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1. BEVEZEZEETES

1.1. Monoklonmnalis el lenanyagok

Kchler és Milstein 157%5-ben =& monok]onélﬁs el lenanyagok
elballitasdt lehetévé teveé hybridoms technika kifejlesziésével
az immunoldgusok egyik legfontosabbh celjat valdsitottidk meg:
homogén ellenanyagok termelése - nagy mennyiségben - a legkii-
lonfélébb antigénekkel_szembén'(Kﬁhler &5 Milstein, 187&5). Ho-
mogén ellenanyagok nyerése a szomatikus sejthybridek el&al-
litasa elott is lehetséges volt: myeloma multiplex (plasmocy-
toma) seijitek gyakorlatilag monoklonalis ellenanyagot termeld
tumorok. Azonban ezeknek az ellenanyagoknak a specificitasa nem
volt befolyasolhatd, csak esetleg utdlag meghatarozhato,

Ezt 2 h&tréanyt probéltadk legybzni skkor, amikor immuni-
zadlt human periférias verbol szarmazd lymphoilid sejteketl transz-
formaltak, é&s igy egy aclyan sejtvonalat kaptak, amely folyvama-
tosan termelte az ellenanyagot az antigénnel szemben (Bzumal/ es
mtsai., 1971).

Sejtek fuzidja spontan is végbemehet, azonban i1gen kis
gyakoriséggal:l/lD6 - 107 sejt. Ezek a vizsgalatok vezetiek el
ahhoz a megfigyeléshez, hogy hogyan torténik az immunglobulin
gének expresszidjanak regulacidia. HKimutattadk, hogy hybridsk
képz6bdhetnek kiilonboz® egér-myeloma sejtek fuzidjakor, tovabba
megfigyelték a hybridek immunglobulin génjeinek kodominans &x-
presszidjat, valamint egyes kromoszdméik szelektiv elvesztését
is (Margulies ¢és mtsai., 1876).

Ahhoz, heogy a hybridcma sejteket szelektiven tudjuk te-
nyészteni, megfelel® szelekcids rendszer sziikséges, hogy megga-

toljuk =a fuzidhoz hasznalt myeloma sejtek szaporodasat. A



klasszikus biokémiai szelekcids mddszer a HGFRT (hypoxantin
guanosin-phosphoribosil-transferase) hi&nyos, vagy TK (timidin-
kinase) hiadnyos tumor sejtek hasznadlatan alapul (Littlefield,
1864). zen enzimeknek hidnydban a sejtek elpusztulnak a hypo-
'xantin-aminopterin-timidin (HAT) tartalmu tapfolyadeéekban.

A sejtfuzidk gyakorisdganak novelése is az egyik fontos
célkitOzése volt a kisérleteknek. Folietilén-glikollal a fuzidk
gyakorisagat 2-10 szeresére lehetett fokozni. Ez kériilbeliil 500
hybridomat jelent egy’ lépre szamolva (Kghler és Milstein,
18781 '

Problémat jelentett az is, hogy az immunglobulinok szek-
recicoja kodominadns, vagyis a myeloma &ltal szekretdalt immun-
globulinok is megmaradnak a fuzi® utdn, s6t a3z egyes immunglo-
bulin lancok recombindcidja a lépsejt altal szekretalt immun-
globulin lancokkal is megfigyelhet®6. Ezért olyan myeloma s8j-
tvonalakat alskitottak ki, amelyek sem immunglobulin molskula-
kat, sem az immunglobuliin molekula alegységeit nem szekretal-
jak.

A monoklonadlis ellenanyagoknak szamos elényds tulajdon-
séguk van a poliklonalis ellenanyagokkal szemben:

- Szigoruan homogén ellenanyag—molekula populaciot alkok

nak, az antigénmolekula egyetlen epitdpjaval reagédlnak.

- Hasznalatuk el&tt nem kell specificitast noveld& ab-
szorbcidot végezni.

- Magas titerben elballithatdk, mivel a hybridoma sejtek
ascites formaban is noveszthetbk.

- A hybridoma sejtek folyamatos ntveksdése folytan gya-
korlatilag korlatlan mennyiségben el8allithatdk.

- Minbsegik, specificitasuk gyakorlatilag nem valtozik,

ellentétben a poliklonalis ellenanyagokkal, amelyek teljes-



segukben nem reprodukalhatdk egy mésik egyed cltésit kovetfen:
minden immunizalas mas és mas Osszetételd, heterogén ellenanyag
populacidot hoz létre.

Azonban & monoklonalis ellenaﬁyagck termelésében is sza-
mos nehézseég fordulhat eié:

- A fuziot kovetSen a kapott hybridomadk tesztelése igen
munkaigényes é&s megfelelé érzékenységu. gyorsan vegrehajthatd
médszert igényel.

- A hybridoma e&vesztheti ellenanyag szekretald képessé-
géet, aminek tobb oka is lehet:

- A nem-szekretald kldnok szelekcids elbnyben le-
hetnek &s fokozatosan dominadnssad valnak a hybridoma-populéci-
aban.

- El6fordulhat genetikai instabilitds, ami kromo-
sz0mavesztesse]l jarhat (Hadas és mtsai., 1887).

Tovabbi nehézségek léphetnek fel a felhasznédléds sorédn is:

- A monoklonadlis ellenanyagokat gyakran nem lehet kidzvet-
lenudl immunprecipitadcids, agglutinadcids mdédszerekben alkalmaz-
gl A

Annak ellsnére, hogy & monoklonalis ellenanyagok sl8al-
litasa igen munkaigényes és viszonylag kGltséges, elbnyei miatt
ma mar mégis igen sokféle antigén ellen fejlesztettek ki mono-
klonalis ellenanyagot.

Ezek az antigének - egy féle csoportositids szerint -
lehetnek sejtfelszinhez kdtdtt, illetve szolubilis forméban
levé molekulak.

1.1.1. Monoklonalis ellenanyagok

sezolubilis antigéenekke]l szemben



Immunogenitas szempontiabdl legiobb antigének &z fehérje
molekulak (T7odd és misai., 188Z). Egyetlen fehérijie molekulan
igen scockféle antigéndeterminans lehet. Ezek vagy egyediek, vagy
ismétl|6dek egyetlen molekulan belil. . Az immunizala&s soran
parhuzamosan szamos antigéndetermindns ellen képzbdnek ellen-
anyag molekuladk, a poliklonadlis szérum szeknek az ellenanysag
molekulékﬁak a2 keveréke, Ezzel szemben, egy moncklonalis ellen-
anyag csakis egyetlen fajta immunglobulin molekulat tartalmaz,

amely‘éltaléban nagy affinitassal reagal egy(fajta) antigénde—'

terminans csoporttal (specifikus). Egyetlen feheéerjemolekula
ellen +tobbféle monoklonadlis ellenanyag készithetod, melyek
segitsegével feltérképezhetdk az antigeén molekulan léve

antigéndeterminadns csoportok.

Természetesen nem csak fehérje molekuldk, hanem polisza-
haridok, lipidek, nukleinsavak ellen is készithet8k monoklo-
nalis ellenanyagok, st olyan kis molekulasulyly vegyuletek
ellen 1s (un. haptének), amelyek dnmagukban nem immuncgének, de
valamilyen hordozdhoz kotve specifikus ellenanyagok képztdését
valtjiadk ki.

Monoklon&lis ellenanyagok interferonnal szemben

Az interferonmolekulak igen MAgy biocldgial aktivitassal
rendelkez0 proteinek, illetve glikoproteinek. Harom &6 tipusuk
van: - Leukocytadk (nagy, granulalt lymphocytak (LGL), B sej-
tek, macrophagok) &ltal, virus indukcidt kdvetéen termel&dd
alfa interferon (&=IFN).

- Leukocytdk (T ssejtek) &ltal, mitogén, vagy antigen
indukcid hatasara termeldd® gamma interferon (T-1FN).



- Fibroblastok &ltal, virus indukecicat kdvetfen termel&ds
beta interferon (B-1FN):

Az interferonok sokféle médon hatnak' az immunrendszerre:
antiviradlis hatasvak, gatoljak s sejtosztédast, befolyasol &k a
humoralis es &a sejtes immunvalaszt, hatnak a seitfelszini
markerek megjelenesére (Friedmann &s mtsai., 1883).

Ma m&ar egér, patkény é&s humédn eredetli interferonok
ellen tdbb kutatdcsoport allitott elé monok]dnéiis ellenanya-
gokat (Hochkeppel é&s htsai., 1881a; Hochkeppe; &5 mtsai.,
1881b; FPrat és mtsai., 1984; Bosveld és mtsai., 1982; Meager és
mtsai., 1884; Novick és mtisai., 18BZ; FBerg és mtsai., 188B4; Le
és mtsai., 1984a; Le és5 mtsai., 1898B4hb; Sanoc é&s mtsai., 1883;
Whittal &s mtsai., 1984; UOsheroff és mtsai., 198B4; Gribaudo és
mtsai., 1985).

A termeszetes interferon ellen monoklonalis ellenanyagot
termel& hybridomdk kivadlogatdsahoz az anti-interferon aktivi-
tast biocldgiai tesztekben hatdroztadk meg a virusok cytopati&s
hatasat kivéd® aktivitads felfiggesztése (az interferon hatas
gatlésa) alapjan (Novick és mtsai., 1982; Hochkeppel és5 mtsai.,
1881a,b), vagy az interferon elfenanyaggal torténd precipita-
cidjas és ezt kovetben aktivitadsdnak visszamérése alapjén
(Novick és mtsai., 1982). Ugyancsak alkalmasnak bizonyult az
ellenanyag sziladrd fazishoz vald kotése, majd ezzel az inter-
feront tartalmazd minta kimeritése é&s ezutdn a maradék, nem
kotédott interferon aktivitdsanak a meghatdrozadsa (FBerg, 1884).
Természetes interferonnal 2z enzim vagy ra3dio-immOnNOassay
kivite;ezése nehézsegekbe Utkdzik: a természetes interferon
teljes tisztitiasa nem megoldott, ¢és igy nehéz elballitani
megfelel® tisztasaguy antigént a kisérletekhez. Ezt a nehézséget

sikerilt legy&zni recombinans interferon alkalmazasaval:



tiszta, nagy specifikus aktivitdsu interferon preparatumokat
allitottak =16. zek mar alkalmasak voltak sz &llatok immuni-
zalasara &s enzim- wvagy radioc-immunoassay-vel tesztelhették a
hybridomék feliiluszdinak anti-interferon aktivitasat (Osheroff
&5 mtsai., 1884; Le é&s mtsai., 1984a). A recombinadns interfe-
ronmolekulak ellen készitett monoklondlis ellenanyagok azonban
nem minden esetben reagilnak az azonos tipusﬁ természefes in-
terfieronnal (Le és5 mtsai., 1584a). .

’ Az interferonok ellen termelt monoklonalis ellenanyagokat
tdbb célra is felhasznadlhatdk: az interferon affinitaskromato-
grafias tisztitasara (Novick és mtisai., 188B2), a mintaban 1&vd
interferon mennyiségének a meghatérozadsidra, a neutralizald
hatasly el lenanyagokkal az interferon hatédsanak felfliggesztésére
kiserletes korilmények kozott, a kulonféle bioldgiai folyama-
tokban képz6d6 interferon kimutatdsara, az interferon molekula
antigen determindns csoportjainak a feltérképezésére (Meager és

mitsai., 1986).

l1.1.2. Monoklonalis ellenanyagok

sejtfelszini antigénekkel szemben

Egyetlen sejt felszinén nagyon sokféle strukturdju és
funkcioju molekula taladlhatd. Ha ezek ellen akarunk monoklona-
lis ellenanyagot késziteni, akkor vagy magadval a sejttel, vagy
pedig a tisztitott antigénnel immunizalhatunk. Az elst
lehetbség egyszertGbben kivitelezhetének latszik. De ebben az
esetben a tesztelés nehezebb: utdlag kell azonositani a sejten
a2z ellenanyaggal resgald strukturat, illetve az immunizala&shoz
hasznalt sejtpopuldcid homogenitasadt - azaz a kivalasztott

antigenek optimdlis mennyiségét - meglehetBsen nehéz biztosi-



tani. Nem ritka az sem, hogy egy monoklonalis el lenanyag az
adott antigén tobbféle sejten vald eléfordulédsa miatt, kilon-
bczé sejtféleségekhez kotédik, &5 igy igen munkaigényes a
kivant specifiéitésu monoklonalis ellenanyag el6allitasa.

A sejtfelszini antigenekkel reagalod el lenanyagok
teszteleésere, kivalogatésara, Jjellemzésére sokféle lehetbség
kindlkozik. P&ldaul complement fiuggd cytoﬁoxicitési tesztben -

festekkizarasos, Vagy 51Cr-izotép releass teszttel -
'meghatérozhatjuk, hogy a8 vizsgalt sejtek hany szazaléka reagal
a2z sllenanyaggal.

Az ellenanyaggal reagdld sejtek szadzalékos megoszlasat
meghatarozhatjuk indirekt immunofloureszcencias teszttel, il-
letve ma mar igen so0k helyen automatizaltak ezt a munkat a
cytofluorométer (FACS) alkalmazasaval.

A sejtes enzim-immunoassay, vagy radio-immunoassay pedig
arrol =ad felvildgositdst, hogy a vizsgdlt sejtek egyalialan
reagalnak-e a kérdéses ellenanyaggal.

A monoklonalis el lenanyaggal reagalo sejtfelszini
antigenmolekula tipusat, molekulasulyat is meghatarozhatijuk: =a
radiocaktiv izotdppal jelolt sejtek szolubilizdlasat ¢és az
antigen ellenanyaggal torténd precipitalédsdt kovetden SDS-poli-
akrilamid gélelektroforézissel meghatarozhatd a vizsgalt anyag
molekulasulya.

Mostanra m&r - tobbek kozott - humén, egér, patkany és
csirkesejtek ellen is készitettek monoklonadlis ellenanyagokat.
Ezek kozdtt igen jelentbsek azok, amelyek a szervezet immun-
rendezerehez tartozd sejtekkel reagadlnak, s6t, tobb ellenanyag
diagnosztikai, illetve terdpiads célra is alkalmasnak bizonyult.
Ezeknek sz ellenanyagoknak fontos szerepik van az egyes sejt-

populacidk elkilonitésében, illetve annak =a felderitésében,



hogy bizonyos bicldégial funkciodk mely gejtpopulacidk
mikodéséhez kotottek. Ellenanyaggal és complementtel eliminalni
tudjuk a kérdéses ellenanyvaggal reagéld sejteket, 1gy ezsek
mOkodésének a megsziinése a megfelelt funkciondlis vizsgéla—

tokkal detektdlhatd. Arra is lehetbség van, hogy az el}enan&ag—
gal reapdld sejtpopulédcidt megtisztitsuk, elkilonitsik a tob-
bitdl &s ezek funkcidjat 1zolaltan vizsgéljuk. Egyik ilyen -
egyszeriibb - mddszer & "panning” technika, amikor az el-
lenanyagot sziladrd hordozdhoz kapcsoljukcés az ellenyagokksl
mintegy lehorgonyozzuk a velik reagald sejteket. A nem kotbdott
sejtek pedig mosassal eltavolithatok (Wysocki és misai., 1878).
Egy maésik lehetf&ség a cytoflourométerrel (FACS, EPICS) tortentd
sejtszeparalas. Ekkor a sejtek méretilk, szemcsézettségik, vagy

ellenanyaggal vald kotédésuk alapjan valogathathatdk szet.

1le 2 A szadrnyvasok immunrendszerének

sajatossagai

A szarnyasok az immunbioldgiai kutatadsok szamara tobb
szempontbdl is igen elbnyds alanyok:

- Az embrid azz anyatdl izoladltan fejlbdik &5 {gy
léhet@ség van szamos olyan kisérleti bsavatkozasra, amelyekst
eml®s magzatokon nem, vagy csak nagy nehézségek aran lehet
elvegezni.

- A Bursa Fabricii, azaz egy anatdmiailag kilonalld B
sejt forrasnak a megléte, amely megkonnyiti a B ssjtes kompart-
ment, a humoralis és a cellularis immunfunkciék_kUlbnéllé vizs-
galatat,

A tojdsban fejl6dt emridt nem-immunoldgiai tényezbdk, =a

tojashéj, a héjmembrén és a tojasban lev6 albumin frakcid - li-



zozim és &vidin tartalménal! fogva erds alkildlé és germicid
hatasU-anysgok - védi & kilst fert6zésekts]. BAr az interferon
termeltdése choricallantois membran fragmentumok virussal in

vitro valé fertBzését kovetden mar a 6 napos embridbdl kimutat-
hato, ennek ellenére a tojéds fogékonysaga a fertbzések irant a
10-15 napok kizott a legnagyobb (Sste, 15B1). Az egyre novekvd
extraembrionalis membran sekkor RerUl kapcsolatba a8 héjmembran-
nal (Seto, 18817, Kés&bb; ‘2z | embria immunrendszerének
kialakulasadval, fokozatos érésével ez a fogékonysag csodkken.
Ebben a szakaszban leginkébb az embrionalis retikuloen-
dothelialis rendszer (RES) sejtjei vesznek részt 2z immunold-
giai védelemben: szabad és kttott macrophagok, de az embridban
levé interferonnak, complementnek é&és anyai eredety opszoninok-
nak is fontos szerepiik van. Az embrionalis fejlédés sordn a
lymphopoetikus 6&ssejtek elsddleges forrdsdnak msa mar inkabb az
embricnadlis majat, mintsem &8 csontveldt tekint juk (A1tken,

@
1875), Mar az embrionadlis &let elsé hete utdn leukocytdk mu-

2]

tathatdk ki a magzati keringésb®l (Lemez, 1879). Az embrionalis
elet mésodik felében az addig diffuzan eloszld, phagocyta
funkcidval rendelkez® sejtek fokozatosan koncentralddnak a RES
immar véglegesen kialakuld 6 csomépontjaibah: a maiban, a lép-
ben, a tudbben, csontvelb&ben stb. Az immunrendszer anatdmialiag
a kesdbbiekben 1is viszonylag diffuz rendszert alkeot, azonban
egyes elemei minden "stratégiailag fontos”™ helyen megtaladl-
hatok. A szarnyasok primeér, azaz centralis nyirokszervei, tehat
azok a szervek amelyekben az &ssejtek telepednek meg és amelyek
biztositjadk a sejt-utanpdtlédst a periférias (midsodlagos) immun-
rendszer szamars a kovetkezbk: az emriondlis szikzacskd, a thy-

mus, a Bursa Fabriciili és a csontvel®. A szekunder nyirokszervek



pedig a 1ép, a bélcsatorna falan léve cecalis tonsilladk &g 'z

szemiireg "hatsd falan lev&é Harder féle-mirigy (Seto, 1881,

1e2e 1w Bursa Fabricii

A Fabricius féle ttml®é a madarak normélis humoradlis im-
munvalaszanak kifejlédésében' néIkUlazHetettlen lymphoepithe-
lidlis szerv. Az &llat kloékéjéngk a3 kOzelében helyezkedik el.
Mivel jol elhataroladd szerv, sebészi mddszerrel konnyen
eltavolithatd, de hormonnal, illetve kémiai anyagokkal wvald
kezeléssel is kiirthatdé. Azonban hidba végeztek bursectomiat az
emriondlis fejl6édés kiilénbtz& szakaszaiban, tartés, teljesen
agammaglobulinémias allapotot nem sikeridlt el&idézni. Cooper és
mtsai. az inkubdcid 17. napjdn végzett bursectomiat kovetéen
csak atmeneti plasmasejtszam csokkenést, immunglobulin &5
antigenspecifikus ellenanyag hidnyt, illetve & lép centrum ger-
minativumainak sz&mbeli csOkkenését tapasztaltadk az &llatokban
(Cooper &5 mtsai., 1869),.

Jalhanen és5 mtsai. (1983) azt az eredményt kaptiak, hogy =
keltetes G60. drajidban sebészileg bursectomizalt csirkékben nor-
malis morfoldgidju B, illetve plasmasejtek vannak, termel®&dik
bennik I1gG, 1gM, IgA. De nem képesek bizonyos specifikus ellen-
anyagok keéepzésére, nincsenek auto-ellenanyagaik, illetve termé-
szetes ellenanyagaik. Az intracytoplasmatikus I[gG mennyisége
normalis, de a szérum IgG mennyisége csokkent, ami pedig 1gG
szekréciods zavart feltételez.

Lerner a bursectomia kiUlonbtzé médszereit alkalmazva azt
talalta, hogy az 1gG tipusu ellenanyagok mennyisége csikkent,
mig az 1gM tipusuaké novekedett a beavatkozdst kovetfen. Ennek

alapjan pedig azt &llitotta, hogy a Fabricius-féle tomlének az



antigen specifikus l1gg tipusu ellenanyagok termel8désének
fokozasaban lehet szerepe (Lerner és mtsai., 18971; Fitzsimmons
&5 mtsai., 1873). Ez egyben arra is utalhat, hogy hascnlidan az
egerekhben -vagy az emberekben megfigyelt ly 1 illetve . CDBE

antigen pozitiv 1gM termel& B sejtjeihez a csirkékben is két,
egymastd] viszonylag fliggetlen B sejtes rendszer létezik (Hardy
s mtsai., 1986). |

Kermani-Arab és Leslie szerint a sebészi bursectomia az
allatokban agammaglobulinémids &llapotot hoz létre és ezek lym-
phoid sejtjeit normal recipiensbe transzplantdlva hypo- illetve
agammaglobulinémias allapotot valt ki, ami pedig szupresszor T
sejtek jelenlétére utal (Kermani-Arab és Leslie, 1877). A bur-
sectomizalt csirkek antigéningerekre mutatott specifikus
valaszképtelenségét azonban irradialt, hisztokompatibilis
ceirkekbe cesontvelfsejtekkel nem sikerult &tvinni, Igy azt a
hipotezist, hogy & valaszképtelenséget szupresszor T sejtsek
okozhatjak, nem sikeriult bizonyitani (Veromaz és mteai., 1886),

Egy i1gen érdekes tulajdonsdga a Fabricius-féle tomlének,
hogy a kloakan keresztil az antigén kozvetleniil érintkezésbe
kerulhst wvele: a thymus independens antigének, amelyek az el-
lenanyag termelfidés megindulédsdhoz nem igényelnek T-B sejt
kooperaciodt, per bursam juttatva az &llatba, a szérumban jol
merhet®, magas titerQ ellenanyagvalaszt indukdlnak (Sorvari és
mtsai., 1975).

A Fabricius-féle toml&é &z &llatok sgyedfejlbdése soran
idésebb korban atrophiassad valik, ezért sejtijeinek izoladlasara
csak fiatal, néhadny hetes &dllatokat lehet felhasznalni.



1 s 22 A thymus

A csirkék thymusa 14 lebenyhdl all, ameiyekb&l N=7
helyezkedik el a nyak két oldaladn a venae jugulares mellett,
Haxiﬁélis meretet a fejlédés 4. hdnapjdban &ri el, majd a nemi
erest kovetben fokozatosan visszafejlddik. A thymhs lymphocytai
kisebbek, mint a Fabricius-féle ttml&ben taladlhatdk és5 nem mu-
tatnak olyan nagy méretbeli valtozatossagot. A T és B sejtek
scanning elektronmikroszkdppal vizsgélva egyformdk, a sejtek
95%-a - filiggetleniil sza&rmazdsi helyét®l - sima felszinu.

A T 65 B sejtek egymdstdl vald elkilonitése sejtfelszini
markereik alapjan lehetséges: a Fabricius-féle toml® sejtjeinek
felszinén immunglobulinokat lehet kimutatni, mig a thymussejtek
felszinén ezek hianyoznak.

A thymusban a lymphocytdk mellett kis szémban eosinophyl,
basophyl é&s heterophy! granulocytéak, valamint macrophagok is
vannak.

A thymus - amellett, hogy elsbdleges forrésa a sejtkbz-
vetitett immunfolyamatokért felelés T sejteknek - B sejteketl is
tartalmaz. Ezsek & B sejtek sz intravénidsan, vagy kdzvetlenil s
thymusba adott antigénre ellenanyag termeléssel valaszolnak
(Kendsl, 1880).

