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Az OTKA altal tamogatott T43613 palyazat Kkeretében a TH-sejtek és az
antigénbemutato sejtek kozott kialakulo kapcsolatot (immunoldgiai szinapszis, IS)
kivantuk tobb oldalrol is analizalni. Egyrészt vizsgalni kivantuk a polarizalodott TH1
¢s TH2 sejtek, illetve prekurzoraik (THO) kozotti sejtbologiai (a fenotipust meghatarozo
molekularis) kiillonbségeket, masrészt eltéré eredetli antigénbemutatd sejtek
Osszehasonlitasat terveztiik jellegzetes sejtfelszini  molekuldik expresszidja, az
antigénbemutatd képesség ¢és az adott sejttipusra jellemzé egyéb funkcidk (pl.
fagocitozis-képesség) szempontjabol.

Az elsd, alapvetd célkitlizéslink az volt, hogy létrehozzunk egy olyan egér
modell-rendszert, melyben a prekurzor illetve nem polarizalt (THO) és a jellemzéen TH1
¢s TH2 sajatsagokkal biro helper T-limfocita sejtek differencidlédasaval jaré folyamatok,
¢és az ezzel kapcsolatos cellularis valtozasok nyomonkdvethetdk legyenek. Ennek egyik
motivacidja az volt, hogy szdmos, az immunrendszer kéros muikodésével egylittjaro
kérképpel kapcsolhatd a megvaltozott ,,TH1/TH2 egyenstly”, tobbek kozott tobb
autoimmun eredetli betegségben is.

Mivel a T-limfocitdk érése és differencialédasa sordn bebizonyosodott, hogy a
sejtek plazmamembranjaban talalhat6 ,,lipid raftok” megjelenése és expresszidja akar ,,de
novo szfingomielin szintézis” altal is szabalyozott [R1, R2], és ismert tovabba, hogy ezen
membran mikrodomének jelentds szabalyoz6 funkciokat tdltenek be -tobbek kozott - a T-
sejtes immunvalasz sordn, igy egy masik lényeges célkitlizéslink annak feltarasa volt,
hogy miként befolyasoljak a kiilonb6z6 APC ¢és TH sejtek membranjanak raft-
mikrodoménjei (a membran-koleszterin illetve gangliozid-tartalom néhany kiemelt — az
APC - TH kapcsolatban feltehetéen kulcsszerepet jatszo - sejtfelszini molekula raft-
asszocialtsagat.

¢ Egér TH-hibridomak eloallitasa és fenotipusanak jellemzése:

A palyazat els6é évében a KLH (,,keyhole limpet haemocyanin”) -val immunizalt BALB/c
egerekbdl (az antigénbemutatd sejtként (APC) hasznalt sejtvonalainkkal megegyezd
MHC-haplotipust torzs) szarmazo, in vitro, a TH1 illetve TH2 differenciacionak kedvezo
citokin kornyezetben reaktivalt CD4+ nyirokcsomd T-limfocitdk és timéma sejtek
A 1étrehozott hibridomak koziil 6t klon bizonyult hosszutdvon megbizhatonak, ezeket
valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz ¢és jellemeztiik részletesen. Ezek mindegyikének
felszinén stabilan kimutathatéak voltak a tervezett - aktivaciot igényld kisérletekhez
fontos - CD3, CD4 ¢és CD28 molekulak, valamint a sejtek KLH jelenlétében tenyésztett
APC-vel aktivalhatok voltak.

A kivalasztott hibridomakat, elsé lépésként késdi, citokin-termeld képességiik
alapjan soroltuk be TH1, TH2 ¢és THO tipustnak.
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Aktivaciot koveto citokin termel6
A fuziot megel6zo Hibrid- képesség TH
differenciacio klénok fenotipus
kornyezete GM-CSF | 1IL-2 | IL-4 | IFNy
> TH2 3/13 + - + - TH2
(IL-2 + IL-4 5/11 + - + + THO
+anti-IFNy)
> THI 2/13 + + + ++ THO
(IL-2 + IFNy 7/5 + + +++ - TH?2
+ anti-IL-4) 7/6 + + - -+ THI1

Tovabbi célunk az volt, hogy az eléallitott sejtvonalakat transzkripcionalis szinten is
jellemezziik. A TH1 és TH2 tipusu sejtekre jellemzd Thet és IFNy illetve a GATA-3 és IL-
4 expresszi6 RT-PCR modszerrel torténd vizsgalatdhoz irodalmi adatok alapjan [R3]
terveztiink €s szintetizaltattunk primereket.

