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A tobbsejti élolények integritasat szamtalan kornyezeti tényezd veszélyezteti. Az
immunrendszer 6 feladata ezek koziil kikiiszobolni azokat, amelyek a szervezet eréforrasait
sajat talélésiik és szaporodasuk érdekében hasznaljak fel, és amelyek ezaltal a szervezet
szamara veszélyt, stresszt vagy pusztulast jelentenek. A gerinces allatokban az
immunfunkcidk tobbségét a fehérvérsejtek latjak el, amelyek a vér és a nyirok utjan az
egész szervezetben képesek a veszélyes struktirak felkutatasara és felismerésére, majd
helyben vagy az immunszervekben egymassal egyiittmikodve hatékony immunvalasz
kialakitasara.

Sokaig az immunvalaszban fontos szerepet jatszo sejteket csak alaktani sajatsagaik
alapjan tudtak elkiiloniteni egymastol. A fehérvérsejt-felszini antigének széleskort
szerologiai jellemzését a monoklonalis ellenanyagok eldallitasanak kidolgozasa tette
lehetévé. Ezen fehérjéket markerként hasznalva mdd nyilt a fehérvérsejtek o fejlodési
vonalainak azonositasara és az egyes vonalakon belil a kilonbozo fejlédési szakaszok és
aktivacios allapotok megkiilonboztetésére A  kilonboz6é fehérvérsejt-antigének ellen
rendelkezésre allo ellenanyagok segitségével lehetévé valt az immunsejtek koros
eloszlasainak nyomon kovetése immuncitokémiai és immunhisztokémiai modszerekkel, igy
a szerologiai markereket felismerd ellenanyagok megjelenése a human patologial
diagnosztikat is forradalmasitotta.

Az emberi fehérvérsejt-antigének megismerésével parhuzamosan az allatokban is
megindult az immunrendszer molekularis szinti jellemzése. Az allatfajok nagy szama és az
ehhez viszonyitva rendelkezésre allo erdforrasok szikossége miatt az egyes allatfajok
immunrendszerével kapcsolatos alak- és oktani ismereteink korlatozottak. Kevés az allatok
immunsejtjeit felismerd reagens, ezért az immundiagnosztikai modszerek az allatorvosi
patologiaban még nem terjedhettek el széles korben.

Munkam soran ezért olyan megbizhatd moédon mikodé immunreagenseket
kerestem, amelyek az allatfajok széles korébol szarmazo szovetekben, koztik a rogzitett
mintakban i1s alkalmasak a kiilonbozd fehérvérsejtek kimutatasara. Ezeknek a
kovetelményeknek olyan ellenanyag-készitmények felelnek meg, amelyek egyrészt a
torzsfejlédés soran allandosult, masrészt a sejtek és szovetek rogzitésekor vissza-
fordithatatlan valtozast nem szenvedé epitopokat ismernek fel.

Kisérleteim soran tobb kiilonb6zé megkozelitéssel eldallitott ellenanyag-készitmény
koziul kiséreltem meg ennek a kettds kovetelményrendszernek eleget tevd

immunreagenseket talalni. Az immunreagensekkel szerzett tapasztalatok egyuttal
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lehetdséget adtak a kilonboz6 megkozelitések elonyeinek és hatranyainak Ossze-

hasonlitasara az allatorvosi patologiai alkalmazhatdsag szempontjabol.

Fehérvérsejtek membranantigénjeinek extracellularis epitopjait felismeré6 monoklonalis

ellenanyagok

A “Third International Workshop on Ruminant Leukocyte Antigens” keretében
olyan monoklonalis ellenanyagokat vizsgaltunk, amelyeket kiilonb6zd kérédzo allatfajokbol
szarmazé  fehérvérsejt-szuszpenziokkal — immunizalt egér  B-limfocitaklonjainak
immortalizalasaval eléallitott hibridomaklonok termeltek, és amelyek szarvasmarha
fehérvérsejt-felszini antigének extracellularis epitopjait ismerték fel.

A haromszazot vizsgalt monoklonalis ellenanyag kozil harmincnyolc adott
reprodukalhatd és az el6zetes aramlasi citofluorimetriai és a nativ immunhisztokémiai
kisérletekben kapott adatokkal 6sszhangban 1évé eredményt neutralis pufferelt formalinnal
rogzitett szarvasmarha nyirokszoveteken. A legtobb esetben a jelolodés megléte és erOssége
nagy mértékben fluggott az immunhisztokémiai festést megel6z6 kulonbozd epitdp
visszanyerési modszerek alkalmazasatol. A rogzitett szoveteken i1s felhasznalhatod
monoklonalis ellenanyagok segitségével lehetévé valt a B- és T-limfocitak, a monocitak, a
makrofagok, a granulocitak, a vorosvértestek é€s a vaszkularis endothel sejtek, illetve ezen
sejttipusok jol korilirhato alcsoportjainak azonositasa szarvasmarhéaban.

A haromszazot szarvasmarha fehérvérsejt-felszini antigént felismer6 ellenanyaggal
kiilonb6zé emldsfajokbol szarmazo fehérvérsejteket jeloltink meg, hogy az allatfajok széles
korében fehérvérsejt-antigéneket felismerd ellenanyagokat azono-sitsunk. A keresztreakciot
ad6é ellenanyagok aranya jol tikrozte a vizsgalt fajok szarvasmarhahoz viszonyitott
rokonsagi helyzetét, hiszen a kozelebbi rokonsagi fokhoz az epitopok nagyobb mértéki
szerologiai keresztreakcios gyakorisaga tarsult. Tiz olyan ellenanyagot talaltunk, amelyek
valamennyi vizsgalt emldsfajban fehérvérsejteket ismertek fel. E tiz ellenanyag esetében a
kilonbozo allatfajokban észlelt reaktivitas azonos sejtpopulaciokra és nagy valoszintséggel
azonos — de legalabbis hasonl6 — molekulasulyu antigénekre korlatozodott, ami a
keresztreakcid specificitasara és ezaltal a felismert antigén nagy foka allandosultsagara
utalt.

Mindossze két reagens (DH16, VPM36) szerepelt mind a rogzitett szarvasmarha-
szoveteken hasznalhat6, mind az emldsfajok fehérvérsejtjein talalhato allanddsult epitopot

felismeré monoklonalis ellenanyagok kozott. A fehérje-keverékekkel (pl. sejtszuszpenzio)
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immunizalt allatokban az immunvalasz csak véletlenszerlien iranyul olyan epitopok ellen,
amelyik a rogzités soran nem modosul visszafordithatatlanul és a fajok szélesebb korében is
allandosult. A fehérje-keverékekkel végzett immunizalassal eldallitott immunreagensek
ezért csak ritkan felelnek meg a széleskorli allatorvosi rutin alkalmazas szempontjabol

fontos kovetelményeknek.

Fehérvérsejtek membranantigénjeinek intracellularis epitopjait felismerd affinitas-tisztitott

szérumok

Az immunvalaszt iranyitotta tehetjiik, ha az immunizalast tisztitott fehérjékkel
végezzilk. Mivel a fehérvérsejt-fehérjék altalaban nem tisztithatok homogenitasig a
hagyomanyos biokémiai modszerekkel, a tiszta antigén-készitményt mas moédon kell
eldallitanunk. A megfeleld fehérjék szekvencia-adatainak ismeretében peptideket
szintetizalhatunk vagy a fehérjéket vagy azok egyes doménjeit baktériumban
taltermeltethetjiik, és a peptideket vagy a rekombinans fehérjéket immunizalasra
hasznalhatjuk fel. Dolgozatomban a CD3e és a CD43 fehérjék ellen termelt affinitas-

tisztitott szérumokat jellemeztem.

A CD3 lancok a T-sejt receptor lancokhoz kapcsolodo invariabilis fehérjék, amelyek
a variabilis lancok antigénkotésének jelét kozvetitik a sejt felé. A CD3 transzmembran
fehérjéket a T-limfoid fejlodési vonalba tartozo sejtek, illetve a természetes 6losejtek fejezik
ki. Az emberi CD3g lanc 177.-190. aminosavainak megfelelé6 aminosav-sorrendli peptidet
felismerd, Mason és tsi. altal eldallitott p.aCD3g(177-190) affinitas-tisztitott szérum
alkalmasnak bizonyult a T-limfocitak (és a természetes 6losejtek) kimutatasara nativ és
archivalt szovetekben. Ezt a reagenst a koros szoveteket besziré sejtek eredetének
meghatarozasara az emberi immunohisztopatologiaban széles korben hasznaljak.

A CD3eg fehérje aminosavsorrendje mar tobb fajban ismert. A kilonbozé fajokbol
szarmazé szekvenciak Osszehasonlitasakor kideriilt, hogy a fehérje citoplazmatikus része
er6sen allandosult szakaszokat is tartalmaz. A p.aCD3g(177-190) szérum altal felismert
emberi CD3¢ fehérjerész is magas foka allandosultsagot mutat. A szérum az emberi CD3e
fehérjééhez hasonlé molekulasulyu fehérjéket ismert fel tobb madar- és emldsfa
immunszerv-lizatumaiban, és valamennyi vizsgalt madar- és emlésfajban limfoid sejteket

jelolt a nyirokszervek T-sejtes tertletein mind nativ, mind archivalt szovettani metszeteken.
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E kisérletek egyértelmilien arra utaltak, hogy a CD3e lanc valamennyi madar- és
emlésfajban allandosult.