A thymectomia sebészi mdédszerrel és kémiai kezeléssel
egyarant végezhet&. Thymus-irtott &llatban a DTH reskcid gé-
tolt, az =allogén bOGr transzplantdtumok kilok&désének ideje
azonban nem valtozik. Ezzel szemben, mas kutatdk bebizonyitot-
tak a thymussejtek szerepét a bbrgraftok kilok&désében. Ezekben
a kisérletekben azonban fontos volt, hogy milyen idés &llatokon
vegeztéek a thymectomiat. A thymus ezenkivil, mint endokrin

mirigy, hormonok termelésben is részt vesz (Kendall, 1880).



1.2.3. A 1ép

) A lépkezdemény'aé egyedfejltdés 4. napjan Jjelenik meg, =&
11. naptdl kezdve pedié intenziv erithro-granulocytopoézis
folfik benne. Myeloid iJjellegét egészen a kikelésig megdrzi.
Ekkor v&lik lymphoid szervveé, a lympho- és monocytaképz8fdés &
helyéveé, A »

A csirke lépsejtjei - ﬁasonléan az emlésokéhez - nylon
rostokhoz torténd adherencia alépjén két csoportba oszthatdk
(Lamont és van Alten, 1881);:

-Nem adherens, T sejtben feldusult populdcid, melynek
sejtjei a T sejt mitogén PHA és Con A hatadsara erbtel jesen osz-
tédni kezdenek. i

-Nylon adherens, E0%-bhan sejtfelszini Ig-t hordozd B sei-
tekben feldusult frakcid. Ezek kozttt a sejtek kozott igen sok
ellenanyagtermel6 sejt is van, tovabba ezek a sejtek T sejt mi-
togeéenekkel gyengén stimuldlhatdk, A FWM-re adott valasz pedig

mindkét izolalt sejtpdpuléciéban alacsonyabb volt, mint a n

m
=]

szeparalt lépsejtek esetében.

Mint zhogy Vanic és Ratcliffe (Vanic és Ratcliffe, 18584)
kimutattak, a PWM csirkékben is adherens sejt - valdszinlleg
macrophag - dependens T és B sejt mitogén. Fc receptorral ren-
delkezd sejtek mind & nylon adherens, mind & nem adherens sej-
tek kOzott vannak es ezek nagy része (60-80%-3) macrophag.

A csirkék lépében 1éve uUgynevezett elipszoidhoz asszo-
cialt sejtek nagy valdszinlséggel dendritikus sejtek, amelyek
igen fontos szerepet jatszanak az antigének prezentalédsaban.
Ezek a sejtek endocytozisssl kiildnbdz& részecskéket, példiul
szenszemcseket, immunogén fehérjéket, példaul bovin s;érumalbu—
mint, tormaperoxidézt képesek felvenni. Ezt kdvetéen a sejtek

elvandorolnak a fehérpulpabdl a vorospulpaba, majd valdszinlleg



a sinusokba &5 a keringéesbe kerulnek., Tormaperoxidéz intra-
venasan torténé beoltasat kovetben 5 drédval erbtel jes dendriti-
kusse it deplécid figyelhetd meg sz elipszoidok kbriil és a vér-
ben nagymennyiségl, tormaperoxidéz pozitiv, monecyta morpho-

logiaju sejt jelenik meg (0/&h &5 mtsai., 1884),

i1.2.4. Harder f&le mirigy

Ez & mirigy a szemiireg belsejében tal&dlhatd. Acinusai a
pislogdhartya és a cofnea nedvesitésére szolgald nyadlkads vala-
dekot termslik. Az acinusok kdzotti részben hdromhetes korban
sok plasmasejt jelenik meg. A legtdibb plasmasejt felszinén G,
A, é&s M tipust immunglobulinok vannak. Kilenchetes kortdl pedig
sz IgA tipus valik wuralkoddvd., Mig a helyileg adott antigén
stimulalja a sejteket, addig az intravénadsan adott nem (Mueller
€s mtsai., 1871). Ezek alapjdn feltételezik, hogy a Harder-
mirigy helyi ellesnanyagforradsként szerepel a légutakat megta-
madd kdrokozok belépési helyéil szolgald oculonasalis régidban.
A mirigy anatdmiai helyzete kizarja sebészi eltavolitasat, de
funkcionalis gatladsa a mirigy kivezet& nyilédsanak elzarasaval

eléidéezhets.

1.2.5. A szadrnyasok humoralis

immunvalasza

A humoradlis immunvalasz effektorsejtjei szarnyasokban is
a B, illetve a plasmasejtek. A szadrnyasok szekretoros ellen-
anyagail haérom ocszt&lyba sorolhatok: 1gG, 1gM &s IgA. Az immun-
globulinok fizikai es kémiai tulajdonsagaikat tekintve kiildn-

boznek az emlb&sckéitdl, Mig az eml&s immunglobulint tartalmazd



. immunkomplexek képesek mind az eml&stk, mind a szarnyasok com-
plementrendszerének aktivadladsadra, addig a csirkeimmunglobulint
tartalmazok csak a csirke eredet0 complement aktivalésara al-
kalmasak. Ezzel fligg TUssze az is, hogy a csirkesejteken 1évé Fc
receptorok nem képeznek EA rozettadt a3z emlds haemolysinnel ke-
zelt birka vorosveértestekkel (Wick és mtsai., 1882).

Az elleﬁanyagvélasz & csirkeékben 1s - &z eml&sdkhoz
hasonldan - az antigentdl fliggben, lehet T sejt dependens (TD),
illetve T sejt independens (TI). A TD valaszt az immunizalt &l-
lat lépsejtjéivel at lehet vinni immunoldgiailag inkompetens
recipiensbe, mig Fabricius-féle tomiébbl szadrmazd sejtekkel nem
(ilyen antigén peéldaul a birkavorodsvértest). Ezzel szemben a TI
antigénekre (példadul Brucellz abortus) adott ellenanyag vélasz
Bursa Fabricii eredetl sejtekkel is &tvihet&. A thymectomiz&lt
s irradialt csirke a TD antigének hatédséra csak cstkkent mér-
tekben tesrmel ellenanyagot, tehat s csirkében is szikség van a
thymusra & B sejtek normédlis ontogeneziséhez. A TNP-Ficollra
(Tl antigeén) adott ellenanyagvalasz relative thymus independens
(Edelman és mtsai., 1985).

A csirke B sejtek antigén felismerd receptorai is immun-
globulin molekulak., Madarakban a Fabricius-féle toml& folliku-
lusaiban m&r =az embrionadlis fejlbdés 18. napjan sejtfelszini
IgM-et hordozdé pre-BE sejtek vannak, illetve a felndtt allatok
pre-B sejtjei is sejtfelszini IgM-t hordoznak (Eero/a, 1883).

1. 2.64% A sejtes immunvalasz=

A csirke periférias vér sejtjeinek szédma, egymdshoz vi-
szonyitott aranya nagy mértékben kilonbozik az eml&sokben

tapasztaltaktdl. Egy festett vérkeneten rogtin szembetinnek =a



nagy, magvas vOrdsversejtek, és az ugyancsak sejtmaggal rendel-
kezd thrombocytdk., A csirkalk %Eukmcytéinak - @z emlbosckkel]l es1-
lentetben - csak kissebb hanyadat alkotjak a hetérophyi Eranu-
locytak. Az egyes sejtek mennyisége és arénya igen tag hatdrok

kozott valtozik & fajta, a kor és a nem fliggveényében. Tiiékoz-
tatd jelleggel az éltalébaﬁ eldforduld értékeket az 1.1. tabla-
zatban foglaltuk Ossze. A lymphocytak 35%-az B, 60%-a. T .és B%-a
nullsejt a CSirkg periférids vérében. :
Csirkeékbhdl szadrmazd antigénspecifikus T sejtvenalak, ha-sonldan
& ragcsalok, illetve a hum&n T sejtekhez, in wvitro 1is
fenntarthatodk. Bhogal &s mtsai. (1886) T lymphocyta kldénokat
&llitottak el& a csirkék coccidiosisdt okozo Eimeria tenella
protozoonnal immunizalt &llatok lépsejtjieibdl. Ezeket a kld-
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N sejtkldnoknal tapasztaltakhoz., A kapott T sejt klonok kio-

zott voltak antigéndependens helper, valamint szupresszor

I

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

rozoita ellenes aktivitasat fokozd lymphokineket termeltek.

1.2.7. A lymphoid ssjtek kooperacidia
& szarnyasok immunrendszerédbesn
A csirkékben, ‘hasonldéan =zz emlé&sdkben megfigyeltekhez,

igen bonyolult, nagyon sokféle sejttipus kdlcsdnhatdsat felté-
telez®é immunoldgiai reakcidkat Iehet megfigyelni. A T é&s B



1.1, tablazat,

A csirkék periférids vérében elb6forduld fébb sejttipusok %-os

megoszlasa.

Sejttipus % Sejt/mm3
Lymp%ocyta 64-76 10-22000
Monocyta S5 =6 ;4 1000-1600
Heterophilek 13=26 4000
Eosinophilek 1-2,5 250-700
Basophilek 2.4 400-700

sejtek egylttmikSdésérd8]l mar a humorédlis immunvalasz leiréasa

soran is emlitést tettem, amikor is &a T-dependens &s T-
independens antigénekre adott ellenanyagvalaszt jellemeztem

(Edelman és mtsai. 1885).

A kesleltetett hiperszenzitivitadsi reakcio (DTH) csirkék-
ben az eml&6sckéhez hasonld. A komplett Freud adjuvansban adott
megfelel® antigén (pl. bovin szérumalbumin, B5A) jd DTH valaszt
eredményez. A BSA &ltal kivaltott DTH reakcid soradn helper
funkcidijd T sejtek mutathatdk ki az &llat lépében., Humén gamma-
globulint intravénasan adva, a2z Allatokban toleranciat tudtak
kivaltani ezzel az antigénnel szemben. A toleranciidt ebben az
esetben a T helper sejtek deplécidja, nem pedig T szupresszor
sejtek okoztak (Grebenau és mtsai., 1879).

Az els® graft-versus-host szerQ reakcidt csirkékben sike-
rilt megfigyelni: feln&tt &llatokbd!l szédrmazd periférids leu-
kocytak embridba oltésa lépmegnagyobbodést indukadl. Ekkor

ugyanis az embriondlis tasakbdl szarmazd Ossejtek erbteljes



proliferacioja indul meg az =sllogén eredetl sejitek hatédsara
(Murphy, 18186),

Kethetes &l]llatokban is sikeriilt GVH reakcidt kivédltani:
ha =z irradialt fecipiensbe felndbtt allatbdl szirmazd, =zllogén
léepsejteket jutattak, fokozddott a triciummal jeloclt timidin
felvétele a recipiens lépében az oltast kdvett 4. napon. Ha
Mitomicin C-vel, vagy anti-T-savoval &s complementtel kezelt
lépsejtekat oltottak be a recipiensekbe, akkor ilyen jelenséget
nem tapasztaltak. Viszont, ha nem-irradidlt, de anti-T savdval
T sejt depletdlt recipiensbe Mitomycin C-vel vagy anti-T-sava-
val €5 complementtel kezelt donor T sejteket Jjuttattak,
ugyancsak fokozott triciummal jelolt timidin-beépllést
tapasztaltak a recipiens lépsejtjeiben. Ez pedig arra utal,
hogy a nem-T sejtek proliferacidja kovetkezik be a kezelt donor
sejtek hatasara a recipiens lépében. (Nisbet eés mtsai., 1863).

A GVH reaskcid csirkékben tehdt igen hasonlo a radgcsilok-
ban megfigyelthez: a donor immunoldégiailag aktiv T sejtei szik-
segesak ahhoz, hogy a recipiensek bizonyos nem-T-sejt populé&-
cidi aktivalddjianak.

A tumor elleni immunoldgiai védekezésben fontosak a T
sejtek &5 a monocytdk kozotti kolecsonhatdsok. Ha hisztokompa-
tibilis, transzpantdlhatd tumorsejteket jutattak be egy csirké-
be &s emellett valamilyen bakterialis adjuvanssal kezelték az
allatot, tumorspecifikus immunitéds fejl6dott ki a recipiensben.
Az immunitasért felelds sejtekrd]l megdllapitottiak, hogy Mitomy-
cin C rezisztens, gamma-sugarzassal szemben érzékeny T sejtek
(Falladino &s Thorbeck, 1878a). Mivel a tumorral szemben immu-
nizalt Allatok az irradiadlt tumor sejtek bejutattésara DTH re-
akcidval valaszolnak, igy ebben a folyamatban minden bizonynyal

helper T sejtek is részt vesznek. A kiilonbdz& monocyta elimi-




nald el jarasok hatdsara viszont (tripankék, vagy szilika keze-
lés, besugadrzads) a csirke elveszti a tumorellenes immunitését

(Falladino és. Thorbeck, 1878b).,

1.2.8. A termés=zetes sejitkSzvetitette

cytotoxicitadas csirk&gkben

Ebben a folyamatban egy, elézetesen nem_immunizélt SZer-
Qezet sejtjel képesek bizonyos sejteket elpusztitani. Az ilyen
cytotoxicitasi mechanizmusban MHC-restrikcid nincs. A reakci-
oban résztvevt sejtek meglehetbsen heterogének. A reakcid maga
alapvetéen ket f& tipusra oszthatd: '

- Az NK, vagy természetes cytotoxikus reakcid.

- Az ellenanyagfiiggd sejtktzvetitte cytotoxicitéds (ADCC).

Eml&sokben az NK aktivitas 90%-&ért a nagy, granuléalt
lymphocytak, az LGL sejtek a felelbsek. A monocytadk és a mac-
rophagok is aktivak lehetnek megfelel® korilmények kozott. ADCC
aktivitasuk - hasonldan az NK-aktivitdshoz - az LGL sejteknek,
monocytaknak, macrophagoknak &s a granclocytaknak van. Az ADCC
reakcioban a targetsejtekhez el&zetesen in vitro, vagy Iin viveo
ellenanyagok kapcsolddnak mintegy hidat képezve az effektor és
a tafget sejtek kozott. Az ADCC reakcidban résztvevt effektor-
sejteknek tehat kozos tulajdonsdgas a feliletiikdn 1év8 Fc recep-
tor, mellyel az ellenanyag-fedstt targetsejtekhez kitt6dnek és
azt kovetben elpusztitjik azokat (Roit, 1888B).

Az NK reakcidban valamilyen mas, eddig még nem azonosi-
tott sejtfelszini struktura jatszhat szerepet a target és az
effektor sejtek Osszekapcsolasaban.

Szarnyasokban is kimutattak természetes cytotoxikus

sejteket, de ennek irodalma az eml®s rendszeréhez viszonyitva



sokkal kisebb. Csirke lépseitek cytotoxikus aktivitasat in

'tro tobbfele targetseijittel szemben'vizegélték: peldaul Sharma

-
[

es (kzzaki az LSCC-RPS nevii, lymphoblastoid, RAV-2 virussal
f

rtézott csirke EBursa Fabricii ersdetd tumorabasl SZarmazo

m

sejtvonalat talaltak megfeleldnek. Azt is bebizonyitottak, hogy

& cytotoxicitas nem a virusantigénnel szemben lép fel, illetve
sz effektorsejtek nem T sejt eredatOe% 65 az anti-BE sejt savo
sem befolyasolja cytotoxikus aktivitadsukat (Sharma és UOkazaki,
1881).

» A csirke fehérvérsejtek ADCC reakcidja csak csirke immun-
globulinnal fedett targetssjtek wellen jatszddhat le, zami az
elbzbekben emlitett emlbs é&s csirke ellenanyasgok kozotti ki-

Ilonbseg kovetkezménye.

r Lo

Intézetunkben sikeriilt el6&szior azonositani & szarnyasok

ot

Ti

ADCC, 1illetve NK aktivitadsiaban szerepet jdtszd effektor sej-
teket. FEgladi #s5 mtsai. kimutattdk, hogy a csirke monocyték,
granulocytak és LGL sejtek ADCC aktivitadssal rendelkeznek.
Legnagyobb ADCC aktivitdsu sejteknek a granulocytédk bizo-
nyultak, szt kdvették az LGL seitek és legkevésbg aktivak a
monocytak wvoltak. Human adenovirus (6-os tipusu) fertézes
hatasara sz ADCC aktivitads jelentésen fokozddik (Béladi és
mtsai., 1884).

A csirkesejtek ADCC aktivitédsat csirkeinterferonnal is
fokozni lehetett, Tehat mind az adenovirus-6, mind & csirke
interferon hatésos ADCC aktivitds fokozd anyagok (Fé/adi és
mtsai., 1884; Mindi &és mtsai., 19B4; Mindi é&s mtsai,, 1887b).
Az NK sejtek azonositdsdhoz Fercoll s0Ordséggradiensen tisz-
titott csirke periférids veér sejtfrakcidkat hasznaltak: kétfa-
zist Percoll gradiensen elvalasztottdk a mononucledris sejteket

valamint a granulocytiakat. A mononuclearis sejtekb&l tovabbi



tisztitassal (adherens sejtek eltdvolitadsa, Percoll siir(ség-
gradiens- centrifugaléds) LGL sejtekben feldusitott sejtfrakciot
nyertek. NE aktivitdst csak a granulocytsa frakcidban sikerilt
kimutatni. Sem az LGL sejtek, sem a tdhbi monénucleéris sejt
nem volt cytotoxikus az LSCC-H3Z fibroblastoid, illetve a=z
LSCC-RPYS lymphoblastoid sejtvonallal szemben (Mdndi &s mtsai.,
1985). | |

1.2.9. A szZzadrnyasok thrombocytai

A szarnyasok thrombocyt&i magvas, a kis lymphocytéakhoz
hasonld méretld sejtek, amelysek adherensek és phagocytalnak,
Elektronmikroszktpos stukturidjuk jellegzetes, féaziskontraszt
mikroszkdppal a friss prepar&tumokban is elkiilonithet6k, sazon-

ban feéenymikroszkdppal vizsgalva nagyon hasonlitanak a kis lym-

A periférias vérb&l nyerhet&é T-, illetve a B sejtek é&s 3
thrombocytak mennyisége nagy mértékben attdl fiugg, hogy milyen
antikoagulanst, illetve tisztitdsi mddszert hasznédlnak. Traill
es mtsai. kimutattdk, hogy & legtdbb thromboecytadat tartalmazd
sejtszuszpenzidt akkor kapjadk, ha natrium-cytr&dtot hasznalnak’
antikoagulansként &s wutédna differencidl-centrifugadlassal izo-
l1adljak a leukocytidkat. Az igy nyert sejtek kTzel 60%-a throm-
bocyta lesz. A thrombocytadk funkcidjukban inkadbb a macropha-
gokhoz, mint a Ilymphocytdkhoz hasonldak (Traill/ és mtsai.,
1883): mitogénekkel (Con A, PHA-P, FHA-M, PWM, LPS) nem sti-
mulalhatdk. Csirkében az lUvegadherens sejtek 20%-it a thrombo-
cytak képezik, phagocytozisra képssek (Traill/ és mtsai., 18583)
es eérzékenyek a T &5 B sejtek altal termelt thrombocyta migra-
ciot gatld faktorra (Stinson és mtsai., 1879). A konvencionalis



korulmények kozott, Iin vitro tenyésztés soran a csirke thrombo-

cytak szaé&msz a méscdik nap utédn rohameosan csokken (Grecchi és

1.2.10. Monocytak &s5s macrophagok

szarmnyasokban

A csirke periférias vérb&l szérmazd livegadherens sejtek
Nagyresze thrombocyta; a fennmaradd kissebb hanyada pedig mono-
cyta é&s esetleg néhdny lymphocytdt is lehet kidztik talalni. Az
adherens sejteket in vitro hosszabb ideig tenyésztve egyre

szembetind®bb a thrombocytadk és monocytak kozotti kiulonbség és5 a

2. naptdl kezdve a thrombocytédk =szama rohamosan csokken a
tenyeszetben. A 4-15 napos  kulturaban egyre tobh lesz &z
ugynevezelt macrophag-polykarion és esgyre kevesebb a mononuc-

ledris sejt (Grecchi és mtsai., 1880).

A monocytdkon rovid In vitro tenyésztés utan 1gG recep-
torok jelennsk meg, mig a thrombocytidkon nem. Zimozidn phagocy-
tosisra is csak a monocytdk képesek. Mind a monocytaknak, mind
a thrombocytaknak C3b receptoraik vannak. A tenyeésztett egér és
csirke macrophagokat Osszehasonlitva két zlapvett kiilonbseg al-
lapihatd meg:

-A csirkeeredetl macrophagok mar a tenyésztés kezdeteén -
18-24 ¢&ra wutadn - 3talakulnak macrophag-polykarionnia, &z spi-
theloid sejtek pedig koriilbeldl 5 nap mulva jelennek meg a
tenyeszetekben (Sutton eés Weiss, 1866).

-A macrophagok és a macrophag-polykarionok is erétel jesen
phagocytaljak a csirke immunglobulinnal fedett birkavorodsver-

testeket.



Schaefer és mtsai. (1865) kimutattak, hogy a2 perifériéas
verb8l szérmazd monocytak gatoljidk a T sejtek mitogénekre adott
valaszat,

A csirke eredetQ monocytdk ésAmachphagok - hasonldan a:z
eml&sokéhez - nemspecifikus észterdz pozitivak. A nemspecifikus
eszteraz aktivitast vizsgadlva a kétféle sejtpoplacid kozott nem
talaltak kilonbséget (Lamont és VanAlten, 1881). -

Egy maésik, a monocytdkra jellemz8t enzimtevéksnység> ai
endogeén peroxidaz aktivitids., Ennek alapijian a periférias vér
monocytai két csoportra oszthatdk: 0l4h és mtsai. szerint

egyikbe a csontveldil eredetl, endogén peroxidéz pozitiv monocy-

tak, & maésikba a 1épb6l - valdszinGleg antigéninger hatasara
kilepb &s recirkuldld elipszoid-asszocidlt sejtek tartoznak,
amelyek endogén peroxidéz negativak., Az utdbbi sejtek - a fenn
emlitett szerz® szerint - az antigén prezentdcidban vesznek

reszt &5 & léphb®l a keringési rendszeren keresztul eljutnak =
kilonboz® lymphoid szervekbe és ottt meginditidk a specifikus
immunvélaszt (0O/é&h és mitsai., 1864), ’

Ceirkébt] peritonedlis exudadtum sejtek izoladlédsz nehéz. A
hasiireg &tmos&saval, mint példaul az egér esétében, nem is le-
hetséges. Sejtdus peritonedlis exudadtum indukcidjdhoz s csirke
haslregebe izgatd-gyulladaskeltt hatidsu anyagokat (keményits,
pepton, glikogén, GSephadex G-40) kell fecskendezni. Ezzel =a
moédszerrel aktivalt sejteket, koztuik nagy szamban macrophagokat
lehet nyerni. A peritonealis exuddtum adherens sejtjeinek kozel
70%-a macrophag. A macrophag : heterophyl granulocyta aréany
figg 2 stimulald anyagtol (Sabet és mtsai., 1877; Trembicki és
mtsai., 19884). '
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L.2.314. A csirke MHC-je

A csirke MHC wvolt az =led, amslyst zz esgér H-Z komplex
utan .sirtalk, A mai nomenklatira szerint szt EBE-komplexnek

nevezik (1.2. téablazat).

1.2. tablazat.
A csirke és az egér valamint az ember megfelel® f& hisztokom-

patibilitadsi antigéen-komplexének Osszehasonlitésa.

E]

Osztaly  Csirke Egér Human
I. B-F H2-K, D, HLA-A,B,C
1. B-L H2-1 HLA-D, DR
111, ? Ss/Sip Bf, 2C, 4C
V. B=G 8 -

Usszehasonlitva az eger &s a human MHC-vel a. kovetkezoket

0k

mondhatjuk: A csirke MHC gének egy akrocentrikus kromoszodm
taldlhatdk, végleges sorrendjuk még nem tisztazott (Toivanen és
Toivanen, 1883; Kl/ein, 1886).