A gén expressziok vizsgalata azt mutatta, hogy a TH differencidlodas sordn a
citokin kornyezettdl fliggetleniil - legalabbis kezdetben - minden sejtben konstitutiv
modon expresszalédik a GATA-3. Az IL-4 nyugvo allapotban csak a 7/5 sejtekben
expresszalodott, aktivacid hatasara viszont mindegyik hibridomaban kimutathat6 volt. A
Thet transzkripcios faktor a 7/6 sejtekben aktivacio nélkiil is gyengén detektalhato volt,
ezzel szemben az [FNy mRNS-e az [FNy-t jelentés mennyiségben termeld 7/6 sejtekben
is csak stimulaci6 utén volt jol kimutathatd. Aktivaciot kdvetden - gyengébben ugyan, de
tobbé-kevésbé - expresszalodott a tobbi sejtben is. Sziikséges megjegyezni, hogy a
kiilonb6z6 modon torténd aktivaciok - antigén specifikusan vagy TCR keresztkotéssel
APC jelenlétében illetve mitogénekkel (ConA, PHA) - eltéré hatékonysaggal indukaltak

--------

Példaként az IFNy expresszio vizsgalatanak eredményét mutatjuk be:

Nyugvo TH-sejtek Aktivalt (ConA) TH-sejtek

M 7/5 7/6 2/13 3/13 5/11 M +K -K 7/5 7/6 2/13 3/13 5/11

A nyugvo és aktivalt Ty hibridomak IFNy expresszioja és annak intenzitdsa

A tovabbiakban megvizsgéltuk olyan sejtfelszini antigének megjelenését, melyek vagy az
irodalom alapjan [R4, RS5] differencialtan jellemzdek a THI illetve TH2 sejtekre, vagy
aktivacios, homing, effektor képességeivel illetve membran raft jellemzdivel
kapcsolatosak.

Az antigén specifikus aktivacids szignalkaszkad meginditasdban alapvetéen fontos CD3
¢s CD4 expresszidjanak mértékében nem talaltunk nagy kiilonbségeket. Az APC B7-



ligandumok altal nyujtotta ko-stimulaciot fogadé CD28 is mindegyik sejten jelen volt, de
a 7/6 és 7/5 sejteken sokkal kisebb szamban. Szuboptimalis stimulacios koriilmények
kozott mindegyik sejt aktivacigja fiiggott az  APC-n 1évé B7 molekuldk
hozzaférhetoségétdl fiiggetleniil attol, hogy a B7-1 vagy a B7-2 volt jelen. In vitro
rendszeriinkben a 1ép TH-sejtek polarizacidja sem mutatott Osszefiiggést azzal, hogy a
B7-1 vagy a B7-2 volt hozzaférheté az APC-n. A szintén a B7 ligandumokhoz ko6t6do,
aktivalt illetve effektor sejteken megjelend és elsdsorban gatld szignalokat kozvetitd
CTLA-4 is azonos denzitasban volt kimutathatd mindegyik vizsgalt sejtiinkon. Az
aktivacios és a gatlo jeleket kozvetité CD28 illetve CTLA-4 bar eltérd affinitassal, de
ugyanazért a két ligandumért verseng (B7-1 illetve B7-2), és szdmos irodalmi adat mutat
Osszefiiggéseket egyes autoaggressziv folyamatok ¢és a B7 ligandumok differencialt
hozzaftérhetosége kozott [R6]. Ezért folyamatban vannak olyan vizsgélataink melyek a T-
sejteken a CD28 ¢s CTLA-4, az APC-n pedig a B7-1 és B7-2 membran raftokban valo
lokalizaciojanak illetve ko-lokalizacidjanak felderitésére iranyulnak ¢és ennek a
sejttipussal, aktivacioval, effektor aktivitdssal vald Osszefliggéseinak tisztazdsara
iranyulnak.
A programozott sejthaldl beinditasaban fontos szerepet jatszo CD95 (Fas) molekula igen
alacsony mértékben a 7/6 és 2/13 sejteken fejezddott ki, a citolitikus effektor képességek
szempontjabol vizsgalt, apoptdzist indukalé CDISL pedig alig mérhetden, és csak a TH1
fenotipust 7/6 sejteken. Az egyes diferencialédott TH sejttipusok apoptodzis iranti
érzékenységének pontos felderitése még tovabbi funkciondlis vizsgalatokat igényel,
melyek laboratériumunkban folyamatban vannak.
A ’homing tulajdonsagok’ jellemzéséhez elsé kozelitésben néhany jol ismert adhézios
molekula és kemokin-receptor sejtfelszini expresszidjat vizsgaltuk. Sem nyugvd, sem
aktivalt allapotban egyik sejttipus sem expresszalt CD54 (ICAM-1)-et, CD11a (LFA-1)-
at, L-szelektin ligandumot ¢és CDI138-at, CD43 ¢s CD44 viszont mindegyiken
kimutathatd volt. A naiv, nyugvo sejtekére jellemzé CD62L expressziot talaltunk a 3/13
sejteken ami aktivaciot kovetden a kimutathatosag hatarara csokkent. Az irodalmi adatok
alapjan aktivaciokor a raftokhoz asszocial6do és igy a TH1 differencidcidban résztvevo
[R7] CD49d (VLA-4) egyediil a 7/5 sejteken volt megbizhatéan detektalhato, aktivaciot
kovetden. A kemokinreceptorok koziil a CXCR4-et és a CCR5-6t kovettiik, melyeket a
differencidlodott TH2 illetve TH1 sejtekre jellemzdnek tartanak az irodalomban [R8]. A
CXCR4-et mindegyik sejtiink kifejezte, a TH2 irdnyba torténd differencialtatasbol
szarmazd 3/13 és 5/11 valamint a TH2-nek karakterizalt 7/5 sejtek szignifikansan
nagyobb mértékben. (A CCRS5-6t nem tudtunk kimutatni. Ez lehet az IL-12 szignal
hianyanak kovetkezménye de valosziniileg inkabb a vasarolt reagens hibaja - ez az
ellenanyag mads tesztekben is kovetkezetesen negativ eredményt adott - ezért nem
vonhaté le beléle semmilyen lényeges kovetkeztetés). Altalaban elmondhatjuk, hogy az
altalunk kivalasztott adhézios molekuldk megjelenése alapjdn nem taldltunk markdns
kiilonbségeket a sejtjeink kozott. Lehet, hogy néhany masfajta molekula esetében
talaltunk volna jellemzd kiilonbséget, de az is lehet, hogy mivel az altalunk kifejlesztett
sejtvonalak 1ényegében azonos feltételek kozott aktivalodtak és differencialodtak, a THI
illetve TH2 polarizaciot eldsegité citokin kérnyezet onmagaban nincs kiilonosebb
befolyassal az adhézios mintdzatra.

