-14. napon érték el a tenyészetek azt a sejtszámot, 

(a telepek kb. 1 mm átmérőjűek) amikor a felül úszókat előszói 
tesztelni lehetett, vajon termel-e a hybridoma megfelelő ellen­
anyagot. A 14. naptól a médium fokozatos cseréjével áttértünk a 

(hypoxantint és timidint tartalmazó) tápfolyadékban való 

növesztésre. A kivánt specifitásu ellenanyagokat termelő hybri- 

domákat ezután először 24 1yukú Cos tar lemezekben, majd pedig
petrícsészékben tovább szaporítottuk.

"HT"

2.3.4^ . A s j t к 1 fagyasztása,

táró 1 ása é s feo1vasztÁsa

A megfelelő sejttenyészeteket (szuszpenziókat) lecent­
rifugáltuk, majd hideg, 10% dimethyl sulfoxidot (DMS0) tartal­
mazó complettált RPMl-ben fe1szuszpendá1 tűk. Fagyasztócsőbe
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Г

• А- • !L • Indirekt immunf 1 uorsezcenoi®-.
j

Kerekaljú, 96 lyukú mi krot'i trá 1 ó lemezbe 100 jj 1 fel ü 1 - 

úszóhoz, vagy hígított asciteshez 0°C-os, 0,1% Na.Ng-t tarts. 1-
sejtszuszpenziót 

sejtet). Harminc perces, jégen történő 

után a. sejteket négyszer mostuk hideg, az idős táp- 

folyadékban (complettált RPMI 1640) majd 1 í 100-as véghígítású 

nyú 1 - ant i - e gé r IgGAM-FITC oldatból 15 jj 1 — t adtunk hozzá, A 30 

perces inkubálást újabb négy mosás követte. Végül a sejteket 

30-30 jj 1 , 0.1% NaNg -ot tartalmazó médiumban vettük fel és
LE1TZ gyártmányú UV mikroszkóppal, 600-as nagyítás mellett, viz 

immerziös fluoreszcens objektívvei határoztuk meg a membrán- 

fluoreszcenciát mutató sejtek %-os arányát.

mázó complettált RPMI 1640-ben előkészített 

adtunk (10' jj 1-ben 106
inkubá1 ás

2 . A . 2 . Szí1 ä г d fázisú enzim

i m m n о & б say C Eb ISA)

A szilárd fázisú enzim-immunoassay-t Hudson és Hay (I960) 

módszere szerint végeztük. Röviden: lapos aljú mikrotitráló le­
mezt antigénnel érzékeny i tettünk, azaz 50 jjl-nyi PBS-ben, 50 ng 

recombináns humán o:-A, vagy o:-E^ interferont, illetve indirekt 

ELISA-nál 10jjg/ml nyú 1 - ant i - e gér IgG-Fab2-t i nkubá ltunk 40 °C- 

16 órán keresztül. Háromszori mosás után a lemez felületén 

maradt szabad kötőhelyeket 0.5% BSA oldattal telítettük (0.5% 

BSA PBS-Tweenben, 200 jj 1 /lyuk, 37°C, 1 óra). Ezt háromszori
mosás kővette PBS-Tweenne1, majd a 1osztá1 уspécifikus, torma- 

peroxidázzal jelölt immunglobulinok, illetve protein A, vagy 

birka ant-i-egér- I gGAM-tormaperoxidáz kon jugátum, megfelelő
hígításé oldatából lyukanként 100-100 jj 1 — t mértünk. Ezzel 60

on,
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percig 37°C-on inkubáltuk, majd háromszor mostuk. Az 5-ös pH-jú 

citrátpufferbe (60 ml) közvetlenül a felhasználás előtt mértük 

be a 10 pl H202-t és az OPD-t (ortcpheny1 én-diamin, 20 mg/60 

ml). Ezután a lemezeket sötétben, 40- °C-on inkubáltuk kb. 30 

percig, majd a reakciót 4N b^SO^el leállítottuk (50pl/lyuk).
Az extinciós értékeket 493 nm-nél mértük Dynatech gyártmányú 

ELISA readerrel.

2.4.3. In-terferon — neu-fcral i záci ós

t @ s z t

A tesztben ellenanyagainknak az 1FN antivirális hatását 

közömbösítő aktivitását határoztuk meg. In vitro fenntartott 

MDBK, illetve WISH sejtekhez felező hígításban adtuk a vizsgá­
landó ellenanyagokat, majd minden lyukba 5 NE interferont (re- 

combinéns humán «-A, D, illetve természetes leukocyte interfe­
ront) adtunk. 24 óra múlva vesiculáris stomatitis vírussal 
(VSV) fertőztük a tenyészeteket. Ezt egy 16 órás inkubálás kö­
vette, majd meghatároztuk az ellenanyagainknak azt a hígítását, 

amely mellett az interferon a virus cytopátiás hatását 50%-ban 

felfüggesztette, azaz csak a sejtek 50%-a élte túl a fertőzést. 

Az ellenanyag interf eron-neutra.l izációs titere a hígítás reci- 

prokának és az interferon aktuális mi 1 1 i 1 i terenkénti ti terének 

a szorzata.

cytotoxi—2.4.4. Comp 1 ement dependens

c i t Á s i teszt

Kerekaljú mikrotitráló lemezre lyukanként 5xlOu 

mértünk és 100 pl ellenanyagot adtunk hozzá. Az inkubálás után
sejtet
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(30 perc, 37°C) egyszer mostuk a sejteket complettált RPMl-vel. 
Comp 1ementforrásként tengerima 1ac savó 1 : 16-os
használtunk. A comp 1 ement te 1 a sejteket 37°C-on, 
inkubá1 tűk,
szerrel végeztük, azaz meghatároztuk az élő sejtek %-os ará­
nyát.

véghígítását 

30 percig
majd az értékelést tripánkék festékkizárásos mód-

2.5. I mmung 1 о Ъ u 1 lmok -ti к z ti t. & m ж

C NH4 > 2504-оs precipi tációva 1

Az immunglobulint tartalmazó ascites folyadékot, vagy sa­
vót hóvei decomplementéi tűk és ugyanolyan térfogatú, telített 

(NH4)2S04 oldat fokozatos hozzáadásával precipitál tűk. Ezt 30 

percig szobahőmérsékleten kevertük. 1000 g-vel, 15 percig, 4°C- 

on centrifugáltuk és 507.-os (NH^.)2S0^ oldattal egyszer mostuk 

az üledéket, majd a kiindulási térfogatnak megfelelő mennyiségű 

PBS-ben oldottuk . Ezután 40%-os végkoncentrác i öjú (NH4)2S0^-os 

prec ip i téc i ót végeztünk. A 407.-os koncentrációjú (NH4) 2SO4-OS 

mosás után minimális térfogatú PBS-ben oldottuk az üledéket, 

majd 4°C~on, PBS-sel szemben dializáltuk. BI0-RAD reagenssel 
meghatároztuk a minták fehérjetartalmét.

2.6. Affinitás-kromatográfiás ősz 1 о p

készítése

CNBr-rel aktivált Sepharose 4B-t 1 mM-os НС 1 - 1e 1 , 15 per­
cig mostuk (200 ml/g), majd gyorsan 0.1 M-osf 6.8-as pH-jú 

NaHCOg-al ismételtük meg a mosást. Ezt kővetően a 40 ml akti­
vált Sepharose szuszpenzióhoz 10 ml, 0,1 M-os №.НС0з~ oldaban 

felvett, 0.67 ml 25%-os glutáraldehidet mértünk, és 10 percig
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rázattuk szobahön. Est kővetően kb, 10-szeres térfogatúi 0.1 M- 
os N3.HCO3 oldattal mostuk és hozzáadtuk a gélhez az immunglo­
bulin oldatot, úgy, hogy a f ehér j eo'l dat : gél térfogat aránya 2 

: 1 legyen, és 1 ml gélre kb. lö mg fehérje jusson, majd 60 

percig ré.zatva kevertük szobahőn. Az oszlopba töltés után a 

gélt 10-szerés térfogatban a következő oldatokkal mostuk:
- 0.1 M-os NaHCO pH6.8, fehérjementességig 

0.2M etanolamin, рНб.б, ezzel a maradék g1utára1dehidet
3’

i naktivá1 tűk
- О. 1M Na acetát, 0.5M NaCl»pH4.1
- 0.1 M-os N a H C 0 3, 0.БМ NaCl, рНб.б
- végül pedig a start pufferei 4 °C-on ek v i 1 i bré 1 tu.k az 

oszlopot: 0.1 M-os NaHC03, рНб.б.

2 . V . Aff ini tás-kromatográf is

monok 1 oná 1 is ©1 lensnysggsl

A recombináns humán «-interferon el len termelt monokloné- 

lis ellenanyagokból készítettünk affinitásкгomatogréfiás osz­
lopot. Erre vittük fel az interferontartalmú mintát, és 4°G-on 

háromszor étci r ku 1 á. 1 tattuk az oszlopon, majd PBS-sel fehérje- 

mentességig mostuk. Az elúcióhoz 0.33 M glicint, 1 M-os glükózt 

tartalmazó 2.4-es pH-jú oldatot használtunk és 1 ml-es frakció­
kat gyűjtöttünk. Ezt követően meghatároztuk az élűéit, minták 

fehérjetartalmát és interferon aktivitását.
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2 . © . Sej tEZUEzpenzi ók kész í -té»se

2 . © . 1 . e \_3 к о с -у -t ék к baromfi perifériás

v é r b © 1

1.075 g/cm~ sűrűségű Fico! 1 -Uromiro grádiepsre rétegeztük 

a csirkéből szívpunkcióva1 nyert, 10 E/ml heparinnal alve.dás- 

gátolt és PBS-sel Зх-ára hígított vért. 600 g-vel> 2G°C-on, 20 

percig történő centrifugá1 ás után az interfázisbó1 összegyüj-

f

töttük a fehérvérsejteket, és a PBS-sel való háromszori mosás 

után (600g, 10 perc) complettált RPMl-ben vettük fel és a vita- 

1 i t á s meghatározása után (tripánkék festékkizárásos módszer) 

beállítottuk a kívánt sejtkoncentrációt. Pulyka leukocyte pre­
paráláshoz szé rnyvénábó1 vettünk vért.

2.6.2. Greno 1 ocyte. f г sí к c i © t i szt i-fcésa

A fenti módon tisztított 1eukocytákbó1 
(1961) módszere alapján granulocytákat tisztítottunk. Kétlépcsős 

регко 1 1grádiensre vittük fel a tisztított leukocyte szuszpen- 

A felső fázisa 60%-os> az alsó 60%-os Perkoll-t tartal­
mazott. A szuszpenziót ezután 450 g-vel, 30 percig, 16°C-on 

centrifugáltuk. A felső intérfázisbó1 a mononuc1eáris sejteket, 

az alsó interfázisbó1 pedig a túlnyomórészt po1ymorphonuc1eáris 

sejteket nyertük.

Hjorth és mtsai.

z i ó t.
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2 . в . 3 . Cs i г к © perifériás vér’ adherens

sejtjeinek t-i s 2 t í t é>, s s.

A perifériás vérből az adherens sejteket plasztik adhe­
re n cié j u к alapján különíts11 ük el. A Fi со 1 1 -U г оmiг о• gradiensen
szeparált sejtek szuszpenziójából 30-30 m1 -1, Ю' sejt/ml kon­
centrációban, 22 cm átmérőjű, po 1 i szt i г о 1 bó 1 készült pet-г i csé­
székbe mértünk és 24 órás tenyésztés után a le nem tapadt sej­

mos á s s a 1 eltávolítottuk. Az ádherens sejteket 0.0 5 %- о s 

EDTA tartalmú PBS-sel való kezelés után "gumirendőr re 1" (rubber 

policeman), azaz egy steril radírlappal távolÍtottuk el a csé­
sze aljáról, vagy további tenyésztés után használtuk fel őket. 
A felhasználás előtt PBS-sel mostuk a sejteket és a vitalitás 

meghatározás után complettált RPfjl 1640-ben állítottuk be a 

kívánt sejt koncentrációt.

teket

2 .■© . A . Sej t-©2T_is2p©n2 i db к ké©2í-tés©

1 épbő 1 , thymusbó 1 <É © Búr Sá

F&briciibő!