Az MHC I (B=F complex? gentermeke minden magvas

n
szomatikus seit felszinén megtalalhato. Csirkeben is

0]

cellularis cytotoxicitéas targetstrukturédija, egy 40-43 kDa,
valamint egy konnyebb 11 =12 kDa molekulasulyu, membranhoz
kotott glikoprotein molekulabdl all. A koOnnyQlanc ellenes
ellenanyagok keresztreagdlhatnak az eml&stk £-Z mikroglobulin-
javal.

Az MHC 11. (E-L complex?) génterméke megtalalhatd minden
sejtfelszini immunglobulinnal rendelkez® sejten (B lymphocytéa-

kon), tovabbd monocytdkon, macrophagokon és egyes aktivalt T
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sejteken. Két polipeptid lanchéal &ll, has
oEztalyn MHO antigénieihez.

Az HMHC 111. osztadlyu antigénjeinek megléte csirkében
egyenlbre meg keéerdeéses.

Az MHC IV. (B-G complex) géntermékeinék nincs emléshell
megfelel®je: a magvas vordsvérsejteken &s azok prekurzorain
mutathatok ki (Toivanen és Toivanen, 1983; Klein, 1886).

Az MHC tipizadlads csirkében alloantiszérumok, illetve né-
hany monoklonalis ellenanyag (anti-B-G) segitségével lehetsé-
ges.

Tobbek ktzott, hasonldan az esgerekben megfigyeltekhez, =a
csirkek ellenanyagtermelése, mitocgén ingerre adott véalaszs,
valamint a kevert lymphocyta reakcié is MHC gének altal sza-

balyczott folyamat (Toivanen és Toivanen, 1883).

1.2.12. Csirke eredetQ lymphokinek

A legkordbbi megfigyelés a csirkék virus indukalta in-
terferon termeleseérdl intezetunkbél szarmazik. Beliadi &8s
Fusztali 1967-ben megallapitottidk, hogy a humdn adenovirusok
csirke embrionalis fibroblast tenyészethez adva interferon'tar-
melest valtanak ki (Félidi és Fusztai, 1867). A human adenoc-
virusok nemecsak in vitro sejtkultuiridkban (Bél/ddi &s mtsai.,
1968; Mucsi &s mtsai., 1879), hanem in vivo, &llatba oltva is
interferon termel&dést indukalnak (Fusztai &5 mtsai., 1969;
Beéladi és mtsai., 1878).

Fusztal &5 munkatadrsai csirke periférias vér leukocytéa-
iban Con A mitogénnel IFN termelést indukaltak. Meghataroztak a
ketfele interferon (a fibroblast-, illetve a leukocyta tenyé-

szetekben adenovirussal indukalt, és a leukocyta tenyészetekben



mitogénnel indukalt interferon) fiziko-kémiai tulajdonsagait. A
Con A-val induk&alt interferon;a virussal indukdlt interferonhoz
hasonldéan, héstabilnak bizonyult (60-70 “C), A mitogénnel indu-
k&1t interferon még 80 ®C-on 60 percig végzett hékezelés utan
is teljes aktivitasadt megtartotta, a virussal induk&lt interfe-
ron(ok) eredeti ;ktivitésuknak csak Z0-45%-&t Grizték meg. Sav-
val torténd kezelés a csirke mitogénnel induk&lt interferon ak-
tivitasat kevésbé csdkkentette, mint azt & humdn gamma inter-
feron esstében ﬁapasztafték. A mitogénnel indukalt interferon
molekulasulya gélszQrés alapjian 25 kDa-nek addédott (Fusztail és
mtsai., 1886, Tzrddi és mtsai., 1875),.

Eddig még nem teljesen eldontott az =a kérdés, hogy
csirkében hanyféle interferon termel&dhet a kiilonbdz8é inducerek
hatasara. Thacore és mtsai. kutatasai szerint a Sendai virus
normal, illetve G©roklott izomdisztrofidban szenved6é csirkék
lép, thymus &s Fabricius-féle toml® sejtjeihez adva legalabb
ketfele interferon termel®dését indukalja. A szerzfk azt ta-
pasztaltak, hogy az igy termelt csirke interferon-« antiviralis
hatasu csirke embriondlis fibroblast tenyészetekben &s 1 o&raig
60 °C-on inkubalvas megbrzi aktivitasat. Az «-1 interferon 1
6rdig 60 YC-on inkubalva elveszti az antiviradlis aktivitasat. A
Fabricius-féle tomlé&é sejtek ellentétben a thymus és a lépsej-
tekkel csak sz interferon «-1 termelésére képesek. Azt is meg-
figyelték, hogy az izom-disztré&fids csirkében mindkét fajta
interferon szignifikansan nagyobb mennyiségben termelfdott,
mint a normal &llatokban (Thacore és mtsai., 1885),

Kohase &5 mtsai. szerint csirkében nincs meg az emlbsdkre
jellemz& 3 interferon tipus. Csirke embrionadlis fibroblast
tenyészetben Newcastle virus hatidsara termelédott iterferon

ellen nyul anti-szérumot, illetve monoklondlis ellenanyagot



allitottak el&6, Mindkett®& neutralizalta mind a2 3 féle médon
indukalt ceirkeinterferon antiviralis hat&sat {Kohase es
mtsai., 19886).

Csirkében is sikérU]t Con A-val indukalt lépeejtek feliil-
uszojaban T sejt novekedési faktort (TCGF) kimutatni. A csirke
TCGF fajspecifikus, illetve az egér TCGF nem hatidsos a csirke-

sejtekre (Schawenstein és mtsai., 1982).

13 Cesirkesejitekkel]l reaga&ald
monoklonalis &s poliklonalis

el lenanyagok

Albini és U}ck Fabricius-feéle toml® sejtek, illetve
thymus sesjtek ellen pulyké&ban termelt szérumok (oa-BE és ao-T
savok) segitségével (a megfeleld kimeritések utadn) tanulmanyoz-
tak csirkek egyedfejlO6dése sordn az egyes lymphoid szervek T és
B sejt megoszldsat. A kOzponti nyirokszervekben a T és B sejtek
aranya kb Z4., hetes korig &llanddnak bizonyult. A lépben és &
periferias vérben az «-T savdval reagédld sejtek dominadltak, mig
& Harder mirigy sejtjeinek nagyrésze az «-B savdval reagalt. A
coccalis tonsillakban a kétféle sejt kdzel azonos aranyban volt
jelen. A Z4 hetes csirkében taldlt értékekst az 1.3. tébldzat-
ban foglaltuk Ossze (A/bini és Wick, 1874).
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1.3. tablazat.
A thymus és a Fabricius-féle toml® sejtjei ellen termelt
savokkal reagald sejtek szdzaldkos megoszlésa 24 hetes

ceirkékben.

Bursa Thymus Lép Vér Harder-f, m,
sejtek  sejtek sejtek Eejtek gejtek
I11F CT I'F CT I1IF CT I1F CT I11F CT
x-BS 60 50 10 <1 30 20 20 = 75 &
o-TS 20 10 S0 80 b5 55 60 - 10 -
I'lF - indirekt immunflucoreszcenciads tesztben meghatarozva
CT - complement dependens cytotoxicitési tesztben meghatérozva
FPace &s mtsai. szolubilizalt thymus membrinantigének
ellen készitettek nynl antiszérumot. Két (T1 é&s T2) +thymus-
specifikus antigént azonositottak, amelyekr®l kideriilt, hogy

bar & thymuesejtek membranjdhoz asszocialt antigének, de nem
jelennek meg & sejtek a felszinén (Face &5 mtsai., 18782,
Schauenstein ugyancsak hetercantiszérumok segitségével
jellemezte a csirke perifériads vér T é&s B lympheocytdit. Megal-
lapitotta, hogy a sejtfelszini antigének eloszldsa a T, illetve
B sejtek érése sordn megvaltozik. A Bl, illetve a T1 antigének
& Fabricius-féle tomld, illetve a thymus szervspecifikus anti-
genjei. Ezeket a sejtek az érésik soran elvesztik, azaz a peri-
férian 1lévé lymphocytdkon ilyen antigéneket mar nem lehstett
kimutatni. Az Lp antigén a B sejtek BO%-&n, a T seitek 40%-an
talalhatd meg a perifériadn, mig a Fabricius-féle tomlé sejtie-
ir8l és a thymussejtekr6&] hidnyzik. Az L antigén az uUgynevezett

k8z0s lymphocytaspecifikus antigén, amely minden seijiten, igy a
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Fabricius-féle toml® sejiteken é&s a thymussejteken, valamint a
periferias B sejteken is megtaldlhaté. A Fabricius-féle tomlé
sejtieire és 3 periférids B sejitekre jellemz& marker a sejt-
felszini immunglobuliﬁ (Schauenstein, 1878). '

Fink és Rijanek monoklonalis ellenanyagokat allitottak
el®é a csirke Fabricius-féle toml6- és5 a thymus sejtiesi ellen.
Az egyik (X.14) a thymus cortikalis sejtjeihez kotédik. Az L.17
jelQd mind a Fabricius-féle ttml6, mind a thymds éredetO sejtek-
REI reagalt, de valdeszinCleg més-mas sejtfelszinf strukturahoz
kotédott, mivel a Fabricius-féle tomlé sejtek esetén egy 240
kDa-os, a thymussejtek esetében pedig egy 180 kDa-os molekula-
sulya glikoproteint precipitédlt ez az ellenanyag. Az L.2Z jelQ
ellenanyag &a Fabricius-féle +toml6 sejtekkel reagdlt, de nem
minden csirkettrzsben: ennek a strukturdnak a génje az MHC-hez
szorosan kapecsoltnak bizonyult a genetikai analizis sorédn. Az
L.43 3jell ellenanyag Fabricius-féle toml& eredetl sejtekkel,
macrophagokkal é&s fibroblastokkal reagdlt (1.4, tablazat, Fink
s Rijnbeek, 1883). ‘

Houssaint és mtsai. elBallitottak egy olyan monoklonadlis
el lenanyagot (CL-1) amely az Osszes csirke eredetd leukocytaval
reagadl. Ez az antigén azonban kiilonbbzik az L.17 ellenanyag él—
tal felismerttdl (Houssaint és mtsai., 1887).Trembicki a csirke
peritonealis macrophagokka! kapcsolddd monoklonalis ellenanya-
gokat készitettek. Ezek kozil & keresztreagal més haemato-
poetikus sejtekkel, mig kettt& csak & macrophagokhoz kotédik
(Trembicki és mtsai., 1886).
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1.4, tz2b
Monoklonalis ellenanyagok reakcidja kildnboz® eredetQ

csirkesejtekkel.

Target Menoklonédlis ellenanyagok
seejtek
X. 14 L.17 L.22 L.43
Bgrsa 1 90=95 80-95 - 95-98
Thymus 65-85 80=85 2=10 2-10
© Vér 1 100 10-20 15-20
Lep 1-2 100 15-25 25-30
Con A blast 0 80 5-10 10
Macrophag 0 80 0 100
Fibroblast 0 o §] 100

A szamok a pozitiv reakcidt mutatd sejtek %¥-os aranyat jelen-

ik,

A felsocroltakon kiviil természetesen még més, cesirkesej-
tekkel reagdld ellenanyagokat is eldallitottak, azonban ezek
szame messze elmarad =az egér, illetve humén sejtek antigén-

jeivel szemben kifejlesztett ellenanyagok szama mogott.



/
2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Tapfolyadékok &s a
kiegészitéslikre hasznalt anyagok,

Ppufferek &é&s egyéb anyagok

-Eagle-féle MEM (GIBCO, USA): Hank’s alapi minimalisan
szikséges tapfolyadek 0.35g/1 NaHCOgz-al kiegeészitve.

-RPMI11640: 2ZmMol L-glutaminnal, Zg/1 NaHCOz-al, 100mg/l
streptomycinnel 105NE penicillinnel é&s 10% foetdlis borjusa-
voval (FCS) kiegészitve.

A fentieket alkotdrészeikb®&8] hdzilag mértik ossze, &s ha-
romszor desztillalt vizben oldottuk fel. A tapfolyadékok pH-3jat
7.3-ra allitottuk be, és 0.2 pm-es pdrusdtmérd6jo Millipore mem-
bransz0r®n sterilre szOrtik. A madr sterilre sz0rt é&s sterili-
tasi proban &tesett tapfolyadékokat egészitettik ki az anti-
biotikumokkal &s a steril, 56°C-on decomplementdlt FCS-sel. A
kész tapfolyadékokat 0°C-on taroltuk.

-HAT-médium, 100x tdménysépl oldatnak késziil 3x desztil-
lalt vizben, felhaszndlasakor complett&dlt RPMI-t egészitjik ki
vele:

-6-hydroxypurin (hypoxantin) 1072M, SIGMA, USA.

-4-aminofolsav és 4-aminopteroil glutaminsav (aminopte-
rin) 4x107°M, SIGMA, USA.

~timidin (1.6x107°M).

-HT-médium, mint a HAT, de aminopterint nem tartalmaz.

-DMS0 (dimethyl sulfoxid) SIGMA, USA. 10%-os oldat, com-
plett RPMI-ben.



-PEG polyetilén glykoll, 1500-as adtlagos molsulyu.
-Haemolyzalo puffer (TRIS-NH4C1), pH 7.2
A.) 20,6 g/] tris-(hydroxi-methyll)-amino-metan
B.) B.3 g/1 NH,CI ‘

A fenti torzsoldatokbol 10 ml A-t  és S0 ml EB-t kell
osszemérni, a pH-t sdsavval 7.2-re bedllitani és5 sterilre szir-
ni. »

-FC5, foetalis borjusavd, HUMAN, Magyarorszag.

-Tengerimalac complament,q A complementforras szivpunk-
cidval vett tengerimalac savéd volt, amelyet -20 ©C-on fagyaszt-
va taroltunk. A felhasznalads elbtt az egyes poolok aktivitasat
es spontan toxicitasat ellenbriztiik és csak a nem toxicus savo-
kat hasznaltuk fel.

-Tripankék oldat, sejtvitalitds vizsgélatokhoz (Tripan
blue, Edward Gurr Ltd. Anglia): 0,14%-o0os tOrzsoldat hédromszor
desztillalt vizben, 4 részhez 1 rész 4.25%-os NaCl oldat (NaCl,
REANAL, alt.).

-Human recombinans interferon-oA és -aD-ért Sidney Pestka
professzor urnak tartozunk koszonettel. Felhasznalasig -70% -on
taroltuk. |

-Complett Freund adjuvéns, DIFCO, USA.

-Ellenanyagok:

-anti-egér 1gG-HRFO, HUMAN gyartmanyuy,
Magyarorszag.

-anti-eger [gG-FITC, MILEE gyartmanyu, UK.

-anti-egér [gG-FITC, MILES gyartmanyu, UK.

-anti-eger [gGAM-FITC, HUMAN gyartmanyu,
Magyaroroszag. '

A fenti ellenanyagok mindegyike nyulak immunizalasaval
készult.



-anti-eger immunglobulin, ujzélandi feher nyul,
ammoniumszulfat precipitdcidés médszerrel tisztitot egér im-
munglobulinnal " torténd sc. immunizadlasaval &llitottuk el8. Az
immunglobulin daézisa 0.1 mg/kg volt, az immunizdlédsok 4 zlka-
lommal, hetenként torténtek. Az utolsd oltést kovetben egy
héttel a nyulat elvéreztettik, savojat decomplementadltuk és
fagyasztva taroltuk.

-egér fmmuﬁglobulin-isotipus'ellenes el lenanyagok-
ért Andé Istvannak tartozunk kbszbnettel.

-Csirke haemolysin: csirkéket 4 alkalommal, egyhetes
idokozonkent, 108 birkavorosvertesttel, 7v. immunizaltunk. Az
utolso oltds utdn egy héttel elvéreztettik az immunizdlt csir-
keket, savdjukat osszegyQjtottiik, decomplementaltuk és a tovab-
bi felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

-Birkavdrosvértest (BVVT). A SZOTE Klinikail Mikrobioldgi-
ai Intézetebd] kaptuk Alsever oldatban.

-NaNg, MERCK, 10%-os tdrzsoldat PBES-ben

-51Cr izotdép, natriumkromdt formaban, 1.03 Gbg/ml,
AMERSHAM Ltd, UK.
| -H,S0,, MERCK, NSZK.

-(NH,4) 5504, REANAL, Magyarorszag.

-Tween, detergens, SIGMA, UEA,

-Perkoll, PHARMACIA FINE CHEMICALS, Svedorszag.

-Ficoll 400, FHARMACIA FINE CHEMICALS, Svedorszag.

-Uromiro, Olaszorszag.

-Etiléndiamin tetraecetsav natriumsdja (EDTA), REANAL,
Magyarors=zag.

-Pararozanilin, REANAL, Magyarorszag.

-ex-naftil acetat, REANAL, Magyarorszag.



-BIO-RAD feherjemeghatarozd reagens, REANAL,
Magyarorszag.
-Orto-fenilén diamin (OPD), SIGMA, USA.
-CNBr aktivalt Sepharose 4B,PHARMACIA FINE CHEMICALS,
Svedorszag.
-Sephadex G50, PHAREMACIA FINE CHEMICALS, Svédorszag.
-Szarvasmarha szérum‘albumin (BS5A), HUMAN, Magyarorszag.
-Heparin, HUMAN, Magyarorszag.
-Tripszin, sertésbbl, HUMAN, Magyarorszag.
-Mikrotitrald lemezek:
- szovettenyészt® minbséglek, 86 lyuku,lapos al juk,
GREINER, NSZK.
-szoOvettenyesztf6 minbséglhek, 86 lyuku, gomboly0
al juak, GREINER, NSZIK,
-ELISA minbségiek, 86 lyuku,lapos al juak, GREINER,

-24 lyukU szovettenyészt6 edény (Costar lemez), GREINER,
NSZK.
-Polisztirol petricsésze, mikrobioldgiai min6ségd, 22 cm-

es, GREINER, NSZK.

2. s A kisérletekben felhasznilt

allatok, sejtvonalak, virusok

-Balb/c (H-2%) egereket a Szegedi Bioldgiai Kdzpont 3allatha-
zabdl vasaroltuk.
-allathadzunkban random tenyésztett csirkék,
-allathazunkban random tenyésztett tengerimalacok.
-5P2/0 Balb/c eredetf, immunglobulint nem szekretald mye-

loma sejtvonal.



-MDBK bor jUuvese eredetd sejtvonal.

-WISH emberi eredetd embrionalis fibroblast sejtvonal.
-LSCC-H32 transzformadlt csirke fibroblast sejtvonal.
-VSV vesicularis stomatitis virus.

-Human adenovirus, 1Z2-es serotipusu.

2.3. Monoklon&lis ellenanyagok
eléallitasa

2 Do L e Az immunizaidlasok

Immunizélésck humén recombinédns interferonnal

Az immunizalasokhoz 6 hetes Balb/c nbstény egereket hasz-

naltunk. Az els8& oltaskor 5 upug-nyi, complett Freund adjuvansban

szuszpendalt recombindns humén o-interferont oltottunk sc., az
egerek hatsd talpédba. Hiérom hét elteltével ip. oltédsokks! meg-

ism&teltuk azz immunizalast, &azonban az adjuvans helyestt PES-t
hasznaltunk. Ezt kdvetéen még két alkalommal, esgyhetes id&kio-

zonkent oltottuk az sgereket. A mésodik oltédst kdvetben az im-

munizalasok eredményessegét - a8 recombinans huméan a-interferon
ellenes ellenanyagok megjelenését - ELISA-teszttel ellenb-
riztik. Az =8llenanyagok interfsront mneutralizald képességst

pedig az interferon antiviradlis hatésat gatld aktivitédsan ke-
resztil teszteltik.
Immunizélés csirke periférids vérb®l tisztitott granulocytakkal

Hathetes Ealb/c n&stény egereket perkollgrédiensen tisz-
titott granulocytaval ip. oltottunk (5x10° sejt/egerl). Ezt



kovetben 3 hét mulva sgerenként 157 granulocytaval megismeétel-
tik 3z oltast., A sejiteket mindkét slkalommal FEE-ben szuszpen-

daltuk fel.

Immunizélads Bursa Fabricii eredetQ sejtekkel

A 11 napos csirkék Fabricius-féle toml&jébdl sejtszﬁsz—
penzidt készitettiink &s harom néstény Balb/c egeret intraperi-
tonedlisan oltottunk GXIOG,FBS—ben szuszpendalt sejttel. Harom
hét malva megismételtik az oltast 7x10% Fabricius-féle tomlé
sejttel.

2.3.2. Sejtfuzick

A sejtfuzidkat Kohler é&s Milstein médszerének (Kohler és
Milstein, 1878) médositasédval végeztik: a cervikalis diszlo-
kacioval megdlt EBalb/c egerek hasiliregébe FCS mentes RPMI 1640
tapfolyadekot fecskendeztink &5 ezzel a hasUreget tobbszor &t-
mostuk. Az {gy nyert sejteket (feeder sejtek) 104 sejt/lyuk
koncentréciéban)lOD-lDD Hl/lyuk tapfolyadékban 56 lyuku mikro-
titrald lemezre osztottuk szét.

A fuzidhoz hasznadlt Sp2/0 myeloma sejteket egyszer, =
lépsejteket haromszor mostuk FCE mentes RPMI-ben. Ezt kdvetéen
tsszekevertink 11x10° léepseijtet 4x107 Sp2/0 myeloma sejttel és
5 percig 880 g-vel centrifugdltuk 6ket. A feliuluszdt leszivtuk
és a centrifugacsoveket 37°C-os vizfirdébe &llitottuk, maid
allanddé keverés mellett, egy perc alatt, 1 ml 50%-os polyetilén
glikollt (PEG, &tlagos mdlsulys 1500) adtunk hozzd., A sejt-
szuszpenziot tovabb kevertik, mzjd fpkozatosan higitottuk.

Tovabbi &llandd keverés mellett 1 ml FCS mentes RFPMI 1640-et



adtunk hozzad, majd 8 ml-t vjabb Z-3 perc alatt., Ezt kiovetéen =

sejteket centrifugadltuk - & perc 150 g - é&s5 a fellluszd ledn-
tese utan 50-100 ml HAT médiumban szuszpendaltuk. A sesjteket
100 pl -ként szetosztottuk az el8z8 napon elékészitett "feeder”

sejteket tartalmazo, 96 lyuku, szdvettenyésztési minbségld leme-

zekre,.

s Da B, A hybridomak tenvésztése

A fuzidt kiovetben a lép-myeloma hybridsek HAT médiumban
vald novekedését inverz mikroszkdppal naponta ellenbriztik, {igy
az esetleg fertfzott lyukakat 1is idejében észrevehettik és a
fertbzest 20%-os kénsav becseppentésével eliminadlhattuk.

A fuziot kﬁvet@en-a sejteket keéetnaponta "etettuk"”, azaz =
tapfoliyadek felét frissre csereéltiik,.

A 10-14, napeon érték el a ten

eszetek azt a seit ot

m
™
1k
=]
)

5 v
(z telepek kb, 1 mm &tmér&jlek) amikor a feliiluszdkat elészor
tesztelni lehetett, vajon termel-& a hybridoma megfeleld ellen-
anyagot. A 14. naptol a médium fokozatos cseréjével attértiunk a
"HT" (hypoxantint és timidint tartalmazd) tépfolyadékban vald
novesztésre. A kivant specifitdsu ellienanyagokat termeld& hybri-
domakat ezutédn elbszibr 24 lyukl Costar lemezekben, majd pedig

petricsészékben tovabb szaporitottuk,

Z2.3.4. A sejtek lefagyasztasaza,
t&rolaéasa és feolvaszztasa
A megfelel®é sejttenyészeteket (szuszpenzidkat) Ilecent-

rifugaltuk, majd hideg, 10% dimethyl sulfoxidot (DMSO) tartal-
mazo complettalt RPMI-ben felszuszpendaltuk. Fagyasztdécsbbe



10x106 seit/ml toOménysegld szuszpenzidt raktunk &s elfészor -
20%C-ra hOtottik é&s lefagyasztottuk, maid -70°C-on tovabb ho-
tdttik, Ezen a htmérsékleten a sejtek tovibbi jelentés karo-
sodés nélkiil tdbb hdnapig tadrolhatdk., Hosszabb idejd tarolashoz

a2 sejteket cseppfolyds nitrogénbe helyeztik,.