A membranmikrodének  Osszetételének  vizsgalatdra tervezett késObbi
kisérleteinkhez megvizsgaltuk még a lipid raftok markereként hasznalhato CD90 (Thy-



1), és a ,chlatrin-coated pit” membran doménekhez kapcsoldddé CD71 (transzferrin-
receptor) megjelenését is. Mindkét marker kifejezddott mindegyik sejtiinkdn, bar
diffrencialtan.

¢ A létrehozott TH-hibridomak fenotipus-stabilitaisanak illetve tovabb
differencialtathatésaganak vizsgalata:

Ezekben a kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy sejtjeinket a TH2 vagy THI
differencidcionak kedvezd kozegben vagyis IL-4 + anti-IFNy illetve IFNy + anti-IL-4
jelenlétében hosszabban tenyésztve valtozik-e azok aktivaciora indukalhatd jellemzé
citokin termeld képessége. Bar a kereskedelemben hozzaférhetd, rendelkezésiinkre allo
reagensek segitségével csak igen kis mértékii IL-4Ra és IFN-Ra lanc expressziot tudtunk
a sejtek felszinén detektalni, a tobb hetes tenyésztés jol mérhetd valtozasokat okozott a
citokintermeld képességek terén. Eredményeink azt mutattdk, hogy az IL-4-et nyugvo
allapotban is expresszald és mindegyik alkalmazott stimulusra szekretdlni képes 7/5
(TH2) sejtek IL-4 termeld képességét nem novelte meg az IL-4 jelenléte, viszont az IFN-
v jelenléte jelentds gatlast okozott ugyan, de IFN-y termelés nem volt kivalthato. Hasonlo
eredményt kaptunk a 3/13 (TH2) sejtek esetében is. Ezzel ellentétben az IL-4 jelenlétében
tenyésztett 7/6 (THI1) sejtekben csak minimalis IL-4 szekrécid volt indukalhaté és az
IFN-y szekrécids képesség csokkenése is csak szuboptimdlis aktivacid esetén volt
tapasztalhato.