A thymus- és .Bursa Fa.hricii sejtek preparálásához a do­
norok 1-3 hetes, a lépsejtekhez pedig 10-12-hetes csirkék vol­
tak. A megfelelő nyirokszervek aseptikus eltávolítását és 

összegyűjtését a kötőszövettől való megtisztítás követte, majd 

a szerveket ollóval összedaraboltuk és complettált RPM1-ben 

üveglapáttal homogenizáltuk. A nagyobb, egészben maradt dara­
bokat 5 perces ülepítéssel távolítottuk el a készülő szuszpen- 

a leszívott felülúszóból pedig centrifugá1 ássa 1 nyertük 

ki a sejteket (300 g, 10 percig). A vitalitás meghatározás után 

complett RPMl-ben állítottuk be a kívánt sejtkoncentrációt.

zióbó1
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2 . © , 5 . Per i t, о n ® é 1 is xudátum sejtek

indukáláss. és prepi>rá 1 ága csirkéből

A peritoneális exudátum sejtek in-duké 1 áséra és kinye­
résére Ssbet és mtsai. (1977) módszerét alkalmaztuk. Röviden: 
5-6 hetes csirkék hasüregébe 5-6 ml Sephadex G50-et fecsken­
deztünk. 72-96 óra múlva a csirkéket megöltük és a hasüreget 
megnyitva kimostuk belőle az ott összegyűlt sejteket. Ezután a 

szuszpenziót 10 percig, 270 g-vel centrifugáltuk és a sejteket 

F'BS-ben szuszpendá 1 tűk fel. A fe 1 szuszpendá 1 t sejteket 2 perces 

ülepítés után összegyűjtöttük és újból mostuk. Végül a sejtszám 

és a vitalitás meghatározását követően complett RPM1-ben beál­
lítottuk a kívánt mi Ili literenkénti sejtszámot.

i

2.9. Csirke 1 & u к о о у té. к funkcióméi is

v i z s g é 1 a t a

2.9. 1 . Keze 1 és eк monok 1 óné 1 i s

ellenenyegokkel

A 1x107
cytát 30 percig, 37°C-on inkubéltunk az 1 : 100-as higítású, 

asc-itesben lévő monoklonális e 1 1 enyanyagokka 1 , majd complement- 

foTrésként 1 : 20-as véghígításban tengerimalac savót adtunk 

hozzá és további 45 percig inkubéltük a cytotoxicitás i reakció
A complementet nem kötő ellenanyagok esetén 

indirekt complement dependens cytotoxicitási reakciót alkal­
maztunk, azaz az első ellenanyag kezelést követte egy második,

s e j t/m1 koncéntációjú tisztított csirke leuko-

lejátszódásáig.
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egér immunglobulinnokkal reagáló, complementet kötő savóval 
történő kezelés (nyúl anti-egér lg-vel). A reakció lejátszódása 

után ellenőriztük a savókezelés hatékonyságát: tripánkék fes- 

tékkizárésos módszerrel meghatároztuk a szuszpenziók vita­
litását, illetve az elolt- sejtek százalékos arányát.

2 . Э . 2 . C s i г к e б 6 j -fcek keze» 1 ése

‘tripszinne 1

Csirkeleukocytákat (IxlO^sejt/ml) 
37°C-on, 0.1%-os, PES-ben
befolyásolta a szuszpenzók vitalitását.

45 percig inkubáltunk 

oldott tripszínnel. A kezelés nem

A kezelés után PBS-sel 
egyszer mostuk, majd complettált RPMl-ben szuszpendá1 tűk fel a 

sejteket és beállítottuk a kívánt sejtkoncentrációt.

2.10. Cyto-tox ioí tás i reakciók mérése

2 . 1 О . 1 . T e r m é s z t e s о у t о t о x i c i tás i

reakció C NK )

Az NK reakció méréséhez targetnek 51 Cr izotóppal jelölt 

LSCC-H32, adherens tenyészetet alkotó csirkeeredetú sejtvonalat 

használtuk. Az izotóppal való jelöléshez 0.05%-os tripszint és 

0.02%-os EE>TA-t tartalmazó oldattal történő 5 perces kezelés 

után fe 1 szuszpendá1 tűk a sejteket. Kétszeri mosás után (Eagle- 

féle tépfolyadék) 3-5x10^ sejtet jelöltünk 100 pCi króm 

tóppal (37°C, 30 perc, majd újabb háromszori mosás követke­
zett).

i zo-
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2 . 10.2. El 1 ensi-ny&gdG'pi—-ndens

sej tko'zvetí -tette oytotoxioitás C ADCC )

A méréshez csirke haemo1ysinne1 szenzibi1izá1t birkavö-
Az 5%-os BVVT szuszpenzióból 

sejtet jelöltünk ":^Сг izotóppal (75 perc, 200 jjC izo- 

utolsó 30 percében a szuszpenzióhoz ала 

partes, megfelelően hígított csirke haemolysint adtunk. Az 

inkubációs idő leteltével a szabad izotópot és a felesleges 

haemolysint háromszori mosással távolítottuk el. Végezetül a 

sejtkoncentrációt 5xl05 BVVT/ml-re állítottuk be.

rösvértesteket (BVVT) használtunk. 
2-5x107

tóp). Az inkubáció

2.10.3. A oytotoxicitási reakoi <±>k

ki értéke 1 és©

Az izotóppal jelölt ta rgetsejteket állandó sejtszámban 

adtuk a változó számú ef f ektor se j thez (leukocyte., granulocyte, 
monocyta szuszpenziók). Mikrotitráló lemezen, 200-200 jj 1 vég- 

térfogatú complett RPMi-ben összeállított minta minden effek- 

torsejt hígításából hérom-három párhuzamost készítettünk. Az 

inkubációs idő NK-reakció esetén 4, AEJCC-reakc i óné. 1 pedig 16 

óra volt. Az inkubációs idő leteltével a mintáinkat tartalmazó 

mikrotitráló lemezeket 350 g-vel 5 percig centrifugáltuk, majd 

a felülúszók felét leszívtuk és gamma-számlálóval meghatároztuk 

a radioaktivitásukat cpm-ben (beütés per perc) és kiszámítottuk 

a cytotxicytási %-ot:

experimentális release spontán release
C% = *100%

a beépült aktivitás
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A beépült aktivitás az izotóppal jelölt sejtek által 
felvett aktivitással, a spontán release pedig az inkubációs idő 

leteltéig a targetsejtekből az effektorsejtek nélkül, spontán a 

felülúszóba jutó aktivitással arányos. A spontán release birka 

vvt-k esetében a maximális release 10-12%-a, egyéb targetsejtek 

esetén pedig 12-15%-a volt.

2 . 11. Az in-terfei-on-termelés

indukciója csirkés jtekben

A csirke perifériás vér 1eukocytákat, illetve lépsejteket 

1 x 1 o"^, monocytákat pedig 1x10^' sejt/ml koncentrációban használ­
tunk interferon termelésére. Az interferoninduktor 12-es típusú 

humán adenovirus volt. A vírussal kezelt, illetve a kezeletlen 

sejttenyészetek felülúszóít kétnapos inkubáció után gyűjtöttük 

össze és az interferontarta1mukat cytopátiás hatást neutrali- 

zá1ó tesztben határoztuk meg.

2.12. Csirke 1 eukocy-tsni-ntrerieron

ti t г ä» 1 ása

összefügg© monoi ayent alkotó, csirke szekunder embrioná­
lis fibroblast tenyészetet készítettünk 5% FCS-t tartalmazó 

Eagle médiumban. A kultúrákat a tesztelendő interferon felez© 

hígításaival kezeltük, majd 24 óra múlva 10" PFU/ml VSV-vel 
fertőztük és további 16 órán át tenyésztettük. Ezután megke­
restük az interferon mintának azt a hígítását, amely mellett a 

vírus cytopátiás hatása 50%-os volt, azaz az interferon a sej­
tek (másik) 50%-é.t megvédte. Ezzel párhuzamosan egy nemzetközi 
standard interferonkészítmény titerét is meghatároztuk. A nem-
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zetközi standard interferon aktuális titerének a vizsgált min­
tánk hígításának recipfokával alkotott szorzata adja az inter­
feron mintánk aktivitását.

2.13. Nemspe-cif ikus észteréz f © s -t é s

Mikroszkópiában használt, üvegből készült fedő 1 emezeken 

az adherens sejteket tartalmazó szuszpfenziókat. A 

кitapadt'sejteket szobahön szárítottuk, majd 10 percig, 4°C-on 

fixáltuk (a fixáló oldat: 0.5 mg/ml Na2HP0^, 1 mg/ml KH2PO4 100 

ml-nyi oldatához 45 ml aceton, 25 ml formaldehid és 30 ml desz­
tillált viz, pH 6.6). Ezt követően desztillált vízzel öblítet­
tük és szobahőn szárítottuk a mintáinkat. A nemspecifikus ász- 

teráz reagens frissen készült: 1 ml pararozani1in-HC1 -1 kel! 

oldani 25 ml meleg, 2N HCl-ben és 1 : 1 arányban kell hozzáadni
a 40 mg/ml töménységű NaNÜ2 oldatot, A keveréket 1 percig állni 
hagyjuk. Az így hexazotizált paranozani1 in 0.5 ml-ét 69 ml) pH 

6.6-os foszfátpuf fér és 6 ml <x-naftil acetát oldat keverékéhez 

adtuk (1 g a-naftil acetát 50 ml dimetil formamidban oldva). A 

mintákat 45 percig 37°C-on inkubáltuk a fenti reagensben, majd 

háromszor desztillált vízzel öblítettük. A reagáló (nemspecifi­
kus észteráz pozitív) sejtek pirosra festődtek.

inkubáltuk

2.1-4. E A — r о z képzés csirke©t. t

1eukoeytákka1

6 BVVT)
0.2 ml-ét összekevertük az 5x10® sejt/ml koncentrációjú tisz­
tított csirke leukoeyta, illetve granulocyta szuszpenzió 2 mi­
ével. A 150 g-vel lecentrifugált szuszpenziót ezután 2 órán át)

Csirke haemo1 уs i nne1 szenzibi1izá1t birka vvt (2x10
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37°C-on, majd további 16 órán át> 4°C-on inkubáltuk. Ezután óva­
tosan felszuszpendéltuk a sejteket és meghatároztuk a rozettát 

alkotó sejtek arányát.

(
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3. EREDMÉNYEK

3.1. Humán ос — inter-ferorrrisi 1 г e э. g é 1 3

monok 1 oná 1 is ©I 1 © nscnys g о к

3.1.1. E 1 6á 1 1 í tás é s ■teszt© 1 és

3
A recombinénE humán a-interferonná 1 4’ db Balb/c egeret

immunizáltunk. Célunk az volt, hogy a majdani sejtfúzióhoz a 

legjobb e 1 1enanyagterme16 egereket használhassuk, ezért a máso­
dik immunizálás után direkt EL I SA-tesztté 1 meghatároztuk az 

egyes egerek szérumának anti-interferon aktivitását. A teszt
eredményét a 3.1.1 táblázatban foglaltuk össze.

3.1.1.táblázat.
A recombináns humán «-interferonnal 2x immunizált Balb/c egerek 

szérumának anti-interferon aktivitása direkt ELISA tesztben.

Az egér keze 1ése E495
immunizálati an 0.181

immunizá1t 1. 
immunizá1t 2. 
immunizá1t 3. 
immunizá1t 4.

>1.500 
1.420 
1.431 
1.328

Minden savóhígítás 1:1000, a 495 nm-en mért extinciós értékeket 
három párhuzamos minta átlagából határoztuk meg.

A 3.1.1. táblázatból látható, hogy az immunizálás hatá­
sára minden egérben magas anti-interferon aktivitás volt kimu-
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tatható, azaz minden egér termelt interferon ellenes ellenanya­
got. A fúzióhoz a legmagasabb aktivitású, az 1. számú egér 1 ép- 

sejtjeit használtuk. A fúzió előtt azonban elvégeztünk még egy 

ellenőrző vizsgálatot: meghatároztuk az 1. számú egér savójának
interferon neutral izéló aktivitását is. Ez MDBK.sejteken tesz­
telve 2.7x107 NE interferon/ml szérum volt, tehát ebben az 

egérben olyan interferoné 11enes ellenanyagok is képződtek, ame­
lyek képesek voltak az interferon funkcionális aktivitását gá­
tolni.

A sejtfúziót az utolsó ("booster") oltás után 3 nappal 
végeztük. A mosásokat követően a se j tszu.szpenz i ót, a benne levő 

hvbridekkel együtt, 50 ml HAT médiumban hígítottuk és 100-100 

pl-t mértünk ki belőle lyukanként, ezzel összesen 480 mikro- 

kultúrát hozva létre. Ezek közül 406-ban (85%) tapasztaltunk
hybridoma növekedést (3.1.2.táb1ázat).