2B B Kldnozasok

A kivalasztott hybridomakat az un. ﬁlimiting”dilution",
azaz hatarhigitadsos mddszerrel kldnoztuk. A modszer leényegs,
hogy a "feeder sejtekkel”™ el&z& napon eldkészitett 86 lyuku
lemez egy-egy lyukéba &tlagosan csak egy &l6, osztddokepes
hybridomasejt jusson. Mivel a kldénozés hatékonysaga csak be-
csUulhet®é, eszért hérom higitdst hasznadltunk, rendre 0.3, 1, és
10 sejt/1lyuk.

A kldnok novekedését naponta ellendSriztuk es megielocltuk

=)

&

kat a lyukskat, =zamelyekben valdban egy sejtb&l kiinduld ko-
ldnia nétt. Ezek feliiliszdjdt teszteltiik és a széamunkra értekes

immunglobulint termel® kldnokat felszaporitottuk.

e R, Ei.‘ Ascites termel és

A felszaporitott hybridomasejteket FBE-ben kétszer mos-
tuk, majd 107 sejtet oltottunk ip. Balb/c né&stény egerekbe. Az
egereket 10-14 nap mulva cervikalis diszlokaciodval megbltﬁk &s
a termel®&ddtt ascitest leszivtuk, hével decomplementaltuk es

fagyasztva taroltuk.

2.4, Monoklon&alis ellenanyagok

tes=ztelése



=z ..%. 1. Indirekt immunflucoreszcencisas

Kerekalju, 96 Ilyukd mikrotitrédld lemezbe 100 ul feliil-
tszbhoz, vagy higitott asciteshez 0%-os, 0.1% NaNa-t tartal-
maz® complettalt RFMI 1640-ben elbfkészitett sejtszuszpenziot
adtunk (107 ul-ben 1'D6 sejtet). Harminc perces, Jjégen torténd
inkubalas utédn a sejteket négyszcer mmétuk hideg, &azidos tap-
folyadékban (complettalt RPMI 1640) ﬁaja 1 {§ 100-as véghigitasu
nyul-anti-egér I1gGAM-FITC oldatbh®l 15 u{-t adtunk hozza. A 30
perces inkubalast uUjiabb négy mosas kbvétte. Végiil a sejtekst
30-30 ul, 0.1% NaN3 -ot tartalmazd médiumban vettik fel #és
LEITZ gyartmanyd UV mikroszkdppal, G600-as nagyitas mellett, viszs
immerzids fluoreszcens objektivvel hataroztuk meg a membrén-

fluoreszcenciat mutatd sejtek %¥-os aranyat.

Z e L, 2. Szilard fazisU sn=im

immunoassay C(ELLISA>

A sziladrd fézisu enzim-immunoassay-t Hudson és Hay (19B0)
médszere szerint végeztiik., Rbviden: lapos alju mikrotitrald le-
mezt antigénnel érzékenyitettiink, azaz 50 ul-nyi FBES-ben, 50 ng
recombinans human «-A, vagy «-D interferont, illetve indirekt
ELISA-ndl 10pg/ml nyul-anti-egér 1gG-Fab2Z-t inkubaltunk 40 °C-
on, 16 dran keresztiil. Hiromszori mosds utdn & lemez feliiletén
maradt szabad kotBhelyeket 0.5% BESA oldattal telitettik (0.5%
BSA PBS-Tweenben, 200 pl /lyuk, 37°C, 1 d&éra). Ezt haromszori
mosés' k&évette PES-Tweennel, majd alosztdlyspecifikus, torma-
peroxidazzal jeldlt immunglobulinok, illetve protein A, vagy
birka anti-egér-1gGAM-tormaperoxidiz konjugatum, megfelell
higitadsd oldatabdl lyukanként 100~-100 ul-t mértink. Ezzel &0



percig 37°C-on inkubaltuk, majd hadromszor mostuk. Az 5-0s pH-ju
citratpufferbe (60 ml) kozvetleniil a felhasznalds el6tt mértik
be a 10 pl Hz0,-t és az OFPD-t (ortophenylén-diamin, 20 mg/60
ml). Ezutén a lemezeket sdtétben, 40 °C-on inkub&ltuk kb. 30
percig, majd a reakciot 4N H,504-el leallitottuk (50ul/lyuk).
Az extincios ertekeket 493 nm-nel mértik Dynatech gyartmanyu

ELISA readerrel.

Z.48.3. Interferon—nmneutralizacids

tes=zt

A tesztben ellsnanyagainknak az IFN antivirdlis hatésat
kozombositd aktivitdsat hatdroztuk meg. /n vitro fenntartott
MDEBK, illetve WIEH sejtekhez felezt& higitdsban adtuk a vizsgé-
landd el lenanyagokat, majd minden lyukba 5 NE interferont (re-
combinadns humin o-A, D, illetve természetes leukocyta interfe-
ront) adtunk, 24 d¢ra midlva vesiculédris stomatitis virussal
(VSV) fertbéztiilk a tenyészeteket. Ezt egy 16 dras inkubédlas kG-
vette, majd meghataroztuk az ellenanyagainknak azt a higitasat,
amely mellett az interferon a virus cytopatids hatdsat 50%-ban
felnggesztette, azaz csak a sejtek 50%-a elte tul a fertbzest.
Az ellenanyag interferon-neutralizdcids titere a higitds reci-
prokanak &s az interferon aktudlis milliliterenkénti titerének

a szorzata.

Z2.4 .4, Complement dependens cytotoxi-

citasi tes=zt

Kerekal ju mikrotitrald lemezre lyukanként 5x105 sejtet
meértink és 100 upl ellenanysgot adtunk hozzd. Az inkub&dlas utdn



(30 perc, 379C) egyszer mostuk a sejteket complettalt RPMI-vel.
Complementforrasként tengerimalac savéa 1 : 16-os veghigitasat
hasznadltunk. A complementtel a sejteket 37°C-on, 30 percig
inkubaltuk, majd zz értékelést tripankek festékkizardcsos mr.‘»d—~
szerrel vegeztuk, azaz meghatadroztuk az 616 sejtek %-os ara-
nyat. ‘

2.5. Immunglobulinok tisztitasa
(NH4)>)2S04-0os precipitacicval
Az immunglobulint tartalmazd ascites folyadékot, vagy sa-

vot hével decomplement&ltulk ée ugyanolyan térfogatd, telitett

(NH4) 2504 oldat fokozatos hozziadaséval precipitaltuk. Ezt 20

percig srobahémérsékleten bevertik. 1000 g-vel, 1% percig, 4Y0C-
orn centrifugal tuk es L0%-os (NHp) 2850, oldattal egyszer mostuk

az Wledeket, majyd & kiindulasi térfogatnak megfeleld mennyiségn
FES—-bern oldottuk. Ezutén 40%-os végkoncentracidjiu iNHq)ESUq“D?

precipitaciot vegeztink. A 40%-os koncentracioja (NHg)2804-os

mosas utan minimalis térfogata FES-ben oldottuk az dledéket,

majd 4PC-on, FES-sel szemben dializéltuk. RIO-RAD reagenssel
meghatiaroztulk a minték fehérjetartalmét.

2.6. Affinitadas—-kromatografiads osz=zlop

késziteése

CNBr-rel aktivalt Sepharose 4B-t 1 mM-os HCl-lel, 15 per-
cig mostuk (200 ml/g), majd gyorsan 0.1 M-os, 8.8-as pH-ju
NaHCOz-al ismételtik meg a mosast. Ezt kovetben a 40 ml akti-
valt Sepharose szuszpenziohoz 10 ml, 0.1 M-os NaHCO3z- oldaban
felvett, 0.67 ml 25%-os glutidraldehidet mértink, é&s 10 percig



radzattuk szobahén. Ezt kbvet&en kb. 10-szerss térfogata,; 0.1 M-

os NaHCOD oldatts] mostuk &s hozzasdtuk a gelhez az immunglo-

3
bulin oldatot, UGgy, hogy =2 fehérieoldat gel terfogat aranys 2
1 legyven, ég 1 ml g&lre kb, 10 mg fehérjevjusson, ma jd G0

percig razatva kevertiik szobah&n. Az oszlopba toltés utan a
gélt 10-szerées térfogatban a kovetkez6 oldatokkal mostuk:

- 0.1 M-os NaHCOgz, pH8.8, fehérjemeﬁtességig

- 0.2M etanolamin, pHB.B; ezzel é méradék glutadraldehidet
inaktivaltuk ’

- 0.1M Na acetat, 0.5M NaCl, pH4.1

- 0.1 M-os NaHCOz, 0.5M NaCl, pHB.8B

- vegul pedig a start pufferel 4 °C-on ekvilibraltuk az
oszlopot: 0.1 M-os NaHCO3, pHB8.8. '

2. 7. Affinitas—-kromatografia

monoklonalis ellenanyaggal

A recombinans huméan o-interferon ellen termelt monoklona-
lis ellenanyagokbdl készitettink affinitdskromatografias osz-
lopot. Erre vittiik fel az interferontartalmd mintat, é&s 4°C-on
haromszor &tcirkuldltattuk az oszlopon, majd PES-sel fehérje-
mentessegig mostuk. Az elidcidhoz 0.33 M glicint, 1 M-os glikodzt
tartalmazd 2.4-es pH-ju oldatot hasznadltunk és 1 ml-es frakcid-
kat gy0jtottink. Ezt kovetfen meghataroztuk az eludlt mintdk
fehérjetartalmét és interferon aktivitasat.



=.8. Sejtszuszpenzidk készitése

Z: 8., 1 . Leukocytak baromfi periférias

verbol

1.075 g/cm8 s0r0seg0 Ficoll-Uromiro gradiensre rétegeztik
a csirkeb&l szivpunkcidval nyert, 10 E/ml heparinnal alvadas-
gatolt &s PBS-sel 3x-ara higitott vért, BO0D g-vel, 20°C-0n,20
percig torténé centrifugdléds utdn az interfdzisbdl Osszegylj-
tottik a fehérvérsejteket, é&s a PBS-ssl vald haromszori mosdas
utan (600g, 10 perc) complettalt RPMI-ben vettik fel és a vita-
litas meghatdrozédsa utdn (tripadnkék festékkizdridsos modszer)
beﬁllitottuk a kivant sejtkoncentracisdt. Pulyks leukocyta pre-

n
Nk

ralashoz szarnyvénabdl vettiink vért.

P

2Zs B2 Granulocyta frakcid tisztitasa

A fenti mdédon tisztitott leukocytidkbdl Hiorth és mtsai.
(1981) médszere alapian granulocytakat tisztitottunk. Kétlépcsbs
perkollgradiensre vittilk fel a tisztitott leukocyta szuszpen-
ziot. A felst fazisa 60%-05) az alsé BO%-os Perkoll-t tartal-
mazott. A szuszpenzidt eszutan 450 g-vel, 30 percig, 18%C-on
centrifugaltuk. A fels® interfazisbdl a mononucledris sejteket,
az alsd interfazisbdl pedig a tulnyomdrészt polymorphonuclearis

sejteket nyertik.



Ze B B Ceirke periférias vér adherens

se Jj tjeainek~ tisztitadasa

A periferizs verh&l =az adherens sejteket plasztik adhe-
renciajuk &alapjadn kiilonitettiik el. A Ficoll-Uromiro- grédiensen
szeparalt sejtek szuszpenzidiabal 30-30 ml-t, iD7 sejt/ml kon-
centracidban, ZZ cm A&Atméré&ih, pqlisztirolbél kE&szult petricsé-
szekbe mértiink és Z4 dras tenyésztés utadn a le nem tapadt sej-
teket mosadssal eltavolitottuk, Az adherens sejteket 0.05%-os
EDTA tartalimi PBS-sel vald kezelés utadn "gumirendérrel" (rubber
policeman), azsz &gy steril radirlappal tavolitottuk el a csé-
sze aljardl, vagy tovabbi tenyésztés utadn hasznaltuk fel &ket.
A felhasznaléds el6&tt FES-sel mostuk a sejteket és a vitalitéas
meghatarozas utédn complettalt RFMI 1640-ben &llitottuk he =

kivant sejtkoncentraciot,

2.8.4,. Sejtszuszpenzidk készzitése
l&pbel, thymusbdl &s Bursa

Fabriciibol

A thymus- é&s Bursa Fabricii sejtek preparalasahoz a do-
norok 1-3 hetes, a lépsejtekhe=z pedig 10-1Z. hetes csirkék vol-
tak. A megfelel® nyirokszervek aseptikus eltavolitasat és
Osszegyljitesét a kotbszovettsl vald megtisztitds kovette, maid
a szerveket olldval Osszedaraboltuk &s complettalt RFMI-ben
Uveglapattal homogenizaltuk. A nagyobb, egészben maradt dara-
bokat & perces llepitéssel tévolitottuk el & készild szuszpen-
ziobol a leszivott feliluszdbdl pedig centrifugdlédssal nyertik
ki a sejteket (300 g, 10 percig). A vitalitads meghatarozas utan
complett RPMI-ben &llitottuk be a kivant sejtkoncentraciot.



Z 8+ B FPeritonmnealis exudatum sejtek

induka&alédsa €5 preparalédsa csirkébsl

A peritonedlis exuddtum sejtek indgkéléséra 65 kinye-
résére Sabet &5 mtsai. (1977) médszerét alkalmaztuk. Roviden:
5-6 hetes csirkék hasiregébe 5-8 ml Sephadex G50-et fecsken-
deztiink., 72Z-96 d¢ra mulva a csiTkséket megdltﬁk &5 a hasureget
megnyitva kimostuk beléle az ott Osszegyllt sejteket. Ezutan a
szuszpenziot 10 percig, 270 g-vel centrifugadltuk é&s a sejtekst
FBES-ben szuszpendaltuk fel, A felszuszpendilt sejteket Z perces
ulepités utan osszegy0jtottik és Uibdl mostuk, Végill a sejtszéam
és a vitalitéds meghatidrozdsat kovet&en complett RFMI-ben bedl-

litottuk a kivant milliliterenkénti sejtszamot.

=89, Csirke leukocytak funmkcionalis

vizsgalata

<c.8.1. Kezelések monoklonmnalis

sl lesnanyagokkal

A 1x107 sejt/ml koncentacicdju tisztitott csirke leuko-
cytat 30 percig, 379C-on inkubaltunk az 1 : 100-as higitasu,
ascitesben 1év8 monoklonalis ellenyanyagokkal, majd complement-
forraskeént 1 : Z0-as véghigitédsban tengerimalac savat adtunk
hozza &s tovabbi 45 percig inkubéltuk 8 cytotoxicitdsi reakcic
lejatszddasaig. A complementet nem koté ellenanyagok esetén
indirekt complement dependens cytotoxicitasi reakciot alkal-

maztunk, &azaz &z els® ellenanyag kezelést kivette egy masodik,



1
torténd kezelés (nyll anti-egér Ig-vel). A reakcid lejatszddasa

n

eger immunglobulinnokkal reagald, complementet kot& savdy

utadn ellenfriztilk a savékezelés hatékonysdgat: tripankeék fes-

tékkizarasos modszerrel meghataroztuk a3 s=zuszp

nzidk vita=

=
litadsat, illetve az elolt sejtek szédzalékos aranyat.

Z2.89.2. Csirkeseijitek kezelédse
i
tripszinnel ¢

Csirkeleukocytakat (1x10'sejt/ml) 45 percig inkub&ltunk
37°C-on, 0.1%-os, PBS-ben oldott tripszinnel. A kezelés nem
befolyasolta a szuszpenzdok vitalitdsadat. A kezelés utan PBS-sel
egyszer mostuk, majd complettalt RPMI-ben szuszpendaltuk fel a

sejteket és bedllitottuk a kivant sejtkoncentraciét.
Z e 2O Cytotoxicitasi reakcidk mérese

Ze 1O 3 Természetes cytotoxicitasi

reakcid CNK >

Az NK reakcid méréséhez targetnek 51Cr izotdppal jelolt
LSCC-H32, adherens tenyészetet alkotd csirkeeredetd sejtvonalat
hasznaltuk. Az izotdppal vald jeloléshez 0.05%-os tripszint és
0.02%-0os EDTA-t tartalmazd oldattal torténd6 5 perces kezelés
utan felszuszpendaltuk a sejteket. Kétszeri mosas utdn (Eagle-
féle tapfolyadék) 3—5x106 sejtet jeloltink 100 uCi krém 1izo-
téppal (379C, 30 perec, majd Gjabb ha&romszori mosas kovetke-
zett).



2: 10O 2, El lenanyagdependens

sejtkozvetitette cvyvtotoxicitas CADCC)

A meréshez csirke haemolysiﬁnel szenzibilizalt bkirkavo-
rosvertesteket (BVVT) hasznaltunk. Az 5%-os BVVT szuszpenzidbdl
2-5x107 sejtet jelcltink Sler izotappal (7% perc, 200 uC izo-
tép). Az inkubdcié utoclsé 30 perceben & szuszpenzidhoz ans
partes, megfslel&ep higitott csirke hsemolysint adtunk. Az
inkubacids id6& Ileteltével a szabad izotdpot és a felesleges
haemolysint hiromszori mosadssal tavolitottuk el. Végezetiil a

sejtkoncentracidt 5x10° BVVT/ml-re &allitottuk be.

= e e S A cytotoxicitasi reakcidk

kiégrtéekelése

Az izotdppal Jjeldlt targetsejteket &llandd sejtszédmban
adtuk a valtozo szédmu effektorsejthez (leukocyta, granulocyta,
monocyta szuszpenzidk)., Mikrotitrald lemezen, Z00-200 upl vég-
téerfogatu complett RFPMI-ben Osszeadllitott minta minden effek-
torseit higitadsabdl haérom-harom pérhuzamost készitettink. Az
inkubacids id& NK-reakcid esetén 4, ADCC-reakcibnél pedig 18
tra volt. Az inkubdcids idé leteltével a mintainksat tartalmazo
mikrotitrald lemszeket 350 g-vel 5 percig centrifugédltuk, maid
a feluliszdok felét leszivtuk és5 gamma-szamlaldval meghataroztuk
a radioaktivitasukat cpm-ben (beiités per perc) &5 kiszamitottuk

a cytotxicytasi %-ot:

experimentalis release - spontadn release
C%

*100%

a beépiilt aktivitas



A beépiilt aktivitds az izotdppal jelolt sejtek &ltal
felvett aktivitadssal, a spontan release pedig az inkubicids id6é
letelteig a targetsejtekbbl]l az effektorsejtek nélkil, spontan a
fellluszdba jutd aktivitéssal ardnyos. A spontédn release birks
vvit-k esetében a maximalis release 10-12%-a, egyéb targetsejtek

esetén pedig 12-15%-a volt.

Z 313 Aé interferontermel és

indukcidija csirkeseitekben

A csirke periférids vér leukocytdkat, illetve lépsejteket
1x107, monocytakat pedig 1x106 sejt/ml koncentracidban hasznél-
tunk interferon termelésére. Az interferoninduktor 1Z-es tipusu
human adencovirus volt., A virussal kezelt, illetve a kezeletlen
sejttenyeéeszetek fellluszdit kétnapos inkubdcid utdn gy0jtottik
ossze & @z interferontartalmukst cytopatids hatdst neutrali-

zald tesztiben hataroztuk meg.

=+ 12. Csirke leukocytainterferon

titralasa

Osszefiggd monolayert alkotd, csirke szekunder embriona-
lis fibroblast tenyészetet készitettink 5% FCS-t tartalmazd
Eagle médiumban. A kulturiakat a tesztelend® interferon felezd
higitasaival kezeltik, majd 24 dra mulva 105 PFU/ml VEV-vel
fertbztuk &s tovabbi 16 &ran &t tenyésztettiik. Ezutadn megke-
restik az interferon mintanak azt a higitadsat, amely mellett a
virus cytopatids hatdsa 50%-os volt, azaz az interferon a sej-
tek (masik) 50%-i&t megvédte. Ezzel parhuzamosan egy nemzetkozi

standard interferonkészitmény titerét is meghatdroztuk. A nem-



zetkozi standard interferon aktualis titerének a

]

vi
tank higitédsé&nak reciprokaval alkotott szorzata adia az inter-

r

feron mintank aktivitasat.

2.13. Nemspecifikus észterdz festés

Mikroszkdpiaban hasznalt, uUvegbsl készUlf fedblemezeken
inkubadltuk az adherens seijitsket taftalmazé'szﬁszpbnziékat. A
_kitapadt'sejteket szobah&n szaritottuk, majd lo’psrcig,4°G~on
fixaltuk (a fixald oldat: 0.5 mg/ml NapHPO,, 1 mg/ml KHoPO, 100
ml-nyi oldatadhoz 45 ml aceton, 25 ml formaldehid és 30 ml desz-
tillalt viz, pH 6.6). Ezt kovetten desztillalt vizzel oblitet-
tiik &5 szobah®n szadritottuk & mintdinkat. A nemspecifikus ész-
teraz reagens frissen késziilt: 1 ml pararozanilin-HCl-t kell
oldani 25 ml meleg, ZN HCl-ben és5 1 : 1 araéanyban kell hozzdadni
& 40 mg/ml tomenysegl NaNO, oldatot. A kevereéket 1 percig allni
hagyiuk. Az {gy hexazotiz&lt psranozanilin 0.5 ml-&t 88 ml, pH
6.6-o5 foszfatpuffer és 6 ml a-naftil acetdt oldat keverékéhez
adtuk (1 g a-naftil aceti&t 50 ml dimetil formamidban oldva). A

mintakat 4% percig 37°

C-on inkubéltuk a fenti reagensben, maid
haromszor desztillalt vizzel oblitettik, A reagadld (nemspecifi-

kus észteradz pozitiv) sejtek pirosra festédtek.

Z2.14,., EA-rozetta képz=zés csirke

leukocytakkal

.Csirke haemolysinnel szenzibilizalt birka vvt (2x108 BVVT)
0.2 ml-&t Osszekevertik az 5x106 sejt/ml koncentracidéju tisz-
titott csirke leukocyta, illetve granulocyta szuszpenzid 2 ml-

evel. A 150 g-vel Ilecentrifugalt szuszpenzidt ezutan 2 dran at,



37°C-on, majd tovabbi 16 éran at, 4°C-on inkub&ltuk. Ezutan dva-
tosan felszuszpenddltuk a sejteket &s meghataroziuk a5 rozettat

alkotd sejtek aranvat.



S. EREDMENYEK"

S.1. Human «—interferonnal reagald

monoklonalis sl lenanyagok

3.1.1. Eloallitas és tesztelés

A recombinans humdn o-interferconnal 4 db Balb/c egerst
immunizaltunk. Célunk az volt, Hog? a2 majdani sejtfuzidhoz =
legjobb ellenanyagtermel® egereket hasznadlhassuk, ezért a méaso-
dik immunizdlads wutadn direkt ELISA-teszttel meghataroztuk az
egyes _egerek szerumanak anti-interferon aktivitdsat, A teszt

eredmenyeét a 3.1.1 tabladzatban foglaltuk Ossze.

3.1.1.téblazat,
A recombin&ns humén oa-interferonnal 2x immunizadlt Balb/c egerek

szérumanak anti-interferon aktivitdsa direkt ELISA tesztben.

Az esgér kezelése E4gs
immunizalatlan 0 181
immunizalt 1. >1.500
immunizalt 2. 1.420
immunizalt 3. 1431
immunizalt 4. 1.328

Minden savdhigitas 1:1000, a 4985 nm-en mért extincids értékeket
harom parhuzamos minta atlagabdl hataroztuk meg.

