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Részletes zardjelentés ,,A T-sejt aktivacié/cellularis immunvalasz szabalyozasa:
membran mikrodomén-fiiggd immunmodulacié és az 6sztrogén kozvetitett nem-
genomialis hormonalis hatasok vizsgalata” c. OTKA T49696 kutatasi projekt
eredményeirol.

A projekt célkitlizéseivel 6sszhangban, a megvaldsult eredmények a kovetkezok:

1. A projekt tAmogatasaval, az eredmények felhasznaldsaval 2 PhD disszertacio kertilt
sikeres megvédésre (Detre Cynthia, Gombos Imre), ill. egy harmadik (Kiss Endre) is
folyamatban van. A projekt megvalositasahoz tovabbi PhD hallgatokat (Balogh
Andrea, Izsépi Emese) is bevontunk a tudomanyos munkéba.

2. A projekt eredményeibdl eddig 6 lektoralt kozleményt publikaltunk nemzetkdzi
folyoiratban (0sszesitett impakt faktor: 20.11). Tovabbi 4 nemzetkozi ill. hazai
kongresszusi absztrakt anyaga folyamatos publikalas alatt all. (Ezek koziil a
koleszterin-specifikus ellenanyagok biologiai aktivitdsaval kapcsolatos anyag - HIV-
infekcio gatlasa - a Cell Mol Life Sci folyoirathoz mar elkiildésre keriilt és tovabbi 2
kozlemény bekiildése varhatd révid idon beliil a 4. ill. 5. pont alatt Gsszefoglalt
eredményeinkbdl. ).

3. A ceramid-kozvetitett sejthalal/stressz szignalok immunmoduliciés hatas-
mechanizmusanak vizsgalata T sejteken.

A T-sejt immunreceptorok (TCR) altal kozvetitett, antigének altal kivaltott szignalok
integralodhatnak az ugyanazon sejtet éré sejthaldl vagy stressz szignalokkal. Ez a
cellularis és a T sejt-fliggd humoralis immunvalaszt egyarant érzékenyen befolyasolhatja.
E hatdsok gyakran a plazma membranban felszabadulé ceramid lipid mediatorok altal
kozvetitettek és a jel-integraciot kovetd sejtvalaszt (sejthaldl vagy csokkent
aktivacio/talélés), mint kimutattuk, a kivaltd stimulusok intenzitasa és idobeli hossza
szabja meg [1,2]. Ezen kisérletes eredményeink megerdsitik a sejthalalt aktivalo jelek
‘rendszer-bioldgiai/bioinformatikai’ modellezésével [3] kapott eredményeket is, ami a
jelpalya-integracio modellezésének fontossagara is felhivja a figyelmet. Természetesen a
ceramidok 4altal kozvetitett stressz/sejthalal jelek molekularis mechanizmusanak teljes
megismeréséhez és az esetleges tovabbi célmolekuldk mibenlétének tisztdsdhoz még
tovabbi kisérletes kutatasok is sziikségesek.