Inverz mikroszkóppal naponta, ellenőriztük a hybriüomák 

növekedését. Amikor a kultúrák elérték a megfelelő sejtszámot - 

kb. 1 mm átmérőjű "clump-okká" (sejthalmazokká) növekedtek 

EL 1SA-módszerre 1 teszteltük a felülúszók interferonellenes el­
lenanyag tartalmát, összesen 113 kultúrában találtunk pozitív 

reakciót (3.1.2. táblázat), azaz a felülúszót nem tartalmazó 

kontroll lyukaknál mért extinciós értékek átlaga, + "3x a szó­
ró. s " - ná 1 magasabb extinciós értéket.
A pozitív hybridomákbó1 24 lyukú "Costar" lemezen több
párhuzamos tenyészetet indítottunk, hogy fe 1 szaporítsuk a po­
tenciálisan Ígéretes se útvonalakat és hogy a következő lépésben 

több párhuzamossal ismételhessük meg a vizsgálatot. A második 

tesztsorozat eredményeként mindössze 12-re csökkent a pozitív 

kultúrák száma (3.1.2. táblázat).
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3.1.2.táb]ázat,
A tesztelt hybridomék száma az el leállítás egyes lépéseiben

Hybridoma
előállítás 
lépése

Tesztelés
módja

А к 1 ónok-1yukak
száma 
pozitív

%

ossz-r

96 lyukú 
1 emezen 

96 lyukú 
lemezen 
24 lyukú 
1 emezen 
klónozás 
után

i
vizuá 1 i s 406 460 85

EL I SA 113 406 28

EL 1 SA 12 113 1 1

ELISA 9 12 75

E hybridomék monoklonalitásét biztosítandó, ha tár h í g í tá-
sos módszerrel rekI ónoztuk a tenyészeteket és így összesen 9 

különböző, monok 1oná1 is ellenanyagot termelő hybridomát nyer­
tünk.

A klónozással párhuzamosan vírusneutra1izéciós tesztben 

meghatároztuk az interferonellenes ellenanyagok anti-interferon 

aktivitásét is.

3 . 1.2. Az ex — interferon ©1 lem -termelt

monok 1 on ás, 1 is 1 1 e mamye g о к int- rontr f

neutral i zá 1 ó aktivitásé.

In vitro az MDBK, illetve WISH sejtek VS vírussal való 

fertőzés után elpusztulnak. Mivel az interferonok egyik lég- 

tulajdonsága, hogy védenek a vírusok cytopathiás 

az el lenanyagaink interferon ellenes spécificitását

jeliemzöbb 

hatásától,
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az bizonyíthatja legjobban, ha az interferon funkcionális akti­
vitását is sikerül vele gátolni. Az immunizált egér savója tar­
talmazott olyan ellenanyagokat, amelyek képesek voltak a recom- 

bináns humán <x-i nterf erőn vírus okozta cytopathiás hatástól 
védő aktivitását felfüggeszteni. Első kérdésünk tehát az volt, 

hogy monokonális ellenanyagaink közül melyek rendelkeznek ilyen 

képességgel, a másik pedig az, vajon keresztreagá1nak-e a mono- 

kloné.lis el lenanyagaink valamelyik másik interferon szubtipus- 

sa 1 .
Az I .A1, II.A1, I1.A2, 1I.A5, I 1 1.D5 és a IV.C5 jelű hyb-

ridomáinkat szingén egerek hasüregébe oltva ascites formában 

növekedtek. Az így megtermelt ascites sejtmentes felülúszójának 

2-2 m1-ébő1 ammónium szulfátos precipitációval immunglobulino­
kat tisztítottunk, A preparátumoknak PBS-sel szemben történt 

dialízise után BIO-RAEj reagenssel meghatároztuk az ÖESzfehérje 

tartalmát és egységesen 0.5 mg/m 1-re állítottuk be. A teszteket 

az in vitro növesztett hybridomák médiumából, illetve az asci- 

szárme.zó ellenanyagokkal végeztük, amint ezt a 5.1.3. 

táblázatban is jelezzük.
tesekbó1

Az a-A szubtípusú interferont neutralizáló aktivitás

Ezt az interferon szubtípust használtuk az egerek immu­
nizálásához. A hybridomák izolálásakor a 12 hybrid tenyészetből 
vett felülúszót összesen 6 tesztben vizsgáltuk. Két alkalommal 
WISH-, négy alkalommal pedig MDBK targetsejteket használtunk. A 

3.1.3 táblázatban az egyes sejtvona1akon végzett titrálások át­
lagát tüntettük fel.

Az 1.A1-, az I.A2-, az I.B2-, valmint a. I1.A6-, a 

11I.D5-, és a IV.D4-BS monoklonális ellenanyagok gyakorlatilag
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3.1.3. táb 1 áza't.
A monoklonélis ellenanyagok recombinéns humán «A-interferont 

neutra'l izéló titere nemzetközi egység per milliliterben (NE/ml) 

VSV-vel fertőzött MDBK és WISH sejteken.

Hybridoma 
neve

Targetsejtek
WISHMDBK

I . A 1 
1 . A2 
I . A3 
I . B2 
I I . A 1 
I I . A2 
I I . A5 
I I . A6 
I I . D5 
III.D5 a sc 
I V. C5 
I V. D4

0 Da s c
0 0

1199 2400
0 0

11150 60150 
55 00 
1267

a s c
20a s c

10067a s c
35 68

2901 0
0 57

10742 364803asc
37 57

Az interferon neutralizációs ti tereket a WISH sejteken 2 vizs­
gálat, az MDBK sejteken pedig 2-4 vizsgálat átlagából 
számítottuk. Az asc jelzésüek ascitesböl, a többi ellenanyag az 

in vitro tenyészetek fe1ü1 úszójábó1 származik.
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г

3.1.4.táblázat.
Ascitesból tisztított immunglobulinok interferon neutralizé- 

ciós aktivitása (NE/ml)

Hybridoma Asci tes 0.5 mg/ml tisztított lg

: I I . A 1 
I I . A2 
I I . A5 
I V. C5

60150
5500
1267

384803

67600
0
0

286000

Az ellenanyagokat ammóniums'zu1fátos módszerrel tisztítottuk és 

a fehérjekoncentrációt 0.5 mg/ml-re állítottuk be.

3 . 1.3. A human o< — E> s zub t í p u a ú inter—

■f <=> г о n t neutra l i zá 1 ó akt i v i tá s hiánya

Ezt a másik leukocyte interferon szubtípust mind ELISA, 
mind interferonneutralizációs tesztben megvizsgáltuk.

Ezekben az esetekben hybridoma tenyészetek fe1üIúszóját, 
illetve a. IV.C5 és a I 1 . A1 esetén ascites folyadékot használ­
tunk. A két vizsgált ascites közül 100x-oe hígítás mellet csak 

a IV.C-5 reagált ezzel az interferon szub típussal ELISA teszt­
ben.
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3 . 1 . A . A r © о о m b i n A rí s humán cx — int © r -

feronnai res gá 1 cb monok Ioné. 1 is e 1

1 ©ns. nysgok S 2 О Ъ -t i possinsk meghatá­

roz á б a

Mivel az egér immunglobulinok típusénak, illetve szubtí- 

pusának meghatározáséhoz szükséges ellenanyagok csak minimális 

mennyiségben álltak a rendelkezésünkre, csak a legfontosabbnak 

tün6 hybridomáinkat tesztelhettük. A szubtípus meghatározáso­
kat, mint azt az anyag és módszer című fejezetben már részlete­
sen leírtuk, EL ISA technikával végeztük. A vizsgált hybridomák 

a következők voltak: I.A3, 11.A1 és a IV.C5. Az eredmények sze­
rint mindhárom el lenanyag az IgGl alosztályba tartozik és 
egyiknek sincs protein A kötő képessége.

3 . 1.3. I n t. © г f ©rom tisztítás © f f ini t A e

króm ~ + о g r A f i A v © 1

Az ascitesböl történő immunglobulin preparálás során egy 

meglehetősen durván tisztított fehérjefrakciót nyertünk, ezért 
fennállt annak a veszélye, hogy az immunglobulinok kromatográ- 

oszlopra kötése után, az esetleg a készítményben maradt 
proteázokj tönkreteszik az affinitás к гomatográfiás oszlopot. Ezt 
e1kerü1endő,

szulfát-ős módszerrel tisztított immunglobulin preparátum­
mal óe csak annak a negatív eredménye után, 
kizártuk a proteázokka1 való szennyezettség lehetőségét, kezd­
tünk az oszlopkészítéshez.

f i ás

kazein hidrolizálási tesztet csináltunk az ammó-
n i um

tehát- amikor már
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CNBr-rel aktivált Sepharose 4B 1 grammjához osEzesen 10
mg fehérjét tartalmazó tisztított immunglobulint adtunk a IV.C5 

monoklonális el lenanyagból, így 3.5 ml térfogatú oszlopot tud­
tunk készíteni. A fehérje kötődésének hatékonyságát a nem kötő­
dött fehérje vi ssz a. mérésévé 1 ellenőriztük: a 10 mg-ból 6.6 mg 

az aktivált Sepharose 4B-hez kötődve az oszlopon maradt.
A tisztítás során a recombináns humán «A-interferonbó1 

1.5 ml-es térfogatban 59 jjg-ot (7500 NE-nek megfelelő mennyi­
ség) vittünk fel az affinitásкromatográfiás oszlop .tetejére, 15 

ml/óra átfolyási sebességgel. Ezután PBS-sel fehérjementességig 

mostuk az oszlopot. A mosófolyadékot 1 ml-es frakciókba gyűj­
töttük. Meghatároztuk minden frakció összfehérje tartalmát és 

ezzel párhuzamosan vírusneutralizációs teszttel a benne levő 

interferonaktivitást. A mérések szerint egyik mosó frakcióban 

sem volt kimutatható mennyiségű interferon, tehát a felvitt 

anyag maradéktalanul kötődött az oszlopra.
Az interferon elúciója alacsony pH-jú közegben történt

ezért az egyes frak­
ciók interferontartalmának meghatározása előtt a pH-t IN NaOH- 
val 7-re állítottuk be. Az elúciők során kapott, összesen 10, 

ml-es térfogatú frakció közül négyben volt kimutatható 

menyiségben fehérje és ezzel párhuzamosan interferon aktivitás 

is (3.1.5. táblázat).
A visszanyert fehérje 49 jjg, a visszanyert ossz interferon 

aktivitás pedig 5200 NE volt, tehát az oszlopon a kitermelés 

interferon aktivitásra nézve 69%-os volt.

(0.35 M glicin és 0.1 M glükóz pH 2.4)

1-1
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3. 1.5.táb1 ázat.
Az interferon e1úció j a során kapott frakciók fehérje tartalma 

és interferon aktivitása

A frakció száma Fehérje konc.
jjg/m 1

Interferon t-iter 
NE/m 1

6. 0 0
7. 22 2800

15008. 17
9. 10 900

10. 0 0

Összesen: 49 5200

3.2. Ce i г к e s e j -t e к к s 1 reagá 1 db monok 1 о —

n á 1 i s ellens.nys.gok előállítása

Első célunk csirke granu 1 ocy tá.kka I reagáló monoklonal is 

ellenanyag előállítása volt, ezért. Balb/c egereket immunizál­
tunk csirke perifériás vérből tisztított granuIocytákka1. Ebből 
az immunizálásból két sejtfúziót végeztünk. A következő soro­
zatban, melyei elsősorban a csirke В- 1ymphocytáiva1 reagáló mo- 
noklonélis ellenanyagok nyerése volt a. célunk, Bursa Fa.br icii 

eredetű sejteket használtunk az egerek immunizálásához. Ebben 

az esetben egy egeret használtunk fel a sejtfúzióhoz.
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3.2. 1 . Fúziók tisztitott granu 1 о —

immunizáltcytákka1 r © к i é p —Ш

sejtjeivel és © hybridomák izolálás©

A granu1ocytákka1 történt
az anyag és módszer fejezetben. Az immunizálások 

után két egér lépét, lépenként 5x10'' sejtet, egymástól füg­
getlenül 4xl07 Sp2/0 myeloma sejttel fúzióné 1 tettunk. A két
független fúzióból származó sej>teket 50-50 ml HAT médiumban 

szuszpendáltuk fel és összesen . 10 db, laposaljú mikrotitráló 

lemezre osztottuk szét. A 960 lyukból 771-ben azaz a kultúrák 

88%-ában volt hybridoma növekedés (3.2.1. táblázat).

immunizálásokat részletesen
ismertettük

3.2.1.tab 1 ázat
A granu1ocytákka1 végzett immunizálás utáni fúzióból származó 

hybridomák száma a monok 1oná1is ellenanyag előállítás egyes 

lépéseiben.

A hybridoma 
előállítás 
1 épése

Teszté 1 és 
módja

А к 1 ónok-1yukak 
száma 
pozitív

%

ossz

96 lyukú 
1 emezen 

96 lyukú 
1 emezen 
24 lyukú 
1 emezen

vizuá 1 is 771 960 88

I.Immunof1uor. 69 771 9

I.1mmunof1uor. 69 4732

Az I. Immunof1uor. az indirekt immunof1 йогеszcenciás tesztet
jelöli.
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Amikor a. hybridomák elérték a megfeleld sejt számot, a 

kultúrákat indirekt immunf luoreszcencié.s módszerrel teszteltük:
van-e közüt tűk olyan, amelyik reagál a. csirke perifériás vérből 
készült szuEzpenzió sejtjeivel? A tesztelés erdményeként a 771 

tenyészetből összesen 6Э pozitívan reagáló kultúrát találtunk.
Azokat a kultúrákat, amelyek felülúszója ebben a tesztben 

valamilyen sejttel reagált, 24 lyukú "Costar” lemezen felszapo­
rítottuk és megismételtük a vizsgálatot, 

nunk maradt.
így összesen 32 kló-

3.2.2. Fúziók Bursa Babricii eredetű

sej -tekke 1 immunizál -t egerek 1 épsej t —

jeivel és a hybridomák izolálása.
Ugyancsak az anyag és módszer fejezetben leírtak szerint 

történt a Bursa Fahricii sejtekkel az egerek immunizálása, Az 

immunizálások után egy egér lépéből származó 8xlo"^ sejtet 2x10' 
Sp2/0 sejttel fúzionáItattunk. A sejteket a szokásos 50 ml HAT 

médiumban vettük fel és 5 db, 96 lyukú, laposaljú lemezre osz­
tottuk szét. A hybridizációs gyakoriság olyan magas volt, hogy 

minden kultúrában volt hybridoma növekedés. Ez valószínűsítet­
te, hogy egy-egy lyukban nem csak egy, hanem akár több hybri­
doma is növekedett. Ez viszont gyors klónozást tett szükséges­
sé. Az első klónozáskor 72 kultúra fe1ü1 úszója reagált a peri­
fériás sejtek valamelyikével.