A 2/13 (THO) sejtek citokintermeld képessége egyik esetben sem valtozott szignifikans
mértékben. Az 5/11 sejtek (THO) IL-4 termeld képességét a kimutatdsi hatar ald
csoOkkentette az IFN-y jelenléte a tenyésztés alatt, ezzel szemben igen jelentés mértékben
megn6tt ilyenkor az optimalis stimulaciot kovetd IFN-y szekrécio.

A részletes karakterizalas alapjan tehat a tovabbiakban a 7/6 klont TH1, a
3/13 és 7/5 klonokat TH2, a 2/13 és 5/11 klonokat pedig THO modell-sejtként
definialhatjuk.

A sejtkarakterizacid illusztracigjaként a 7/5 (TH2) sejtek esetében mutatjuk be a
szendvics ELISA modszerrel mért citokin mennyiségeket.

A 7/5 Ty2 hibridoma IL4 termelése A 7/5 T,2 hibridéma IFNy termelése
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A 7/5 Ty2 hibridéoma IL-4 és IFN-y termelése aktivdciot kovetoen, Tyl illetve Ty2 irdnyu
differencidlodasnak kedvezd citokin kornyezetben torténd nevelés utdn.



Ezek az adatok - egyiittesen a génexpressziok vizsgdlatanak eredményeivel - egyrészt
alatamasztjak azt az elképzelést, mely szerint a TH-2 iranyu fejlodés egyfajta specifikus
differencidcios szignal hianydaban létrejové un. ’default ut’ is lehet [R9], mdsrészt arra
is ramutatnak, hogy a génexpressziok aranydnak vizsgdlata nem feltétleniil tiikrozi a
valodi, effektor citokin szekrécioban megnyilvanulé TH1/TH?2 ardnyt [R10]. Erdemes
lenne ugyanakkor a késdbbiekben megvizsgalni, hogy a hosszabb tdvon polarizaciot
elOsegitd kornyezetben tartott hibridomak esetében valtozik-e a GATA-3 illetve a Tbet
expresszioja ami a végleges elkotelezddés iranyaba mutatna.

¢ A TH - APC kapcsolat (Immunolégiai szinapszis, IS) illetve a membran raftok
tulajdonsagainak vizsgalatara kivalasztott APC sejtek jellemzése:

Valamennyi Aaltalunk vizsgalt érett/aktivalt B-limfocita eredetli sejtvonal felszinén
kimutathatok (bar kiilonbozé mértékben) az antigén bemutatd képesség szempontjabol
lényeges MHC II, ICAM-1 és B7-csaladbeli molekuldk. Az antigén bemutatd képességet
vizsgalo tesztekben legjobbnak bizonyult 2PK-3 és LK-35 sejteken mindkét B7 izoforma
jelen van, a T-limfocita aktivalasban gyengébbnek talalt A20, TA-3 és M12-4.1 sejteken
csak a B7-2-t (CD86) jelenik meg. A pre-B és éretlen B eredetii 1-305 illetve 38C-13
sejtek, melyeken — bar B7-2-t megjelenitenek - az ICAM-1 adhézids molekula egyaltalan
nem, MHC II pedig csak alacsonyabb mértékben detektalhato, és a T-limfocita aktivaciot
poliklonalis aktivatorok esetén sem fokoztak. Az X16C margindlis zéna B-sejtek sem
MHC II, sem B7 ligandumokat nem expresszalnak.

A monocita-makrofag eredetli sejtek koziil az MHC 1II, ICAM-1 ¢és B7
molekuldkkal egyarant rendelkez6 J774A.1 antigén bemutatd képessége is jelentdsen
alatta maradt a 2PK-3 vagy LK-35 sejtekének. A RAW264.7 és WEHI-3 sejtek jol
detektalhatdé mértékben megjelenitenek B7 molekuldkat, ugyanakkor MHC II vagy
ICAM-1-molekulékat nem.