Megmutattuk tovabba, hogy a ceramid-medialt szabalyoz6 hatasok erdsen
sejttipus/érési stadium-fiiggoek, legalabbis a limfoid sejtfejlédési vonalon beliil [4]. A
ceramidok lehetséges molekuléris célpontjai koziil azonositottuk a fesziiltség-vezérelt
Kv1.3 K" ioncsatorndt, valamint a Ca,l.2 fesziiltség-fiiggd Ca’-csatorna-szerii fehérjét
(VDCC-like protein), melynek kimutatdsa és azonositdsa mRNS és fehérje szinten csak
nemrég tortént meg limfocitakon, amit sajat erednményeink is megerdsitettek. Ezenkiviil
kimutattuk, hogy a ceramid dozisatol fiiggden szabalyozza a T-sejtek c-FLIP (anti-
apoptotikus fehérje) szintjét [S]. Az eredményeink alapjan alkotott T-sejt szignal
integracioés modellt az 1. abra mutatja be.
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l.abra A sejthaldl/stressz és antigén-specifikus aktivacios szignalok integracidjanak
modellje T- sejteken. A ceramidok szamos sejtfiziologiai torténést képesek szabalyozni,
kiilonb6z6 molekulak funkcidjanak befolyasolasaval (A). Sajat eredményeink szerint a sejthalal
receptorok stimulalasara ill. egyéb stressz jelek hatasara a membranban felszabadulé ceramidok
magas dozis és hosszantartd stimulus esetén a T-sejtek apoptotikus programjat inditjak be. Ennek
ingerkiiszobe alatt (< 25 uM), vagy igen rovid ideig (< 10 perc) tartd erds stimulus esetén, a
felszabadul6d ceramidok gatoljak az antigén-specifikus T-sejt aktivacid6 minden fazisat (B) és
fokozzak az antiapoptotikus c-FLIP expressziojat, ami arra utal hogy ezen T-sejtek
megmenekiilhetnek az aktivacié indukalt sejthalaltol (AICD) és igy befolyasolhatjak a
mindenkoron rendelkezésre allo T-sejt készletet. (Az integracio attdl is fiigg, hogy melyik
szigndl éri elébb a T-sejteket.) A T sejt aktivacid gatlasaban jelentOs szerepet jatszik a csokkent
kalcium szignél, melyet foként a ceramid Kv1.3 K -ioncsatorndkra és a kalcium influxban érintett
Ca®'-csatornakra kifejtett gatlo hatasanak koszonhetd.



4. Polarizalt T-helper limfocitadk eltéré funkcionalis valaszait meghatarozo
membran faktorok azonositasa és jellemzése.

A T-helper limfocitik polarizaltsaganak tanulmanyozasara kidolgozott, in vitro
differencialtatott egér hibridoma modellrendszer (5 fenotipus ¢€s funkcionalis
citokinvalasz szerint karakterizalt sejtvonal) segitségével megallapitottuk, hogy a
cellularis-humoralis immunvalasz egyensulyt (mely tobb immunoldgiai kérképben igen
fontos tényezd) alapvetden befolyasold differencialodott Tyl és Ty2 sejtek jelentds
eltéréseket mutatnak egymassal és a Ty0 prekurzor sejtekkel szemben a TCR-kozvetitett
jelatvitel vonatkozéasaban (pl. TCR-stimulusra adott kalcium valasz vagy az aktivacio-
indukalt sejthalal, AICD, tulajdonsagai):

- A Tyl sejtek sokkal elnyijtottabb és magasabb amplitudéjii Ca’ -vilaszt adtak a
T-sejt aktivdcio soran mint a Ty2 és Ty0 sejtek.

- Az AICD detektalasara és osszehasonlitasara optimalizalt 3 paraméteres
apoptozis-panel (mitokondrialis membranpotencial, kaszpaz-aktivicio és DNS
fragmentacio aramlasi citofluorimetrias kovetése) segitségevel azt figyeltiik meg,
hogy a Ty0 prekurzor sejtek AICD érzékenysége igen alacsony és — az irodalom
alapjan vartakkal szemben — a Ty2 sejtek AICD-érzékenysége kissé magasabbnak
mutatkozott a Tyl sejtekénél.

Mindezen megfigyelések [6], melyek az aktudlis Tyl-Ty2 egyensuly kialakulasa
szempontjabol kritikusak lehetnek, feltehetéen szdmos plazmamembranhoz kapcsolt
faktor altal is szabalyozottak. Ilyenek lehetnek pl. eredményeink (Id. 2. abra) szerint a
kovetkezok:

- A Tyl sejtek lényegesen magasabb ganglozid (raft)-expresszios szintet mutatnak,
mint a Ty0 sejtek és a Ty2 sejteké még ennél is alacsonyabb.

- A TCR/CD3 komplex nyugvo Ty sejteken leginkabb a Tyl sejteken raft-lokalizalt,
és aktivaciot kévetden a raftokba torténo toborzasa is a Tyl sejteken magasabb
mint a Ty2 vagy Ty0 sejteken.