A p.aCD3g(177-190) szérummal allati korképekbdl szarmazé —szovettani
metszeteket immunfestettiink, hogy feltérképezzik a szérum felhasznalasi teruleteit az
allatorvosi patologiaban. A legtobb esetben a CD3e+ sejteket még tiz éves szdvettani
mintakban is lathatova tudtuk tenni. Ez a reagens tehat hasznos eszkoz lehet az egészséges
és koros limfoid szovetek és limfoid besziirodések jellemzéséhez a kutaté munkaban és a

napi allatorvosi gyakorlatban egyarant.

A CD43 egy erésen O-glikozilalt transzmembran fehérje, amely megtalalhaté a
vorosvértestek és az érett B-sejtek kivételével valamennyi hematopoetikus sejten. Bar a
fehérje pontos feladata nem ismert, feltételezhetd, hogy a sejt jeltovabbité és adhézids
folyamataiban jatszik szerepet. A rendelkezésre allo emberi, egér és patkany fehérje
aminosav-sorrendek Osszehasonlitasakor kideriilt, hogy a fehérje citoplazmatikus régidja
allandoésult szakaszokat is tartalmaz.

Az altalunk eloallitott affinitas-tisztitott p.aCD43(352-372) szérum egy ilyen
allandosultnak talalt szakasz (az emberi CD43 fehérje 352.-372. aminosavai) alapjan
szintetizalt oligopeptidet (CD43(352-372)) ismer fel. Amig a szérum a permeabilizalt
CD43- P3HRI sejteket nem jelolte és a sejtvonal lizatumaban nem ismert fel fehérjét, addig
azonos kisérleti koriilmények kozott a reagens segitségével CD43+ Jurkat sejteken erds, és
a CD43(352-372) peptiddel dozisfiiggden gatolhat6 membran-festédést kaptunk, valamint a
sejtvonal lizatumaban a CD43 molekulasulyaval megegyez6 135 kD molekulasulyu fehérjét
mutattunk ki. Ezek alapjan valdszinusithet6, hogy a p.aCD43(352-372) szérum felismeri a
nativ és denaturalt CD43 fehérje 352.-372. aminosavainak megfelelé szakaszat. Sajnos a
p.aCD43(352-372) szérum titere olyan alacsony volt, hogy az a tovabbi munkat nem tette
lehetove.

A p.aCD43(352-372) ellenanyaggal szerzett kedvezodtlen tapasztalatok miatt ugy
dontottiink, hogy a CD43 fehérje citoplazmatikus részét GST fuzios fehérje formajaban
molekularis biologiai modszerekkel allitjuk elé, és a tultermelt fehérjével torténd
immunizalassal eldallitott szérum affinitas-tisztitott  frakciojat  vizsgaljuk tovabb
(p.aCD43cp). Immunoprecipitacidos és Western blott kisérletekben bizonyitottuk, hogy a
p.aCD43cp szérum a CD43 molekulasulyaval megegyezé molekulastlyt fehérjét ismer fel
CD43+ sejtvonalak lizatumaiban. Az affinitas-tisztitott szérum a permeabilizalt CD43+

sejtek membranjat jelolte, mig a CD43- sejtekét nem. Kettos jeloléses kisérletekben
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bizonyitottuk, hogy a p.aCD43cp szérum a vér fehérvérsejtiei kozil a T-limfocitakat, a
monocitakat és a granulocitakat ismeri fel. A nyirokszovetekben a szérum ugyanezeket a
sejttipusokat jeldlte. Ezzel bizonyitottuk, hogy a reagens alkalmas a human CD43 fehérje
nativ és denaturalt formajanak kimutatasara.

Megvizsgaltuk, hogy a CD43 citoplazmatikus régidjanak allandosult szakaszai
kimutathatok-e a kilénboz6 gerinces allatfajokban szeroldgiai modszerekkel. Western blot
kisérletben a szérum felismerte az ember és egér CD43 fehérjéjét, de mas vizsgalt fajokét
nem. Indirekt immunfluoreszcencias és immunhisztokémiai kisérletekben viszont a reagens
a vizsgalt emldsfajok tulnyomo tobbségeben a T-limfocitakat és a mieloid sejteket jelolte. A
p.aCD43cp szérum a CD43 fehérje azonositasat és részleges jellemzését tobb olyan fajban
is lehetévé tette, amelyben a fehérjét eddig nem irtak le. A biokémiai €s immunhisztokémiai
kisérletek eredményei arra utalnak, hogy a CD43 fehérje felépitése és kifejezodési mintazata
tobb emldsfajban alandosult.

A legtobb esetben a p.aCD43cp reagens segitségével a CD43+ sejteket még tobb
éves allati koreseteket képviseld szovettani mintakbdl is kénnyen lathatova tudtuk tenni,
annak ellenére, hogy a szovetek rogzitésekor és beagyazasakor alkalmazott koriilmények
sokszor kedvezo6tlenek voltak. Tapasztalataink szerint a p.aCD43cp szérum alkalmas lehet a
kilonbozo beszirodések hematopoetikus eredetének i1gazolasara és mas reagensekkel
egyttt a hematopoetikus eredetli besziirddések jellemzésére az allatorvosi kutat6 munkaban

és a napi gyakorlatban egyarant.

A peptidekkel ¢és rekombinans fehérjékkel végzett immunizalassal -eléallitott
sejtfelszini  fehérvérsejt-antigének sejten beliili epitopjait felismerd affinitas-tisztitott
szérumokkal kapott eredmények biztatéak. Az anti-peptid szérumok az allatorvosi rutin
diagnosztikaban jol alkalmazhatd reagensekké valhatnak, amennyiben az allanddésultnak
josolt aminosavsorrend alapjan szintetizalt peptid egyrészt megfelelden immunogénnek
bizonyul, masrészt a szérum altal felismert epitopok nem szenvednek visszafordithatatlan
karosodast a rogzités és beagyazas soran (p.aCD3g(177-190)). Ha ezek a feltételek nem
teljestilnek (p.aCD43(352-372)), akkor célszeriibb az immunizalast a molekularis biologiai
eszkozokkel létrehozott fehérjével vagy fehérjedoménnel végezni, mert a teljes fehérje vagy
fehérjedomén valamennyi olyan epitopot tartalmazza, amely ellen képzddott ellenanyag a
céljainknak megfelelhet. A p.aCD43cp szérummal szerzett tapasztalatok igazoltak, hogy a
rekombinans fehérjével torténd immunizalassal az allatorvosi rutindiagnosztikumokkal

szemben tamasztott kovetelményeket kielégité immunreagenseket nyerhetiink.
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2.1. Az immunrendszer szerepe és felépitése a gerinces allatokban

A tobbsejtii él6lények integritasat a kornyezetiikben 1évd szamtalan veszélyforras
fenyegeti. Az immunrendszer feladata ezek kozul kikiszobolni azokat, amelyek a
szervezet ertforrasait sajat tulélésik és szaporodasuk érdekében hasznaljak fel és
amelyek ezaltal a szervezet szamara veszélyt, stresszt vagy pusztulast jelentenek. Az
immunrendszernek tehat az opportunista és korokozéd virusok, baktérium-, gomba-,
protozoa és parazitafajok €s talan a daganatos sejtek elleni védekezésben van szerepe
(Matzinger 1994).

Az allatok immunrendszere a torzsfejlodés korai szakaszaban csak ugynevezett
Osi elemeket tartalmaz. Az 6si immunrendszer az opportunista és korokozo szervezetek
olyan jellemz6 sajatsagait ismeri fel, amelyek megvaltoztatasara a parazitak a
megtamadott szervezet immunrendszerének szelekcios nyomasa ellenére sem képesek.
(Ilyen sajatsagok példaul csak a valodi baktériumokban (Eubacteria) eléforduld formil-
metioninnal torténd transzlacio iniciacio, kizardlag a bakterialis sejtfalakban
megtalalhat6 lipopoliszacharidok vagy csak a gombafajok sejtfalaban el6forduld néhany
jellegzetes oligoszacharid.) Az 6si immunvalaszok gyorsak, és utanuk nem marad fenn
memoria. Nem szabad azonban azt gondolni, hogy ez a rendszer nem hatékony. A
Foldon €16 allatfajok tilnyomod tobbségét alkotod gerinctelen allatokban ugyanis ez az
Osinek nevezett immunrendszer 6nmagaban is képes a fajok tulélését biztositani.