— 64 —

3.2.3. A cs í г к e s © j "te К-ke 1 reagáló ©1

1 ©Tlö. nysi.goks.-t •term© 1 & Ну Ъ г i 3 о m ék t e s z —

t e 1 é s e .

Monok 1 óné, 1 í % e 1 ! enanyagaink tesztelése immunt luoreszoenciáe

módszerre 1

A kétféle fúzióból származó hybridomékat az elnevezésük 

alapján is elkülöníthetjük. Mig a granulocytákkal való immuni­
zálást. követó fúzióból származó hybridomékat egy szám-betű-szám
(pl. 2B1) kombináció jelöli, addig a Bursa Fabricii sejtekkel 
immunizált egerekből származó hybridomékat két, "per" jellel 
elválasztott számmal jelöltük (pl. 1/9). Azokat a kiónokat, 

amelyek az előzetes -vizsgálatok szerint csirke vörösvérsejt ék­
ké 1 ,

thrombocytákka1 regéltek a további feldolgozásból kihagytuk. A 

továbbiakban a két fúzióból származó hybridomékat. együtt ismer­
tetjük.

vörösvéгsejtekke1 és 1eukocytákka1, vörösvérsejtekke1 és

A vizsgálatok eredményeit táblázatokban foglaltuk össze. 
A táblázatokban az adott szuszpenzióban levő pozitív sejtek 

százalékos arányát tüntettük fel. E vizsgálatok során a követ­
kező sejtekkel adott reakciókat értékeltük:

csirkeerdetú perifériás leukocyták (3.2.2. és 3.2.3,
táblázatok)

csirkeerdetú perifériás sejtekből szeparált plasztik 

adherens sejtek 1 és 3 napos adherencia után (3.2.4.táblázat)
- Fabricius-féle tömlő sejtjei (3.2.2 és 3.2.3 táblázat)
- thymussejtek (3.2.2 és 3.2.3 táblázat)
- lépsejtek (3.2.2 és 3.2.3 táblázat)
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peritoneális exudátum sejtek (3.2.4 táblázat) 

szekunder embrionális fibroblastok (3.2.4 táblázat) 

LSCC-H32 transzformált fibroblast sejtek (3.2.4 táblá­
zat)

- pulyka perifériás vérsejtek (3.2.4 táblázat)
humán perifériás vér keukocték (nincs feltüntetve, 

egyik ellenanyag sem reagált- vele)
A további kísérleteket csak az érdekesebbnek ígérkező 

ellenanyagokkal végeztük el. Ezek közül néhányat- sikerült 

Tu.rkui Egyetem Mikrobiológiai Intézetével ко 1 1 aboráci óban 

cytofIuorometriás módszerrel is feldolgozni.

i

Cytof1uorometriás (FACS) vizsgálatok

Ehhez Coulter EPICS cytofluorométert (Coulter Electronics, 

Hialeak, FL) használtunk, A 466 nm-esj 2W-os argon ion lézersu­
gár útjában elhaladó sejteket előrefelé és a 90 fokos szögben 

való fényszórásuk alapján analizáltunk és ez alapján különböző 

sejttípusokat azonosítottunk: pl. granu1ocytákat, különböző 

lymphoid sejteket, vagy nagy erithrocytékát. A gép alkalmas az 

indirekt immunf1uoreszcenciás vizsgálatok során észlelt F1TC 

fluoreszcencia kvantitatív mérésére és értékelésére is. Egy-egy 

mérés alkalmával legalább 10000 sejt adatait dolgoztuk fel. Az 

eredmények értékelése a gép software-éhez tartozó STATFACK és 

QUADSTAT programok alapján törént.
Ezzel a módszerrel négy ellenanyagunkat az 1C3, 1C2, 2C4 

és a. 2C5 sikerült megvizsgálni.
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3,2.2 .táblázat.
A csirkesejtek ellen termelt hibridemék tesztelése 

iraraunf1uoreszcenciés módszerrel 1,

Bursa Thymus 
Fabricii sejtek

Lép
sejtek

Target Perifériás 
hybr, leukocyta

Tisztított 
granu1ocya

0 2817 60 01C3
15 *
35;

0 132C4 80 30
2C5 0 014 0

0 1213. 1002B1
1517 50 0 01C2
3020 0 01C1 80
200 0B2 17 50

0 1730 49 0B3
014 01B2 - 5 0
066 0 01B3 16

17 221B4 40 55 0
221D3 0 030 60

7 92 A 1 20 60 7
0 402D 1 20 0

95
24

55 100 601 A6 70
1001C4 7 0 80 100

7077 1001D5 76 80

A táblázatban a hybridcmák ellenanyagaival reagáló sejtek %-os 

arányát tüntettük fel.



3.2.3.táblázat.
A csirkesejtek ellen termelt hibridomák tesztelése 

immunt 1uoreszcenciás módszerrel II.

Lépse j tekBursa Fabricii 
sejtek

Thymus
sejtek

Target Perifériás 
1eukocyták

Hybr.

0 1351/3 13
0 710 91/6

290251/9 12
2130 01/17

1/22
1/24

10
2515 012
1450 09
260402/2 10

' 17050132/12
2/13 0 84513

A táblázatban a hybridomák ellenanyagaival reagáló sejtek %-os arányát 
tüntettük fel.



3,2.4.táblázat.
A csirkesejtek © 11 ел termelt hybridomák tesztelése 

immunf1uoreszcenciás módszerrel III,

Target Secunder
_______ emrionális

f ibrob1 ászt

LSCC-H32 Pulyka 
per i f.
1eukocyták

Adherens sejtek. Peritoneális 
1. nap - 3. nap exudátum

sejtek
hybr.

1C3 13 0 0 1818 18
2C4 35 0 0 20 66 21
2B1 2958 100 0 28 58
1C2 8 0 0
1C1 11 0 16

B2 0 0 25
B3 6 0 0

2A1 10 0 20
2C5 50 10 100 50 0
1A6 0 0
1C4 0 0 35
1D5 0 0 0
1/3 0 0
1/6 0 0 7
1/9 0 150 55 40

1/17
1/22
1/24

0 0 31
0 0 24

100 0 0
2/2 0 0 0

2/12
2/13

100 5 0 23
170 0

A táblázatban a hybridomák el lenanyagaival reagá1ó 'Ееjtek %-os arányát 
tüntettük fel. O-
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3.2.5.táblázat.

A csirkesejtek ellen termelt hybridomák tesztelése cytofluorimetriás 

módszerre 1.

"‘1;

Target Perifériás Thrombo- Granulo- Bursa Thymus Lép Csontvelő
---------- leukocyták cyta men- cyták sejtek sejtek sejt. sejtek

tesített 
perif.1ou- 
kocyták

Hybri- 
domák

0 00 09520 01C3
01420 0932C4 13 8
090 06 511C2 15

0 00024 02C5

A táblázatban a hybridomák ellenanyagaival reagáló sejtek %-os 

arányát tüntettük fel.
c
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Az 3.2.1. ábra bal felső négyzetében (3.2.1/A ábra) vizs­
gált csirke perifériás vérből készült sejtszuszpenzió 

morphológiai jelemzőinek megfelelelő megoszlás látható: a 

vízszintes tengely a. sejt - fényelnyelő képességével arányos - 

átmérője, a függőlegesen pedig a cytoplasms granu1á1tságának 

megfelelő fényszóró képesség láthatók, a kettő együtt pedig a 

sejtek méret és granuláltság szerinti eloszlásét határozza meg.
A nagy méretű, nagy granu1á1tságú populáció a. granu 1 ocytáknak 

felel meg, (a kép jobb felső sarkában elhelyezkedő sejtek) A 

jobboldali felső képen (3.2.1/B. ábra) ugyanez a sejtszusz- 

penzió látható, 1C3 el lenanyaggal való jelölés után. Az indi­
rekt immunf1uoreszcenciás festés FITC-cel jelölt egér 1 gG el­
lenes e1 1enanyagga 1 történt, Az ábrán csak a festődött sejtek 

eloszlása

i

látható. Az ábra alsó részén elhelyezkedő' két négy­
zetben (3.2.1/C. ábra és 3.2.1/D. ábra) a sejtek eloszlási gör­
béjét is megadtuk, tehát az adott sejtpopuláció összes sejthez 

viszonyított arányát. A 3.2.1/D ábra szerint a festődött sejtek
szinte teljesen egy populációból kerültek ki, mégpedig a granu- 

locyták közül. A 3.2,2. ábra ennek a kinagyított, statisztikai 
adatokkal is ellátott képe. Látható, hogy az eloszlási görbe 

12049 sejt adatából lett megszerkesztve, a digitalizáló össze­
sen 1024 csatornára bontotta az adatokat és az eloszlási görbe 

meredékségébő1 számítva a csúcs alatti területhez tartozik a 

fluoreszkáló sejtek 95.6%-a. Ez azt is jelenti, hogy gyakorla­
tilag a granulocyta frakcióba tartozó összes sejt jelölődött az 

1C3 ellenanyaggal.
A 3.2.3. ábra a 2C4 ellenanyag cytof1uorometriás adatait 

tartalmazza. A 3,2.3/A és a C ábrák mutatják, hogy az 

ellenanyag a granu1ocytákon kivül más sejtekkel is reagál. A
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3.2.1 ábra
Az 1C3 monoklonális ellenanyaggal reagáló sejtek eloszlása a 

csirke perifériás vér leukocyták között cytof1uorometriés 

módszerrel tesztelve

A. B,

1
t

!
c. D,

A vizsgált sejtek közül csak a granulocyták reagáltak az 1C3 

e11enanyagga1
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3.2.2. ábra
Az 1C5 monoklonális ellenanyaggal reagáló sejtek eloszlása a 

CEirke perifériás vér leukocyták között cytоf1uoгometгiás 

módszerrel tesztelve

;

_
LGFLH4.-1P 10t 4 

03JUL85.00404D
X-VALUES 

A WINDOW LOW=
A WINDOW HI=
В WINDOW L0U =
В WINDOW И I =

35
122

0
£55

X-AXIS LOW 
X-AXIS HI 
MEAN

33
£4

B33.39 
29.85 

12.29 
0.6&

S D
FPCV 
HPCV
SKEWNESS 
KURTOSIS 
У. =
PEAK AREA 
PEAK CHANNEL

1.92 
9.22

42.59
5235

£24
HIST TOTAL = 12049

A granulocyták 95%-a reagált az 1C3 ellenanyaggal.
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3.2.3. ábra
A 2C4 monok 1oná1is ellenanyaggal reagáló eejtek eloszlása a 

CEirke perifériáé vér leukocyták között cytof 1uorometгiáe 

módszerrel tesztelve

j

1

:

A. B.

V

: I

c. D.

A granulocyták mellet más sejtek (B sejtek) is reagálnak а 2C4 

e11enanyagga1.
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3.2.4. ábr б

Az 2C4 monok I óné 1iб ellenanyaggal reagáló sejtek eloszlása a 

csirke perifériás vér leukocyták között cytоf1uorometriás 

módszerrel tesztelve

I

LG-FLH4:IP 1024 
eiJUL85.0Ö304D

X-VALUES 
A WINDOW L 0 W =
A WINDOW И I =
Б WINDOW L0W=
В WINDOW HI=

42
í £2

0
cr CT C J J

X-AXIS LOW 
X-AXI8 Hl 
XE AN

1
6 4

£37.53 
£8.37 

3.53 
4.50

£ D
F PC V 
HPCV
SKEW Г4 ESS 
KÜRTÖS IS 
4 =
PEAK AREA 
PEAK CHANNEL

1 о о1 » I— *

5.20
46.43

14697
£69

316G7HIST ТОТ AL =

A granulocyták 93%-а reagált а 2С4 ellenanyaggal.
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statisztikát is bemutató 3.2.4. ábra összesen 31607 (ezek közül 
14697 a granu1ocyta frakcióhoz tartozik) sejt adatai alapján 

A granu1ocyta frakcióba tartozó sejtek 93%-a reagál 
ezzel az ellenanyaggal.