A 3.1.1. tablazatbdl la&thatd, hogy az immunizdlas hata-

sara minden egérben magas anti-interferon aktivitds volt kimu-



tathatd, azaz minden egér termelt interferon ellenes ellenanya-
got. A fuzidhoz a2 legmagasabb aktivitasu, az 1. szAamu eger lep-

5B

L,

tisit hasznadltuk, A fuzid =18ttt azonban slvégeztiink meg sgy
ellenbrz6 vizsgalatot: meghataroztuk az 1. szamd égér savojanak
interferon neutralizald aktivitasat is. Ez MDBK.sejtéken tesz-
telve 2.7x10’ NE interferon/ml szérum volt, “tehat ebben az
egérben olyan interferonellenes ellenanysgok is kepzbdtiek, ame-
lyek keépesek voltak az interferon funkcionalis aktivitédsat ga-
tolni. ’

A sejtfuzidt a3z utolsd ("booster”) oltas utan 3 nappal
végeztidk, A mosidsokat kovetfen a sejtszuszpenziodt, 2 benne levd
hybridekkel egylitt, 50 ml HAT médiumban higitottuk é&s 100-100
ul-t mértink ki bel8le Ilyukanként, ezzel oOsszesen 480 mikro-
kulturat heozva létre. Ezek kdzil 406-ban (85%) tapasztaltunk
hybridoma novekedést (3.1.2.tablazat).

Inverz mikroszkdppal naponta ellenbriztuk a hybridomak
novekedését. Amikor a kulturdk elértek a megfeleld sejtszamot -
kb. 1 mm &tmér&id "clump-okkd" (sejthalmazokksd) novekedtek -
ELISA-modszerrel teszteltik a fellluszok interferonellenes el-
lenanyag tartalmat. Usszesen 113 kulturaban talaltunk pozitiv
reakciaot (3.1.2Z. tablédzat), azaz a fellluszdt nem tartalimazo
kontroll lyukaknadl mért extincids értékek atlaga, + "3x a szo-
ras"-nal magasabb extincids értéket.

A pozitiv hybridomakbdl 24 lyukt "Costar"” lemezen tobb
parhuzamos tenyészetet inditottunk, hogy felszaporitsuk a po-
tencidlisan igéretes sejtvonalakat &és hogy a kidvetkez® lépésben
tobb parhuzamossal ismételhessiik meg a vizsgalatot. A masodik
tesztsorozat eredménysként minddssze 12-re csokkent a pozitiv

kultirak szama (3.1.2. tablazat).



3.1.2.tabldzat.
" A tesztelt hybridomak szama az ell6&llitas egyes lépéseiben

Hybridoma Tesztelés A klonok-lyukak %
elbadllitas moédja szama

lépése pozitiv ossz
86 lyuku ) ' ¢

lemezen vizualis 5 406 480 85
86 lyuku

lemezen ELISA ' 113 406 28
24 lyuku

lemezen ELISA 12 1143 11
klénozas
utan ELISA S 12 75

E hybridomak moncoklonalitdsat biztositandd, hatarhigita-

oo

sos modszerrel rekldnoztuk a tenyészeteket ¢és {gy Osszesen
kilonboz®, monoklendlis ellenanyagot termel& hybridomat nyer-

tunk.

A_ klonozassal parhuzamosan virusneutralizdcids tesztbhen
meghataroztuk az interferonellenes ellenanyagok anti-interferon

aktivitasat is.

3.1.2. Az oc-interferon ellen termelt
monoklon&alis el lenanyagok interferont

neutraliz=zald aktivitasa

In vitro az MDBK, illetve WISH sejtek VS virussal valaé
fertézés wutdn elpusztulnak. Mivel az interferonok egyik leg-
jellemz&bbb tulajdonsaga, hogy védenek a virusok cytopathias

hatasatdl, az ellenanyagaink interferon ellenes specificitasit



az bizonyithatja legjobban, ha az interferon funkciondlis akti-
vitasat is sikeril vele gatolni. Az immunizadlt egér savdja tar-
talmazott olyan ellenanyagokat, amelyek képesek voltak a recom-
binans humén o«-interferon virus ckozta cytopathias hatastdl
vedd aktivitadsat felflggeszteni. Els& kérdésink tehdt az volt,
hogy monokonalis ellenanyagaink kozll melyek rendelkeznek ilyen
kepesseéggel, =a masik pedig az,'vajcn keresztreagainak-e a3 mono-
klonalis el lenanyagaink valamelyik mésik interferon szubtipus-
sal.

Az 1.Al, 11.A1, I11.A2, 11.A5, 111.D5 é5 a IV,.CE jelQ hyb-
ridomainkat szingén egerek hasiregébe oltva ascites formaban
novekedtek., Az {gy megtermelt ascites sejtmentes feliiluszdjsnak
2-2 ml-éb6] ammdnium szulfdtos precipitidcidval immunglobulino-
kat tisztitottunk. A preparadtumoknak PBS-sel szemben tdrtént
dializise utdn BIO-RAD reagenssel meghatdroztuk az Osszfehérje
tartalmat és egysegesen 0.5 mg/ml-re &llitottuk be. A teszteket
az In vitro novesztett hybridomédk médiumédbdl, illetve az asci-
tesekb®l szadrmazd ellenanyagokkal végeztik, amint ezt a 3.1.3.

tadblazatban is jelezzik.

Az x-A szubtipusu interferont neutraliz&ld aktivitas

Ezt 3z interferon szubtipust haszndltuk az egerek immu-
niza&lasadhoz. A hybridomdk izolaladsakor a 12 hybrid tenyészetbbl
vett felliliszdt Osszesen 6 tesztben vizsgaltuk. Két alkalommal
WISH-, négy alkalommal pedig MDBK targetsejteket haszndltunk. A
3.1.3 tablazatban az egyes sejtvonalakon végzett titrdladsok at-
lagat tintettik fel.

Az I1.Al-, =az 1.AZ2-, &z 1.B2-, wvalmint a Il.AG-, =&
111.D5-, és & I1V.D4-es monoklondlis ellenanyagok gyakorlatilag



egyik sejtvonalon, egyik kisérletben sem mutattak interferon
neutralizald hatdst., A I11.DE 3jelld hybridoma immunglobulinjai
erdekes mddon csak sz MDEK sejteken tesztelve voltak inteferon
neutralizald hatadsuak, a felliliszd titere két vizsgalast &tla-
gakent 2801, vagyis a feluluszd 1 ml-& Z501 nemzetktzi egyseg
recombinédns human aA-interferon neutralizalasara képes. A [1.A2
hybridoma viszont csak a WISH sejteken tesztelve volt interfe-
ron nesutralizald hatidsu, ezeken a sejteken az atlagos titere
5500 NE.volt. '
A tobbi ellenanysg, mindkét sejtvonalon igen magas titer-
ben képes neutralizdlni & recombinans human o-A interferont.
Az MDEK ssjteken 10000 egységnél magasabb neutralizacids akti-
vitésuaak a I11.A1, a I1.AE &s a IV.CE jelQ monoklonalis ellen-
anyagok, de az 1.A3- és a I11.DE-0s hybridom&k is 1198, illetve
2801 esgység interferon neutralizadlasara kepesek. A WISH sejte-
ken +tesztelve kiemelkedt& aktivitasunak bizonyult ket ellen-
anysg: & [1.Al és5 a 1V.CE,

Mivel késtbbbi céljaink kozott szerepelt az 1s, hogy =
monoklondlis ellenanyagainkat affinitds-kromatografiai celokra
is felhasznal juk, ezért azokbdl a hybridomakbdl, amelyek asci-
tes formadban is néttek, ammdniumszulfidtos mddszerrel immunglo-
bulin preparatumot készitettiink (3.1.4. tablazat)

A tisztitdsi procedura soran a két alacsonyabb aktivitasu
ascitesbbl]l szarmazd ellenanyag (a 11.AZ2 és a I11.AB) elvesz-
tette az interferonneutralizald aktivitadasat azonban a magas
titert mutato, "legaktivabb™ ellenanyagokbdl készilt prepa-
rdtumok megdrizték az interferon neutralizald képesseglket.
Meghataroztuk azt is, hogy a higitatlan fehérjepreparatumcknak
mennyi volt a neutralizacids titere: a I1.Al estében a 26

mg/ml-es fehérjetaratalom mellett 3.5x106. a IV.C5 estében



pedig a 32 mg/ml-es feherjetartalomhoz léﬁxlDe—DE titer
tartozott. Ezek az adatok arra utalnak, hogy e két utabbi
el lenanyagunk elvileg alkalmas lehet affiniiéékromatogréfiés
oszlop készitésere, . '

A koveztkezékben ismerte{endé kisérletben az EGIS Gydgy-
szergyar B77 kdédjeld, nativ humdn oa-interferont tartalmazd in-
terferon készitményét haszndltuk, egyébként a neutralizicids
teszt kivitelezése megegyezett a korébban'leirtakka]; f

Ennek az interferon készitménynek az aktivitésé{ a I11.A1
es a I1.A5 ellenanyagok igen kis mértékben, a IV.C5 vélamivel
jobban neutralizalta, de ez a hatéds sem volt olyan élesen meg-
jelend a titraléds soran, mint azt a recombinadns humdn o-inter-
feron esetében tapasztaltuk. Ennek ellenére a IV.C5 jel0 hybri-
domabd]l szarmazd ascites ml-ként 1700 NE nativ humdn interfe-

ront volt keépes neutraliz&lni.



3.1.3.tablazat.
A monoklgnalis ellenanyagok recombinans human &A-interferont
neutralizald titers nemzetktzi egység per milliliterben (NE/ml)
VEV-vel fertbzott MDBK és WISH sejteken.

Hybridoma Targetsejtek

neve N MDBK WISH
I1.A1 asc 0 0
I« AZ O 0
I.A3 1188 2400
1.B2 0 8]
11.A1 asc 11150 60150
I+ A2 asc 20 5500
I'l.A5 asc 10067 1267
I1.AB 35 68
11.D5 2801 ]
I11.D5 asc u] 57
IV.C5 asc ' 10742 384803
I1V.D4 37 57

Az interferon neutralizdcids titereket a WISH sejteken 2 vizs-
galat, az MDEK sejteken pedig Z2-4 vizsgalat atlagabdl
szamitottuk. Az asc jelzésOek ascitesbdl, a tobbi ellenanyag az

In vitro tenyeészetek feliiliszdjidbd]l szédrmazik.



3.1.4.téblézat.
Ascitesb®&] tisztitott immunglobulinok interferon neutraliza-

cids aktivitadsa (NE/ml)

Hybridoma ' ~Ascites 0.5 mg/ml tisztitott lg
d1.A1 60150 67600
I1.A2 5500 0
I1.AB 1267 0
IV.C5 384803 286000

Az ellenanyagokat ammdéniumszulfitos modszerrel tisztitottuk és

a fehérjekoncentracidot 0.5 mg/mli-re &llitottuk be.

3.1.3. A human «—-D szubtipusu inter-—

feromt neutralizald aktivitadas hisdnya

t

zt a masik lesukocyta interferon szubtipust mind ELISA,

mind interferonneutralizdcids tesztben megvizsgaltuk.
Ezekben sz esetekben hybridoma tenyészetsek fellluszdjat,
illetve a 1V.CE é&s a 11.Al1 esetén ascites folyadékot hasznal-
tunk. A két vizsgalt ascites kdzil 100x-os higitads mellet csak

a IV.C5 reagdlt ezzel sz interferon szubtipussal ELISA teszt-

ben.



3.1. 4. A recombin&gdns human oc—inter -
féronnal reagald monoklonalis 1 —

lenanyagok szubtipusainak meghatéa-—

rozasa

Mivel =z egér immunglobulinok tipusanak, illetve szubti-
pusanak meghatérézéséhoz sziikseges ellenanyagok csak minimalis
mennyisegben alltak a rendelkezésiinkre, csak a legfontosabbnak
tGn® hybridomédinkat tesztelhettiik. A szubtipus meghatarozaso-
kat, mint az{ az anyag es modszer ciml fejezetben mar részlete-
sen lesirtuk, ELISA technikaval végeztik. A vizsgalt hybridoméik
a2 kbOvetkezbk voltak: 1.A3, 11.A1 és a IV.C5. Az eredmények sze-

rint mindharom ellenanyag az IgGl =zlosztédlybs tartozik é&s

egyiknek sincs protein A kotd® képessége.

Se d e Bs Inmnterferon tis=ztitas affinitas

kromatografiagval

Az ascitesbfl] tortén6 immunglobulin preparadlds sordn egy
meglehetbsen durvan tisztitott fehérjefrakcidt nyertink, ezért
fennadllt annak = veszelye, hogy a=z immunglobulinok kromatogré-
fias oszlopra kitése utan, éz esetleg =z készitményben maradt
proteazok; tonkreteszik az affinitéskromatografias oszlopot. Ezt
elkerilend6, kazein hidrolizalasi tesztet csindltunk =az ammo-
nium szulfatos médszerrel tisztitott immunglobulin preparatum-
mal é&s csak annak a negativ eredménye utan, teh&t amikor mar
kizartuk a protedzokkal vazld szennyezettség lehet8ségét, kezd-

tink az oszlopkészitéshez.



CNEr-rel aktivadlt Sepharose 4B 1| grammjdhoz Gsszesen 10

m

mg feherjét tartalmazd tisztitott immunglobulint adtunk a IV.C5
monoklonalis ellenanyaghbdél, 1gy 3.5 ml térfogatd oszlopot tud-
tunk keésziteni. A feherje kotddésének hatékonysagat a2 nem kotd-
dott fehérije visszbmérésével ellendériztuk: a 10 mg-bal EB,.6 mg
az aktivalt Sepharose 4B-hez kotbdve az oszlopon maradt.

A tisztitids sorédn a recombinadns humdn oA-interferonhbsl
1.5 ml-es térfogatban 595 ug-ot (7500 NE-nek megfelel® mennyi-
‘ség) vittink fel az affinitédskromatografids oszlop tetejére, 15
ml/éra &tfolydsi sebességgel. Ezutan PBS-sel fehérjementességig
mostuk =az oszlopot. A mosdfolyadékot 1 ml-es frakcidkba gyQji-
tottuk. Meghatdroztuk minden frakcid dsszfehérje tartalméat és
ezzel paérhuzamosan virusneutralizacids teszttel a benne levé
interferonaktivitast. A meéresek szerint egyik mosd frakcidban
sem volt Kimutathatd mennyiségu interferon, tehidt & felvitt
anyag maradektalanul kotédott az oszlopra.

Az interferon esliucidjs slacsony pH-jO kdzegben tortént
(0.35 M glicin &5 0.1 M gliikaz, FH Z2.4), ezért az egyes frak-
ciok interferontartalménak meghatédrozsdsa el186tt a pH-t 1IN NaDH-
val 7-re &llitottuk be. Az ellicidk sordn kapott, GOsszesen 10,
1-1 ml-es térfogatu frakcid kdzul négyben volt kimutathato
menyisegben fehérje &s ezzel parhuzamosan interferon aktivitas
is (3.1.5. tablazat).
A visszanyert fehérje 49 ug, a visszanyert Gssz interferon
aktivitas pedig 5200 NE volt, tehdt az oszlopon a kitermelés

interferon aktivitasra nézve 68%-o0os volt.
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3.1.5.tablazat,
Az interferon elucidja sordn kapott frakcidk fehérije tartalma

és interferon aktivitéasa

A frakcid szamsa Fehérje konec. Interferon titer

Hg/ml ‘NE/m1l

6. 0 0

T 22 ) 2800

8. 17 . 1500

9. 10 900
10 0 0
UOsszesen: 49 _ 5200

3 e 2 . Csirkesejitekkel reagald monoklo-—

nalis sllesnanyagok sl&éallitasa

Els® célunk csirke granulocytéakkal reag&ld monoklonalis
ellenanyag el&allitédsa volt, ezért Balb/c egereket immunizal-
tunk csirke periféridas vérb®l tisztitott granulocytakkal. Ebb&1
8z immunizalasbdl két sejtfuzidt végeztink. A kivetkez& soro-
zatban, melyel elsbsorban a csirke B-lymphocytdival reagald mo-
noklonalis ellenanyagok nyerése volt a célunk, PBursz Fabricii
eredetQ sejteket hasznadltunk az egerek immunizdlasahoz. Ebben

az esetben egy egeret hasznaltunk fel a sejtfuzidhoz.



Dw 2w X+ Faziok tisztitoeott granul o-—
cytakkal immunizé&dalt egerek lép-

sejtisivel &5 & hybridomak izolalasa

A granulocytakkal tdrtént immunizdldsokat részletesen
ismertettik az anysg és moédszer fejezetben. Az immunizalésok
utan k&t esgér lépét, lépenként Ex107 sejtet, egymastal fig-
getlenil, 4x107 Sp2/0 myeloma Eejtﬁel fuzionaltattunk, A két
fliggetlen fuzidbdl sz&rmazd sejteket B50-50 ml HAT médiumban
szuszpendaltuk fel &s GOsszesen .10 db, laposalju mikrotitrald
lemezre osztottuk szét. A 8960 lyukbdl 771-ben azaz a kulturdk

88%-aban volt hybridoma ntvekedés (3.2.1. tablazat).

3.2.1.tablazat
A granuiocytdkkal végzett immunizdlas utédni fuzidbdl szarmazod

hybridomak szadma a monoklonalis ellenanyag elballitéds egyes

lépéseiben,
A hybridoma Tesztelés A kldnok-lyukak %
elballitéas médja szama

lépése pozitiv ossz
86 lyuku

lemezen vizualis 71 8960 88
96 lyuku

lemezen I.Immunofluor. 69 71 =]
24 lyuku

lemezen I.Immunofluor. 32 69 47

Az |.Immunofluor. az indirekt immunofluoreszcencias tesztet

jeloli.



Amikor a hybridomak elértek a megfelsld sejtsziamot, a
kulturakat indirekt immunfluoreszcencids mddszerrel teszteltik:
van-e kozittuk olyan, amelyik reagadl a csirke periférids vérbsl
késziilt szuszpenzid sejtjeivel? A tesztelés erdményeként a 771
tenyészetbdl Osszesen 65 pozitivan reagald kultuarat talaltunk,

Azokat a kulturédkat, amelyek feliuluszdja ebben a tesztben
vaiamilyen sejttel reagalt, 24 lyuku "Costar”™ lemezen felszapo-
ritottuk &5 megismételtik a vizsgalatot. Igy Osszesen 32 klo-

nunk maradt.

S.2.2. Fuzidk Bursa Fabricii eredetaQ
sejtekkesl immunizalt esgerek lé&épsejt-—

Jeivel &é&s5 a8 hybridomak izol&a&lasa
Ugyancsak az anyag s modszer fejezetben leirtak szerint
tortént a Bursa Fabricii sejtekkel az egerek immunizdlasa. A=z
immunizalasok utédn egy egér lépébbl szarmazd 8x107 sejtet 2x107
Sp2/0 sejttel fuziondltattunk. A sejteket a szokédsos 50 ml HAT
mediumban vettiik fel és & db, 56 lyuku, laposaliu lemezre osz-
tottuk szét. A hybridizadcids gyakorisdg olyan magas volt, hogy
minden kulturadban volt hybridoma novekedés. Ez valdszinbGsitet-
te, hogy egy-sgy lyukban nem csak sgy, hanem akar tobb hybri-
doma is novekedett., Ez viszont gyors kldnozadst tett sziilkséges-
se. Az elst kldnozdskor 72 kultura fellliuszdja reagalt a peri-

férids sejtek valamelyikével.



B 2D a A csirkesejtekkesl reagald s1-—
lenanyagokat termeld® hybridomak tesz=-

telése.

Monoklondlis ellenanyagaink tesztelése immunfluoreszcencias

médszerrel

A kétféle fuzidbdl szadrmazd hybridomadkat az elnevezésiik
alapian is elkulonithetjik. ﬁig a granulocytakkal wvald immuni-
zalast kovetd fuzidbdl szdrmazd hybridomdkat egy szdm-betG-szém
(pl. ZB1) kombinadcid jeldli, addig a Bursa Fabricii sejtekkel
immunizalt esgerekb®l szadrmazd hybridomadkat két, "per
elvalasztott szammal jelodltik (pl. 1/8). Azokat a kldénokat,
amelyek zz elfzetes wvizsgdlatok szerint csirke viBrdesvérseijtek-
kel, vorosvérsejtekkel &s leukocytdkkal, vorosvérseitekkel és
thrombocytakkal regédltak a tovébbi feldolgozidsbdl kihagytuk. A
tovabbiakban a két fuzidbdl szdrmazd hybridomékat egyiitt ismer-
tet juk.

A vizsgalatok eredményeit tablazatokban foglaltuk Gssze.
A téblazatokban az adott szuszpenzidban levé pozitiv sejtek
szdzalékos aranyat tintettik fel., E vizsgalatok soran a kovet-
kez& sejtekkel adott reakcidkat értékeltiks

- csirkeerdet( perifériids leukocytidk (3.2.2. é&s 3.2.3.
tablazatok)

- csirkeerdetd periférias sejtekb8l szepardlt plasztik
adherens sejtek 1 &s 3 napos adherencia utan (3.2Z.4.tablazat)

- Fabricius-féle tomld sejtjei (3.2,.2 é5 3.2.3 tablazat)

- thymussejtek (3.2.2 és 3.2.3 tablazat)

- lepsejtek (3.2.2 és 3.2.3 tablazat)



- peritonedlis exudi&tum sejtek (3.2.4 tablazat)

- szekunder embrionalis fibroblastok (3.2.4 tabliazat)

L1

- LSCC-H3Z2 +transzformalt fibfbbla;t sejtek (3.2.4_tébl'-
zat) '

- pulyka periférids vérsejtek (3:2.4 téablazat)

- huméan periférias vér Ileukoctdk (nines feltiintetve,
egyik ellenanyag sem reagaélt vefé)

A tovabbi kisérleteket csak az érdekesebbnek igérkezé
el lesnanyagokkal Végez;Uk el. Ezek kozil néh&nyat sikeriult a ‘
Turkui Egyestem Mikrobioldgiai Intézetével kol laboracidban

cytof luorometrias mddszerrel is feldolgozni.

Cytofluorometrias (FACS) vizsgalatok

Ehhez Coulter EPICS cytofluorométert (Coulter Electronics,
Hialeak, FLJ) haszndltunk. A 488 nm-es, 2ZW-os argeon ion lézersu-
gar utjaban elhaladd sejteket elGrefelé és a 80 fokos szdgben
vald fényszdradsuk alapjiadn analizdltunk és ez alapjian killonbozt
sejttipusokat azonositottunk: pl. granulocytakat, kilonbozé
lymphoid sejteket, vagy nagy erithrocytiakat. A gép alkalmas az
indirekt immunfluoreszcencids vizsgalatok soradn észlelt FITC
fluoreszcencia kvantitativ mérésére és értékelésére is. Egy-egy
mérés alkalméval legaldbb 10000 sejt adatait dolgoztuk fel. Az
eredmenyek értékelése a gép software-éhez tartozd STATPACK és
QUADSTAT programok alapjan tocrént.

Ezzel a moddszerrel! négy ellenanyagunkat az 1C3, 1C2Z, Z2ZC4

es a 2CE sikerilt megvizsgalni.
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A csirkesejtek ellen termelt hibridoméak tesztelése

immunfluoreszecencigs médszerre!l I,

Target Periférids Tisztitott Burea Thymus Lép
hybr. leukocyta granulocya Fabricii sejtek sejtek
1C3 17 80 O 0 28
2C4 15 80 30 O 13
2Ch 35 14 0 o o
2B1 13 = 100 o 12
1C2 17 50 0 o 15
1C1 20 80 0 0 30
B2 17 50 0 O 20
B3 30 498 0 0 17
1B2 14 5 0 0 o
1B3 16 68 o 0 o
1B4 40 55 o 17 22
1D3 30 60 0 O 22
2A1 20 80 7 7 <]
2D1 20 - O O 40
1AG 55 70 100 60 8g
iC4 70 80 100 100 Z4
1.D5 78 80 7 100 70

A tablazatbhan a hybridemak ellenanyagaival
aranyat tUntettuk fel.

reagald sejtek %¥-os



3.2.3.tablazat.
A csirkesejtek ellen termelt hibridomadk tesztelése

immunf luoreszcencias mddszerrel I1.