A gerinces allatfajokban — nagy valoszintiséggel ennek a rendszertani egységnek
az evolucios sikeréhez alapvetden hozzajarulva — kialakult az 6si immunrendszer
mellett az adaptiv immunrendszer. Az adaptiv immunrendszerrel rendelkez6
gazdaszervezet képes arra, hogy az immunrendszer szelekcios hatasara allanddan
valtozo strukturakat is felismerje a parazitakon. Ennek a latszolag végtelen
valtozékonysagnak a felismerését az atrendez6dd receptorok (T-sejt €s B-sejt
receptorok), illetve az ezeket létrehozo szabalyozott rekombinacios folyamatok
kifejlodése tette lehetové. Az adaptiv immunrendszer sejtjei egy eddig még kevéssé
tisztazott folyamat soran megtanuljak megkiilonboztetni a veszélyes és veszélytelen (pl.
sajat) struktarakat. A tanulasi folyamat utan immunolégiai memoria alakul ki, amely
lehetové teszi, hogy a mar egyszer megismert veszélyes struktarak ujboli
megjelenésekor ez az egyébként lassan indukalodd rendszer azonnal mikodésbe

léphessen.
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A gerinces allatokban az immunfunkciok tGlnyomoé tobbségét a fehérvérsejtek
latjak el. A fehérvérsejtek a vér és a nyirok utjan az egész szervezetben képesek a
veszélyes strukturak felkutatasara és felismerésére, majd helyben vagy a zommel
fehérvérsejtekbdl allo immunszervekben (nyirokcsomok, Iép és egyéb limfoid szovetek)
egymassal egytuttmikodve hatékony immunvalasz kialakitasara. Ebben a folyamatban a
nem atrendez6dd receptorokkal rendelkezé mieloid sejtek (granulocitak, monociték,
makrofagok, stb.) feleldsek inkabb az 6si jellegli feladatokért, mig az NK-sejtek
kivételével atrendez6d6 antigénreceptorokat hordozoé limfoid sejtek (T-, B- és NK-
sejtek) inkabb az adaptiv immunvalaszban jatszanak szerepet. Hangsulyozni kell
azonban, hogy az immunvalasz 6si és adaptiv részre torténd szétvalasztasa inkabb
evolucios, mintsem funkcionalis alapon tehetd meg, mert az immunvéalasz soran ezek a

védekezo folyamatok egymasra épiilve, egymassal szoros kolcsonhatasban miikodnek.
2.2. Az immunsejtek molekularis markerei és elnevezésiik

Evtizedeken keresztiil az immunvalaszban szerepet jatszo sejteket csak alaktani
sajatsagaik alapjan tudtak megkulonboztetni. Az alaktani sajatsagok segitségével a
fehérvérsejteket ugyan fel lehetett osztani f6 csoportokra, a f6 csoportok finomabb
felosztasa azonban nem vagy csak korlatozott mértékben volt lehetséges. Az attorést a
monoklonalis ellenanyag technika (Kohler és Milstein 1975) bevezetése jelentette,
amely lehet6vé tette a fehérvérsejtek felszinén talalhato fehérjék azonositasat.

A vilag szamos laboratériumaban allitottak el egymastol fuggetlentil emberi
fehérvérsejt-felszini antigéneket felismeré6 monoklonalis ellenanyagokat. Ez a mEa-k
altal felismert antigének nevezéktanaban eleinte nagy zlrzavart okozott, ezért felmerilt
az igény az ellenanyagok, illetve az altaluk felismert antigének csoportositasara €s
szabvanyos elnevezésére. Ezt a célt szolgalta és szolgalja a szabalyos id6kozonként
megrendezett “International Workshop and Conference on Human Leukocyte
Differentation Antigens”, amelyen az ellenanyagokat egy megfeleld jellemzést kovetd
klaszter-analizisnek nevezett matematikai modszer alapjan egy antigént vagy egymassal
kozeli rokon antigéneket felismer6 csoportokba soroljak. A sejtfelszini antigének ezen
besorolas alapjan kapnak egy CD (Cluster Defined) betlikbdl és egy sorszambol allo
hivatalos elnevezést. Kivételt képeznek ez alol az atrendezddd receptorok (B-sejt

receptor, T-sejt receptor) ¢és a fo szovetosszeférhetetlenségi rendszer (Major
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Histocompatibility Complex (MHC) I és II) antigénjei, amelyek esetében a nagy
mennyiségii kiilonb6zo forma ettdl eltérd nevezéktant tesz sziikségessé.

Az emberi fehérvérsejteken ma mar tobb mint szaz ilyen sejtfelszini antigén-
klasztert sikeriilt azonositani. Ezen fehérjéket markerként hasznalva lehetoség nyilt
kilonbozo fehérvérsejt fejlodési vonalak azonositdsara €és a vonalakon beliil az egyes
fejlodési stadiumok és aktivacios allapotok megkiilonboztetésére. A fehérvérsejt-
antigéneket felismerd ellenanyagok természetesen nemcsak a kiilonbozé fehérvérsejt-
populacidk pontosabb elkilonitésére szolgaltak és szolgalnak, hanem az antigének
molekularis, biokémiai és funkcionalis vizsgalata alapvetden hozzajarult és hozzajarul
az emberi immunrendszer mikodésének a megértésehez.

Az emberi fehérvérsejt-antigének megismerésével parhuzamosan az allatokban is
megindult az adaptiv immunrendszer molekularis szintQ jellemzése (I. tablazat). Az
allatfajok nagy szama és az ehhez képest rendelkezésre allo eréforrasok sziikossége
miatt azonban az allatfajok egymassal részben atfedé két fo csoportjaban indulhatott
meg csak kiterjedt, nemzetkozileg 6sszehangolt kutatd munka. Az egyik csoportba a
gerincesek torzsének egy-egy osztalyara jellemzd tipusfajok tartoznak. Ez a halak
esetében a Raja erinacea (réja faj), a kétéltliek esetében a Xenopus laevis (karmos
béka), a madaraknal a Gallus domesticus (hazi tyuk), az emlésoknél pedig a Mus
musculus (hazi egér) és a Rattus norvegicus (hazi patkany). A masik csoportba az
olyan allattenyésztési szempontbol jelentds fajok sorolhatok, mint a hazi tyak, a sertés,
a szarvasmarha, a juh és a 16. Az allatok fehérvérsejt-antigénjeinek nevezéktanat az
emberi fehérvérsejt-markerek elnevezéséhez hasonldan konferencidkon egységesitik. Az
elnevezések az emberi CD nomenklatarat veszik figyelembe. Amennyiben egy antigén
nem azonosithatdo egyértelmilen az emberben mar jol jellemzett valamely fehérje
homolégjaként, az antigént egy WC (Workshop Cluster) betijellel és egy szammal
nevezik el. Ez az elnevezés lehet atmeneti, amikor az antigén tovabbi vizsgalata utan
valamely emberi fehérjével fennallo hasonlosag egyértelmivé valik lehetéve téve a CD
nomenklatira alkalmazasat, de ritkabban allandosulhat is, ha olyan antigént sikertil
azonositani, amelynek emberi homologja nincsen. Amennyiben hangsulyozni akarjuk,
hogy az antigén milyen fajbol szarmazik, a CD vagy WC elnevezés elé egy fajra utalo
rovidités helyezhetd (pl. BoCD14 - szarvasmarha (Bovine) antigén, amely az emberi

CD14-gyel homolog).



L. tablazat Adatok néhany fontosabb fehérvérsejt-markerrol killonbozé allatfajokban

Marker A fehérje funkcidja ember eger sertés sz.marha héazi tyuk
T-limfocita markerek
TCRoP antigén receptor Meuer és tsi. Allison €s tsi. Hirt és tsi, Tanaka és tsi. Lahti €s tsi.
1983 1982 1990 1990 1988
TCRyd antigén receptor Brenner és tsi. Saito és tsi. Saalmiiller €s tsi. Mackay és Hein Sowder és tsi.
1986 1984 1990 1989 1988
CD3¢ antigén receptor jelatvitel Kung és tsi. Gold és tsi. Kirkham és tsi. Davis és tsi. Chen és tsi.
1979 1987 1996 1993 1986
CD4 T helper sejt koreceptor Reinherz és tsi. Dialynas €s tsi. Pescovitz és tsi. Baldwin és tsi. Chan és tsi.
1979 1983 1984 1986 1988
CD8 citotoxikus T sejt koreceptor Reinherz és tsi. Cantor és Boyse Jonjic és tsi. Ellis és tsi. Chan és tsi.
1980 1975 1984 1986 1988
B-limfocita markerek
BCR antigén receptor Az adott fajbol izolalt immunglobulint felismerd szérum vagy monoklondlis ellenanyag alkalmazhat6 a B-sejt
receptor (sejtfelszini immunoglubulin) kimutatésara
CD21 C3 komplement receptor Jondal és tsi. Fingeroth és tsi. Den Hanz és tsi. Naessens ¢s tsi. nem ismert
1976 1989 1994 1990
CD79cy antigén receptor jelatvitel Hombach és tsi. Sakaguchi és tsi Jones és tsi. Jones ¢s tsi. Jones és tsi.
1988 1988 1993 1993 1993
hematopoetikus sejtek (non lineage) markerei
CD43 adhézio és jelatvitel Axelssion é€s tsi. Conzelman és tsi. nem ismert nem ismert nem ismert
1978 1980
CD45 jelatvitel (tirozin foszfataz) Omary és tsi. Trowbridge €s tsi. Zuckermann és Bembridge és tsi. Houssaint €s tsi.
1980 1975 tsi. 1994 1993 1987
foszovetosszeférhetetlenségi rendszer fehérjéi
MHC I antigén bemutatas Tonigaki és tsi. Klein és Schreffer Chardon és tsi. Amorena és Stone Crone és tsi.
1971 1971 1978 1978 1985
MHC II antigén bemutatas Humphrey és tsi. Cullen és tsi. Lunney és tsi. Usinger és tsi. Ewert €s tsi.
1976 1974 1978 1977 1984
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2.3. CD3¢ fehérje szerkezete és feladata

A szervezet szamara veszélyt jelenté anyagok felismerésére az adaptiv immun-
rendszerrel rendelkez0 allatokban két egymassal 6sszefliggd rendszer is kialakult. Amig
a B-limfocitak az antigének térbeli szerkezetét ismerik fel, addig a T-sejtek az
antigénbol szarmazd, az antigén feldolgozas (antigen processing) soran létrejové, MHC
fehérjékhez kapcsolodo peptidekhez kotddnek, végso soron tehat a fehérje aminosav-
sorrendjét ismerik fel. Az antigén felismeréséért mindkét féle sejtben hasonl6 moédon
atrendez6do, immunglobulin szupercsaladba tartozo antigén receptorok felelések. A B-
sejtek esetében ez a sejtfelszini immunglobulin receptor (B sejt receptor), mig a T-
limfocitakban a T-sejt receptor (TCR).