Hasonló módon meghatározva 'az 1C2 ellenanyag a granulocyta

készült.

morpho1 оgiájü sejtek 50%-va1 reagált.
összefoglalva 

g r anu1ocyta 

sejtekkel

elmondhatjuk, hogy az 1C3 ellenanyag 

granu1ocytákon kívül más 

reagál, az 1C2 a. 
2C5 e11enanyag

specifikus,
valószínűleg В-sejtekkel is 

granulocyták 50%-ához képes kötódni, míg a

2C4a

thrombocyte, specifikus.

Az ellenanyagok comp 1 ementkötó képességének vizsgálata

Ha a sejteket comp 1ementkötésre képes monok 1 óné 1is ellen­
anyagokkal és ezt kővetően comp 1ementte1 kezeljük, akkor az 

ellenanyaggal reagáló (tehát a megfelelő antigéneket hordozó) 

sejteket el tudjuk pusztítani. Ha. az ellenanyag nem comple­
ment к ö 16, akkor egy második ellenanyaggal 
nyúl ban termelt egér lg ellenes ellenanyaggal

a mi esetünkben 

- való kezelés
után lehet a complement dependens cytotoxicitési reakciót 

végrehajtani. Az elpusztult sejtek vitális festéssel (pl. 

tripánkék festék kizárásos módszerrel) kimutathatók.
Ennek a vizsgálatnak az eredményeit tüntettük fel a 3.2.6. 

táblázatban.



— 76 -

f

3.2.6.téb1 ázat.
A csirkesejtek ellen termelt hybridomék tesztelése complement 
dependens cytotoxicitási mödszerrel ,

Hybridoma Perifériás leukocyták %-a

1C3 20~r.

2C4 20
2C5 35 i
2B1 15 1
1C2 15
1C1 0

B2 15
B3 30

1B3 25
1B4 0
1D3 30
2A1 25
1A6 0
1C4 0
1D5 0
1/3 0
1/6 5
1/9 0
1/17
1/22
1/24

0
0
5

2/2 0
2/12
2/13

10
0

A táblázatban a hybridomák ellenanyagaival reagáló perifériás 

leukocyták %-os arányát tüntettük fel.
i = indirekt complement dependens cytotoxicitási teszt
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Néhány monoklonélis ellenanyagunk szubtípusénak tesztelése

ELISA módszerrel néhány monokJóné 1is ellenanyagunk im­
munglobulin osztályba. való tartozásét is meghatároztuk. Az 

eredményeket a 3.2.7. táblázatban foglaltuk össze.

3.2.7. táb1 ázat.
Monoklonélis ellenanyagok immunglobulin szubtípusának megha­
tározása ELISA módszerrel

Hybridoma Protein A 
kötő
képeEEég

Anti-egér 
1 gGl

Anti-egér 
I gG2a

Anti-egér Anti-egér 
1 gG2b I gM

1C3 + +
2C4 + +
2C5 +
2B1 + +
1/9 1

3.2 . A . Funke i óné. l is vizsgalatok о s i г —

kesejtekk l г e a g á. I c5 monoklonél is el —

l nanyag о к к l

Annak eldöntésére,hogy egy bizonyos monoklonélis ellen­
anyag a sejtek milyen szubpopuléciójávál reagál, elvileg két 
általános eljárás kínálkozott: a sejtek pozitív vagy negatív 

szelekciója, A negatív szelekció során az ellenanyaggal reagáló 

sejtek complement dependens cy to'tox i c i té.s i reakcióval eiiminál- 

hatók a sejtszuszpenzióból (depléció), és ezután vizsgálható a 

megmaradt sejtek in vitro (vagy in vivo) funkciója. Egy-egy 

funkció kieséséből az ellenanyag sejtspecificitására lehet
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következtetni. A pozitív szelekció sorén viszont az ellenanyag-
szeparáljuk és dúsítjuk fel, mintegy 

"felerősítve"'ezzel az adott sejttípushoz tartózó funkcionális 

aktivitást a szuszpenzióban, A sejtek pozitív szelekciójára 

több módszer ismert. Ha az ellenanyagot egy szilárd hordozóhoz 

kötjük, (pl. vörösvér testhez vagy polisz tirol gyöngyhöz) majd a 

megfelelő antigénre nézve pozitív sejtek "kikötődése" után a 

nem reagáló sejtek mosással el távolíthatók. Egy másik eljárás­
hoz sejt szór tér szükséges: a. se jtszuszpenzióban lévő, az adott 

antigénre nézve pozitív sejtek reagálnak a monoklonálís ellen­
anyaggal, majd egy következő lépésben már ezek az immunglobu­
lint hordozó sejtek fluoreszcens festékkel jelölt anti-egér 

immunglobulinnal festhetők. A sejtszórter re 1 aztán a jelölődött 

sejtek kiválogathatók.

g a 1 reagáló sejteк e t

3,2.4.1, Ellenanyagaink hatása a csirke leukocyték természetes

cytotoxikus aktivitására

Amint azt Nándi és mtsai. leírták (Nándi és ratsai., 1955)
a csirkék NK effektor sejtjei granu1ocyták, Ezt a megfigyelést 
az általunk készített monoklonálís ellenanyagokkal kapott ered­
mények is alátámasztották. Csirke perifériás vérből származó 

sejtek közül elimináltuk az egyes monoklonálís ellenanyagaink­
kal reagáló sejtpopulációkat és utána a maradék sejttel 4 órás 

■-'^Cr-rel ease tesztet végeztünk, 
sejtvonal volt. Minden esetben volt csak comp 1ementte1, és csak 

ellenanyaggal kezelt kontroll minta is, A könnyebb áttekinthe­
tőség kedvéért ezeken az ábrákon nem tüntettük fel a csak el­
lenanyaggal kezelt kontrol 1 okát, mivel ezek egy kivételével 
erről az ellenanyagról a későbbiekben részletesen fogunk még

amelyben a target- az LSCC-H32
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г

szólni nem különböztek szignifikánsan a kezeletelen sejt­
illetve a velük kapott cytotoxicitási érté­sz uszpenziók tói ,

J
kék t б 1.

A 3.2.5.ábrán látható, hogy a kontroll sejtszuszpenzió még 

az 12.5 : 1 -es effektor : target arány mellett is szignifikáns 

természetes cytotoxikus aktivitással bír, a 100 : 1 arány mel­
let pedig a targetsejtek több mint 35%-a elpusztult. A granulo­
cyte specifikus 1C3 ellenanyaggal végzett depléció azonban 

drasztikusan esőkentétte a szuszpenzió cytotoxikus aktivitását, 

100 : l-es keverési arány mellett mindössze 17% volt a specifi­
kus krómfelszabadulás, míg a legalacsonyabb effektor : target 

arány mellett már gyakorlatilag egyáltalán nem volt lízis.
Ugyanekkor a thrombocytaspecifikus 2G5-ös ellenanyaggal 

történt depléció egyáltalán nem befolyásolta a szuszpenzió NK 

aktivitását. Ezzel megegyező hatású, illetve "h a t á s t a 1 a n s á g ú n a 

monocytákka1, Bursa Fabricii sejtekkel és perifériás В lympho- 

cytákkal reagáló 2B1 ellenanyaggal és comp 1ementte1 történt ke­
zelés.

A 3.2.6, ábrán az előző ábrán is szereplő, granulocyta- 

specifikus és NK aktivitás gátló hatású 1C5 mellett további 
ellenanyagok tesztelésének erdményei láthatók. Igen erős NK 

aktivitást gátló hatást sikerült kimutatnunk а 2C4 ellen­
anyaggal végzett depléciót követően is, amely a korábbi vizs­
gálatok tanúsága szerint Fabricius-féle tömlő és В sejtek me 1 - 

elsősorban a granu1ocytákka1 képes reagálni. Ugyancsak 

szignifikáns NK aktivitást csökkentő hatásúak voltak а. B2 és a 

B3 jelű monoklonális ellenanyagok, amelyek a granulocyta frak­
ció sejtjeinek 50-, illetve 49%-val reagáltak (3.2.2. táblá­

ié t t

zat). Ezeken kívül vizsgáltuk még az 1C2 és а 2A1 el lenanya-
amelyek szintén reagáltakgokkal történő depléció hatását is
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3.2.5, ábra
Monok 1 óné 1is ellenanyagok és complement kezelés hatása a csirke 

le.ukocyták NK akti vitására

C’

■öxí
2C5 + C’о

-Ar
o

2B1 + C’
>- ■ж-
о

1C3 + C*
ö
Ш
CL
(/)

A targetsejt: LSCC H-32, a cytotoxicitás mérése 4 órás ^Cr 

release tesztben történt.
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3.2.6. á b ra
Monoklonális ellenanyagok és complement kezelés hatása a csirke 

leukocyték NK aktivitáséra

30
N cx

25О
I- B2 + C*о

-ЕЭ-20x B3 +cо
/ -A-ü

15 1C3 + CLü
CL 'AСЛ

2C4 + C10

5

0
8 : 1 16 : 1 32 : 1 64 : 1

!EFFECTOR:TARGET
i

A targetsejt: LSCC H-32, a cytotoxicitás mérése 4 órás ^Cr 

release tesztben történt.
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3.2. (. ábra
Monok 1oná 1 i s ellenanyagok hatása a csirke leukocyták NK 

aktivitására i

90 e
К80

x:
о 70 2C4
О -Ar

60
1C3

80о

о 40
LÜ
CL 30со

20

10

0 Т
12 : 1 25 : 1 50 : 1 100 : 1

EFFECTOR : TARGET

A targetsejt: LSCC Н-32, а суtotoxiсitás mérése 4 órás wlCr 
release tesztben történt.
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Mivel mi a granu1ocyték által médiáit ADCC reakció befo­
lyásolásét szerettük volna vizsgálni, az első lépésben Ferkoll 
sOrüséggrádiens centrifugálássál tisztított granulocyte frak­
ciót készítettünk, amely a morphologiai vizsgálatok tanúsága 

szerint 70-85% granulocytét tartalmazott. Az ADCC reakció méré­
séhez csirke haemo 1 ys inne 1 szenz i b i 1 i zá 11, ^Cr izotóppal je­
lölt birkavörösvértesteket használtunk, az effektor i target 

arányt pedig általában 8 : 1 és az 0.5 : 1 közt felező hígítású 

sorban alkalmaztuk.
A 3.2.8.ábrán a csak comp 1ementte1, illetve az ellena­

nyaggal és comp 1ementte1 kezelt granulocyte szuszpenziók ADCC 

aktivitásait tüntettük fel az effektor : target arány függ­
vényében, A könnyebb áttekinthetőség kedvéért ez esetben sem 

tüntettük fel a kezeletlen kontrollok és a csak ellenanyaggal 
kezelt kontrollok ADCC raktív i tását, amelyek nem különböztek a 

csak comp 1ementte1 kezelt kontro11 októ 1. Látható, hogy a granu- 

locytékkal reagáló 1C3, illetve a 2C4 ellenanyaggal végzett 
depléció jelentősen, mintegy a harmadára csökkentette a granu­
locyte. szuszpenzió ADCC aktivitását, a két ellenanyaggal való 

kezelés között gyakorlatilag nem volt eltérés. Ilyen gátló ha­
tása sem a monocytákka1, Fabricius-fé1e tömlő-, illetve B- 

sejtekkel reagáló 2B1 ellenanyagnak, sem a thrombocytákra spe­
cifikus 2C5 ellenanyagnak nem volt.

Amint azt az ellenanyagainknak az NK reakcióra kifejtett 

gátló hatásának vizsgálatakor már megfigyeltük, az ÍG3 ellen­
anyag már önmagában, a complement hozzáadása nélkül is képes a 

cytotoxicitást gátolni. Ugyan ez volt megfigyelhető az ADCC 

reakció esetében is ( 3,2,9. ábra): a 4 ; 1 -es effektor target 

arány mellett például a csak 1C3 ellenanyaggal kezelt szuszpen-
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3.2.8. ábra
Monok]óné 1iб ellenanyagok és complement kezelés hatása a csirke 

granulocyták ADCC aktivitására

e
К Cx
О
I- 2B1 + Cc

*■

x 2C5 + C’о
■4-

о
1C3 + С’LU

CL X
(Л

2С4 + С’

EFFECTOR:TARGET

A targetsejt: csirke haemo1izinne1 kezelt birkavörösvértest, a 

cytotoxicitás mérése 16 órás ®^Cr release tesztben történt.
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3. 2.9 ábra
Monok 1oná1is ellenanyagok hatása a csirke granulocyták ADCC 

aktivitására

:■

'

V

x
О

c
X
о

о
Ld
CL
10

EFFECTOR : TARGET

A targetsejt: csirke haemolizinnel kezelt birkavörösvértest, a
^Cr release tesztben történt.cytotoxicitás mérése 16 órás
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zióban kontroli cytotoxicitásanak mindössze 23%-a volt kimu-a.
ts tható.