- Bar a Ty2 sejteken valamivel magasabb expressziot mutat a Kvl.3 fesziiltség-
vezérelt K ioncsatorndk expresszidja, de az inaktivdcios dallandé Tyl sejteken
alacsonyabbnak bizonyult, dsszhangban a megfigyelt kalcium valasz kinetikai
tulajdonsagaival.

- A membran raftok fehérje osszetétele eroteljesen kiilonbozik a Ty0, Tyl és Ty2
sejteken: Igy pl. az elfogadott GPI-horgonyzott raft-fehérje markerek tekintetében
a CD55 és CD90 a Ty0 prekurzor sejteken kiemelkedoen magas expressziot
mutat, mig a differencialodott Tyl és Ty2 sejteken lényegesen alacsonyabbat.
Ugyanakkor, a CD59 fehérje expresszioja a Tyl populacioban kiemelkedoen
magas
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2. abra A polarizalt Ty sejtek T-sejt aktivaciora adott eltéré valaszai mogott talalhaté
plazmamembranhoz koétheto kiilonbségek .

A T-sejt aktivacioban kritikusan érintett receptorok (pl. TCR/CD3 komplex, vagy kostimulacios
molekulak és ioncsatorna fehérjék) eltérd lipid- és fehérje-mikrokdrnyezettel taldlkoznak a
differencialodott T-sejtekben. (felsé kép: eltérd raftmennyiség a differencialodott TH sejtekben;
kozépsd kép: eltérdé TCR (zo6ld)- raft (vords) kolokalizacio a Tyl és Ty2 sejtekben; also kép: a T
sejteken lipid raft markerként ismert GPI-fehérjék jelentOsen eltéré expresszidot mutatnak a
prekurzor ill. differencidlodott TH sejteken.) A TCR- vagy sejthaldlreceptor kdzvetitett jeatvitelt
¢s az ioncsatornafehérjék molekularis szintli valaszait is jelentdésen befolyasolhatja a fehérjét
aktualisan koriilvevo lipid- és raft-fehérje mikrokornyezet valamint a raftok mennyisége.

Eredményeink ramutatnak, hogy a T-sejt differencialodas soran szamos
membran paraméter (raft-expresszio, raft-osszetétel, ion csatorna expresszio/
aktivitas/szabalyozas) jelentésen eltéro a Tyl ill. Ty2 sejteken, mely érzékenyen

szabalyozhatja az egyes citokin gének expressziojat, a sejthalal-sejtaktivacio
egyensulyt és ezen keresztiil a Tyl/Ty2 sejtaranyt is [6].



S. Az E2 oOsztrogén steroid hormon gyors, nem-genomialis membranhatasai
limfocitakon.

A limfocita membranok mikrodoménszerkezete érzékeny lehet egyéb steroid tipust
molekulakra is, igy pl. a 17-B-0sztradiol szex hormonra, melyet a neuronok termelnek és
eljuthatnak az immunvalasz szervi helyszineire. Igy, tanulmanyoztuk, hogy a ndknél
megfigyelt (és feltehetden Osztrogén-fiiggést mutatd) ‘magasabb ardnyll autoimmunitas’
(pl. SLE, RA) mogott felfedezhetok-e eddig ismeretlen szabalyoz6 mechanizmusok.

Kimutattuk, hogy az 6sztrogén hormon (17-B-6sztradiol; E2) jelentds primer, gyors és
nem-genomidlis hatasokat képes kivaltani B- és T-limfocitdkon, mégpedig differencialt
modon. Ilyenek tobbek kozott:

- a limfocitak plazmamembran fluiditasanak (“lipid csomagoltsaganak”) modositasa

- a gyors és oszcillalo kalcium jelek lép T sejteken és T sejtvonalakon, melyek sem a
lép eredetii B sejteken, sem B sejtvonalakon nem figyelhetok meg

- a membran impermeabilis E2-0sztradiol-BSA komplex konfokdlis mikroszkopias és
aramlasi  citofluorimetrias  vizsgdlataink szerint a B- ill.  T-limfocitak
sejtmembranjahoz egyarant kotodik, mégpedig membrdanreceptor jelenlétére utalo
maodon (1d. 3. dbra)

- mind az E2 és az E2-BSA képes a gyors ErK és Akt foszforilaciocios folyamatokat
szelektiven kivaltani ill. Befolyadsolni, ill. A T sejteken calcium valaszt indukdlni.

crer

Ezen tulmenden kimutattuk in vivo egér modellrendszerben hogy az E2
osztrogén fokozni képes a T-sejt fiiggd antitesttermelést, mig a T-sejt fiiggetlen
ellenanyagtermelést nem befolyasolja [7,8].