Az antigénbol szarmazé peptidekhez kozvetlentl kotddd klonotipikus TCR két
egymassal homolog atrendez6dé lanc (TCR a(y) és B(8)) heterodimerje. Mivel a TCR
mindkét lancanak csak elhanyagolhatdé méretli a citoplazmatikus szakasza, koran
vilagossa valt, hogy az antigén-felismerés jelét a sejtbe mas fehérjék kozvetitik.
Koprecipitacios kisérletekbdl kidertlt, hogy a TCR dimer egy olyan tobb alegységbdl
allo fehérjestruktura, a TCR komplex részeként talalhatd a membranban, amelynek
részei nem klonotipikus transzmembran fehérjék is (Oettgen €s tsi. 1986): a kiterjedt
extracellularis doménnel rendelkezé6 CD3 fehérjecsalad tagjai (CD3y, CD36 és CD3e
lancok), illetve a csak nagyon rovid sejten kivili résszel rendelkez6 - ezért az elleniik
iranyuld sejtfelszini epitopokat felismerd ellenanyagok hianyaban a CD nevezéktan
alapjan altalaban el nem nevezett - C lanc és ennek alternativ splicing-gal létrejovo
formai (Clevers €s tsi. 1988). Bar a T-sejt receptorkomplex pontos felépitése még
ismeretlen, feltételezik, hogy két egymassal kapcsolodo T-sejt receptor kettoshoz egy-
egy CD3y-CD3g és CD36-CD3eg, valamint két CC dimer kapcsolodik olyan moédon,
hogy a lancok kozotti kapcsolodasért az extracellularis és a transzmembran régiok
felelosek (Manolios és tsi. 1991).

A TCR komplex kiilonboz6 tagjait mar tobb allatfajban leirtak. A halakban és a
kétéltiekben molekularis biologiai modszerekkel sikertlt a magasabbrendii TCR
lancokkal homolog szekvenciakat izolalni. Feltételezheto, hogy a TCR-szerli fehérjék
mar ezekben az allatokban is receptorkomplex tagjai, amelyek a CD3 molekulakhoz
hasonl6 nem klonotipikus lancokat is tartalmazhatnak (Rast és tsi. 1994). A

madarakban és az emlosokben a TCR és a CD3 lancok fehérjeszinten is ismertek (L.
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tablazat), de az egyes CD3 lancok pontos y, & vagy & besorolasa a szekvenciak
ismeretének hianyaban sok esetben még megoldatlan.

Az emberi CD3¢ lanc egy 20 kD-os nem glikozilalédo, az immunglobulin
szupercsaladba tartozé transzmembran fehérje (Gold és tsi. 1987). A fehérje aminosav-
sorrendjét ma mar tobb allatfajban leirtak (1. abra). A citoplazmatikus szakasz —
csakugy mint a T-sejt receptorkomplex tobbi nem klonotipikus fehérjelanca — tartalmaz
egy ITAM motivumot (immunoreceptor tirozin-alapu aktivacios motivum), amit egy
D/E**Y**L/1(*).sY **L/I konszenzus szekvencia jellemez (Reth 1989, Letourneur és
Klausner 1992).

Az TCR komplex antigén kotésének (vagy bizonyos sejtfelszini epitopot
felismer6 CD3e ellenanyagokkal végzett stimulacio) hatasara az ITAM-ban
megtalalhato két konzervativ tirozin reverzibilisen foszforilalodhat (Samelson és tsi.
1990, Sancho és tsi. 1993). A foszforilalt forma alkalmas olyan kilonboz6é SH2 domén
(Src homolog domén 2) tartalmu fehérjek kotésére, amelyek a T-sejt receptoron
keresztiil érkez6 stimulacio hatasat a sejt belsejébe kozvetithetik. A kisérletek alapjan
nyilvanvalé tehat, hogy a TCR lancokhoz kapcsolodé nem-klonotipikus fehérjék a
receptorkomplex jeltovabbito szerepét toltik be.

A CD3e fehérje mar a T-sejt fejlodés korai szakaszaban megjelenik a
citoplazmaban. A citoplazmatikus CD3e kifejezodés a korai T-sejteken kiviil
megtalalhato a természetes 6l6sejtek egy részében is (Biassoni €s tsi. 1988, Bucy és tsi.
1990), ami e két limfocita vonal szoros rokonsagat bizonyitja (Rodewald és tsi. 1992).
A klonotipikus TCR lancok és a nem-klonotipikus fehérjék — koztik a CD3g is — a
sejtfelszinen csak egymassal komplexet képezve jelenhetnek meg egy eddig még
kielégitden nem jellemzett, endoplazmatikus retikulumban elhelyezked6 valogatd
mechanizmus muikodésének eredményeképpen. Részleges TCR komplexek, példaul
endoplazmatikus chaperonokhoz (calnexin) kapcsolodo CD3 dimerek ezért legfeljebb
csak kiilonlegesen érzékeny modszerekkel mutathatok ki a sejtfelszinen (Wiest és tsi.
1995). A CD3e sejtfelszini kifejezddésére tehat csak a TCR lancokat kodold gének
atrendezddési folyamatainak beindultaval van lehetdség. A legjobban ismert TCRaf3
receptort hordozé T-sejtek fejlodése soran eloszor a TCRP lanc rendezddik at, amely
egy invarians preTCRa lanccal és a nem-klonotipikus lancokkal egytitt alkotja az

alacsony mennyiségben kifejez6dé preTCR komplexet, amelyben a CD3 fehérjék
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1. abra

A CD3¢ fehérje szerkezete és aminosavsorrendje a kiilonb6z6 fajokban

i 60
Ember MQSGTHWRVL GLCLLSVGVW GQDG==~== N EEMGGITQTP YKVSISGTTV ILTCPQYPG-
Egér BN F.B81. CilBale T Gy gDt B B HIE L5iaediys S5 Buyse o BRSDY
Juh s L aNL:OMs «wnae L oBa Dy s B mme T Bt Mé Bhla s aa N8s Biss < KDPE,
SZ.maeha v eNDseBAy % 600 s L..A. A..A-=~-- D E-==~=~ 2l B awan NT ¢ BiwsREFE
Kutya b BNLw wadv s 3w DPPKASD DLTSISPEER Fsysemws B. YW DVE,Y
61 120
Ember YYVCYPRGSK PEDANFYLYL SEILWQHNDK NIGGDEDDKN IGSDEDHLSL KEFSELEQSG
Egér = ..... TRAEBN BNT,«vis e ENLEK, EX.GE ELPQK=~e=we s HBDR, Vi O YVaB e
Juh s BATEGN T BT, . NGQ:ERNE MR, Bemewn s NEEY . L DO . aMaDas
Sz.marha Q. MTEGN K.A.H~T. Gl KD o B OME, sviees wolcae RQ:Le EN.i.MDN,,
Kutya ¢ il BDST: EBESw==,y ix DPNsE:ER. N LVE, ><“=wws s BISNRE: «© saeinn VDD, .
121 180
Ember RARVCENCME MDVMSVATIV IVDICITGGL LLLVYYWSKN RKAKAKPVTR GAGAGGRQRG
Egér (. Y V. VoLTA, Lol ssvuisns Tinw sV w5  Bimee o ses B (RGN B - [
Juh Wi e VRLER. . TwT Vo « Ve wew owesde B e e FEMaw  w'e v weiein P
Sw.omarha BRa i Qewen: VNEB. oo vd Vanin Vedis o sis asos s i e Blsesns i BPMi s wrns an o P
Kutya B w B NNLaRY, 1 VBas s Dadise s el 0 i i Neowwals 7T S B
181 213
Ember ONKERPPPVP NPDYEPIRKG QRDLYSGLNQ RRI (Gold és tsi. 1986)
BJEY ansmseeasd SSEFeses s @066 AV (Clevers és tsi. 1988)
Juh aRuy g asei Bas ddveasi s ase s s .GV (Hein és tsi.1993)
SZRALNA « iKBswiian o @o6deie &% 0ae A.... .GV (Hagens és tsi. 1996)
Kutya T O T T P 5 P .G. (Nash és tsi. 1991)