Mind az ADCC, mind az NK aktivitás gátlása, esetén tripén- 

kék festéккДzárásos módszerrel ellenőriztük, hogy sem az 1C3, 
sem a többi vizsgált el lenanyag önmagában nem volt cytotoxikus.

Az ADCC reakciót adherenciás képességük alapján szeparált 
sejteken is megvizsgáltuk. P о lysti ro^l lemezen 1 óra hosszat 
inkubéltuk a csirke perifériás vérből származó sejteket. Giemsa 

festés alapján az így preparált sejtszuszpenzió 90%-a thrombo- 

cyta, a fennmaradó sejtek túlnyomó része monocyte, és kissebb 

hányada pedig granulocyte., illetve lymphocyte. Eredményeink 

szerint a thrombocytáknak nincs ADCC aktivitásuk, amint az a 

3.2,10, ábráról leolvasható. A thrombocyte specifikus 2C5 jelű 

ellenanyaggal és comp 1ementte 1 történő kezelés, azaz a thrombo­
cyte dep1éció nem befolyásolta az ADCC reaktivitást,
A granulocyte specifikus 1C3 önmagában, vagy a complement keze - 

kiégészít ve is csak kevéssé, mindössze 10%-al csökken­
tette az ADCC reaktivitást. Ez az adat. arra. utal, hogy az ad­
herens sejtek között csak kevés ADCC aktivitással rendelkező 

granulocyte, van (3,2.10. ábra).

1 é s s e 1

Szemben az előző két ellenanyaggal, a 2B1 ellenanyaggal és

complementtel történt kezelés az összes ADCC reaktivitás közel

80%-át eliminálta (3.2.10. ábra). Mivel ez az ellenanyag a

sejtszuszpenzió monocytáival reagált, így egyértelműen látható,

hogy az 1 óra alatt a műanyag-felszínre kitapadó sejtek ADCC

reaktivitásáért főleg a monocyták felelősek.
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3.2.10. ábra
illetve monoklonális ellenanyagok 

és complementkezelés hatása a csirke perifériás vér adherens 

sejtjeinek ADCC

Monoklonális ellenanyagok,

aktivitására

h?
£
g
<
x;
ßо
о

К E Z E L E S

Effektor : target arány 1 : 2, az adatokat a kontroll %-ában
fejeztük ki. A targetsejt: csirke ha.emol izinnel szenz i b i 1 i zá 1 t

~^Cr releasebirkavörösvérsejt, a cytоtоxicitás mérése 16 órás 

tesztben történt.
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?

legnagyobb hígítás, a 10000- szeres, az NK aktivitást még nem 

befolyásolta (3.2.11. ábra) csak az 5000 szeres hí g í tés mellet 

tapasztaltunk gátló hatást, A maximális gátló hatás az 1000x-es 

ascites hígításnál volt elérhető. A gátlás azonban ez esetben 

sem volt teljes, a kontroll érték 2 0 %-a maradt vissza. Az ADCC 

reakció azonban érzékenyebbnek bizonyult: már a lOOOOx-es hígí­
tás mellet is a kontroll értéknek csak 50%-a volt mérhető 

(3.2.12. ábra), és ez az 5000 szeres hígításnál tovább csök­
kent. A reakció maximális gátlását (a normál kontroll 5%-át) 

azonban az NK reakciónál me gfigye 1thez hasonlóan 1:1000 ascites 

hígításnál értük el.

I

3.2.5.i. Ellenanyagaink EA rozetta képződést gátló hatása.

Azok a sejtek, amelyeknek Fc receptoruk van, az immunglo­
bulinokkal opszonizáit vöгösvértestekke 1 finom precipitátumot 

képesek alkotni, E1 őkíséг 1etben megbizonyosodtunk 

arról, hogy a nem opszonizáit birka vvt-kel a csirke leukocyták 

önmagukban nem képesek rozettát képezni. A rozétta-képzéshez 

csirke haemo1ysinne1 kezelt birkavörösvértesteket használtunk 

és csirke perifériás vérből Fi со 1 1-Ürömiro grádienssen tisztí­
tott 1eukocytékát. Az ellenanyagaink rozettaképzést gátló akti­
vitását az azonos szuszpenzióból származó, kezeletlen kontroll 
%-ában fejeztük ki, tehát az ellenanyagokkal nem kezelt 

szuszpenzióban rozettát képző sejteket tekintettük 100%-nak. Az
é 11 a g á t

(rozettát)

eredményeket ame1yek két független
reprezentálják, a 3.2.6. táblázatban foglaltuk össze.

kísérlet>



— 91 —

3.2.11. ábra
Az ÍC3, illetve a 2C4 monoklonális ellenanyagok különböze 

koncentrációinak hatása a csirke granulocyték NK aktivitására

z
2C4-<

m

1C3or

1z

1о

I<

1x
О 1llc
h-

I>-
о

1
10000x

II

hígítás

Effektor : target arány 10 : 1, az adatokat a kontroll %-ában
fejeztük ki. A targetsejt: LSCC H~32, a cytotoxicitás mérése 4 

órás ^ 1 с г release tesztben történt.
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3.2.12. ábra
Az 1C3, illetve a 2C4 mpnoklonális ellenanyagok különböző 

koncentrációinak hatása a csirke granulocyták ADCC aktivitására

;

120
2

204<
m 100

1C3

Qí 80

z i

о
60 I< Ix I40

О Iо
20 1i>- IIо 1Ш мо I

100х 1000х 5000х 10000х
II

HÍGÍTÁS

Effektor : target arány 10 : 1, az adatokat a kontroll %-ában
fejeztük ki. A targetsejt: csirke haemo1 уsinne1 szenzibi1izá1t 

birkavörösvértest, a cytotoxicitás mérése 16 órás ^ *С г release 

tesztben történt.
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3,2,8. táblázat.
Monok 1 óné 1 is ellenanyagok hatáea csirke perifériás vérből tisz­
tított leukocyták EA rozetta képzésére.

J

Hybr idoma, EA rozetta képző sejtek 
kezeletlen kontroll %-éban kifejezve

1C3 29
2C4 117
1C2 73
1C1 95
2C5 102
2B1 79
1/9 85

Hasonlóan az NK és az ADCC reakciók esetén megfigyeltek- 

hez, egyedül az 1C3 ellenanyag volt képes ezt a reakciót is gá­
tolni, hiszen ezzel az ellenanyaggal való kezelést követően a 

rozetták aránya közel negyedére csökkent, mig a többi esetben 

változatlan, vagy közel változatlan volt a rozetta-képző sejtek 

aránya.

3.2,5.2. A tripszinnel kezelt csirke granulocyták nem reagálnak

az IC3 monoklonális ellenanyaggal

Épp a fentiek miatt, mi is el lenőriztük, vajon az 1C3 

ellenanyaggal reagáló antigén tripszin szenzitív, vagy rezisz- 

tens. A hagyományos immunf1uoreszcenciás tesztelés előtt trip­
szinnel kezeltük a perifériás vérből származó 1eukocyta-szusz- 

penziót. Míg a kezeletlen sejtek 38% reagált az 1C3 ellenanyag-



— 94 -

Is

gal, eddig a tripszinne1 kezelt sejtek 

(3.2.9. táblázat),
közül mindössze 9%

J
3.2,9, táblázat.

A monoklonális ellenanyagokkal reagáló antigének érzékenysége 

tripEzinnel való kezeléssel szemben.

Hybr ídoma A reagáló sejtek a kezelés

előtt után l

1C3 38 9
2C4 2225
1C2 10 13
2C5 40 36
2B1 13 13
1/9 14 17

tehát az 1C5 ellenanyaggal reagáló struktúra tripszin szenzi- 

tiv. Ezzel párhuzamosan a 2C4, az 1C2, a 2C5, a 2B1, és az 1/9 

ellenanyagok által felismert antigének tг i pszin-érzékenységét 
is megvizsgáltuk, és az találtuk, hogy valamennyi rezisztens a 

tripszinnel való kezelésre. (3.2.9. táblázat)

3.2.5.3. Az IC3 ellenanyag hatása az effektor-target

összekapcso1ó-dására az NK reakcióban

Ha az 1C3 el lenanyag gátolja az NK és az ADCC reakciót 

is, akkor ezt a gátló hatást vajon a reakció melyik fázisában 

fejti ki? Az első lépés lehet például az is, hogy az ellenanyag 

képes az effektor és a target sejtek kapcsolódását gátolni. A 

NK reakció tesztelésekor a target sejtnek LSCC-H32 sejteket 

használtunk. Azonban amikor az 1C3 ellenanyaggal kezelt és F1TC
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Egyetlen esetben volt jelentős, teljes gátlás az interfe гon 

termelődésében, akkor amikor a 2.B1 ellenanyaggal és complement 
kezeléssel végeztünk depléciót.

A 2B1 ellenanyagról eredetileg annyit tudtunk, hogy gra- 

nulocytákkal nem, a bursa sejtek 100%-va.l reagál, Ezek alapján 

arra lehetett következtetni, hogy a 2 Б1 a perifériás vérben 

csak а В 1 ymphocy tá.khoz kötődik, így az interferon termelő 

sejtek а В 1 ymphocyták lehetnének. Részben,el lentmond ennek az 

a megfigyelés, hogy а 2C4 ellenanyag, amely granulocyták mellet 
Fabricius-féle tömlő eredetű sejtekkel is reagál, egyáltalán 

nem gátolta az interferon termelődését (3,2.10. táblázat): ha 

az interferon termeléséért а В sejtek lennének felelősek, akkor 

а 2C4 + C’ kezelésnek is fel kellet volna függesztenie az in­
terferon termelődését. Ez azonban nem következett be, igу kizá­
rásos alapon már csak egy sejtféleség, 

amellyel a 2B1 ellenanyagunk reagálhat.
a monocyte maradt,

3,2,7, A 2B1 jelű monok 1 óné 1is ellenanyag jellemzése

Az előzőekben már leírtuk, hogy a 2B1 ellenanyaggal és 

complement közléssel végzett depléció csökken te 11 e a. plasztik
adherens sejtek ADCC reaktivitását és ezt csak a monocyték 

eliminációja alapján tudtuk értelmezni. További adatot szóigá1 - 

az a megfigyelésünk, hogy a 2B1 tripszin rezisztens 

struktúrával reagál és nincs hatása, a perifériás 1 eukocyták EA 

rozét ta képzésére, Mivel a virus indukálta interferon terme 1é- 

felelős sejtekkel is reagál, fontosnak tartottuk, hogy 

további adatokat szerezzünk erről az ellenanyagunkról.

t a t о 11

s é é г t
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3.2.10. táblázat.
A monoklonális ellenanyagokkal történt kezelések hatása a 

csirke perifériás vérből származó leukocyták vírus indukálta 

interferon termelésére.

Kezelések IFN titer
%

kezeletlen kontroll 
csak C’kezelt kontroll

100
97

2B1 114
2B1 + C’ >0. 1
2C4 42
2C4 + C’ 235 («)
1C3 96
1C3 + C’ 91
2C5 155
2C5 + C’ 165
1/9 95 ( * )
1/9 + C’ 
2/12
2/12 + C’

257 (*)
121 ( * )
233 ( * )

Az adatok általában két vizsgálat átlagát jelentik, kivéve a 

<#) jelzetteket, amelyeket egy titrálás alapján számoltuk ki.
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3.2.11. táblázat.
Eirke vvt-vel szenzib i 1 i zé 1 t és monoklonális ellenanyaggal és 

comp 1ementte1 kezelt csirke lépsejtek haemo1 уtikus plakk-képzb 

aktivitása.

Kezelés Haemol itikus 
száma

p 1 а к к о к 
kontrol 1 %

kezeletlen 
csak C’ kezelt

21 100
24 114

2C4 24 114
2C4 + C’ 18 75
2B1 20 83
2B1 + C’ 1 8
1/6 17 81
1/6 + C’ 
2/12
2/12 + C’

22 104
24 114
25 119

1/9 32 152
1/9 + C’ 25 119

A plakkok számát 5x10lépsejtre számítottuk.
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Csirke perifériás vérből tisztított 1 eukocytákat' 2Б1 el­
lenanyaggal és comp 1ementte1 kezeltünk. A szuszpenziót a mosá­
sok után mi kroszkópié.s célra használt, üvegből készült, steril 
fedőlemezen 37°C-on történő 16 órányi inkubálés után a nem ad­
herens sejteket óvatosan lemostuk, és a visszamaradt sejtek 

között meghatároztuk a nemspecifikus észteréz enzimre nézve 

pozitív sejtek gyakoriságát,’ illetve gyakoriságuk változását az 

ellenanyaggal nem kezelt kontroll szuszpenzióhoz képest.
A nemspecifikus észteráz pozitív sejtek festődésük és 

mórpho1ogiájuk alapján monocyták és macrophagok voltak. Adata­
ink szerint csak a poliklonális Fabricius-fé1e tömlő sejt 

ellenes savó, valamint a monok 1oná1is ellenanyagok közül a 2B1 

reagál az adherens sejtek nemspesifikus észteráz pozitív frak­
ciójával, így a comp 1 ement te 1 való kezelés e két e 1 1 enanya g eseté­
ben jelentős észteráz pozitív sejt-depléciót eredményezett: a 

savó esetében a kezeletlen kontroll mindössze 10-, a 2B1 mono- 
klonális ellenanyag esetében pedig a kontroll 15%-a maradt meg.