T limfocitak (1ép) B limfocitak (l1ép)
(anti-ER:z06ld; CTX-B:voros; Draq5/sejtmag:kék)
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3. abra Osztrogén receptorok és jelatvitel T és B limfocitakon.

Mind a T ill. B sejtek expresszalnak funkcionalisan aktiv klasszikus, citoplazmatikus ERa
receptort, mig ERB-t egyik sem (A). A T és B sejtek felszinén egyarant kimutattunk membran
receptort, melyre a membranimpermeabilis E2-BSA-FITC complex specifikus kotdédése (B) utal
(itt a kontroll a BSA-FITC volt). Az E2 ill. E2-BSA egyarant gyors Erk és Akt foszforilaciot
indukal (C), kalciumvalaszt azonban csak a T sejteken(D: egyedi sejtvalasz konfokalis
mikroszkopias regisztralasa Fluo-4 indikatort alkalmazva). Az E2 tovabba gyors és jelentds
mértékii NFxB magi transzlokaciot is indukal (E).

Vizsgalvan, hogy ezen hatasok a klasszikus citoplazmatikus ERa vagy ERp
receptorokon keresztiil, vagy valamilyen, ett6l fiiggetlen, gyors, membranhatdson
keresztiil valosulnak meg, megallapitottuk, hogy az egér lép limfocitak (B ill. T sejtek)
egyardnt expresszaljak a funkciondlisan aktiv ERo-t, mig az ERf-t nem. Kimutattuk azt
is, hogy mindkét limfocita tipus képes az E2 oOsztrogén sejtfelszini kotésére, egy eddig
még nem azonositott membranreceptoron keresztiil. A B sejteken a kalciumvalasz hidnya
arra utal, hogy itt a membran receptorok jelatvitel szempontjabol nem tekinthetok teljesen
aktivnak.

Eredményeink szerint az E2 6sztrogén hormon képes az adaptiv immunvalasz
szelektiv modulacidjara gyors, nem-genomialis, eddig nem azonositott membran
receptoron keresztiili jelek tovabbitasa révén, foként a T-sejt fiiggé antitesttermelés
befolyasolasan Kkeresztiil. (Az eredmények alapjan mar elkésziilt kozlemény [8]
hamarosan bekiildésre kertil)

6. A limfoid sejtek plazmamembranjanak leképezése: a mikrodomének
osszetételének és lipid-struktirajanak elemzése:

A projekt tdmogatasaval sikeriilt egy el6z0 OTKA tamogatas segitségével
kifejlesztett wj mikroszkopias leképezési modszert (differencialpolarizacios
konfokalis mikroszkopia, DP-LSM) alkalmaznunk limfocita sejteken, mely
lehetdséget adott a lipid markerek membraneloszldsanak dinamikus vizsgalatara [10]. A
lipid raft mikrodomének konfokalis mikroszkopids kolokalizacidé és FRET analizisével,
valamint proteomikai vizsgalataval [10,11] sikeriilt ijabb bizonyitékokat nyerni a limfoid
sejtek plazmamembranjaban levé mikrodomének (lipid tutajok) diverz fehérje-
osszetételére nézve.



7. Uj, 1gG3 tipusii koleszterin-specifikus monoklonalis elleanyagaink
karakterizalasa,  diagnosztikai = hasznosithatésaganak és  biologiai
aktivitasanak (pl. immunmodulacio) vizsgalata.