Jelolések: lila: extracellularis régio, kék: transzmembran régid, fekete: citoplazmatikus régio, alahtuzva: CD3g(177-190) peptid
aminosavsorrendje, délt betitk: immunoreceptor tirozin-alapt aktivacios motivum

Betiik: szabvanyos egybetiis aminosav elnevezések, - az illesztéshez sziikséges sziinetek (gap), . az llatfajokban allandosult aminosav

Az illesztést a GCG Pileup programjaval végeztem

DYID S1 DADIDIDSSZIA Y212AQZS
240 S21225 Yolvfivyy 2y spzoxa1p (I Yy

as9za]1al 59 sp1z501[2/1y YosuaSvaiunuu spuy

QIDYIDUZSDY]2f DADSDIDINWLY Ya1[osunumu uaq

112112304 °



Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatasara felhasznalhato, rogzitett
szovetek vizsgdlatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

jeltovabbitod szerepe ugyancsak bizonyitott (Jacobs és tsi. 1994). A preTCR komplexen
keresztiil torténd stimulacio jelzi a sejt szamara, hogy a TCRJ lanc atrendezédése
sikeres, igy elkezdédhet a TCRa lancok atrendezddése. Az atrendezddott TCR lancok
ezutan mar kialakithatjak a fejezet elején részletesen leirt szerkezeti TCR komplexet,
amely a T-sejtérés tovabbi lépései soran egyre nagyobb mennyiségben észlelhetd a
sejtek felszinén.

A CD3e in vivo szerepét az elmult években tobbféle transzgenikus
egérmodellen is tanulmanyoztak. A CD3e™ egérben — amelybél a CD3e gént homolog
rekombinacioval eltavolitottak — a T-sejtek fejlodése csak a legelso 1épésekig zajlott le
(Malissen és tsi. 1995). Ez Osszhangban van azzal, hogy a TCR lancok sejtfelszini
kifejezodésének szikséges feltétele a klonotipikus lancok koexpresszioja, €s ennek
hianyaban a T-sejt fejlodés mar a korai pro-T-sejt stadiumban megall. Erdekes viszont,
hogy tobb olyan egérvonalban, amiben a TCR gének atrendezddéséért (pl. RAGI17,
RAG2”, SCID) vagy a komplex mikodéséért (C°, Ick™) felelés géntermékek hianya
miatt a T-sejt fejlodés ugyancsak megakad a pro-T-sejt pre-T-sejt atalakulas hataran, az
anti-CD3€e monoklonalis ellenanyaggal torténd stimulacid in vivo vagy ex vivo (fetalis
timusz kultirak) képes a T-sejtek fejlodését ezen a ponton tullenditeni (Levelt és tsi.
1993). A nagy kopiaszami CD3e gént hordozd transzgenikus egérben mind a T
limfocitak, mind a természetes o6losejtek fejlddése gatolt (Wang és tsi. 1994). A CD3e™
egérben azonban a természetes 0losejtek kifejlodéséhez és funkcidjahoz a CD3e fehérje
kifejezodése nem sziikséges, ami arra utal, hogy a természetes 6l6sejtekben kifejez6dd

CD3e szerepe nem alapvetd (Renard és tsi. 1995).
2.4. A CD43 fehérje szerkezete és feladata

Az 1970-es évek végén végzett lektinkotési kisérletekbdl ismertté valt, hogy a
vérsejtek membranfehérjéi kozott van egy nagy mennyiségben kifejez6d6é 115-135 kD
molekulasalyu glikoprotein, amelynek elektroforetikus mobilitasa a szialsav
molekulakat eltavolité neuraminidaz kezelés hatasara erdsen lecsokken (Axelsson €s tsi.
1978). Ezt a fehérjét egymastol fliggetlentil tobb laboratériumban is leirtak: patkanyban
W3/13 antigén (Brown és tsi. 1981), egérben és emberben large sialoglikoprotein
(Axelsson és tsi. 1985), gpL115 (Remold O’Donell és tsi. 1986), leukosialin (Carlsson

és tsi. 1986) és sialophorin (Mentzer és tsi. 1987) néven. Késobb kidertlt, hogy az
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“International Workshop and Conference on Human Leukocyte Differentation
Antigens” rendezvény keretében meghatarozott 43. ellenanyagcsoport is ugyanezt a
molekulat ismeri fel, igy azota a CD43 elnevezés hasznalatos (Borche és tsi. 1987).

A CD43 molekula megtalalhato a vér szinte valamennyi sejtes elemén, illetve az
ilyen eredet(i sejtvonalakon (Brown és tsi. 1981, Axelsson és tsi. 1985). A fehérjének
két tipusa van, a 135 kD kortli molekulasilyt forma a B-limfocitak egy részén, a T-
limfocitakon és a monocitakon talalhatd, mig a 115 kD kortuli forma a granulocitakon
és a vérlemezkéken mutathato ki. Az eltérd mobilitast az eltéré mértéka glikozilaltsag
eredményezi (Remold-O’Donell és tsi. 1987).

A CD43 glikoprotein egy kb. 400 aminosavbol allo6 membranfehérje (Killeen és
tsi. 1987, Pallant és tsi. 1989). A kb. 250 aminosav hosszusagu sejten kiviili rész mas
fehérjétdl eltérden igen nagy szamban tartalmaz szerint és treonint, amelyekhez szialsav
tartalmi oligoszacharid oldallancok kapcsolodnak O-glikozidos kotéssel. A fajok
kozott a sejten kivili rész nem mutat magas foku allandosultsagot, a magas szerin és
treonin tartalom azonban minden eddig vizsgalt fajban megtalalhatd. A transzmembran
régio, mas transzmembran fehérjékhez hasonloan kb. 25, zémmel hidroféb aminosavbol
all. A kb. 130 aminosavbol allo citoplazmatikus rész, amely a fehérje fejlodéstani
szempontbdl legallandosultabb része, valoszintleg bonyolult harmadlagos szerkezetet
vesz fel (Cyster és tsi. 1990) (2. abra). A CD43 egyetlen szakasza sem mutat
felismerhetd mértéki homoldgiat mas ismert fehérjével, ami a molekula sajatos
szerepére utalhat. A fehérjét kodolo gén szerkezete az emberben ismert, érdekessége,
hogy a fehérje csak két exonban kodolt, és a teljes transzlalodo szakasz a masodik
exonban helyezkedik el (Shelley és tsi. 1990).

A CD43-at felismer6 mEa-okkal végzett stimulaciot jellegzetes valtozasok
kisérik. Megnd a sejtek altalanos adhezios képessége, a sejtek jobban kotodnek a
virusokhoz (pl. Human Immunodeficiency Virus), a matrix-fehérjékhez (pl. fibronektin)
illetve mas hasonld (homotipikus aggregacio) vagy eltérd sejtekhez (heterotipikus
aggregacid) (Axelsson és tsi. 1988, Nong ¢€s tsi. 1989). Az adhéziot azonban egyik
esetben sem a CD43 fehérje kozvetiti, hanem mas adhézios strukturak. Az irodalomban
csak elvétve talalhato arra utalas, hogy a CD43 ellenanyagok Onmagukban
sejtaktivaciot okoznak (Wong és tsi. 1990), viszont képesek mas onmagukban is
hatékony stimulusok hatasat felerdsiteni. Ilyen kostimulaci6 mutathatd ki egyebek

kozott a T-limfocitakban a T-sejt receptoron keresztul torténd sejtaktivalasnal

14



Sl

2. abra

@& O-glikozilacis

Jelolések: lila: extraceltularis régio, kék: transzmembréan régio, fekete: citoplazmatikus régio, alahiizva: CD43(352-372) peptid szekvencidja
Betiik: szabvanyos egybetiis aminosav elnevezések, - az illesztéshez sziikséges sziinetek (gap), . az allatfajokban allandosult aminosav