Egyre tobb irodalmi adat hivja fel a figyelmet a TH-sejtek funkciondlis
diverzitasa mellett a makrofdagok funkciondlis és fenotipusos sokféleségére is [R11]. Az
immunvalasz TH polarizaci6ja sordn a tobbi effektor sejt is tobbé-kevésbé polarizalddik.
Az éltalunk vizsgalt monocita-makrofag eredetli sejteket néhany jellegzetes, elsésorban
B-limfocitékra illetve makrofagokra jellemzd sejtfelszini marker expresszidja, valamint
funkcionalis sajatsagaik  (antigénbemutatd képesség, NO, C3 és TNF-o termelés,
valamint fagocitdzis) alapjan hasonlitottuk dssze és igen jelentOs eltéréseket talaltunk. A
CD19+ /CD21+ /B220+ /CD24hi /CD81hi /CD11b- /CD23lo /CD32hi /CD64lo, "B-sejt
jellegt" J774.A1 sejtvonal hatékony antigénbemutatd tulajdonsagokat mutat, de
stimulacié (LPS és/vagy IFN-y) hatdsdra sem termel NO-ot, C3-at, vagy TNF-o-t
detektalhatdé mennyiségben, valamint viszonylag gyengén fagocital. A CD19- /CD21-
/B220- /CD24hi /CD81hi /CD11b+ /CD23- /CD32lo /CD64hi, B1-sejt eredetii P388D1
sejtek jol fagocitalnak de szintén nem termelnek sem NO-ot, sem C3-at, sesm TNF-o-t. A
CD19- /CD21- /B220- /CD24- /CD81lo /CD11b+ /CD23- /CD32- /CD64hi, "M1 tipusu"
RAW. 264.7 sejtek NO-ot és TNFa-t is termelnek, valamint jo fagocitalo képességekkel is
rendelkeznek. A CDI19- /CD21- /B220- /CD24- /CD81lo /CD11b+ /CD23- /CD32hi
/CD64lo "M2 tipusu" WEHI-3 sejtek C3-at termelnek de sem NO-ot, sem TNF-a-t nem.




Erdekes modon a B-sejtekhez hasonléan a J774A.1 sejtek membranjiban is raft
asszocialtnak és ko-lokalizaltnak talaltuk a B-limfocitdk koreceptoraként funkcionalod
CD19 /CD21 /CD81 molekuldkat [R12]. Tovabbi vizsgalatok feladata kideriteni ezek
funkciodjat egy monocita/makrofag eredeti sejt esetében illetve esetleges szerepiiket a jo
antigén bemutatd képesség kialakuldsdban. Az MHC II molekulak hianyatdl eltekintve a
TCR keresztkotését kovetden a P388D1 és a RAW.264.7 sejtek képesek voltak a B7
ligandumokon keresztiil altali kostimulacios funckiot ellatni, tovabba jo fagocita
képességekkel is rendelkeznek. Mindkét tulajdonsdg membran koleszterin- és raft-
fiiggdnek bizonyult.

Peritonealis makrofagokat szeparaltunk kezeletlen illetve intraperitonealisan
paraffin olajjal, tioglikolatos médiummal és ConA-val kezelt egerekbdl. Annak ellenére,
hogy a kinyert sejtek mindegyik kezelést kovetéen a CDI11b (Mac-1) és az F4/80
markerek jelenléte alapjan érett makrofagnak bizonyultak és megjelenitettek a
felsziniikon MHC II valamint B7 molekulakat, nyugvé T-limfocitak anti-CD3-mal vagy
PHA-val el6idézett poliklonalis aktivacidjanak mértékét csak a kezeletlen egerekbdl
szarmazo sejtek novelték kis mértékben. Az in vivo el6kezelések utan preparalt
peritonealis sejtek bar kis mértékben de inkabb gatoltak a T-sejt proliferaciot. Aramlési
citometriaval kimutattunk a peritbneumban is, a jO6 antigén bemutatd képességiinek talalt
J774.A1 sejtvonalhoz hasonléan CD21-et és CD19-et megjelenité (slg-) nem B-sejteket
néhany szazalékban, azonban ezek szama kevés volt ahhoz, hogy tovabbi, funkcionalis
kisérletekhez szeparalni tudjuk Oket.

Bedllitottuk a csontvel6bdl torténd in vitro makrofdg ¢és dendritikus sejt
differencialtatast. A megfeleld sejtpopulacidk azonositdsara és érettség vizsgalatira a
CD11b, CDl11c és F4/80, illetve MHC 1II és B7 markereket valasztottuk. A dendritikus
sejtek esettben a GM-CSF ¢s az IL-4 irodalom alapjan altalanosan elfogadott
kombinacidjat hasznaltuk. A makrofagok differencialtatdsdra kétféle protokollt is
kiprobaltunk. Mind a GM-CSF, IL-4 ¢s IL-3 kombinaci6ja, mind az M-CSF megfeleld
szamu makrofag érését eredményezte bar ezek eltérd funkciondlis sajatossdgokat (NO,
C3, TNFalfa termelés) mutattak. Tapasztalataink alapjan a sikeres differencialtatas
nagymértékben fliggdtt az alkalmazott citokinek mindségétdl €s mennyiségétdl; csak
tisztitott rekombinans faktorokat hasznalva lehetett megfeleld eredményt kapni. A
rendelkezésiinkre all6 — az eredeti tervek alapjan hasznalni kivant - transzfektalt sejtekbdl
szarmazo6 rekombinans citokineket tartalmazo sejttenyészet-feliiliszok erre a célra nem
bizonyultak megfeleldnek. Ezért az eredeti timogatasi dsszeg csokkenése miatt ezeket a
vizsgélatokat egyeldre nem tudtuk folytatni.