A 3.2,13. táblázat adatait három kísérlet eredményeit 
átlagolva nyertük. Ha az egyes kísérletben küiön-külön megfi­
gyeljük az interferon titereket, az látjuk, hogy különböző 

értékeket kaptunk. Azonban az interferon titerek jól korre­
lálnak az ellenanyag + C’ kezelést követően a szuszpenzióban 

maradt nemspecifikus észteráz pozitív sejtek arányával (3.2.13. 
táblázat): ha több észteráz pozitív sejt maradt a szuszpen­
zióban, magasabb volt a mérhető interferon titer, alacsonyabb 

nemspecifikus észteráz pozitív sejtszám mellett, pedig az 

interferon titer alacsonyabb volt.
)

ív?/9£ 3
\' >
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3.2.12. táblázat.
A monok 1oná1iб ellenanyagok hatása a nemspecifikus észteráz 

pozitív sejtek gyakor i sá gé ra a csirke prifériá's leukocyték 

üvegadherens ee j t f гa kei ójában.

Keze 1 és A pozitív sejtek %-cs aránya

kezeletlen kontroll 
csak complement kezelt

100 i132

2B1 132
2B1 + C’ 15
1C3 NA
1C3 + C’
2C4
2C4 + C”
1/9
1/9 + C’
2/12
2/12 + C’
1/24
1/24 + C’
anti-csirke thymocyta 
savó (w-csTS) 
o-csTS + C’ 
anti-csirke Bursa 
savó (a-csBS) 
a-csBS + C’

86
117
119
105
121
121
133
126
135

NA
133

NA
10

NA = nincs adat
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3.2.13.táblázat
A 2B1 ellenanyag és complement kezelés után visszamaradt 
nemepecifikue észteráz pozitív adherens sejtek százalékoe 

részaránya és a felülúszóik interferontartalma.

Keze f és %° IFN t i tere 
< NE/m1)

1. kísérlet 
kezeletlen 
csak C’kezelt 
2B1 + C’kezelt

26 4526
386328

3 35

2. kísérlet 
kezeletlen 
csak C’kezelt 
2B1 + C’kezelt

5 7 30484
43116

1475
71
18

3. kísérlet 
kezeletlen 
csak C’kezelt 
2B1 + C’kezelt

26 2241
1856

<29
33
<1

A táblázatban három kísérlet adatait foglaltuk össze, 

о = a nemspecifikus észteráz pozitív sejtek %-os aránya az 

adherens sejtek között.
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A. AZ EREDMÉNYEK MEGBESZÉLÉSE

A . 1 . Monok 1 oná 1 is el lens.ny&gok

recombi n én s hűmén ex - interferon ellen

A recombináns a-interferonnal immúniséit egerek lépsejt- 

jeinek в. mye1omasejtekke1 való fúziójából összesen 12 olyan 

hybridomát izoláltunk, amelyek EL1SA tesztben egyértelműen rea­
gáltak az interferon-preparátummal. Azt azonban, hogy ezek va­
lóban az interferonnal reagálnak, nem pedig a nagy tisztaságú 

interferon-preparátumokban is óhatatlanul jelen levő (még ha 

minimális mennyiségben is) bakteriális eredetű szennyező anyag­
gal, illetve az interferon stabilizálását elősegítő "töltelék- 

fehérjével" (BSA-val), csak funkcionális vizsgálatok alapján 

tudtuk eldönteni. Az egerek immunizálását követően végzett 

már tudtuk, hogy az immunizálás hatáséra interfe­
ron-neutral izá1ó ellenanyagok is megjelennek a savóban.

A 12 hybridoma közül összesen 6 esetében találtunk humán 

aA-interferont neutralizáló aktivitást is (3.1.2. fejezet). A 

későbbi tenyésztés és klónozások során azonban kettőt elveszí­
tettünk (1I/A5, II/D5) egynek pedig valószínűleg megszűnt az 

ellenanyag termelő képessége, mivel a reklónozása minden igye­
kezetünk ellenére eredménytelen maradt. Ez utóbbi oka a hybri- 

doma genetika anyagának 

kromoszómakészletének instabilitása lehetett, ami a hybridi-

kísér létből

illetve a hybridizációva 1 "összeállt"r »

zációkat követően viszonylag gyakori jelenség (Hacfas és mtsai 
1976). A maradék három hybridoma közül kettő esetében igen 

interferon-neutralizáló

* i

kaptunk
а II/А2 jelű esetében szintén jól kimutat­

ható volt az interferon-neutralizációs képesség,

aktivitást ( I I / A1,magas 

IV/C5) , a harmadik,
de a többinél
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jóval alacsonyabb aktivitást találtunk. Igy összesen három, 
egyértelműen interferonellenes ellenanyagunk maradt, bár nem

J

zárható ki, hogy a fennmaradó 6, interferont nem-neütra1izá1ó 

ellenanyag között is van még interferonnal reagáló ellenanyag. 
Ennek a kérdésnek az eldöntése további vizsgálatokat igényel.
Azt, hogy egyes ellenanyagaink pontosan milyen módon gátolják 

az interferon aktivitását, nem tudjuk, azonban Langford szerint
(.Langford és mtsai, , 1967) az ellenanyagok többféle módon neut­
ral izé. lhatják az interferont:

- Az ellenanyag az interferon molekulának az interferon 

receptor által felismerendő részéhez kötődik és ily módon gá­
tolja az interferon receptorhoz való kapcsolódását.

- Az ellenanyag az interferon molekulának olyan részéhez 

kapcsolódik, amely vitális fontosságú az interferon sejten be­
lüli aktivitáséhoz,

- Az ellenanyag az interferon molekulához való kötődésé­
vel megváltoztatja annak tercier struktúráját, és/vagy flexibi­
litását és ily módon inaktiválja azt.

- Az ellenanyagok aggregátumot képeznek az interferonnal.
csökkenti, hogy a

termelt ellenanyagok az IgGl-es alosztályba 

tartoznak. Ezek az ellenyanyagok viszont általában aránylag 

gyenge precipitációs képességűek (Klein, 1984).
Monok 1oná1iб ellenanyagokkal végzett vizsgálatok esetében 

megkerülhetetlen kérdés az ellenanyagok specificitása, Mi az 

egerek immunizálásához nagytisztaségú recombináns «А-interfe­
ront használtunk. Az irodalomból azonban ismert, hogy egyes mo­
nok lónál is ellenanyagok képesek többféle interferonnal is rea­
gálni, Például a Berg és munkatársai által (Berg és mtsai., 

1984) előállított LO-22 jelű, ellenanyag összesen 12 human «-

A negyedik lehetőség valószínűségét 

hybridomák é 1 ta1
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interferon szubtípussal reagál, sőt kimutatta, hogy a sertés 

leukocyte, interferonhoz is kötődik. Ebből arra következtethe- 

hogy az ellenanyag egy, az evolúció sorén megőrződött 
közös epitóppal reagál az <x-interferon molekulákon. Ellentétben 

a Berg és munkatársai által tesztelt ellenanyaggal, a mi ellen­
anyagainknak inteferon-neutralizáló aktivitása is volt, így mi 
az ellenanyagok spécificitását az interferon-neutralizációs 

tesztekkel is összehasonlíthattuk.
Az általunk kifejlesztett «-interferon ellenes ellenanya- 

gok közül kettő (1V/C5 és a 1I/Al) a természetes humán «-inter­
feront csak kis mértékben volt képes semlegesíteni. Ez amellett 

szól, hogy a tesztelt ellenanyagaink az «-interferon szubtípu- 

soknak csak viszonylag szűk körével reagáltak, hiszen a termé­
szetes interferon-preparátumok sok interferon szubtípust tár­
ta 1 maznak.

tünk

Ha a kérdést részleteire bontva vizsgáljuk, akkor tudjuk, 
hogy ellenanyagaink a humán ß-interferont nem neutra1izá1ják 

(nem közölt adatok). Az «-interferon szubtípusok közül az «D 

szubtípus állt rendelkezésünkre. EL1SA tesztben vizsgálva két 
ellenanyagunk reagált a human «D interferon készítménnyel 
(I/Al, IV/C5), azonban az interferon antivirális hatását gátló 

aktivitása egyik ellenanyagunknak sem volt. Ez azt is jelenti, 

hogy a IV/C5 jelű ellenanyagunk segítségével biztosan meg tud­
juk különböztetni a human aA és a human aD interferon szubtípu- 

sokat is, hiszen a IV/C5-ÖS elenanyagunk az aA interferon anti­
virális hatását neutra1izá1ni képes és ez az ellenanyag bizo­
nyos mértékben alkalmas lehet magának az interferonmolekulának, 

illetve epitópjainak az interferon aktivitása szempontjából 
való vizsgálatára is.
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Jól ismert dolog, hogy az interferon molekula természetes 

körülmények között rendkívül alacsony koncentrációban fordul 
elő (Vilcek és Mayer, 1984), sőt még az interferon termelési 
eljárások során használt kultúrákban is nagyon alacsony a kon­
centrációja (Vilcek és Mayer, 1984). Ez igen komoly nehéz­
ségeket jelent a kísérletekhez, illetve klinikai kipróbálás­
hoz/ alkalmazáshoz szükséges, megfelelően nagy tisztaságú és 

nagy aktivitású interferon-preparátumok előállításában. A fen­
tiek miatt igen fontosnak tartjuk azt az eredményünket, hogy az 

általunk előállított, ex-i nter f eronna 1 reagáló ellenanyagok kö­
zül egy affinitáskromatográfiára is alkalmas, segítségével 
nagytisztaságú interferon-preparátum nyerhető, sőt a tisztítót 

interferon aktivitása is megmarad (3.1.5, fejezet).

^ . 2 . Cs i rkeeej tekke 1 г e a g Ä 1 eb

monok 1 oná 1 is ei1enanyagok

Intézetünkben hosszú idő óta folynak olyan kísérletek,
melyek célja a szárnyasok, de elsősorban csirkék immunrendsze­
rének vírusokkal szembeni váiaszképességének, az immunválasz 

mechanizmusának, illetve az immunválasz interferonnal való 

modulálhatóságának vizsgálata. Már régen felmerült, hogy sokat 
segítene a további vizsgálatokban, ha a szokásos és klasszikus 

morpho1ogia i, illetve hisztokémiai módszereken túl, más 

módszerekkel is definiálni lehetne a csirkék immunrendszerét
alkotó sejtpopulációkat. Ilyen "praktikus" okok vezettek aztán 

oda, hogy csirke leukoeyták sejtfelszíni antigénjeivel szembeni
monoklonális ellenanyagokat kezdtünk kifejleszteni.

Tekintettel arra, hogy az utóbbi időben a laboratóriumunk 

érdeklődésének középpontjába a csirke granulocyták kerültek,
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Г

előtt "p'róbavéreztetettük" > így egyrészt ellenőriztük ez 

nizá1 ás hatékony voltát, másrészt a későbbi vizsgálatoknál 
né 1 kü1özhete 1 en "pozitív kontroll" savókat is nyerhettünk.

A fúziók során 960 + 480 azaz összesen 1440 egyedi kultú­
rát vizsgáltunk meg a három, csirkesejtekkel immunizált egér 

1 é p s e j t

i mmu-

SP2/0 fúzióját követően. Ebből 1259 esetben, az 

tek 67%-ában figyeltünk meg hybridoma növekedést, ami igen ma­
gas szám és egyúttal azt jelenti, hogy a hybridizáció hatásfoka 

igen magas 04.2x10-4) volt. Jelenti továbbá azt is, hogy egy- 

egy lyukban valószínűleg több hybridoma klón is fejlődött egy­

es e-

szerre.
Az egyedi kultúrákból 141 esetben (11%) sikerült csirke 

perifériás vér sejtéivel reagáló ellenanyagot termelő hybridoma 

jelenlétét kimutatnunk. Ha a csiгke sejtekke1 szemben ellenanya­
got termelő к 1 ónok ugyanolyan gyakorisággal fúzionáltak a mye- 
1omasejtekke1, mint az egyéb immunglobulint termelő sejtek, 

akkor az immunizálás során kialakult és a csirkesejtek antigén­
jeivel reagálni képes ellenanyagokat termelő sejtek is ehhez 

hasonló kiterjedtségei (11%-os) populációt alkotnak in vivo, az 

immunizált egérben, ami meglepően magas, aránynak tűnik.
A fúziók során, függetlenül az immunizáláshoz használt 

sejtek típusától rendkívül sokféle hybridomát nyertünk, olyano- 

amelyek nem, vagy nem csak a granu1ocytákka1, illetve a 

Fabricius-féle tömlő sejtekkel reagáló ellenanyagot termeltek. 