A CD43 fehérje szerkezete és aminosavsorrendje a kiilonbozo fajokban

1 70
Ember DALGST-TAV Q-TPTSGEPL VSTSEPLSSK MYTTSITSDP KADST~-GDQ TSALP-PSTS INEGSPLW-T
Egér .5.QR...ML PS..HITA.S T.EAQNASPS VSVG.G.V.S .ETISPW.QT .IPVSLTPLE TT.L.SLE..
Patkdny EN.PN.M.ML PF..NSES.S T.EALSTY.S IATVPV.E.. .ESISPW.QT .APASSIPLG TP.L.SFFF.
71 140
Ember SIGASTGSPL PEPTTYQEVS IKMS~SVPQE TPHATSHPAV PITANSLGSH TVTGGTITTN SPETSSRTSG
Egér .A...MST.V ....AS.... SKT..ALLP. PSNVA.D.P. TAANPVTDGP AANPVTDG.A ASTSI.KGTS
Patkény .A...GNT.V ..L..S.... TEA.LVFLPK SSGVA.D.P. TI.NPATS.A VAS~====== TSLETFKGTS
141 210
Ember APVTTAASSL ETSRGTSGPP LTMATVSLET SKGTSGPPVT MATDSLETST GTTGPPVIMT TGSLEPSSGA
Egér < e PT.VITS~ ==SNE....8 VATTVS,K=~ ===..,000s T..G,.GP.S EMH.LPA.TA .S.V.S..V.
Patkadny ..PV.VTSS~ =~=TM....F VATTVS.E-= ==~....... v oG« BB K ETH, LOKIA S:G6.8.:V.
24 280
Ember SGPQVSSVKL STMMSPTTST NASTVPFRNP DENSRGMLPV AVLVALLAVL ALVALLLLWR RRQKRRTGAL
Egér R.TS.8,R= ====T8..s: ODP~ITTRS. SQE.8.u:lis PMaIi MV.I Visiawsss il Ol ssnatna e ws
Patkdny G.TP.F.T.~- =-~--IS.... PNP-ITTVP. RPG.S5...L. SM.I..TV.L V....u.0n. Qleis meds oy ik
281 350
Ember VLSRGGKRNG VVDAWAGPAQ VPEEGAVTVT VGGSGGDKGS GFPDGEGSSR RRPTLTTFFG RRKSRQGSLA
Egér B Covonarw st o8 e e 303wt R o oDoBE.T. T8 =5la oNess BVLET: 0360 ouwapwains B G & E v
Patkdny ‘To.oesvsasns B s e R «iDaBLTBS == «w N8l FAPEDD, nBQ »wsewbwais s ST Srstm haats V.
351 396
Ember MEELKSGSGP SLKGEEEPLV ASEDGAVDAP APDEPEGGDG AAP---  (Shelley és tsi. 1989)
Egér Bio siBlireey & Nl oo o 500 ws G...E..ET. TS.G.QAK.E ...QSL (Pallantés tsi. 1989)
PAEKEANY TwoeePeloea Newesuswse G...E..ET. TS.G.QAK.. ...QSL (Killeenéstsi.1987)

Az illesztést a GCG Pileup programjaval végeztem.
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(Axelsson és tsi. 1988) vagy a neutrofil granulocitakban a lipopoliszacharidra adott
oxidativ metabolit termelésnél.

A CD43 szerepe mindezek ellenére még alig ismert. Az el6zd kisérleteket
eleinte ugy értelmezték, hogy a CD43 molekula egy olyan koreceptor lehet, amely egy
kiils6 ligand hatasara tovabbit jeleket a sejt felé. Az elmult években nagy erdkkel
kutattak a feltételezett ligandot. Egy csoport kimutatta, hogy a CD43 molekula a CD54
fehérjét koti, bar ezt az eredményt azota nem sikertilt megerdsiteni (Rosenstein €s tsi.
1991). Mivel a CD43 fehérje a szelektinekhez hasonloan glikozilalt, felvet6dott annak a
lehetOsége is, hogy a molekula szelektinként vagy szelektin receptorként viselkedik, de
ez a feltevés is tévesnek bizonyult (Shimizu és Shaw 1993). A CD43 ellenanyagokkal
végzett kisérletek a glikoprotein adhéziot negativan modulalo szerepére is utalhatnak.
A fehérje biokémiai sajatsagai ezzel a funkcioval jol 6sszeegyeztethetok, hiszen a CD43
a tobbszorosen szializalt glikozid oldallancok miatt egy erds negativ toltéssel
rendelkezd olyan fehérje, amely az immun-elektomikroszkopiai vizsgalatok szerint
hosszii rudszeri szerkezetet vesz fel, igy messze a tobbi membranfehérje folé
magasodik (Cyster és tsi. 1991). Két szomszédos sejt Osszetapadasat ez a struktira
hatékonyan megakadalyozhatja (Ardman és tsi. 1992). Erre a vérben oriasi szikség is
van, hiszen ha a vér alakos elemei Osszetapadhatnanak, konnyen olyan aggregatumok
keletkeznének, amelyek a kapillarisok eltomddéséhez vezetnének. A CD43 molekula
valoszintleg az érfalhoz torténd adhéziot is. Az anti-adhézids modell tikkrében a CD43
ellenanyagok kostimulalo hatasa ugy is értelmezhetd, hogy az ellenanyagok a CD43
molekulakat keresztkotik (Cyster és Williams 1992), é€s ezzel parhuzamosan az eddig
takarasban 1évd membranstrukturak, koztik a kulonbozoé aktivacioért felelos
receptorok, a ligandjaik szamara hozzaférhetové valnak.

A CD43" egérben, amelybél a CD43 gén egy szakaszat homolog
rekombinacioval eltavolitottak, a fobb fehérvérsejt populaciok jelen vannak, ami arra
utal, hogy ennek a fehérjének nincsen alapveté szerepe a hematopoetikus sejtek
fejlodésében. A CD43™ egér fehérvérsejtiei olyan tulajdonsigokat mutatnak, mint a
CD43 ellenanyagokkal kezelt normal egérbdl szarmazd fehérvérsejtek: megnd az
adhézios képességiik €s konnyebben aktivalhatok. A knock out egér modell ezért az

anti-adhézios modellt tamasztja ala (Manjunath és tsi. 1995).
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2.5. Az immunrendszer elemeit felismeré immunreagenseken alapulé

diagnosztikai médszerek

Az immundiagnosztikai modszerek célja a set- €s szoveti fehérjék antigén-
ellenanyag kolcsonhatason alapuld azonositasa ¢€s lathatova tétele kulonbozo
riportermolekulak (fluoreszcens vegyiiletek, szines enzimszubsztratok vagy kolloidalis
arany) segitségével. A patologiai diagnosztikdban a fehérvérsejteket felismerd
immunreagenseket két egymast jol kiegészito tertleten hasznaljak fel.

Az immuncitokémiai modszerek soran tisztitott sejtpopulacidkat jellemziink. A
tisztitas soran bizonyos sejtpopulaciok szelektiven feldusulhatnak vagy kiritkulhatnak,
elsésorban akkor, ha a sejteket kompakt szovetekbdl kell izolalni (Poppema és tsi.
1982). Az immuncitokémiai modszereket ezért elsdsorban a vérben talalhato sejtek
jellemzésére hasznaljak. Az immuncitokémiai modszerek legkorszeribb és legkiterjed-
tebben hasznalt formaja az aramlasi citofluorimetria. Ez a modszer lehetové teszi nagy
szami sejt egyedi immunfenotipusanak meghatarozasat ¢és ezek statisztikai
kiértékelését, igy a vizsgalt markert hordozd sejtek aranya é€s a pozitiv sejteken
kifejez6dé markerek mennyisége is mérhetd (Poncelot és Caryon 1985). A
hagyomanyos immuncitokémiai médszerekkel szemben a citofluorimetria legnagyobb
elonye tehat a kvantitativitas. A citofluorimetriahoz a sejteket nem szikséges rogziteni,
igy a tisztitott sejteken kulonbozé in vitro vizsgalatok is elvégezhetok, ami a
diagnoézishoz fontos adalékul szolgalhat.

Az immunhisztokémiai modszerek soran a sejt- és szoveti fehérjéket in situ,
azaz a szoveti kornyezetiikkben mutatjuk ki. Az immunhisztokémiai jelolés 6tvozhetd
tobb hagyomanyos szovet- €s sejtfestési eljarassal is, ezért a sejtek morfoldgiaja is
jobban tanulmanyozhato, ami a diagnodzis felallitasat nagy mértékben megkonnyiti. Ez
foleg a citofluorimetrias modszerrel Osszehasonlitva jelentds eldny, ahol a sejtek
alaktani sajatossagai csak korlatozott mértékben vizsgalhatok. Az immunohisztokémiai
eljarasok tovabbi elénye az, hogy a szovetekben kis mennyiségben talalhatd sejtek is
nagy biztonsaggal kimutathatok, mig az immunocitokémiai modszerek esetében az 1-5
%-nal kisebb sejtpopulaciok kimutatasa sokszor nem lehetséges.

Az immuncitokémiai €és immunhisztokémiai modszerek sarkalatos pontja a
rogzités (fixalas), ami megakadalyozza a sejtek és szovetek szétesését valamint az

antigének szovetekbodl torténd kioldodasat a festési folyamat alatt. A leggyakrabban
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alkalmazott rogzitdszerek mikodési elve alapulhat a sejtekben talalhatod
makromolekulak kicsapasan. Az ilyen rogzitdszerek tartalmazhatnak szerves
olddszereket (pl. aceton), savakat (pl. Bouin-féle rogzitd oldat) vagy nehézfémsokat
(pl. B5 rogzitd oldat). A rogzitdszerek masik csoportja (pl. formaldehid, glutaraldehid)
a makromolekulakat keresztkoti. A rogzités azonban nemcsak a rogzitdszertdl fugg,
hanem a rogzités pH és ionerdsség viszonyaitdl, iddtartamatol és homérsékletétol
(DeLellis és tsi. 1988), valamint a rogzitendd sejt vagy szovet tulajdonsagaitol is (Van
Leeuwen és tsi. 1983). A rogzitéskor a fehérje epitopok modosulhatnak, az alkalmazott
rogzitési modszer kivalasztasa tehat mindig optimalizalas. Arra toreksziink, hogy a
morfologia lehetd legjobb megoérzése mellett az immunreaktivitas is minél érintetlenebb
maradjon.