A koleszterinben gazdag liposzomakkal torténéd immunizalassal eldallitott
monoklonalis IgG3 antitestek karakterizalasa megmutatta, hogy ezen ellenanyagok (ACl,
ACS8) magas specificitdst mutatnak koleszterinre ill. néhany egyéb 3-B-OH-t tartalmazo
steroid természetli lipidre, ugyanakkor nem keresztreagalnak egyéb lipid molekulakkal
[9]. Reagalnak viszont lipoproteinekkel (LDL, HDL, VLDL). Gyenge, de szelektiv
kotddésiik mellett erds kolokalizaciot mutattak mind limfoid, mind monocita-makrofag
sejteken a lipid raftok fehérje és lipid természetii markereivel egyarant [9,10,12].

Mindezen tulajdonsiagok alapjan elleananyagaink az in vitro Koleszterin
diagnosztikaban illetve a cellularis immuncitokémiai jelolés soran mint membran
raft vagy intracellularis koleszterin markerként egyarant jo eséllyel johetnek szoba.

Ellenanyagaink kommercializalasa folyamatban van, tobb céggel (pl. Axxora GmbH,
Exbio Ltd.) is folytatunk targyalasokat.

Mindamellett, hogy ellenanyagaink igen j6 diagnosztikai ¢és cellularis marker
tulajdonsagokkal rendelkeznek, a legérdekesebb tény az, hogy mit tudunk meg rajtuk
keresztiil az egészséges emberek szérumaban is detektalhatd koleszterin-specifikus
ellenanyagok fiziologias szerepérél, amely eddig teljesen ismeretlen. Igy célul tiiztiik ki
az ACI ¢és ACS8 antitestek bioldgiai aktivitdsanak vizsgalatat is. Eddig koleszterin-
specifikus antitestjeink (AC1,ACS8) esetében harom 1ényeges effektust sikeriilt talalnunk:

- az antigénbemutato sejteken kotodve, fokozzak a T-helper limfocitak felé torténo
antigénbemutatas hatékonysagat [12]

- fagocitalo makrofag sejteken kétodve, fokozzak a makropinocitozis és sejt-
fagocitozis hatékonysagat [12]

- moncita-makrofag sejtekhez ill. T helper sejtekhez kétodve dtrendezik azok
membran mikrodomén szerkezetét és gatoljak a HIV infekciot és az in vitro
virustermelést

Kiindulva ezen megfigyelésekbdl és abbdl a ma mar széles kdrben elfogadott ténybdl,
(replikaciot kovetden) egyarant a lipid raft membran mikrodomének altal kozvetitett,
részleteiben megvizsgaltuk, hogy az altalunk eléallitott AC1 ¢és ACS8 koleszterin-
specifikus ellenanyagok hogyan befolyasoljak a target sejtek felszinén a HIV receptor
(CD4) és a koreceptor (pl. CXCR4) membran-eloszlasat, raft-lokalizacidjat €s lateralis
mobilitasat. Ugyancsak megvizsgaltuk, hogy ellenanyagaink képesek-e befolyasolni a
HIV-fert6zést és termelést primer monocita eredetli makrofagokban ill. T sejtekben (4.
abra).
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4. abra Az uj Kkoleszterin specifikus IgG ellenanyagok gatoljak a HIV-fert6zést és in vitro
virustermelést T- és monocita-makrofag sejteken. A célsejtek anti-koleszterin IgG-vel
(ACHA: AC1 vagy ACS8) torténd eldinkubalasa mindkét sejttipus és virustorzs esetén
jelentds, dozisfiiggd gatlast eredményez az in vitro tenyészetben mért virustermelésben (felsé
abra: B, E csoportok), ugyanakkor a virus ACHA-val torténé eldinkubalasa a fertézést
megel6zéen nem okoz szignifikans gatlast (fels6 abra: C, F csoportok). Az ellenanyag gatld
hatasa nem a virusreceptorok maszkirozasanak kdszonhetd, mivel azok ellenanyaggal torténd
jelolhetdsége nem valtozik meg (Jobb alsé abra: A panel). Jelentdsen megvaltozik ACS
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kezelés hatasara viszont a receptorok és a lipid raftok kolokalizacidés mintazata (kezeletlen
sejtek: Bal oldali abra; ACS8 kezelt sejtek: Jobboldali abra B panel). Emellett az ACS8 és AC1
megndvelik a lipid raftok atlagos méretét (mikroaggregacio) és lecsokkentik a CXCR4
kemokinreceptor lateralis mobilitasat (jobb alsé abra C panel).