¢ Anti-koleszterin monoklonalis ellenanyag eléallitasa és karakterizalasa:

Az MTA-Semmelweis Egyetem Lipid-anyagcsere ¢és Atherosclerosis kutatocsoport
Laboratoriumaval  egyiittmiikodésben  koleszterin-specifikus egér  monoklonalis
ellenanyagokat allitottunk eld. Két kivalasztott — sejtes és sejtmentes rendszerben
egyarant részletesen jellemzett - ellenanyagunk (AC1 és AC8) kotddik a membranban a
raft-asszocialt és a raftoktol fiiggetlen klaszteres koleszterinhez is, valamint detektalhato
vele a T-sejt aktivalodas hatasara bekovetkezo raft aggregacio is.



¢ A TH-hibridomak osszehasonlitaisa az aktivaciés szignialok és azok
hattérmechanizmusai tekintetében:

A.) Kalcium szignal:

TH1, TH2 és THO fenotipusunak jellemzett hibridomaink kalcium vélaszat vizsgélva a
CD3 keresztkotésével, jelentds kiilonbségeket taldltunk az azonos aktivalod stimulus
esetén mutatott kalciumvalasz kinetik4jaban és amplitidojaban. A TH2 sejtekben sokkal
gyorsabban alakult ki a kalcium valasz, ami azonban jéval kisebb amplitudoji volt és
hamarabb csengett le, mint a TH1 sejteknél. A TH1 sejtek kalcium vélasza lassabban érte
el a maximumot, azonban nagyobb amplituddju ¢és kitartottabb volt. A THO sejtek
kalcium valasza inkdbb a TH2 hibridémahoz volt hasonlithatd, amennyiben nagysagat ¢s
kitartottsagat nézziik, ellenben a TH2 sejteknél késobb érte el maximumat, ami viszont a
TH1 fenotipus sajatsaga.

Példaként a 7/5 és 7/6 hibridomak kalcium valaszat mutatjuk be.

A7/5 T2 hibridoma Ca? valasza A7/6 T,1 hibridoma Ca? valasza
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A 7/5 TH2 és a 7/6 TH1 hibridoma kalcium vdlasza anti-CD3 stimulusra (reprezentativ gorbék)

Az antigén specifikus modon kivaltott kalcium valaszt eddig csak a legjobb antigén
bemutatd tulajdonsdgtiinak bizonyult LK-35 B-limfomaval sikeriilt vizsgalnunk. Mivel
hibridomaink pontos peptid specifitisa nem ismert, a KLH antigénfehérjével torténd
,beetetés” csak ennél a sejtnél eredményezett megfelelé mértékli aktivacidt. Ebben a
szinapszis-modellben az antigén bemutaté sejt nagyobb vélaszt indukalt mint a CD3
keresztkotése ami feltehetden az antigén bemutatds folyaman az APC membranjaban
torténd valtozasoknak, a megfeleld kostimulacids ligandumoknak a szinapszis helyére
torténd toborzasanak is kdszonhetd.

B.) Foszforilacios mintazat

A TH sejtek nyugvd allapotban és aktivaciot (CD3 keresztkotés) kovetden vizsgalt
foszforilaciés mintdzataban is talaltunk eltéréseket. A jol lathaté foszforilacios
valtozadsokat mutatdé fehérjéket pontosan azonositani csak ugy tudjuk majd, ha
monoklonalis ellenanyagok alkalmazasaval (Western Blot technikéaval) feltérképezziik a
TCR/CD3 komplex altal kozvetitett jelatviteli palyakon keresztiil foszforilalodo ismert,