Az immuncitokémiai és immunhisztokémiai modszerek két nagy csoportra
oszthatok. A nativ technikdk legnagyobb elonye, hogy a mintdk immunreaktivitasa az
esetek tobbségében az alkalmazott enyhe rogzitdszerek miatt nem csokken (Robbins
1987). Az ilyen mintak kezelése (pl. fagyasztott szovetek metszése) €s tarolasa (-80°C-
on) nehézkes, a sejtek és szovetek alaktani sajatossagai pedig csak korlatozott
mértékben 6rzodnek meg. Az archivalt technikak soran a szovetek rogzitése utan a
mintakat olyan anyagokba agyazzak be, amely lehetdvé teszi a szovetek hosszabb ideig
(akar évtizedekig) torténd tarolasat. Az ilyen mintak vizsgalataval mod nyilik a beteg
korfejlodésének visszatekintdé nyomon kovetésére, illetve a kiillonbozd koresetek
osszehasonlito elemzésére.

Mivel a beagyazas folyamata soran a mintak a szoveteket konnyen tonkretevod
hatasoknak vannak kitéve, a beagyazas elott erds rogzitésre van szilkség. Az
archivaland6 mintakat a mindennapi gyakorlatban neutralis pufferelt formalinnal (NPF)
fixaljak és paraffinba agyazzak (Fox és tsi. 1985). A NPF hatoanyaga, a formaldehid
rogzitd hatasat Ggy éri el, hogy a fehérje primer aminocsoportjaival (leggyakrabban a
lizinekkel) reakcioba 1ép és a fehérjéket keresztkoti (Kitamoto és Maeda 1980). A
beagyazas soran alkalmazott kezelések, a magas homérséklet é€s a kiilonbozd szerves
oldoszerek pedig a fehérjéket denaturaljak. Ezért — bar az NPF-nal fixalt paraffinba
agyazott szovetek morfoldgiai tulajdonsagai kitiinbek — az immunreaktivitas kevés
kivételtol eltekintve csokken, sokszor az ellenanyagok az antigént a rogzités és

beagyazas utan fel sem ismerik.
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Az immunreaktivitas sokszor epitop visszanyerési modszerekkel részlegesen
visszaallithat6. Amennyiben az ellenanyag a formaldehid altal 1étrehozott keresztkoté-
sek miatt nem tud hozzaférni az antigénhez, limitalt proteolitikus emésztést alkalmaz-
hatunk abban a reményben, hogy az a keresztkotott felszini strukturak lehasitasa utan
az addig rejtett epitopok hozzaférhetové valnak. (Brozman 1978, Finley és tsi. 1982).
Ha az epitopot az immunreagens azért nem ismeri fel, mert az epitopot hordozo fehérje
denaturalodott, renaturacios technikakkal kisérletezhetiink. Ennek legismertebb formaja
a nedves hovel torténd kezelés, amikor a metszeteket felforraljuk (denaturaljuk) mikro-
hullamu sutoben (Shi és tsi. 1991, Shi és tsi. 1993, Cattoretti és tsi. 1993) vagy kuk-

taban (Norton és tsi. 1994) és hagyjuk szobahdmérsékletre visszahiilni (renaturacio).

2.6. Az immunrendszer elemeit felismeré immunreagensek jelentdsége a human

diagnosztikaban

A fehérvérsejt-antigéneket felismerd ellenanyagokat nem csak €s ma mar nem is
els6sorban az elméleti kutatasokban hasznaljak, hanem ezek a reagensek a human
patologiai diagnosztika nélkulozhetetlen eszkozeivé valtak. Az ilyen immunreagensek
diagnosztikai alkalmazasa azon alapul, hogy a kilonbozé korképekben az
immunrendszer sejtjeinek fenotipusa, mennyisége és eloszlasa a szervezetben jellegzetes
valtozasokat mutat. Ezen tulajdonsagok nyomon kovetésével a patologias elvaltozast
okozo tényezokre kovetkeztetni lehet.

Az emberi korképek jelent6s részéért felelos korokozok zome kiterjedt sejt- €s
szovetpusztulast okoz a fertdzés teriiletén. Ezen korokozok elleni védekezés egyik
legalapvetobb eszkoze a gyulladasos reakcio, amelynek soran az adott korokozd faj
elleni immunvalaszban szerepet jatszo fehérvérsejtek a fertézést okozd patogéneket
elpusztitand6 a megtamadott szovetekbe, szervekbe gyllnek. A gyulladasos teriiletet
beszlrd fehérvérsejtek mindségi €s mennyiségi jellemzoi utalhatnak a korokozokra, igy
ezen sejtek szerologiai tulajdonsagainak meghatarozasa diagnosztikai értéki lehet.

Az immunrendszer elemeit felismeré immunreagenseket elsésorban mégis az
immunrendszert érinté koérképek felismerésében alkalmazzak kiterjedten. Az immun-
hianyos dllapotokban az immunrendszer bizonyos elemei vagy funkcioi 6roklott vagy
szerzett modon hianyoznak. Az immunrendszer hianyzo elemeinek kimutatasa elképzel-

hetetlen a megfelelé immunsejteket felismerd reagensek nélkil. A szerzett
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immunhianyos allapotok sokszor olyankor alakulnak ki, amikor maga a fehérvérsejt a
korokozo célsejtje. Ez leggyakrabban a megtamadott sejtek pusztulasahoz és/vagy
aktivitasanak csokkenéséhez vezethet (pl. AIDS), néhany korképben viszont a
fehérvérsejtek osztdodasa valik szabalyozatlanna (pl. Epstein-Barr virus-fertézés). Az
ilyen, a fehérvérsejtek egy nagyobb csoportjara kiterjedé (poliklonalis) /limfo-
proliferacio és az immunrendszer sejtjeit érintd, egy vagy néhany valdban
transzformalddott sejt utoddaibdl 1étrejovd (mono- és oligoklonalis) fumor sokszor
nagyon hasonld tineteket okozhat. A fehérvérsejt-antigéneket felismeré immun-
reagensek szerepe e két merdben eltérod kezelést igényld allapot elkiilonitésében ma mar
nélkilozhetetlen. Sokszor a daganatos sejtek valtozatos alaktani sajatsagai miatt mar a
hematopoetikus eredet is csak fehérvérsejt-specifikus markerek (pl. a minden
fehérvérsejten kifejez0d6 CD45 vagy leukocita kozos antigén) segitségével allapithato
meg (Kurtin és Pinkus 1985). Raadasul a hagyomanyos, alaktani sajatsagokon és
enzimexpresszion alapuld6 médszerekkel megkiilonboztethetetlen, mégis eltéré immun-
fenotipusu sejtekbdl allo daganatok sokszor teljesen mas jellegli klinikai kezelést
igényelnek (Palutke és tsi. 1986, Swanson és tsi. 1987). A hematopoetikus eredetii
daganatos betegségekrol, a leukémiakrol és limfomakrol eleinte azt gondoltak, hogy
azok olyan sejtvonalak, amelyek a fehérvérsejtérés egy meghatarozott szakaszaban
megakadtak (Foon és tsi. 1982). Szamos esetben kidertlt azonban, hogy a daganatos
sejtek fenotipusa sokszor egyetlen limfocita fejlodési allapotnak megfelelé immun-
fenotipussal sem mutat rokonsagot (Hsu 1988). Ma ezért az a legelfogadottabb nézet,
hogy a transzformalodott sejtvonalak csak a szabalyozott osztodas képességét
vesztették el, de a differencialodasi program bizonyos elemeit nem (Mason 1987).
Eppen ezért csak a diagnosztikus szempontbél jelentds kilonbozéd markerek
meglétének vagy hianyanak meghatarozasa, azaz a leukémiak és a limfomak pontos
szerologiai jellemzése utan allithato fel megfelelé diagnozis (Spieler és tsi. 1986). Az
autoimmun korképekben az immunrendszer szabalyozasa sértl olyan modon, hogy nem
csak a veszélyes anyagok ellen képzddik immunvalasz, hanem a szervezet sajat
struktarai ellen is. Mivel egyre tobb emberi betegségben ismerik fel az autoimmun
Osszetevo jelentOségét, feltételezhetd, hogy a jovoben a reagensek felhasznalasa ezen a

teruleten is no.
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Az emberi fehérvérsejt-antigéneket felismeré immunreagensek alkalmazasan
alapuld immuncitokémiai és immunhisztokémiai modszereknek a modern korélettan
szamos teriiletén alapvetd szerepe van a diagnoézis felallitasaban. Az elmult idékben
végzett kutatasok eredményeként leirtak ugyan szamos olyan monoklonalis
ellenanyagot, amely alkalmas egy-egy allatorvosi szempontbdl kiemelkedd fontossagu
faj kilonbozo fehérvérsejt-csoportjainak az azonositasara, a rutindiagnosztikaban
azonban ezek a reagensek sokszor csak korlatozott mértékben hasznalhatok fel.