Eredményeink azt mutatjak, hogy az AC1 és ACS8 koleszterin-specifikus I1gG
antitestek képesek in vitro a monocita-makrofag és T sejtek HIV infekciéjanak ill.
HIV termelésének jelentos gatlasara, mely mogott vizsgalataink eredményei szerint
elsésorban a célsejtek plazmamembranjanak (lipid tutajok, CD4 HIV receptor,
CXCR4 koreceptor) koleszterin-specifikus ellenanyag altali atrendezodése all [13,
14]. Eredményeinkre alapozott modelliink szerint az ACHA ellenanyagok a célsejtekhez
virus burok Gp4l ¢és Gpl20 fehérjekomponensei a receptor (CD4)-kotést kovetd
‘membran-attachment’ soran. Ez pedig feltehetéen olyan térbeli viszonyokat teremt, mely
megakadalyozza a virus tobb ponton, multimolekularis kapcsolatok révén kialakulo
rogziilését a fuzidt és internalizacidt megelézden. Modelliink még tovabbi megerdsitd
kutatasokra var, de eddigi eredményeink igen biztatéak egy ujabb lehetséges terapids
komponens/eljaras fejlesztésének iranyaba is.

A koleszterin anyagcserezavarok és a T-sejtes immunstatus 0sszefliggéseinek
vizsgélatara kidolgoztunk és beallitottunk egy multiparaméteres (fenotipus/citokin
termelés/aktivalasra adott sejtvalasz monitorozasan alapulo) tesztrendszert, mely
alkalmas az egészséges ill. koleszterin-anyagcsere zavarokban szenvedd (pl.
hiperkoleszterinémias) egyedek esetén a megvaltozott immunstatus detektalésara.

Ezen protokoll a periférias vérmintakbol a T-sejtek (Rosette-Sep*-el torténd)
szeparalasan alapul, majd ezt a T-sejt populacidk fenotipus-analizise ill. TCR
stimulédcidra adott valaszainak monitorozéasa koveti (CD3/CD4+%, membran-koleszterin
es GM; gangliozid-szint - a projekt keretében jellemzett ACS8 koleszterin-specifikus
antitesttel ill. fluoreszcens cholera-toxin B-vel mérve; a T-sejt aktivacio szintje az
aktivacios CD69 ill. CD25 (IL-2Ra) expressziojan keresztiil mérve; valamint a THI és
TH? alpopulaciok az IL-18R ill. az ST2-ligandum expresszios szintjén keresztiil mérve; a
TCR aktivalasra adott kalcium valasz FLUO-4 indikatorral mikroplate-leolvasoval
mérve).

Béar a technikai nehézségek (betegbevalasztas problémadi, a jelenlegi klinikai
viszonyok) miatt ezen programpontot nem sikeriilt idében eljuttatni a konkluziv
allapotba, az eddigi értékelhetd eredmények (kontroll: n=4, hiperkol. beteg: n=7) alapjan
kimondhatjuk, hogy az extrém magas szérum koleszterin szinttel rendelkezd egyedek
membran-koleszterin és GM1-gangliozid szintje szignifikdnsan magasabb az egészséges
(kontroll) egyedekénél, valamint a Ty populacion beliili Tyl-specifikus expresszios
szintek (pl. IL-18R-pozitivitds) is magasabbak ezen egyedeknél. Természetesen a
megfogalmazott célok eléréséhez még a statisztika tovabbi javitasa és tovabbi
paraméterek bevezetése szolgaltathatna olyan eredményeket, melyek a koleszterin
anyagcsere-zavarok ¢és a T sejtes immunstatus 0sszefliggéseit megbizhatoan feltarhatnak.
(4 protokoll .pdf formatumban a projekt eredményeitdl fiiggetleniil az érdeklodok rendelkezésére
all a http:// immunologia.elte.hu honlapon link formajaban, a témavezetd tudomanyos programja
alatt)
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