Target Periférias Bursa Fabricii Thymus Lépsejtek
---------- leukocytak sejtek sejtek
Hybr.
1/3 13 5 0 13
1/6 10 9 0 7
1/9 12 25 0 29
1717 10 30 0 21
1722 1.2 15 0 25
1/24 9 50 0 14
2/2 10 40 0 26
2/12 13 50 0 17
2/13 ‘ 13 45 0 8

A tablazatban a hybridomak ellenanyagaival reagald sejtek %-os aranyat
tOntettik fel.



i 3: 2.4, tablazat.
A csirkesejtek ellen termelt hybridomik tesztelése

immunfluoreszcencids mddszerrel 111,

Target Secunder LSCC-H32 Pulyka Adherens sejtek. Peritonealis
emrionalis perif. 1. nap - 3., nap axudatum
fibroblaszt leukocytak . sejtek

hybr.

1C3 13 0 0 18 18 18
2C4 85 0 0 20 66 21
2B1 58 100 0 29 28 58
1C2 8 0 0 - - -
1€ 11 0 16 = = .
B2 0 0 25 = = -
B3 6 0 0 - - -
2A1 10 0 20 - - -
2€5 50 10 100 50 0 =
1A6 0 o - - - -
1C4 0 0 35 = = -
1D5 0 0 0 - - -
1./3 0 0 - - - =
1/6 0 0 = = = 7
1/9 0 0 = 15 55 40

1/17 0 0 = = = 31

1/22 0 0 - = - 24

1/24 100 0 - - - 0

2/2 o 0 - - - 0

2712 100 50 . - - 23

Z7 1.3 0 0 = &= = 17

A tablazatban a hybridomalk el lenanvagaival reagélé”ggjtek %-os aranyat
tOntettiik fel.



3.2.5.tablazat.
A csirkesejtek ellen termelt hybridomdk tesztelése cytoffuorimetriés

mdédszerrel.

Target Periférids Thrombo- Granulo- Bursa Thymus Lép Csontvel®

------ leukocytadk cyta men- cytak sejtek sejtek sejt. sejtek
Hybri- tes{itett
domak perif. leu-

kocytak
1€3 20 0 95 0 0 0 0
2C4 1.3 8 93 20 0 14 0
1C2 15 6 51 0 6] 9 0
2C5 24 0 - 0 o 0 0

A tabladzatban a hybridemé&k ellenanyagaival reagald sejték %-0s
aranyat tiintettik fel.



Az 3.2.1. abra bal felsbd négyzetében (3.2.1/A &bra) vizs-

galt csirke periferias verbgl készilt sejtszuszpenziod
morpholdgiai jelemz&inek megfeleleld msgoszlas ladthatd: =
vizszintes tengely a sejt - fényelnyeld képességeéevel aranyos -

atmerdje, a fliggblegesen pedig & cytoplasms granuldltsaganak
megfelel® fényszdrd képesseg lathatok, a kettd egyiitt pédig 2
sejtek meret es5 granulaltsag szerinti eloszlidsat hatdrozza meg.
A nagy méret(, nagy granuladltsdgd populdcid a granulocytédknak
felel meg, (a kép jobb fels® sarkaban elhelyezked® sejtek) A
jobboldali fels®é képen (3.2.1/B. &bra) ugyanez a sejtszusz-
penzio lathatd, 1C3 ellenanyaggal vald jelolés utadn. Az indi-
rekt immunfluoreszcencias festés FITC-cel jelolt egér 1gG el-
lenes ellenanyaggal tdrtént. Az &brén csak a festédiott sejtek
eloszlasa lathatd., Az &bra alsd részén elhelyezkedd két négy-
zetben (3.2.1/C. &bra és 3.2.1/D. &abra) a sejtek eloszlasi gor-
bejet is megadtuk, tehdt az adott sejtpopuldcid Gsszes sejthez
viszonyitott aradnyat. A 3.2.1/D &abra szerint a festbdott sejtek
szinte teljesen egy populdcidbd]l keriltek ki, mégpedig a granu-
locytak kdziil. A 3.2.2. abra ennek a kinagyitott, statisztikai
adatokkal is ellatott képe. L&thatd, hogy az eloszlasi gorbe
12048 sejt adatdbdl lett megszerkesztve, a digitalizadld Gssze-
sen 10Z4 csatornara bontotta sz adatokat és sz eloszlasi gorbe
meredeksegébt] szamitva a csuecs alatti terilethez tartozik =a
fluoreszkald sejtek 85.6%-a. Ez azt is jelenti, hogy gyakorla-
tilag & granulocyta frakciodba tartozd Osszes sejt jelolédott az
1C3 ellenanyaggal.
A 3.2.3. &bra a 2C4 ellenanyag cytofluorometrids adatait

tartalmazza., A 3.2.3/A és5 a2 C a&brak mutatjadk, hogy a=z

ellenanyag a granulocytdkon kiviil mds sejtekkel is reagadl. A



3.2.1 &bra
Az 1C3 monokleondlis ellenanyaggal reagdld sejtek eloszlédsa a
csirke periferias vér leukocytadk kozttt cytofluorometrids

médszerrel tesztelve

T L S—
DT

A vizsgalt sejtek kGzQl csak a granulocytak reagaltak az 1C3

el lenanyaggal



3.2.2. abra
Az 1C3 monoklonalis ellenanyaggal reagald sejtek eloszlésa a
ceirke periférias vér leukocytdk kozott cytoflubrometriés

médszerrel tesztelve

WINDOW LOW= 3
HINDOW HI= ige
WINDOW LOW= (%)
WINDOW HI= 255

mwowD D

K=AXIS LOW 2
XK-AXIS HI €4
MEAN 23338

S D 29.85

FPCV

HPCY 2.66&
SKEUNESS 1.97
KURTOSIS 9.7
%= 47 .39

PEAK AREA 2735
PEAK CHANNEL ge4

HIST TOoTaAL= 12649

A granulocytak 95%-a reagalt az 1C3 ellenanyaggal.



3.2.3. abra
A 2C4 monoklondlis sllenanyaggal reagédld sejtek eloszldsa =&
ceirke periférias vér leukocyt&k kdzott cytofluorometrias

médszerre! tesztelve

A granulocytdk mellet mads sejtek (B sejtek) is reagadlnak a 2C4

el lenanyaggal.



Az ZC4 monoklonalis ellenanyaggal
ceirke periférids vér

modszerrel tesztelve

leukocytak kozott cytofluorometrias

abra

reagséld sejtek eloszlasa a

H4: 1P 1824
B1JULES. aBZodl

LGFL

X-¥YALUES
A WINDOW LOW=
A WINDOW
B WINDOW
B HIKDOU

LOU=
HI=

9
HPOV 4,
SKEWNESS
KURTOSIS
7 =
FERK
PERK

4E. 45
ARER
CHANNEL 26

HIST TOTAL= 21667

HI= te

A granulocytadk 93%-a

reagalt a 2C4 ellenanyaggal.



statisztikat is bemutatd 3.2.4. &bra Osszesen 31607 (ezek kozil
14637 & granulocyta frakcithoz tartozik) sejt adatai alapjan
keszlilt. A granulocyta frakcidha tartozd sejtek 83%-z reagal
ezzel az ellenanyaggal.

Hasonld mddon meghatéarozva sz 1CZ ellenanyag & granulocyta

morphologiajb sejtek 50%-val reagalt.

Osszefoglalva elmondhafjuk, hogy az 1C3 el lenanyag
granulocyta specifikus, a 2C4 granulocytakon kivil mas
sejtekkel - valészinUleg B-sejtekkel 1is - reagadl, =z 1CZ a

granulocytak 50%—éﬁoz képes kbtédni, mig & ZCE ellenanyag

thrombocyta specifikus.

Az sllenanyagok complementkot®é képességének vizsgalata

Ha & sejteket complementkidtésre képes monoklonalis ellen-
anyagokkal &5 ezt kdvetfen complementtel kezeljik, akkor az

ellenanyaggal reagald (tehidt a megfelelé antigéneket hordozd)

sejteket el tudjuk pusztitani. Ha az ellenanyag nem comple-
mentkotd, skkor egy masodik ellenanyaggal - 2 mi esetinkben
nyulban termelt egér lg ellenes ellenanyaggal - vald kezelés

utan lehet a complement dependens cytotoxicitasi reakciot
‘végrehajtani. Az elpusztult sejtek vitalis festéssel (pl.
tripankek festék kizérésbs modszerrel) kimutathatok,

Ennek a vizsgadlatnak az eredményeit tintettik fel a 3.2.6.
tablazatban,



3.2.6.téblazat.
A csirkesejtek ellen termelt hybridomék tesztelése complement

dependens cytotoxicitasi médszerrel,

Hybridoma Periféridas leukocytdk %-az
163 > 20
2C4 20
2C5 35 i -
2B1 15 ‘ {
1C2 . : 15 :
i1 Gk L 0
B2 15
B3 30
iB3 25
iB4 a]
iD3 30
2A1 25
1A6 0
1C4 u]
1D5 0
143 0
1/6 5
178 0
a0 B o
1/22 g]
1/24 5
2/2 §]
2/12 10
2713 0

A tablazatban a hybridomdk ellenanyagaival reagdld periférias
leukocytak %-ps aranyat tintettik fel.

i= indirekt complement dependens cytotoxicitdsi teszt



Néhany monoklon&lis ellenanyagunk szubtipusénak tesztelése

ELISA mdédszerrel néhadny monoklonalis ellienanyagunk im-
munglobulin osztédlyba vald tartozasadt is meghataroztuk., Az

eredményeket a 3.2.7. tablazatban foglaltuk GOssze.

3.2.7. tablazat.
Monoklonalis ellenanyagok immunglobulin szubtipusénak megha-
tadrozésa ELISA médszerrel

Hybridoma Protein A Anti-egér Anti-egér Anti-egér Anti-egér

kdtd 1gG1 l1gG2a 1gG2b I gM
képesség
1C3 - + - + - -
2C4 + - - + -
2C5 = + - - -
2B1 + - = + =
1/9 - - - - -

.2.4. Funkciona&lis vizsga&alatok <csir-
kesejtekkel reazgédald monoklonalis 1 -

lenanyagokkal

Annak eldontésére,hogy egy bizonyos monoklondlis ellsen-
anyag a sejtek milyen szubpopulacidjaval reagal, elvileg k&t
altalanos eljaras kindlkozott: & sejtek pozitiv vagy negativ
szelekcidja. A negativ szelekcid soran az ellenanyaggal reagalo
sejtek complement dependens cytotoxicitasi reakcidval eliminal-
hatdk a sejtszuszpenzidbdl (deplécid), és ezutan vizsgalhato a
megmaradt sejtek Iin vitro (vagy in vive) funkcidja. Egy-egy

funkcid kieséseébbl az ellénanyag sejtspecificitasara lehet



kdvetkeztetni. A pozitiv séelekcié soran viszont az ellenanyag-
gzl reagdld sejtekst szeparal juk #s dusitjuk fel, mintegy
"felertsitve" ezzel az =adott sejttipushoz tartdzd funkcionidlis
aktivitast & szuszpenzidban., A sejtek pozitiv Ezelekciéjéfa
tZbb mdédszer ismert. Ha sz ellenanyagot egy szilard hordo:¢hoz
kdtjuk, (pl. vdrosvertesthez vagy polisztirol gyongyhoz) majd a
megfeleld antigénre nezve pozitiv sejtek "kikdtédése" utan a
nem reagald sejtek mosassal eltévolithatdk. Egy masik eljarés-
hoz sejtszorter sziikséges: a sejtszuszpenzidban 16v8, az adott
antigénre nézve pozitiv sejtek reagalnak a monoklonalis sllen-
anysggal, majd egy kidvetkez& I|épésben mar ezek az immunglobu-
lint hordoz¢ sejtek fluoreszcens festékkel jelolt anti-sgér
immunglobu}innal festhet&ék. A sejtszorterrel aztan a jelol&dott

sejtek kivalogathatdk,.

3.2.4.1, Ellenanyagaink hatdsa a csirke leukocytdk természetes

cytotoxikus aktivitasara

Amint azt Méndi és mtsai. leirtak (Mindi és mtsai., 1985)
& csirkek NK sffektor sejtjei granulocytdk. Ezt a megfigyelést
az altalunk készitett monoklonalis ellenanyagokkal kapott ered-
menyek 1is aldtédmasztottak. Csirke periférids vérb®l szarmazod
sejtek kdziil elimindltuk az egyes monoklonalis ellenanyagaink-
kal reagdld sejtpopuldcidkat és utdna a maradék sejttel 4 dras
Slcr-release tesztet végeztunk, =amelyben a target az LSCC-H3Z
sejtvonal volt. Minden esetben velt csak complementtel, &s csak
ellenanyaggal kezelt kontreoll minta is. A kinnyebb A&ttekinthe-
tOség kedvéért ezeksn az &sbrakon nem tintettiik fel a csak el-
lenanyaggal kezelt kontrollokat, mivel ezek egy kivételével -

err8l az ellenanyagrd! a késtSbbiekben részletesen fogunk még



sz6lni - nem kiilonbdztek szignifikédnsan a kezeletel
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szuszpenzictktol, 1illetve a veliik kapott cytotoxicitasi é&rt
kektol. :

A 3.2.5.abran lathato, hogy a kontroll sejtszuszpenzio meg
az 12.5 : 1 -es effektor : target arany mellett is szignifikans
termeszetes cytotoxikus aktivitdssal bir, & 100 : 1 arény,mel—
let pedig a targetsejtek tobb mint 35%-a elpus;tultf'A granulb—
cyta specifikus 1C3 ellenanyaggal végzett deplécid azonban
drasztikusan csdkentette a szuszpenzid cytotoxikus aktivitasat.
100 : 1-es5 keverési arany mellettvmindbssie 17% volt & specifi-
kus kromfelszabadulads, mig a lesgalacsonyabb effsktor : target
arany mellett mar gyakorlatilag sgyaltaladn nem volt lizis.

Ugyanekkor a thrombocytaspecifikus 2CE-Bs ellenanyaggal
tortent deplécid egydltaldn nem befolydsoclta a szuszpenzid NK
aktivitasat. Ezzel megegyezd hatdsu, illetve "hatastalansdgua” =
monocytakkal, Bursa Fabricii sejtekkel és periférias B lympho-

cytakkal reagald ZBl1 ellenanyaggal és complementtel tortént ke-

Dy
m

zel

A 3.2.6. &bran az el6z& &sbradn is szerepld, granulocyta-
specifikus &5 NK aktivitds gétld hatasu 1C3 mellett tovabbi.
ellenanyagok tesztelésének erdményesi lathatdk. Igen er&s NK
aktivitast g&tld hatidst sikeriilt kimutatnunk a 204 ellen-
ényaggal vegzett deplécidt kovetéen is, amely a kordbbi vizs-
galatok tanuségas szerint Fabricius-féle toml& és B sejtek mel-
lett elsbGsorban a granulocytakkal képes reagalni. Ugyancsak
szignifikans NK aktivitast csdkkent® hatdsuak voltak a BZ é&s =&
B3 jelQ monoklonalis ellenanyagok, amelyek a granulocyta frak-
cid sejtjeinek BO-, illetve 49%-val reagaltak (3.2.2. tabla-
zat). Ezeken kivil vizsgaltuk még az 1CZ és é 2A1 ellenanya-
gokkal tortén® deplécid hatasat is - amelysk szintén reagaltak
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Monoklonélis ellenanyagok és complement kezelés hatédsa a csirke

leukocytdk NK aktivitasara
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EFFECTOR : TARGET

A targetsejt: LSCC H-32, a cytotoxicitas mérése 4 déras Slcy

release tesztben tortént.



3.2.6. a&abrs
Monoklonédlis ellenanyagok és complement kezelés hatadsa a csirke

leukocytak NK aktivitasara
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EFFECTOR:TARGET

A targetsejt: LSCC H-32, a cytotoxicitds mérése 4 Oras Slcr

release tesztben tortént.



a granulocytakksal (3,2.2, téblazat) - &5 az eredmények szerint
gz a két ellenanyag is képes cstkkenteni a csirkék periférias
vereb®] szarmazd leukocytik szuszpenzidjiban megfigyelhetd N

aktivitast (itt nem ismertetett adatok).

A korabbiakban mér utsltunk &rra, hogy &z egyik esllen-
anyagunk complement kezelés nélkiil is képes gatolni az NK akti-
vitdst. A 3.2.7. Abran foglaltuk Gssze az erre vonatkozd ered-
menyeket., Mig a kezeletlen kontroll szuszpenzid, valamint a 2C4
ellenanyaggal kezelt ézuszpenzié is ebben & reprezentativ ki-
serletben a 100 : 1-es Revsrési arany mellett csaknem 80%-os
specifikus lizist eredményeztek, (azaz a Z2C4-es5 ellsnanyag
complement nélkiil semmiféle NK aktivitadst g&tld hatadssal nem
rendelkezik) addig sz 1C3-jelQ monoklon&lis ellenanyag oOnmagé-
ban, complement hozzdadadsa nélkil is 10%-osra csdkkentette =a
specifikus Slcr-release—t, azaz az NK aktivitast., Ezt & megfi-
gyelésinket igen fontosnak éreztik, ezért a kés6Gbbiekben ezeket
& vizsgalatainkat kiterjesztettiik. Munkankban a kidvetkez& kioz-
bees® lépes az ellenanyagainknak zz ADCC reakcidra vald hatédsa-

nak vizsgalata volt.

3.2.4.2. Az ellenanyagfiiggd sejtkozvetitette cytotoxicitasi

reakcid g&tladsa monoklonalis ellenanyagokkal

Csirkékben az ADCC reakcidért +tobbféle sejtpopulacid
felelés. A legaktivabbaknak a granulocytidkat, majd az LGL sej-
teket (large granular lymphcyte, azazz nagy granulalt lympho-
cytakat) tartjak, veégil, bar gyengébb reaktivitadssal, de ugyan-
csak részt vesznek az ADCC reakcidkban a monocytak is (Béladi
es mtsai., 1984),



Monoklonalis ellenanyagok hatdsa a csirke leukocytak NK

aktivitasara
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EFFECTOR : TARGET

A targetsejt: LSCC H-32, a cytotoxicitéds mérése 4 oOras 51Cr

release tesztben tortént.



Mivel mi & granulocytidk &ltal medidlt ADCC reakcid befo-
lyadsolasat szerettik volnzs vizsgalni, sz elsé lépéshben Ferkaoll
sQrOséggradiens centrifugalassal tisztitott granulocyta frak-
ciot készitettink, amely & morphologizi vizsgalatok tanusags
szerint 70485% granulocytat tartalmazott. Az ADCC reakcid méré-
séhez csirke haemolysinnel szenzibilizalt, Sler izotdppal jJje-
161t birkavOrosvertesteket hasznaltunk, az effektor : targset
aranyt pedig altalaban 8 : 1 5 az 0.5 : 1 kozt felezd higitasu
sorban Flﬁalmaztuk. |

A 3.2.8,a&brdn a csak complementtel, illetve az ellena-
nyaggaf &5 complementtel kezelt granulocyta szuszpenzidk ADCC
aktivitasait tiuntettuk fel az effektor : target arany fiigg-
venyeben. A kidnnyebb aAttekinthetoség kedvéért ez esetben sem
tintettiik fel a kezeletlen kontrollok é&s a csak el lenanyaggal
kezelt kontrollok ADCC raktivitasat, amelyek nem kilonboztek a
csak complementtel kezelt kontrolloktdl. Lathatd, hogy a granu-
locytakkal reasgadle 1C3, 1illetve a Z2C4 ellenanyaggal végzett
deplécid jelentésen, mintegy a harmadara csBkkentette a granu-
locyta szuszpenzio ADCC aktivitasat, a két ellenanyaggal vald
kezeleés kozttt gyakorlatilag nem volt eltérés. llyen gétldéd ha-
tasa sem =a monocytdkkal, Fabricius-féle toml&é-, 1illetve B-
sejtekkel reagadld ZBl ellenanyagnak, sem a thrombocytadkra spe-
cifikus 2C5 ellenanyagnak nem volt.

Amint azt az ellenanyagainknak az NK reakcidra kifejtett
gatlo hataédsadnak vizsgalatakor mar megfigyeltilk, az 1C3 ellen-
anyag mar onmagaban, & complement hozzaadasa nelkil is képes a
cytotoxicitast gatolni. Ugyan ez volt megfigyelhet® az ADCC
reakcid esetében is ( 3.2.8, &bral: a 4 : 1 -es effektor target

arany mellett példaul & csak 1C3 ellenanyaggal kezelt szuszpen-



3.2.8. &bra
" Monoklonélis ellenanyagok és complement kezelés hatisa a csirke
granulocytak ADCC aktivitadsara
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EFFECTOR:TARGET

A targetsejt: csirke haemolizinnel kezelt birkavorosveértest, a

cytotoxicitéas mérése 16 Oras 51Cr release tesztben tortént.
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3.2.9. abra
Monoklon&lis ellenanyagok hatédsa a csirke granulocytdk ADCC
aktivitasara
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EFFECTOR : TARGET

A targetsejt: csirke haemolizinnel kezelt birkavdrodsvertest, a

cytotoxicitads mérése 16 dras 510r release tesztben tortent.
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zioban & koniroll cytotoxicitasanak mindodssze Z3%-3 volt kimu-

thatd.

=
Mind az ADCT, mind az NE zsktivitds giatldsa esetén tripan-
kék festékkizirisos médszerrel ellendriztiik, hogy sem a3z 1C3,

sem qklébbi vizsgalt ellenanyag Onmagaban nem volt cytotoxikus.

Az ADCC reskcidt zsdherencids  képessegiik zlapian szeparalt
sejteken is megvizsgadltuk, Fokystiroé lemezen 1 dra hosszat
inkubaltuk a csirke periférias verbdl szarmazo sejteket. Giemsa
festés zlapidn az i1gy prepardlt sejtszuszpenzio S80%-z thrombo-
cyta, a fennmaradd sejtek tulnyomd része monocyta és kissebb
hanyada pedig granulocyta, illetve lymphocyta. Eredményeink

szerint thrombocytaknak nincs ADCC aktivitasuk, amint sz a

a
2,10, &brardl leolvashatd. A thrombocyta specifikus ZCH jelQ

[}

ellenenyaggal &€& complementtel tortént kezelés, azaz & thrombo-
cyta depleécid nem befolyasolta az ADCC reaktivitast.

A granulocyta specifikus 1C3 dnmagahban, vagy & complement keze-
lessel kiegészitve is csak kevésséd, mindossze 10%-al csokken-

tette sz ADCC reaktivitdst, Ez az adat arra utal, hogy sz ad-
itek kiozott csak kevés ADCC aktivitassal rendelkezd

ranulocyta van (3,2.10. &braj.
Szemben az el6z6 két ellenanyaggal, a 2B1 ellenanyaggal és
complementtel tortént kezelés az Osszes ADCC reaktivitads kozel
80%-at elimindlta (3.2.10. &bra). Mivel ez az ellenanyag a
sejtszuszpenzid monocytdival reagalt, igy egyértelmien lathato,
hogy az 1 dra alatt a mlianyag-felszinre kitapadd sejtek ADCC

reaktivitasaeért f&leg a monocytak felelbsek.