fontosabb fehérjéket. Ez a tovabbi kisérletek feladata lehet majd. Néhany megallapitast
viszont ezekbdl az elsd kisérletekbdl is tehetiink a harom kiilonb6z6 fenotipust klon
Osszehasonlitdsa tekintetében. Sorra véve a jol lathato fehérjesavokat megfigyelhetd,
hogy azok minden TH klonnal hasonl6 mintazatot mutatnak, jelezvén, hogy a korai (0,5-
10 perces aktivalason beliili) TCR-kozvetitett jelatviteli eseményekben fontos
szignalmolekuldk valdsziniileg minden TH sejtnél hasonléak. Az iddkinetikat
tanulméanyozva a 2/13 THO és a 7/5 TH2 hibridomanal altalaban azt tapasztaltuk, hogy
azok a fehérjék, amik anti-CD3 stimulusra erds foszforilaciot mutatnak a kontrollhoz
képest, mar 0,5-1 perces aktivalas utdn elérték denzitdsuk maximuméat, ami 5 perces
aktivalas utan mar erdsen csokkent, 10 perc elteltével pedig a legtobb esetben
,lecsengett”, azaz visszatért az aktivalas eldtti értékhez. A 7/6 THI1 hibriddmanal a
foszfoproteinek denzitasa/foszforilaltsagi szintje altaldban csak 1-5 perces aktivalds utan
érte el a maximumat, és tobb esetben még 10 perc utan is erdsen foszforilalt allapotban
volt. Ezek az eredmények jol korreldlnak a kalcium vélasz esetében kapottakkal.

C.) A TH-hibridomak membran tulajdonsagainak osszehasonlitasa:

Korabbi megfigyelések utaltak arra, hogy a TH1 és TH2 sejtek plazmamembranjaiban a
lipid raftok 4ltali kompartmentalizacié lényegesen eltérd lehet. A THI sejtek aktivacios
tulajdonsagai sokkal érzékenyebben fiiggenek a raftok és az altaluk kialakitott jelatviteli
platform integritasatol, mig a TH2 sejtek raft-kompartmentalizacidja joval kisebb
mértékli, ez nehezebb aktivalhatésagukban ¢és csokkent valaszado képességiikben is
megnyilvanul [R13, R14]. Ezeket az adatokat megerdsitették sajat egér eredetli TH
modell sejtjeinken kapott eredményeink is, mivel a choleratoxin B festés alapjan nagy
kiilonbségeket sikeriilt kimutatni a membran raftok mennyiségében. A legmagasabb raft-
szint a 7/6 TH1 sejtet jellemezte, mig a két TH2 klonnal szignifikansan kevesebb raftot
detektaltunk. Ugyanakkor a differencialatlan THO sejtek koztes értékeket mutattak (1d.
alabbi reprezentativ adbra). Aktivalas hatasara, kis mértékben ugyan, de csaknem minden
kléonnal nétt a raftok mennyisége. Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
stimulacié els0sorban nem a raftok mennyiségében, hanem mindségében
(fehérjedsszetételében), lokalizacidjaban  eredményezhet  valtozdsokat. A raft
mikrodomének nyugvé sejteken ugyanis ugyanugy jelen vannak, csak aktivacié hatasara
az azeldtt nem raft-asszocialt, de jelatvitelben Iényeges molekuldk is a raftba
toborzodnak. A sejtmembranban taldlhaté koleszterin jelentés része a detergens-
rezisztens frakcioban lokalizalodik, és fontos szerepe van a lipid raftok stabilizalasaban
[R15]. A 7/6 TH1, a 2/13 THO és a 7/5 TH2 nyugvé hibridoméakban megvizsgaltuk a
membran koleszterin mennyiségét is az erre specifikusan kifejlesztett fluoreszcensen
jelolt ellenanyagunk (AC8) segitségével. Erdekes médon, szemben a Gy gangliozidnal
tapasztalt jelentds kiilonbségekkel, nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget a kiilonféle
differencidlodasi allapotokban a TH sejtek plazmamembran koleszterin tartalma kozott.
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Jelentds kiilonbségeket kaptunk a TCR/CD3 komplex raft-asszocialtsaganak mértékében
is a TH1 és TH2 polarizalt limfocitaink esetében (1d. alabbi reprezentativ abra).

7/5 TH2 sejtek 7/6 TH1 sejtek
nyugvo aktivalt nyugvo aktivalt
Pearson koefficiens:
0,323 0,421 0,478 0,546

(A bemutatott CLSM képek felvételéhez CTX-B-Alexa647 és anti-CD3-Alexa488 ellenanyaggal térténd
festést alkalmaztunk)

A TH sejtek antigénspecifikus aktivalasakor a sejtek proliferacigjaban kulcsfontossagu
citokin (IL-2) és citokinreceptor (IL-2R) gének transzkripcidjat indukalo NFAT
aktivalasa szoros Osszefliggésben all a sejt kalciumvalaszanak amplitadojaval és
hosszéaval. Tekintettel a THO, TH1 ¢és TH2 sejtek kalciumvalaszaban ¢és raft-
expressziojaban megfigyelt kiillonbségekre, tovabbi vizsgalatokat terveziink a kalcium
szignalokban érintett K', illetve Ca®" ioncsatornafehérjék expresszidjaban és
aktivitasaban rejlo esetleges kiillonbségek feltarasara.