Ennek oka természetesen könnyen érthető, ha figyelembe veszünk 

két tényt: az egyik, hogy mely
molekuláris struktúrák idegenek, azaz antigének az egér 

számára, a másik pedig ezeknek az antigéneknek az eloszlása a 

csirkesejt populációk között. Ha az adott molekula például egy, 
a csirke MHC-hez tartozó "antigén", akkor minden egyes csirke-

kát

csirke sejteken(ben) előfor­
duló
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sejten elő kell forduljon ugyanaz az epit-óp, míg mások szövet, 
vagy csak egy adott sejtpopulációra nézve specifikusak. Mi a
további vizsgálatokból kihagytuk (legfeljebb egy-egy kontroli- 

kísérletben használtuk fel) azokat a hybridomákat, amelyek el­
lenanyagai például "pánieukocyta", thrombocyta, vagy csirke- 

vörösvértest "specifikus" reagenseknek bizonyultak, bár tudjuk, 

hogy ezek az ellenanyagok számos további érdekes felhasználási
lehetőséget kínálnak.
A kísérletekbe bevont csirkegranulocytákkal, illetve В sejtek­
ké 1 reagáló ellenanyagok spécificitását a következőekben fel­
sorolt sejtekkel való reaktivitás (illetve a reaktivitás elosz­
lása alapján) határoztuk meg:

- csirke erdetű perifériás leukocyték
csirke erdetű perifériás sejtekből szeparált plasztik 

adherens sejtek 1 és 3 napos adherencia után
- Fabricius-féle tömlő sejtek
- thymussejtek
- 1 épsejtek
- peritoneális exudátum sejtek
- szekunder embrionális fibroblastok
- L5CC-H32 transzformált fibroblast sejtek
- pulyka perifériás vér sejtek
- humán perifériás vér leukocták

E vizsgálatokról tudjuk, nem tekinthetők befejezettnek, 

hiszen egyenlőre még nem végeztük el a különböző csirkeszöve­
teken (például agyszövet, hereszövet, bél, stb) a próbákat. 
Azonban a perifériás vér, a lép, Fabricius-féle tömlő sejteken, 

fibroblastokon stb. megtörténtek ezek a specificitás vizsgála­
tok és ezt kísérleteink szempontjából egyenlőre elégségesnek- 

ítéltük.
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Ellenanyagaink sejtspecificitásának meghatározásában nagy 

segítséget jelentettek a Turkui Egyetem Mikrobiológiai Intéze­
tében végzett cytofiuorométriás vizsgálatok. Ezek a kísérletek 

bizonyították, hogy az 1C3 ellenanyag granulocyta specifikus és 

a granulocyták 95%-ával reagál, а 2C4 ellenanyag a granulocyték 

9 3 % -á v a 1 reagál, és emellett FabriciuE-féle tömlő, illetve a 

perifériás vér В sejtjeihez kötődik, az 1C2 ellenanyag a granu- 

locyták 51%-ával reagál, míg а 2C5 thrombocytaspecifikus (3.2.5 

táblázat). Tehát egyik célunkat elértük, sikerült csirke gra.nu- 

locytákkal reagáló monok lónál is ellenanyagokat előállítanunk.
Ellenanyagainkat comp 1ement-függő direkt, illetve indi­

rekt cytotoxicitási tesztben is megvizsgáltuk. Kísérleteinkhez 

felhasznált ellenanyagaink egy része direkt módon íe képes volt 

complemontet kötni': 1C3, 2C4, 2C5, 2B1, 1C2, B2, B3, 1B3, 1D3,

■

2A1, 1/6, 1/24, 2/12. Más részüket azonban egy második ellen­
anyaggal (nyúl anti-egér immunglob 1 in) kellett kezelnünk, hogy 

megtörténhessen a complementkötés: 2C5, 1C1, 1B4, 1A6, IC4, 
1D5, 1/3, 1/9, 1/17, 1/22, 2/2, 2/13 (3.2.6. táblázat). A com- 
plementfüggő cytotoxicitási teszt eredményét néhány esetben az 

ellenanyagok immunglobulin szubtípusának meghatározásával is 

megerősítettük (3.2.7. táblázat). Ellenanyagaink közül a 2C5-re 

hívnám fel ebből a szempontból a figyelmet. Ez a thrombocyta- 

specifikus ellenanyag ugyanis az első vizsgálatok során comple-
mentkötőnek bizonyult. A hybridoma sorozatos klónozását követő­
en azonban a szekretált immunglobulin elvesztette ezt a tulaj­
donságát. Feltételezzük, hogy a. klónozások során egy olyan 

kiónt szaporítottunk fel, amelyben nehézlánc immunglobulin gén 

átkapcso1ódás történhetett. Foon és munkatársai (1963) figyel­
tek meg egy I gM típusú ellenanyagot szekretáló hybridoma eseté­
ben IgGl-re való "gén Ewitching-et", azaz átkapcso1ódást,
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Ellenanyagainkat nem csak indirekt immuntluoreszcenciá- 

val, cytof 1 uorohiéterre 1 , illetve comp 1 ementf üggő cy t о tox i c i tás i 
tesztekben jellemeztük, hanem un. funkcionális vizsgálatokat is 

végeztünk velük.

4.3. Az 1 1 nsnysgok hatása a.

о s i r ke 1 Eukocytávk spontán

g у to to x ici t á s é г a

Mint azt az előzőekben már leírtuk, a. granulocyták a 

természetes cy t о tox i c i tás (NK) kizárólagos (Nándi és mtsa.i,, 
1965), illetve az ADCC aktivitás (Béládi, 1984) egyik effek-

. torsejtjei csirkékben. A granulocyták ellen kifejlesztett mc- 
noklonális ellenanyagainkkal mi is megerősítettük ezt a- kísér­
leti eredményt. Granulocyte, specifikus ellenanyaggal és comple- 

menttel kezelve a csirke perifériás vérből preparált leukocy-
tákat elpusztítottuk az ellenanyagokkal reagáló sejteket, az NK 

reaktív'itás erőteljes csökkenését tapasztaltuk 

3.2.6. ábrák). A granulocyták 

granulocyta szuszpenziókka 1 vizsgáltuk, így a tesztrendszerben 

csökkent az ADCC reaktivitással ugyancsak rendelkező monocyták 

és LGL sejtek zavaró hatása. Ha a tisztított granulocyta sZusz- 

penziót depletáltuk a granulocyta specifikus monok lónál is el­
lenanyag és complementkezeléssel, az ADCC reaktivitás az ere­
deti érték 40 %-ára. csökkent (3.2.8. ábra). Azt, hogy a granu­
locyte depléciókat követő reaktivitás csökkenés miért nem volt 

100%-os, pontosan nem tudjuk, hiszen mind a. 2C4, mind az 1C3 

ellenanyag csaknem minden granu1ocytáva1 reagál. Hasonló jelle­
gű kísérletekben emlősök NK, illetve ADCC reaktivitásának vizs­
gálatakor sem lehetett teljes gátlást előidézni (Nieminen és

(3.2.5 és
АЕЮС reaktivitását tisztított
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mtsai., 1982; Rumpold és mtsai., 1982; Ohmarm és mtsai., 1985).
Ennek esetleg metodikai okai is lehetnek. Egyrészt a granulo­
cyte szuszpenzió tisztítása sorén, még ha viszonylag alacsony 

koncentrációban is, de maradhattak egyéb ADCC reaktivitásé 

sejtek is a szuszpenzióban, másrészt az e 1 1enanyagga1 és com­
plement kezeléssel történő sejtdepléció sem biztos,‘hogy 100%- 
os hatékonyságú; ha a targetsejtek felszínén az antigén denzi- 

tása alacsony, előfordulhatott, hogy ezek a. sejtek "túléléték" 

a kezelést. További lehetőség az is, hogy az inkubáció során a 

rendszerben maradt, de már elpusztított effektorsejtekbő1 fel­
szabaduló toxikus faktorok lizáljék a targetsejtek egy részét.

Számunkra legérdekesebb az a megfigyelésünk volt, hogy az 

ellenanyagunk önmagában, complement hozzáadása
mind az ADCC reakciót 

Ilyen hatást a többi granulocyte 

ellenes ellenanyagok (2C4, 1C2, B2, B3) esetében nem tapasztal­
tunk (3,2.7,, 3.2.9. ábrák). Azt, hogy hogyan fejti ki ez az

egyik
nélkül képes volt gátolni mind az NK, 
(Nándi és

az 1C3

m t s c* í , , 1987a ) .

ellenanyagunk a gátló hatását, egyenlőre csak találgathatjuk. 

Az 1C3 gátolja az EA rozetták képződését (3.2,8, táblázat). Az 

ADCC reakcióban a granulocyték targetsejthez kötődése, hasonló­
an az EA rozetta képződéshez Fc receptor által médiáit folyamat 
(Perussia és mtsai. , 1983a és b. ). Ez pedig arra utalhat, hogy 

az 1C3 ellenanyag az ADCC reakciót az effektor - target kapcsoló­
dásának szintjén befolyásolhatja, azaz a granulocyták Fc recep­
torához, vagy esetleg egy ahhoz szorosan kapcsolódó struktúrá­
hoz kötődik (3.2.5. fejezet). Ez azonban az el lenanynagnak az 

NK reakcióra gyakorolt hatását nem magyarázza, mivel ahogy azt
Nándi és mtsai. (1965) kimutatták a csirkék NK reakciójában a 

granulocyta Fc receptor nem játszik szerepet. A granulocyták 

tripszin kezelésével az NK receptorok a sejtek felszínéről el-



— 113 —

f

távolíthatók, még ugyanaz a tripszinkeze 1 és nem befolyásolja a 

granulocyták ADCC reaktivitását, mivel az Fc receptorok trip-
J

szinreziEztensek. Kísérleteinkben mégvizegá1 tűk az 1C3 ellen­
anyaggal reagáló struktúrák tripszinnel való emészthetőségét 
is: ezek tripszinszenzitívnek bizonyultak (3,2,5, fejezet). Ez 

az antigén nem lehet a granulocyták Fc receptora, estleg 

azt az előzőekben leírtam
mint

valamilyen, az Fc receptorral szo­
ros kapcsolatban levő struktúra. Megvizsgáltuk az 1C3 ellena-

tnyag hatását az effektor-target sejtek kapcsolódására az NK
e11enanyagreakcióban: ezt gátolt a

fejezet). Azt is kimutattuk, hogy az 1C3 ellenanyag 

monocytákhoz nem képes kapcsolódni (3.2.10. ábra), bár mint 
tudjuk ezeken a sejteken is vannak Fc receptorok. Ennek egyik

fо 1yamatota az nem
(3.2.5.

magyarázata lehet az Fc receptorok sejttípusonkénti polimorfiz­
musa, amint azt Ferussís és mtsai, (1964) kimutatták. Összeha­
sonlítottak 5, human NK sejt és granu1ocytaspecifikus ellen­
anyagot, Megállapították, hogy mindegyik gátolja az IgG kötő Fc 

receptor funkciókat a velük kapcsolódó sejteken, így gátolják 

ezeknek a sejteknek az ADCC aktivitását is. Az ellenanyagokkal 
reagáló sejteken hiányzik a legtöbb T-, illetve В sejt marker. 
Ezek a sejtek LGL mórfо 1ógiájúak. Mint megállapították, az öt 
ellenanyag legalább 2 különböző epitópot ismer fel az Fc recep­
tor molekulán. Ezek az ellenanyagok sem В sejtekkel, sem pedig 

monocytákkal nem reagálnak, ami az Ő esetükben is azt mutatta, 
hogy ezeknek a sejteknek az Fc receptora antigénitásában külön­
bözik az NK sejteken, illetve a. granu 1 ocyt-ákon megtalálható Fc 

receptoroktó1.
Bár az NK és az ADCC reakciókban szerepet játszó receptor 

struktúrák különbözőek,
(1983) kimutatták,

azonban ahogy azt Burns és mtsai, 
a következő, a cytotoxicitást eredményező
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5 . KdSZdNETNY I LVAN I TAS
;

A szerző ezúton mond köszönetét Andó Istvánnak, aki a. 
"mély vízbe dobással" elősegítette az önálló immunológus­
gondolkodás képességének megszerzését. Köszöni Béládi Ilona 

professzorasszonynak, hogy lehetőséget adott és biztatott e 

munka elvégzésére a Mikrobiológiai Intézetben. Külön köszönet 
illeti Pusztai Rózsát és Mándi Yvette-t azért a sok emberi és 

szakmai segítségért, ami nélkül ez a dolgozat talán meg sein 

születhetett volna. A kísérletek gyakorlati kivitelezésében 

pedig Seprényi Györgynek, Berencsi Klárának, Bakai Mártának és 

Endrész Valériának jár köszönet. Végül, de természetesen nem 

utolsó sorban áldozatos és megbízható asszisztensi munkájukért 
köszönet illeti Hegedűs Katalint és Horváth Katalint.
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