S.2.5. Az 1C38 ellesnyag Jellemzéses

Az els& logikus lépésnek zz tiOnt, hogy meg kellene hata-
rozni azt a sejtfelszini strukturat, az antigént, amellyel az
ellenanyagunk reagal. A technikai adottsagaink korlatozott
volta miatt ezt & Turkui Egyetem Mikrobioldgiai Intézetével
kdzosen, kollaborédcidban szerettiik, volna megoldani, azonban
eddig az antigéntisztitds tObbszori probédlkozas utian sem jart
sikerrel,

A tovébbi vizsgalataink soran megprodbaltuk meghatarozni az
1C3 ellenanyag NK &s ADCC reskcid gatlashoz szukséges optimalils
koncentrécidjdt, tehat szt a koncentraciot, amely mellet a ma-
¥imalis ga&tldhatast tudjiuk kivaltani. A cytotoxicitasi erte-
keket a& kontroll %-ban fejeztik ki. Az 1C3 ellenanyagot tartal-

sokat készitettunk. A

pis

1
maz® ascites "poolbdl" kiilonboz® higit
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3.2.10. &abrs
Monoklonalis ellenanyagok, illetve monoklonalis ellenanyagok
és complementkezelés hatasa a csirke periférias vér adherens

sejtieinek ADCC aktivitadsara
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fejeztik ki. A targetsejt: csirke haemolizinnel szenzibilizalt
birkavorosvérsejt, a cytotoxicitds mérése 16 odras 51cr release

tesztben tortént.



legnagyobb higitéds, = 10000- szeres, az NK aktivitidst még nem

=

befolyasolta (3.Z.11. &bra) csak az E000 szeres higitas mellet
tapasztaltunk gatld hatast. A maximalis gatld hatids az 1000x-es

ascites higitasnial volt slérhett. A gatlds azonban éz'esetbenA
sem volt teljies, & kontroll &rték Z0%-a maradt vissza. Az ADCC
reakcid azonban érzékenyebbnek bizongult: mar a 10000x-es5 higi-
tds mellet is a kontroll éfféknek csak B0%-a wvolt mérhetd
(3.2.12. &abra), es ez az 5000 szeres higitasnal tovabb csiok-
kent. A reskcid maximdlis ga&atlasat (a normal kontroll 5%-§tﬁ
azonban az NK reakciénél megfigyelthez hasonldan 1:1000 asciﬁes

higitasnal értiik el.

3.2.5.1., Ellenanyagaink EA rozetta képzbébdést gétld hatésa.

Azok a sejtek, amelyeknek Fc receptoruk van, az immunglo-
bulinokkal opszonizédlt vorcesvértestekkel finom precipitdtumot
(rozettat) képessek alkotni. Elékisérletben megbizonyosodtunk
arrol, hogy a nem opszonizalt birka vvt-kel a csirke leukocytak
cnmagukban nem képesek rozettdt képezni. A rozetta—képzéshez
csirke haemolysinnel kezelt birkavorosvértesteket hasznaltunk
©s csirke periférids vérb&l Ficoll-Uromiro gradienssen tiszti-
tott leukocytdkat. Az ellenanyagaink rozettaképzést gatle akti-
vitasat az azonos szuszpenzidbdl szarmazd, kezeletlen kontroll
%-&ban fejsztiik ki, tehat az el lenanyagokkal nem kezelt
szuszpenzioban rozettadt képz6 sejteket tekintettik 100%-nak. A=z
eredményeket, amelyek két figgetlen kisérlet adtlagat
reprezental jak, a 3.2.8, tédblazatban foglaltuk Ossze.



Az 1C3, illetve a 2C4 monoklon&lis

3.2.11. &brsa

ellenanyagok kilonbtzb

koncentracidinak hatdsa a csirke granulocytédk NK aktivitdsara
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fejeztuik ki. A targetsejt: LSCC H-32, a cytotoxicitds mérése 4

dras 5lcr release tesztben tortént.
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.2.12, &bra
Az 1C3, illetve a 2C4 mpnoklonalis ellenanyagok kilonbozé
koncentracidinak hatasa a csirke granulocytak ADCC aktivitasara
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Effektor : target arédny 10 : 1, az adatokat a kontroll %-aban
fejeztik ki. A targetsejt: csirke haemolysinnel szenzibilizalt
birkavorosvértest, a cytotoxicitéds mérése 16 Orés 5lcr release

tesztben tortént.
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.2.8., téblazat,.
Monoklondlis sllenanyagok hatésa csirke periférids vérbdl tisz-

titott leukocytdk EA rozetta képzésére.

Hybridoma EA rozetta képz& sejtek
~ kezeletlen kontroll %-&ban kifejezve
1C3 29
2C4 117
icz ' 73
1C1 S5
2C5 102
2B1 79
1/8 85
Hasonldéan az NK &s az ADCC reakcidk esetén megfigveltek-

hez, egyedul az 1C3 ellenanyag volt képes ezt a reakciot is ga-
tolni, hiszen szzel az ellenanyaggal vald kezelést kdvetben a
rozettak asranys ktzel negyedére csokkent, mig a tobbi esetben
valtozatlan, vagy kozel valtozatlan voit a rozetta-képzb sBjtek

BTANY&.

3.2.5.2., A tripszinnel kezelt csirke granulocytak nem reagalnak

az IC3 monoklondlis sllenanyaggal

Epp a fentiek miatt, mi is ellenériztik, vajon az 1C3
ellenanyaggal reagéld antigén tripszin szenzitiv, vagy rezisz-
tens. A hagycomanyos immunfluoreszcencias tesztelés elb&tt trip-
szinnel! kezeltilk a periférids vérb&l szarmazd leukocyta-szusz-

pen=zidt, Mig a kezeletlen sejtek 38% reagalt az 1C3 ellenanyag-



gal, addig =& tripszinnel kezelt sejtek koziil mindcgssze 9%
{3+2:8 tablazat?,

J3.2.89. tablazat,
A monoklonalis ellenanyagokkal reagald antigenek erzekenyseége

tripszinnel vald kezeléssel szemben.

Hybridoma A reagédld sejtek a kezelés
elott ' utén i
1C3 38 S
2C4 25 22
1C2 10 13
205 40 36
2B1 13 13
149 14 17

tehat az 1C3 ellenanyaggal reagiald struktira tripszin szenzi-
tiv. Ezzel pdrhuzamosan a 2C4, az 1CZ, & 2C5, a 2B1l, és az 1/9
ellenanyagok &ltal felismert antigének tripszin-érzékenységeét
is megvizsgaltuk, és az taléltuk;-hogy valamennyi rezisztens &

tripszinnel vald kezelésre. (3.2.9. tablazat)

3.2.5.3., Az IC3 ellenanyag hatésa az effektor-target

tsszekapcsolé-désara az NK reakcidban

Ha &z 1C3 ellenanyag gatolja az NK és az ADCC reakcidt
is, akkor ezt a g&tld hatést vajon a reakcid melyik fazissdban
fejti ki? Az els® lépés lehet példaul az is, hogy az ellenanyag
kepes az effektor és a target sejtek kapcsolddasat gatolni. A
NK reskcid tesztelésekor a target sejtnek LSCC-H3Z sejteket
hasznaltunk, Azonban amikor az 1C3 ellenanyaggal kezelt és FITC



-cel jelidlt sejteket inkubaltunk egyitt a tar

lathatd volt, hogy az Osszekapcsolddas

m
s

D s O A monoklonmnalis sl lenanyagaink
hatasa & csirke leukocytak virus

indukalta interferon termelésére

Intezetiunkben kor&bbi vizsgélatok utaltak arra, hogy =
csirkeék periférids leukocytdai kozil asatleg-a Fabricius-féle
toml® eredetl sejtek (B-lymphocytak) rendelkeznek virussal
indukalhato interferon termel& képességgel, ugyanis a Fabri-
cius-fele ttml& eredetl sejtekkel szemben termelt poliklon&alis
savoval és complement kezeléssel fel lehetett fliggeszteni a
sejtszuszpenzidk interferontermel® képességét, mig a thymocytéak
ellen termelt savdk &5 complement kezelés hatéstalannak bizo-
nyult (Pusztai R., személyses kozlés). Az elbzBeskben madr ismer-
tettik, hogy sgyes monoklondlis ellenanyagaink (2B1, ZC4, 1/9,
1/6, Z2/12Z) reagédlnak Fabricius-féle tomi®-, illetve B sejtek-
kel. E=z mddott adott arra, heogy kisérletesen eldonthessik,
vajon & csirkék B-lymphocytdi valodban rendelkeznek-e interfe-
rontermels képesseggel.

A periférids vérb&l szarmazd sejtekben interferon ter-
meles indukcidjadhoz human, 1Z-es tipust adenovirust hasznal-
tunk, maijid a 48 dras inkubdcidt kovetfen OsszegyQjtott feliula-
szokbd]l interferon titralast végeztink., A 3.2.10. tablazatban
Osszefoglalt adatokat &ltaldban két (vagy tobb) vizsgalat &t-
lagadt jelentik, kivéve a (%) jelzetteket, amelyeket egy tit-
ralas alapjadn szamoltunk ki. Egyértelmfen l&thatd, hogy egy
kivetellel, sem az el lenanyagokkal vald kezeles, sem az EA+C” -

vel +tortént kezeléds nem gatolta az interferon termel&dését.



Egvetlen esssthen volt jelentés, telises gatlas az interferon

termel&deseben, skkor amikor 3 ZEl ellenanysggal €= complement
kezelesse] vegeziunk depleéeciot
A ZEl sllenanysgrdl eredetileg annyit tudtunk, hogy gra-

nulocytakkasl nem, & bursa sejtek 100%-val reagal. Ezgk alapian
lehetett kovetkeztetni, hogy a ZBl a periférias vérhen
& B lymphocytakhoz kotodik, 1igy az interferon termeléd
seitek a B lymphocytdk lehetnének, Részben ellentmond ennek az
a megfigyelés, hogy a 2C4 ellenanyag, amely granulocytak mellet
Fabricius-féle ttml® eredett sejtekkel is reagal, egyéltalén
nem gatolta az interferon termelbdéséet (3.2.10. tablazat): ha

az interferon termeléséért a B sejtek lennének felelések, akkor

a ZC4 + ' kezelésnek i1s fel kellet volna flggesztenie az in-
terferon termelddését. Ez azonban nem kbvetkezett be, igy kiza-

rasos alapon m&r csak egy sejtféleség, & monocyta maradt,

amellyel a 2Bl ellenanyagunk reagédlhat.

3.2.,7., A Z2B! jel0 moncoklonélis ellenanvag jellemzése

Az el&zbekben mar leirtuk, hogy a ZBEl ellenanyaggal #és
complement kezléssel végzett deplécid csokkentette a plasztik
adherens sejtek ADCC reaktivitasat é&s szt csak a monocytak
eliminacidja alapian tudtuk értelmezni. Tovébbi adatot szolgadl-
tatott az & megfigyelésiink, hogy a ZBl tripszin rezisztens
struktiraval resgél &5 nincs hatdsa a periférids lsukocytiak EA
rozetta képzésére. Mivel a virus indukalta interferocn termelé-
seéert felelts sejtekkel 1is reagédl, fontosnak tartottuk, hogy

tovabbhi adatokat szerezziink errsl az ellenanyagunkrdl.



3.2.10. téblazat.
A monoklondlis ellenanyagokkal tortént kezelések hatisaz a
csirke periférids vérb®l szarmazd leukocytdk virus indukalta

interferon termelésére,

Kezelések IFN t i ter
%
kezeletlen kontroll 100
csak C’kezelt kontroll a7
2B1 ) 114
2B1 + C? >0.1
2C4 42
2C4 + C’ 235 (%)
1C3 ) 96
1C3 + €7 91
2C5 155
205 + C7 165
1/9 95 (%)
179 + C” 257 (%)
2/12 123 (%)
2412 # G 233 (%)

Az adatok &ltalédban két vizsgadlat &tlagat jelentik, kivéve a
(¥) jelzetteket, amelyeket egy titralds alapjan szamoltuk ki.



3.2,7.1, A 2Bl monoklon&lis ellenanyag + C' kezelés hatdsa =a
Jerne-féle haemolitikus plakkot képz6 (immunglobulin termelb)

sejtekre

10% birkavorosvértest sv., oltasaval ésirkéket szenzibili-
zaltunk, Az oltast kiovetd& 3. napon a csirkék aseptikusan elta-
volitott lépébd! szuszpenzidt készitettink. A 107 sejt/ml sejt-
koncentracidjura beéllitoﬁt szuszZpenzidt monoklonalis ellen-
anyaggal, illetve ellenanyaggal &5 complemsnttel kezeltik. Ezt
kovetéen Jerne-féle hzemolitikus plakk assayben hasonlitottuk
ossze a kezelt &5 a kezeletlen szuszpenziodk plakk-képzd akti-
vitasat. A téblézatbdl kitOnik, hogy egyediil a 2Bl ellenanyag-
gal végzett deplécid volt képes csokkenteni a plakk-képz® sej-
tek szdm&t. A 2C4 ellenanyag, amely az immunfluoreszcencias
vizsgalatokban kapott eredmények alapiédn a Fabricius-féle tomld
sejtek kb. Z0%-val reagél, a plakk-képz®b sejtek szamat nem
befolyasolta, tehat biztos, hogy nem a2z immunglobulint

szekretald B-sejteket "ismeri" fel (3.2.11. tablazat).

3.2.7.2. A 2Bl monoklonalis ellenanyag és complement kezelés

hatdsa a nemspecifikus észtardz pozitiv sejtekre

Mivel a korabbi tesztelések soran a 2Bl jeld sllenanyag +
C’kezeleés & plasztikadherens sejtek ADCC reakcicdjat képes volt
gatolni, feltehetfen a monocytdk elpusztitidsa révén, a tovabbi-
akban bizonyitani szerettiik volna, hogy ez az ellenanyag vald-

ban reagal & monocytakkal.



3.2.11. tablazat.
Birka vvt-vel szenzibilizédlt és monoklondlis ellenanyaggal és
complementtel kezelt ceirke lépsejtek haemolytikus plakk-képzé

aktivitasa.

Kezelés Haemol itikus plakkolk
széama kontroll%
kezeletlen 21 100
csak C’ kezelt 5 24 114
2C4 24 114
2C4 + C? 18 75
2B1 20 83
2B1 + C’ 1 8
1/6 17 81
1/6 + C* 22 . 104
2712 24 114
2712 + @7 25 119
1/9 32 152
178 + €7 25 118

A plakkok szamat 5x10° lepsejtre szamitottuk.
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Csirke periférids vérb&l tisztitott leukocytiakat ZELl el-
lenanyaggal &és complementtel kezeltink. A szuszpenziot & mosa-
sok utdn mikroszkdpids célra hasznalt, Uvegh&l késziilt, steril
fedélemezen 379C-on torténd 16 déréanyi inkubdlads utaén a nem ad-
herens sejteket odvatosan lemostuk, és & visszamaradt sejitek
kozodtt meghataroztuk & nemspecifikus észterdz enzimre nézve
pozitiv sejtek gyakorisagat, illetve gyakorisaguk valtozdsat az
ellenanyaggal nem kezelt kontroll szuszpenzidhoz képest.

A nemspecifikus észterdz pozitiv sejtek festbdésik és
morphologiajuk alaﬁjén monocytdk es macrophagok voltak., Adats-
ink szerint csak a poliklonadlis Fabricius-féle tomlé sejt
ellenes savd, valamint a monoklondlis ellenanyagok kozul a 2Bl
reagal az adherens sejtek nemspesifikus észterdz pozitiv frak-
cidjaval, igy a complementtel vald kezelés e két ellenanyag eseté-
ben jelentbs észterdz pozitiv sejt-deplécidt eredményverett: a
savo esseteben & kezeletlen kontroll minddssze 10-, a 2Bl mono-
klonalis ellenanyag esetében pedig a kontroll 15%-a maradt meg.

A 3.2,13. tabldzat adatait harom kisérlet eredményeit
atlagolva nyertiik, Ha az egyss kisérletben kulon-kulon megfi-
gyeljik az interferon titereket, az l&tjuk, hogy kildnbozé
ertekeket kaptunk. Azonban &z interferon titersek jo&l korre-
lalnak =az ellenanyag + C' kezelést kidvetfen a szuszpenzidban
maradt mnemspecifikus észteraz pozitiv sejtek aranyaval (3.2.13,
tablazat): ha tdbb észterdz pozitiv sejt maradt a szuszpen-
zioban, magasabb volt a mérhett interferon titer, alacsonyabb
nemspecifikus észterdz pozitiv sejtszadm mellett, pedig az

interferon titer alacsconyabb volt.
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3.2.12. téablazat.
A monoklondlis ellenanyagok hatidsa a nemspecifikus észterasz
pozitiv sejtek gyakoriségéra a csirke priférids leukocytak

Uvegadherens sejtfrakcidjaban.

Kezelés A pozitiv sejtek %-os arénysa
kezeletlen kontroll 100 {
csak complement kezelt 132 ,
2B1 132

2B1 + C? 15

1C3 NA

1C3 + €7 86

2C4 ) 117

2C4 + C? 1189

1/9 105

1/9 + C? 121

2/12 121

2712 +* B 1338

1724 126

124 + C’ 135
anti-csirke thymocyta

save (o-csTS) NA

a-csTS + G? 133
anti-csirke Bursa

savd (x-csBS) NA

a-csBS + C7 10

NA= nincs adat
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el

(81}

.tablazat

1)

A 2Bl ellenanyag és complement kezelés utdn visszamaradt

nemspecifikus észterdz pozitiv adherens sejtek szézalékos

részaranya és a felliluszdik interferontartalma.

Kezeles %0 IFN titere
’ (NE/m1)
1. kisérlet
kezeletlen 28 4526
csak C’kezelt 28 3863
2B1 + C’kezelt 3 35
2. kisérlet
kezeletlen 57 30484
csak C’kezelt 71 43116
2B1 + C’kezelt 18 1475
3. kisérlet
kezeletlen 26 2241
csak C'kezelt 33 1856
2B1 + C’kezelt <1 <298

A tablazatban hédrom kisérlet adatait foglaltuk Ossze.

o = a nemspecifikus eszteraz pozitiv sejtek %-os aranya az

adherens sejtek kozott.
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4. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

4.1. Monoklonmna&lis ellenanyagok

recombinéns human x—interferon el lesn

A recombina&ns «-interferonnal immunizadlt egerek lépsejt-
jeinek & myelomasejtekkel wvald fuzidjadbdl OCsszesen 12 olyan
hybridomédt izolaltunk, amelyek ELISA tesztben sgyértelmien rea-
galtak sz interferon-preparéatummal. Azt szonban, hogy ezek va-
Idban sz interferonnal reagalnak, nem pedig & nagy tisztasdgu
interferon-preparatumokban is dhatatlanul jelen levé (még ha
minimalis mennyiségben is) bakteridlis eredetd szennyezd anyag-
gal, illetve az interferon stabilizalasat elbsegitdé "tolteleék-
fehérjévél" (BS5A-val), csak funkcionalis vizsgalatok alapjian
tudtuk eldonteni. Az egerek immunizadlidsat kovetben végzett
kisérletb6! m&r tudtuk, hogy az immunizédlas hatasara interfe-
ron-neutralizald ellenanyagok is megjelennek a savdban.

A 12 hybridoma kozUl GOsszesen 6 esetében taldltunk humén
xA-interferont neutralizdld aktivitadst is (3.1.2. fejezet). A
késbbbi tenyésztés &s kldnozédsok sordn azonban kettét elveszi-
tettunk (1I1/AE, 11/D5) egynek pedig valdszinlGleg megsziGnt az
el lenanyag termel® képessége, mivel a rekldnozidsa minden igye-
kezetink ellenére eredménytelen maradt. Ez utdbbi oka a hybri-
doma genetika anyagénak,, illetve a hybridizdcidval "Osszeallt”
kromoszomakészletének instabilitidsa Iehetett, ami a hybridi-
zacidkat kovetdSen viszonylag gyakori jelenség (Hadas és mtsai.,
1878). A maradék harom hybridoma kozil kett8 esetében igen
magas interferon-neutralizald aktivitast kaptunk (1T ZAY;
IV/C5), & harmadik, a 11/AZ jell esetében szintén jdl kimutat-

hato volt sz interferon-neutralizdcids képesség, de a tobbinél
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joval alacsonyabb aktivitast 'talaltunk,. lgy ©Csszesen harom,
egyertelmien interferonellenes ellenanyagunk maradt, bar nem
zadrhatd ki, hogy a fennmaradd 6, interferont nem—ne&tralizélé
ellenanyag ktzttt is van még interferonnal reagéld ellenanyag.
Ennek & kérdésnek az eldontése tovahbi vizsgalatokat igényel.
Azt, hogy egyes ellenanyagaink pontosan milyen mdédon gétoljék
az interferon aktivitasat, nem tudjuk, azonban Lanéfcrd szerint
(Langford és mtsai., 1987) az ellenanyagok tobbféle mddon neut-
ralizalhatjak az interferont: )

- Az ellenanyag &z interferon molekuldnak az interferon
receptor &ltal felismerend® részéhez kotédik és ily médon ga-
tolja az interferon receptorhoz vald kapcsoloddasat.

- Az ellenanyag az interferon molekuldnak olyan részéhe:z
kapcsolddik, amely vitadlis fontossdgu az interferon sejten he-
lili aktivitédsdhoz.

- Az ellenanyag a8z interferon molekuldhoz vald koté6bdésé-
vel megvaltoztatja annak tercier strukturdjat, és/vagy flexibi-
litdsat és ily mddon inaktivalja azt.

- Az ellenanyagok aggregatumot képeznek az interferonnal.

A negyedik Ilehet6ség valdszinGségét csdkkenti, hogy =
hybridomak &altal termelt ellenanyagok az IgGl-es alosztalyba
tartoznak. Ezek az ellenyanyagok viszont &ltal&ban ar&anylag
‘gyenge precipitacios képességlek (Kl/ein, 1884).

Monoklonalis ellenanyagokkal végzett vizsgalatok esetében
megkeriilhetetlen kérdés a2z ellenanyagok specificitasa. Mi az
egerek immunizidlésdhoz nagytisztasagu recombinans oA-interfe-
ront hasznaltunk. Az irodalombdl azonban ismert, hogy egyes mo-
ncklonalis ellenanyagok képessk tobbféle interferonnal is rea-
galni. Pé&ldaul a PFerg é&s munkatarsai éltaf {(Berg ¢és misai.,
1584) elbdllitott LO-2Z jelQ, ellenanyag Osszesen 12 human o-
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interferon szubtipussal reagél, s6t kimutatta, hcgy a sertés
leukocyta interferonhoz is kot&dik. Ebb&l arra kidvetkeztethe-
tUn%. hogy =az ellenanyag egy, az evolicidé soran megérzédﬁtt
ktztos epitoppal reagél'aé o-interferon molekulakon. Ellenteétben
a Berg és munkatarsai altal tesztelt ellenanyaggal, a mi ellen-
anyagainknak inteferon-neutralizald sktivitasa is volt, {gy mi
“az ellenényagok specificitasat az interferon-neutralizacids
tesztekkel is Gsszehasonlithattuk.

Az altalunk kifejlesztegt &—interfaron elleﬁes el lenanya-
gok kozil ksttd (IV/CHE és a I{/Al) a természetes human o-inter-
feront csak kis mértékben volt képes semlegesiteni. Ez amellett
sz01, hogy a tesztelt ellenanyagaink az «-interferon szubtipu-
soknak csak viszonylag sz0Qk korével reagadltak, hiszen a termé-
szetes interferon-prepardtumok sok intérferon szubtipust tar-
talmaznak.

Ha & kerdést részleteire bontva vizsgéljuk, akkor tudjuk,
hogy ellenanyagaink & humén B-interferont nem neutralizaljak
(nem kdzdlt adatok)., Az «-interferon szubtipusok ktzil az oD
szubtipus &llt rendelkézésﬁnkre. ELISA tesztben vizsgé&lva k&t
el lenanyagunk reagalt &a human oD interferon keészitméennyel
(I/A1, 1V/CE), azonban az interferon antivirdlis hatadsat gatlo
aktivitasa egyik ellenanyagunknak sem volt. Ez azt is jelenti,
hogy a IV/CE jelQ ellenanyagunk segitségével biztosan meg tud-
juk kiUlonboztetni a human A és a human «D interferon szubtipu-
sokat is, hiszen a [IV/C5-0s elenanyagunk az A interferon anti-
viralis hatadsat neutralizdlni képes és ez az ellenanyag bizo-
nyos mertékben alkalmas lehet magénak az interferonmolekulanak,
illetve epitdpjainak az interferon aktivitédsa szempontjabol

vald vizsgadlatara is.
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Jol ismert dolog, hogy az interferon molekula természetes
korilmények kozdtt rendkiviil alacsony koncentraciéban fordul
elé (Vilcek és Mayer, 18B4), =6t meg =z interferon termelési
el jarasok soran hasznalt kulturdkban is nagyon alacsony a kon-
centracioja (Vil/cek &s Mayer, 18843, Ez 1igen kaomoly nehéz-
segeket Jjelent a kisérletekhez, illstve klinikai kiprobalas-
hoz/alkalmazashoz sziikséges, megfelelfen nagy tisztasdgu és
nagy aktivitasu interferon-preparatumok eléallitasaban., A fen-
tiek miatt igen fontosnak tartjuk azt az eredményiinket, hogy az
altalunk el8adllitott, o-interferonnal reagald ellenanyagok kio-
zul egy affinitaskromatografiara 1is alkalmas, segitségéve!
nagytisztasagu interferon-prepardtum nyerhetd, s6t a tisztitot

interferon aktivitédsa is megmarad (3.1.5, fejezet).