A Ly77 (GL7) molekula funkcionalis vizsgalata

A kevéssé karakterizalt, de expresszids profilja és szerkezete alapjan adhézios
molekulanak gondolt Ly77 markert azért kezdtiik el ennek a projektnek a keretében is



vizsgalni, mert valamennyi TH-sejtiinkén ki tudtuk mutatni, ugyanakkor sem a
szomatikus hibridizacidé soran hasznalt timoma sejtek, sem nyugvo CD4+ T-limfocitak
nem expresszaljak. Mind a B-sejt eredetii sejtvonalak, mind a monocita eredetii sejtek
(J774.A1) kozil azokat talaltuk hatékony antigén prezentdloknak, amelyek szintén
expresszaltdk ezt a markert. A GL7-re specifikus ellenanyag segitségével sikertilt
egyrészt kis mértékii de szignifikdns kalcium valaszt indukélni mind az érett LK-35,
mind az éretlen 38C-13 B sejtvonalakban valamint az 5/11 THO hibridomaban. Masrészt
a GL7 ellenanyag IgM izotipusabdl adddo technikai nehézségek elkeriilésére kifejlesztett
egylancu (scFv) ellenanyagkonstrukcio segitségével kis mértékben gatolni tudtuk TH-
sejtek antigén specifikus kalcium valaszat.
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Influenza virus HA-peptid specifikus IP12-7 THI-sejtek kalcium vdlaszdanak csokkenése az APC
GL7scFv-vel tortént elokezelésének hatdsdra (reprezentativ dbra)

Ezek az eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy a GL7 molekuldnak szerepe lehet
az antigén bemutatas sordn megindulo jelsorozatokban. Ezért konfokalis 1ézerpdsztazo
mikroszkopia segitségével megvizsgaltuk a GL7 membranlokalizaciojat és mindegyik
vizsgalt sejt esetében jelentos mértékben raft-asszocidltnak mutatkozott

A GL7 homing folyamatokban betoltott szerepének kideritéséhez scid egerekben egy in
vivo kisérleti rendszert terveztiink. Elokisérleteink biztatdak voltak, a GL7 scFv kezelés
jelentds mennyiségli konstrukciora van sziikség, melynek eléallitdsa soran sajnos
technikai nehézségekbe iitkoztlink (stabilitas, oldhatosag). Pillanatnyilag ezeket probaljuk
megoldani.
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Eredményeinkrél magyar nyelven folyamatosan beszamoltunk az évenként megtartott
MIT véndorgytiléseken, az MBFT kongresszusan Debrecenben ¢és az V. Magyar
Sejtanalitikai Konferencian Budapesten 2005-ben, valamint a 36. Membran-Transzport
Konferencian Stimegen 2006-ban. Angol nyelven, kezdeti eredményeinkrdl a 15. Europai
Immunolégus Kongresszuson Rhodoson és a 12. "Signal and Signal Processing" EFIS
kongresszuson Sopronban 2003-ban, majd 2005-ben a FEBS kongresszuson Budapesten
¢és a 13. "Signal and Signal Processing" EFIS kongresszuson Balatondszddon, tovabba
2006-ban a 16. Europai Immunolégus Kongresszuson Périzsban szamoltunk be. Ennek
megfeleléen 12 magyar nyelvili, 4 angol nyelvii kongresszusi 0sszefoglaldo valamint 3
referalt folyoiratban megjelent kongresszusi 0sszefoglaldo koveti nyomon a kisérletek
eredményeit. A projekt eredményeibdl 6 tudomanyos didkkori dolgozat (ebbdl 2 OTDK
dijazott) sziiletett. Két cikkiink jelent meg 2006-ban a membran lipid szervezddése és az
antigén bemutatd képesség Osszefiiggéseirdl illetve a kifejlesztett koleszterin specifikus
monoklonalis ellenanyagok részletes karakterizalasarol. Két tovabbi cikkiink pedig a TH
hibridomak aktivacios tulajdonsagainak dsszehasonlitasardl illetve az antigén bemutatd
képesség €s a monocita/makrofag sejtek fenotipusanak és membran jellemzdinek
Osszefiiggésérdl pedig elékésziiletben van.
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