4. 2. Cesirkesejtekkel reagald

monoklon&lis sl lenanyagok

Intézetinkben hosszt id& d6&ta folynak olyan kisérletek,
melyek celjs a szarnyasok, de elsbsorban csirkék immunrendsze-
renek virusokkal szembeni véleszképességének, az immunvalasz
mechanizmusanak, illetve az immunvalasz interferonnal vald
modulalhatosaganak vizsgalata. Mar régen felmerilt, hogy sokat
segitene a tovabbi vizsgalatokban, ha a szokasos és klasszikus
morphologiai, illestve hisztokémiai médszereken tagl, m&s
modszerekkel 1is definiidlni Iehetne a csirkék immunrendszerét
alkoto sejtpopuldcidkat. Ilyen "praktikus" okok vezettek aztan
oda, hogy csirke leukocytdk sejtfelszini antigénjeivel szembeni
monoklonalis ellenanyagokat kezdtink kifejleszteni.

Tekintettel arra, hogy &z utdbbi idbben a laboratdriumunk

erdeklbdésének kbzéppontjsdba a csirke granulocytak keriltek,
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mivel Mindi (Mindi &g mtsai., 198%) megallapitédsa szerint -
el'lentétben az eml&sokben megfigyeltekkel - &a csirkékben az
NEK, illetve az ADCC reakcidk (Bi/adi és mtsai., 188B4) effektor

sejtiel a granulocyta populécidban tal&dlhatdk. Az elsb és5 leg-
gurgetobb teendd egy granulocytdkkal specifikusan reagild el-
lenanyag eldallitasa volt, amely lehetévé tenné a granulocytak
tovabbi, részletesebb vizsgalatat.

A sejtfuzidkhoz =z SFZ/0, immunglobulint nem szekretald
myelomavonal allt feﬁdelkezésﬁnkre, amely H—Zd hisztokompati-
bilitadsi antigéneket: hérdoz. Immunizalasokhoz Balb/c (H-Zd)
egereket hasznaltunk. Ez a vélasztds lehetbvé tette, hogy a
kesbbbiekben a hybridomdkat szingén rendszerben (Balb/c) in
vivo is fenntarthassuk, ami egyuttal azt is jelentette, hogy =
szekretalt immunglobulint igen magas koncentracidban tartalmazo
ascitesfolyadékot is termelhettiink. Az ascitesekben ttbhbh széz-
szor, esetenként tobb tizezerszer magssabb koncentrédcidban ter-
melb&dnek az immunglobulinok, mint az in vitro sejttenyészetek-
ben. Ezeket a megfontolidsokat szemel&tt tartva perkollgradien-
sen tisztitott granulocyta szuszpenzidval, illetve a késbbbiek-
ben, amikor a B sejt ellenes hybridoma eldallitdsa volt a cé&l
Fabricius-féle toml& sejtekkel - tehat antigénekkel "feldusi-
toti" szuszpenzidval - immunizaltuk az egereinket. Mivel az
21586 oltédst kbvetben a primér immunvalasz soran képzédott el-
lenanyagok aranylag kis aviditasu, f&leg 1gM tipusu ellenanva-
gok, igen gyakran un. természetes ellenanyagok, amelyek ocligo-
s6t gyakran polyspecifikusak is lehetnek (Petrényi ¢s mtsai.,
1888), ezek nem ide&lisak & hybridomdk eléallitasdhoz. Ezért
ismetelt oltadssal masodlagos immunvalaszt indukdltunk az immu-
nizalt egereinkben, amely magas titer(, nagy aviditasu ellen-

anyagok termel&dését eredményezte. Az egereket a sejtfuzidk
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elobtt "probavéreztetettik™, igy egyrészt ellenériztiik az immu-
nizalas hateékony voltat, mésrészt & késtbbi vizsgdlatocknal
nelkiulozhetelen "pozitiv kontro%l" savdkat is nyerhettiink,.

A fuziok soran S60 + 480 azaz dsszesen 1440 ég§edi kulta-
rat vizsgaltunk meg a hérom, csirkesejtekkel immunizalt egér
lépsejt - SPZ/0 fuzidjst kﬁvetéen: Ebb&]l 1258 esetben, az esse-
tek B7%-aban figyeltink meg)hybridoma novekedést, ami igen ma-
gas szam es5 egyuttal azt jelenti, hogy a hybridizdcid hatasfoks
igen magas (?4.2Zx10-4) volt., Jelenti tovabbid azt is, hogy, eéy-
8gy lyukban valés;inﬁleg tobb hybridoma kldn is fejl&dﬁtt.egy—k
szerre.

Az egyedi kultiurdkbol 141 esetben (11%) sikerilt csirke
periférids vér sejteivel reagdld ellenanyagot termel® hybridoma
jelenlétét kimutatnunk. Ha a csirkesejtekkel szemben ellenanya-
got termeld kldnok ugyanolyan gyskorisaggal fuzionaltak a mye-
lomasejtekkel, mint az egyéb immunglobulint termelé sejtek,
akkor az immunizalas sorén kialakult és a csirkesejtek antigén-
jeivel reagdlni képes ellenanyagokat termel® seitek is ehhez
hasonldé kiterjedtségld (11%-o0s) populaciot alkmtnak'iﬁ vivo, a=z
immunizalt egérben, ami meglepben magas aranynak tanik.

A fuzidk soréan, filiggetlenlil az immunizalashoz hasznalt
sejtek tipusatdl rendkivil sokféle hybridomat nyertink, olyano-
kat amely®sk nem, vagy nem csak a granulocytakkal, illetve a
Fabricius-féle toml6é sejtekkel reagald ellenanyagot termeltek.
Ennek oka természetesen kdnnyen &érthet&, ha figyelembe vesziink
ket tényt: az egyik, hogy mely - csirke sejteken{(ben) el&for-
duld - molekulédris strukturdk idegenek, azaz antigének az egér
szamara, & masik pedig ezeknek az antigéneknek az eloszlasa =
csirkesejt populacidk kbzdtt. Ha az adott molekula példaul egy,

& csirke MHC-hez tartozd "antigén™, akkor minden egyes csirke-
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sejten el& kell fordul jon ugyanaz az epitdp, mig masok szovet,
vagy csak sgy adott sejtpopulédcidra nézve specifikusak. Mi =a
tovabbi vizsgidlatokbdl kihagytuk;(legfeljebb egy-egy kontroll-
k&sérletben hasznaltuk fel) azokat & hybridomakat, amelyek el-
lenanyégai peldaul "panleukocyta™, thrombocyta, wvagy csirke-
vorosveértest "specifikus” reagenseknek bizonyultak, bar tudjuk,
hogy ezek sz ellenanyagok szémos tovabbi érdekes felhasznalasi
lehetdseget kinalnak.
A kisérlgtgkbe bevont csirkegranulocyt&kkal, illetve B sejtek-
kel reagalo ellenanyagok specificitasat a kdvetkezbekben fel-
sorolt sejtekkel vald reaktivitids (illetve a reaktivitas elosz-
lasa alapjan) hataroztuk meg:
- ceirke erdetl perifériis leukocytak
- csirke erdetb periferias sejtekbdl szeparalt plasztik
adherens sejtek 1 és 3 napos adherencia utén
- Fabricius-féle tomld sejtek
- thymussejtek
- lépsejtek
- beritoneéiis exudatum sejtek
- szekunder embrionalis fibroblastok
- LSCC-H3Z transzformalt fibroblast seitek
- pulyka perifériads vér sejtek
- human periférias vér leukoctik
E vizsgadlatokrdl tudjuk, nem tekinthetd8k befejezettnek,
hiszen egyenlfre még nem végeztilk el a kilonbdzd ceirkeszdve-
teken (pé&lddul agyszdvet, hereszdvet, bél, stb) a prébakat.
Azonban a periférias vér, a lép, Fabricius-féle toml& sejteken,
fibroblastokon stb. megtdrténtek eszek a specificitds vizsgadla-
tok é&s ezt kisérleteink szempontidbdl egyenlbre elégségesnek.
itéltuk.
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Ellenanyagaink sejtspecificitasanak meghatarozasdban nagy
segitseget jelentettek a Turkui Egyetem Mikrobiolégiai Intéze-
tében végzett cytofluorometrids vizsgalatok. Ezek a kisérletek
bizonyitottak, hogy az 1C3 ellenanyag granulocyta specifikus és
a granulocytak B8E%-aval reagadl, a ZC4 ellenanyag a granulocytak
S93%-aval reagi&l, 6&s emellett Fabricius-féle ttml®, illetve =a
periferias veér B sejtjeihez kotbdik, az 1CZ ellenanyag a granu-
locytak EBl1%-aval reagdl, mig a ZC5 thrombocytaspecifikus (3.2.5
tabldzat). Tehat egyik célunkat elértiik, sikeriilt csirke granu-
locytakkal reagald monoklon&lis ellenanyagokat el@éllitanﬁnk.

El lenanyagainkat complement-fiiggé direkt, illetve indi-
rekt cytotoxicitidsi tesztben is megvizsgaltuk., Kisérleteinkhez
felhasznalt ellenanyagaink egy része direkt mddon is képes volt
complementet kotni: 1C3, Z2C4, 2C5, ZB1, 1C2zZ, BZ, B3, 1B3, 1D3,
2ZAl1, 1/6, 1/24, 2/12. Mis részilket azonban egy mésodik ellen-
anyaggal (nyul anti-egér immungloblin) kellett kezelnink, hogy
megtortenhessen a complementkdtés: 2C5, 1C1, 1B4, 1A6, 1C4,
iP5, /3, 1/9, 1,17, 1722, 2/2, 2713 (3.2.6. tablézat). A com-
plementfiiggd cytotoxicitadsi teszt eredményét néhany esethen az
ellenanyagok immunglobulin szubtipusdnak meghatarozésaval is
megerdsitettik (3,.2.7. tablazat). Ellenanyagaink koziil a ZCb-re
hivnam fel esbb&l a szempontbdl a figyelmet. Ez & thrombocyta-
specifikus ellenanyag ugyanis az elsd vizsgalatok soran complé-
mentkot®nek bizonyult. A hybridoma sorozatos kldnozéasat kovetd-
en azonban & szekretalt immunglobulin elvesztette ezt a tulaj-
donsagat. Feltételezzik, hogy a kldnozdsok sordn egy olyan
klént szaporitottunk fel, amelyben nehézlanc immunglobulin gén
atkapcsolddaés torténhetett. Foon &s munkatarsai (18583) figyel-
tek meg egy IgM tipusu ellenanyagot szekretdld hybridoma eseté-
ben IgGl-re vald "gén switching-et"™, azaz atkapcsolddast.
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El lenanyagainkat nem csak indirekt immunfluoreszcencia-
tasi

tesztekben jellemeztik, hanem un. funkciondlis vizsgélatokat is

val, Tytofluorométerrel, illetve complementfiggd® cytotoxici

vegeztink velik.

4.3. Az ellenanyagok hatasa a
csirkeleukocytak sbcntén

cytotoxicitasara

Mint azt &z el&z@ekben mar leirtuk, =a granulocytak a
természetes cytotoxicitas (NK) kizadrdlages (Mandi é&s misai.,
1885), 1illetve az ADCC aktivitads (B&/adi, 189B4) egyik effek-
torsejtjei csirkékben. A granulocytak ellen kifejlesztetf mo-
noklonadlis ellenanyagainkkal mi is megerdsitettik szt a. kisér-
leti eredményt. Granulocyta specifikus ellenanyaggal es comple-
menttel kezelve a csirke perifériés veérb&l preparalt leukocy-
tadkat elpusztitottuk az ellenanyagokkal reagald éejteket, az NK
reaktivitas erbtel jes csokkenéseét tapasztaltuk (3.2.5 és
3.2.6. &bradk). A granulocytak ADCC reaktivitasat tisztitott
granulocyta szuszpenzidkkal vizsgadltuk, igy =a tesztrendséerhan
cstkkent az ADCC reaktivitassal ugyancsak rendelkez® monocytak
eés LGL sejtek zavard hatasa. Ha a tisztitott granulocyta szusz-
penziot depletdltuk a granulocyta specifikus monoklondlis el-
lenanyag és5 complementkezeléssel, az ADCC reaktivitads az sre-
deti é&rték 40 %-ara csdkkent (3.2.8. &abra). Azt, hogy & granu-
locyta deplécidkat kOvett reaktivitds cstkkends miért nem volt
100%-os, pontosan nem tudjuk, hiszen mind a 2C4, mind az 1C3
el lenanysag csaknem minden granulocytéval reagsdl. Hasonld jelle-
g0 kisérletekben eml8s8k NK, illetve ADCC reaktivitasianak vizs-
galatakor sem lehetett teljes gatlast el6&idézni (Nieminen és
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mtsai., 1882; Rumpold és mtsai., 1982; Ohmann és mtsai., 1985).
Ennek esetleg metodikai okai is lehetnek. Egyrészt & granulo-
cyta szuszpenzid tisztitésa sorédn, még ha viszonylag:alacsony
koncentracidban is, de maradhattak egyéb ADCC reaktivitasu
sejiek 1s a szusZpenzidban, masrészt az ellenanyaggal &s com-
plement kezeléssel tOrténd sejtdeplécid sem biztos, ‘hogy 100%-
os ha{ékonységu: ha a targetsejtek felszinén az an;igén denzi-
tasa alacsony, el®&fordulhatott, hogy ezek a sejtek "tuléléték"
& kezelsst. Tovabbi lehetbseg az is, hogy az inkubadcid soran =a
rendszerben maradt, de mar elpusztitott effektorsejtekbdl fel-
szabaduld toxikus faktorok lizdljdk a targetsejtek egy részét,
Szamunkra legérdekesebb az a megfigyelésink volt, hogy az
egyik - az 1C3 - ellenanyagunk onmagaban, complement hozzaadasa
nelkil képes volt gétolni mind az NK, mind az ADCC reakcitt
(Mandi és mtsai., 1987a). Ilyen hatadst a tdbbi granulocyta
ellenes ellenanyagok (2C4, 1C2, BZ, B3) esetében nem tapasztal-
tunk (3.2.7., 3.2.9. &brak). Azt, hogy hogyan fejti ki ez az
ellenanyagunk a g&tld hatdsadt, egyenlbre csak talalgathatjuk.
Az 1C3 gatolijs az EA rozettdk képzbdését (3.2.8. tabldzat). Az
ADCC reakcidban a granulocytak targetsejthez kotédése, hasonld-
an az EA rozetta képz8&déshez Fc receptor &ltal medidalt folyamat
(Perussiz és mtsai., 1983a és5 b.). Ez pedig arra utalhat, hogy
~az 1C3 ellenanyag az ADCC reakciodt az effektor-target kapcsold-
dasanak szintjén befolyasolhatja, azaz a granulocytdk Fc recep-
torahoz, vagy esetleg egy ahhoz szorosan kapcsolédd struktira-
hoz kotédik (3.2.5. fejezet). Ez szonban az el lenanynagnak az
NK reakcidra gyakorolt hatésdt nem magysrdzza, mivel ahogy azt
Mandi &s mtsai. (1885) kimutattdk a csirkék NK reakciojaban a
granulocyta Fc receptor nem jatszik szerepet. A granulocytak

tripszin kezelésével az NK receptorok a sejtek felszinérbl el-
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iy

tavolithatok, még ugyanez a tripszinkezelés nem befolya

m

ol ja &

granulocytak ADCC reaktivitasat, mivel sz Fc recepto

8}

rok trip-
szinrezisztensek. Kisérleteinkben mégvizsgé]tuk sz 1C3 ellen-

anyaggal reagald struktiurdk +tripszinnel wvald emészthétéségét

is5; ezek tripszinszenzitivnek bizonyultak (3.2.5. fejezet). Ez
az antigén nem lehet a granulocytdk Fc receptora, estleg - mint
azt az elbzbekben leirtam - valamilyen, az Fc receptorral szo-

ros kapcsolatban lev®é struktiara. Megvizsgaltuk az 1C3 ellena-
nyag hatésat az effektor-target sejtek kapcsolodasara az NE
reakcidban: ezt a %Dlyamatot az ellenanyag nem gatolta
(3. 2.5, fejezet), Azt is kimutattuk, hogy az 1C3 ellenanyag
monocytakhoz nem képes kapcsolddni (3.2.10. &bra), bar mint
tudjuk szsken a sejteken is vannak Fec receptorok. Ennsk egyik
magyarazata lehet az Fc receptorok sejttipusonkénti polimorfiz-
musz, amint azt Ferussiz &5 mtsai. (1884) kimutattidk., Usszeha-
sonlitottak £, human NK sejt é&s granulocytaspecifikus ellen-
anyagot. Megallapitottédk, hogy mindegyik g&tolja az 1gG kotd Fc
receptor funkcidkat a velilk kapcsolddd sejteken, {gy gatoljék
szeknek a sejteknek az ADCC zktivitdsat is. Az ellenanyaéokkal
reagald sejteken hiadnyzik a lsgtibb T-, illstve B sejt marker.
Ezek & sejtek LGL morfoldgidjusk. Mint megdllapitottak, =z 0ot
el lenanyag legaladbb 2 kilonbozd epitdpot ismer fel az Fc recep-
tor molekuldn., Ezek az ellenanyagok sem B sejtekkel, sem pedig
monocytakkal nem reagalnak, ami az 6 esetiikben is azt mutatta,
hogy ezeknek a sejteknek az Fc receptora antigenitasaban kilon-
bozik az NK sejteken, illetve a granulocytakon megtalédlhatd Fc
receptoroktdl.

Bar az NK &5 a3z ADCC reakcidkban szerepet jatszod receptor
strukturak kiulonbozések, aionban ahogy azt FBurns és misai.

(1983) kimutattak, a kiovetkez®, a cytotoxicitdst eredményezbd
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lépés mechanizmusa &azZonos, vagy legalédbbis nagyon hasonlé. lgy

I

lehetséges, hogy az ellenanyagunk egy, ebben a masodik lépésben
gzerepet jatszd molekuldhoz kotédik é&s sz egy olyan kopmlex,
amely szoros kolecsonhatédsban van a sejtek Fc receptordval. Eb-
ben az esetben is két 'leheté&ség meril fel: vagy kozvetlen szté-
rikus g&tlas lé&phet fel, vagy pedig co-capping jadtszddhat le
(Melnick és misai., 1985),

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az 1C3 ellenanyag az
ADCC '’ reakcitdt az effsktor - target sejtek kapcsolédésanak
szintjén gatolja. Ilyen tipusu gatlast az NK reaktivité;ban nem
tudtunk kimutatni. Az 1C3 ellenanyag &ltal fe]ismeft molekula
valtszinGQleg fehérjetermészetl, mivel +tripszines emésztéssel
eltavolithatd a sejtek felszinérfl. Az antigén tripszinszenzi-
tivitédsa szt is bizonyitja, hogy nem lehet a granulocytak Fc

receptoraval azonos, mivel az egy tripszinrezisztens struktira.

4 . 4, Monoklonalis el lenanyagaink
hatasasa a cocsirks leukocy tak

virusindukalta interferontermelésére

A 3.2.6 fejezetben ismertettik, hogy talaltunk esgy olyan
monoklonalis ellenanyagot, amely complement jelenlétében képes
elpusztitani a virusinduk&lta interferont termel& sejteket. Ez
az ellenanyag =& ZBl, amely a Fabricius-féle toml& sejtjeinek
100%-aval, & periféridas B sejtekkel, illetve monocytakkal is
reagal. Korabbi, Fabricius-féle toml& sejtjei ellen termelt
poliklonalis savoval végzett vizsgdlatok utaltak arra, hogy =&
virusindukalta interferontermelésben a B lymphocytidknak fontos
szerepuk lehet (Fusztsi R., szesmélyes kozlés). De mint az ké-

s6bb kiderilt, ez a poliklonalis savd nemcsak a B sejtekkel,
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hanem a2 csirke-periférids veér monocytdival is reagal (3,2.1Z,

tablazat). A granulocyta spscifikug 103, wvalamint a throm-

bocytakkal reagald ZCB ellenanyagok segitségével tisztaztuk,
hogy ezek a sejtek nem Jjiatszanak kidzvetlen szerepet az adeno-

virus induk&lta interferontermelésben (3.2.10. tablazat]
masik, Fabricius-féle toml& sejtekkel reagélé ellenanyaggal, a,
1/6-al (8%), 1/5-e1 (25%) 2C4-el (30%) és 2/12-vel (50%) véeg-
zgtt vizggélatok azt tamasztottak ala, hoéy nem minden B sejt
képes a wvirusinduka&lta interferontermelésre. Ha ezekkel az
ellenanyaggokkal &5 complementtel kezeltik a csirke periférias
ver sejtjeit, az interferontermel&tdés nem csdkkent (3,2.10,
tablazat). Viszont a késGbbiekben kideriilt, hogy a 2Bl ellen-
anysg az csgyedilil, amely a2 plasmasejtekkel 1s reagadl, ugyanis
kb szzel az ellenanyaggal és complementkezeléssel lehetatt
gztolni s Jerne-féle haemoclitikus plakkok képzédéset (3.Z.11,
sejtek kozul & plasmaseitek azok, amelysk
biztosan nem =z&rhaték ki & virusiridukdlts interferontermeld
seitek kiozul. A monocytdk szerepét is megkiséreltilk tisztazni.
Mivel a ZE1 + CDmpleméntkezeléE drasztikusan csdkkentette az
Uvegadherens, ADCC reakcidgban aktiv (3.2.10. ébraj, nemspe-
cifikus észterdz pozitiv sejtek (3.2.12. tablazat), azaz a mo-
nocytak sziamat is, i1gy = monoecytdk szerepét sem zarhattuk ki,
annal is inkabb, mivel a tobbhi, B sejtekkel is reagald ellen-
anyagnak, amelyek nem befolyasoltdk a virusindukalta interfe-
rontermel 6dést, ilyen monocyta ellenes hatédsa nem volt. Tovabb-
ra sem tudtuk tehit elddnteni, hogy a monocytak, & B seitek,
vagy mindkét sejttipus a f& komponens a virusindukalta inter-
ferontermel&désben. Irodalmi adatokbé&l tudjuk, hogy a virus-

induka&lta interferontermelfdés a kisérleti korudlményektdl fig-
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gben eml&bsckben is tobbféle sejtpopuldcidhoz kotédik (Vilcek és
"De Maeyer, 1884).
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5. KUSZUNETNYILVANiTAS

A szerz& eziton mond kiszbnetet Andd Istvannsk, aki =&
"mely vizbe dobassal”" elbsegitette az ©Onalld immunoldgus-
gondolkodas képességének megszerzését. Koszoni Beladi Ilona
professzorasszonynak, hogy lehetdéséget adott &s biztatott e
munka elvégzésére a Mikrobioldgiai Intézetben. Kilon kﬁszénet
illeti Pusztai Rézs&t &s Mandi Yvette-t azért a sok emberi és
szakmai segitségért. ami nélkil ez a dolgozat talédn meg sem
sziilethetett volna. A kisérletek gyakorlati kivitelezésében
pedig Seprényi Gydrgynek, Berencsi Kl&ranak, Bakai Martanak és
Endresz Valéridnak Jjar koszdnet. Végil, de természetesen nem
vtolsd sorban &ldozatos és megbizhatd asszisztensi munkajukért

koszonet illeti Heged(Os Katalint és Horvadth Katalint.
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