A kifejezetten allatorvosi rutindiagnosztikai célra szant immunreagensek
kifejlesztésénél két sajatossagot kell figyelembe venniink. A korhazban 1évé, sulyosan
beteg emberbdl szarmazo szoveteket (biopsziak vagy autopszidk) helyben
vizsgalhatjak, ami lehetévé teszi a nativ modszerek alkalmazéasat. Ezzel szemben a
beteg allatok '"allatkorhazakba" torténd Osszegyljtése jarvanytani szempontbol
kifejezetten kedvezotlen lenne. A beteg allatokbol szarmazé diagnosztizalandd mintakat
a koreset helyszinén gyijtik be, azok kiértékelésére azonban csak a megfeleléen
felszerelt diagnosztikai laboratoriumokban van lehetdség. Az allatorvosi gyakorlatban a
mintavétel €s a diagnozis tehat rendszerint térben és idoben is elkiilonil egymastol, ami
sziikségessé teszi a szervek és szovetek rogzitését. Az dllatorvosi gyakorlatban tehat a
rogzitett szovettani anyagoknak kitiintetett jelentosége van. A leggyakrabban
alkalmazott rogzitési eljarasok viszont erdsen csokkenti a szovetek immunreaktivitasat.
Az allatorvosi gyakorlatban nagyon sok faj eldfordul. Az éllatorvosi munkat nagy
mértékben megkonnyitik azok a reagensek, amelyek az allatfajok szélesebb korében
alkalmazhatok.

Kisérleteinkben ezért olyan immunreagensek el6allitasara és/vagy jellemzésére
torekedtiink, amelyek a torzsfejlodés soran allandosult olyan epitopokat ismernek fel,
amelyek a rogzités soran nem szenvednek visszafordithatatlan valtozast. Az ilyen
ellenanyagok ugyanis lehetévé teszik a rogzitett szovetek vizsgalatat az allatfajok
szélesebb korében. Tobb killonb6zé megkozelitéssel eldallitott allati fehérvérsejt-
antigéneket felismerd immunreagens-tipus kozott kiséreltink meg ennek a kettos

kovetelményrendszernek eleget tevd immunreagenseket talalni.
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szdvetek vizsgadlatdra is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

4.1. A felhasznalt vegyszerek, ellenanyagok, plazmidok, sejtek, szovetek és

kisérleti allatok eredete

Reagensek

A kisérletekhez az elérhetd legmagasabb tisztasagu vegyszereket alkalmaztuk,

amelyek leggyakrabban a Reanaltdl szarmaztak. Amennyiben a reagens mas gyarto6tol

szarmazott, azok eredetét zardjelben feltiintettem.

Ellenanyagok
Monoklonalis ellenanyagok

AFP26 (Monostori €s tsi. 1984) human a-fetoprotein

OKT3 (Ortho) human sejtfelszini CD3¢e
MASE (Ando és tsi. 1984) human sejtfelszini CD14
HD37 (DAKO) human sejtfelszini CD19
T2/53 (Ando és tsi. 1995) human sejtfelszini CD43

IgGl
IgG2a
IgG1
IgGl1
IgG1

illetve a “Third International Workshop on Ruminant Leukocyte Antigens” altal
rendelkezésre bocsatott kérodzo allatok fehérvérsejt-antigénjeit felismerd ellenanyagok

Nyulszérumok
chromogranin o (DAKO) chromogranin o C-terminalis
p.aCD3g(177-190) (DAKO) lasd. 5.2. fejezet
aGST-rhe GST-rhe fuzids fehérjét felismerd szérum
p.aE.coli-GST lasd 5.4. fejezet
p.aCD43cp lasd 5.4. fejezet
Plazmidok

pBC-SK + (Stratagen)

pHF1 a A teljes CD43 gént tartalmaz6 genomikus klon Hind I1I-Hind III helyen

pBluescript vektorba klonozva (Kudo és tsi. 1991).
pGEX-KN (Hakes és Dixon 1992)

pTS1/14.5 (Szlanka T.) A pGEX-KN olyan valtozata, amely a pGEX-KN-

PTPu;, plazmidhoz (Hakes €s Dixon 1992) hasonloan tartalmazza a

thrombin hasito helyet azzal a kiillonbséggel, hogy a thrombin felismerd hely

nukleotid szekvenciaja egyuttal Sac II restrikciés endonukleaz helyet is

tartalmaz. A plazmid inzertként a dolgozatom szempontjabol irrelevans

szekvenciat tartalmaz Sac II-EcoRI helyre klonozva.
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Baktériumtorzsek

Esherichia coli Sure (Stratagen): kék-fehér szinszelekciot lehetové tevo, igen
koénnyen transzformalhat6 torzs, amelyet az altalanos molekularis biologiai munkaban
hasznaltunk fel.

Escherichia coli BL21 (Pharmacia): ompT (bakterialis proteaz) hianyos torzs,

amelyet a fuzios fehérje kifejeztetésére hasznaltunk fel.

Sejtvonalak
T-sejt jellegli sejtvonalak: CEM, HPB-ALL, Hut-78, Jurkat, MolT4
B-sejt jellegli sejtvonalak: Daudi, P3HR1, Raji, Ramos
eritromieloid jellegli sejtvonalak: K562

mieloid jellegt sejtvonalak: HL60, U937

Szervek, szovetek €s szovettani blokkok eredete

Az emberi vér egészséges véradoktol szarmazott (SZOTE Vértranszfuzios
Allomas), a felhasznalt emberi 1épet és nyirokcsomét a SZOTE Patologia Intézetében
szereztiik be. Az egereket (Balb/c) az MTA SZBK allathaza biztositotta szamunkra. A
szerveket az egér cervikalis diszlokacioja utan boncolassal tavolitottuk el. A
szarvasmarha- és sertésvért illetve szerveket a Pick Rt.-t6l szereztik be. A hazi tyukot,
hazi kacsat és hazi pulykat a piacon vasaroltuk, és az elvéreztetés utan a kisérletekhez
szitkséges szerveket boncolassal tavolitottuk el. A csimpanzbdl és hazi bivalybol
szarmazo nyirokcsomokat valamint a tevevért az orszag kiilonbozo allatkertjei
bocsatottak rendelkezésiinkre. A védett nagy polingot (Numenius arquta), firge gyikot
(Lacerta agilis) és asobékat (Pelobates fuscus) frissen elhullva talaltuk, ¢és a
kisérleteinkhez sziikséges szerveket boncolassal tavolitottuk el.

Az 1986 és 1993 kozott gyUjtott, kiulonbozd allati korképekbdl szarmazo
formaldehiddel rogzitett paraffinba agyazott szovettani blokkokat az Orszagos
Allategészségiigyi Intézet bocsatotta rendelkezésiinkre. A szovettani blokkok az alabbi
fajokbol szarmaztak: ponty, hazi tyuk, hazi pulyka, hazi kacsa, kutya, macska, nyérc,

hazi nyul, szarvasmarha, juh, kecske, sertés, 10 és hazi patkany.

Kisérleti allatok
A fiatal hazi nyulakat a piacon vasaroltuk, és az immunizalés ideje alatt az MTA

SZBK Allathazaban tartottuk.
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4.2. Mikrobiologiai modszerek

Baktériumtorzsek tenyésztése
A baktériumtorzseket megfeleld szelekcios koriilményeket biztosité LB (vagy
SOB) tapoldatban és taptalajon tenyésztettilk €s tartottuk fenn a hagyomanyos

mikrobiologiai technikakat alkalmazva.

Tapoldatok: 11LB tapoldatra Bakto-tripton (Difco) 10 g
Eleszt6 kivonat (Difco) 5 g
NaCl 5 g
pH=7.0-ra NaOH-dal

11SOB tapoldatra  Bakto-tripton (Difco) 20 g
Eleszt6 kivonat (Difco) 5 g
NaCl 10 mM
KCI 2.5 mM
MgCl, (Merck) 10 mM
MgSO,4 (Merck) 10 mM

A lemezek ontésénél az alabbiakhoz még 20 g agar-agart (Difco) adagoltunk.

Szelekcids korilmények Ampicillin (Sigma) 25 pg/ml
Kléramfenikol (Sigma) 30 pg/ml
X-Gal (Sigma) 25 pg/ml
IPTG (Sigma) 0.1-1 mM

Kompetens sejt készitése az Escherichia coli BL21 torzsbol

Egy ml éjszakan at novesztett BL21 baktériumtenyészetet LB tapoldatban
szazszorosara higitottunk, majd a baktériumkultirat ODgo=0.4-0.5-ig novesztettik
37°C-on. Az 6sszegyujtott tenyészetet 33 ml 100 mM CaCl, oldatban szuszpendalva
harminc percig 0°C-on tartottuk. Az Gjbol osszegyujtott sejteket 4 ml 100 mM CaCl,-
ot és 12 % (v/v) glicerint tartalmazo6 oldatban vettuk fel és éjszakan at jégen inkubaltuk.
Az igy kompetenssé tett sejteket 100-200 pl-es részletekben lefagyasztottuk ¢és
felhasznalésig -80°C-on téaroltuk.

A sejtek kompetenciajat a baktériumok egy magas kopiaszamu plazmiddal (pl.
pBC-SK) torténd transzformalasa utan kinovo telepek szama alapjan hataroztuk meg.
Tapasztalataink szerint a BL21 torzsbl készitett sejtek kompetencidja a 10* telep/ug

plazmid értéket sohasem haladta meg.
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Az Esherichia coli BL21 torzs transzformalasa

Az 1-5 pg plazmiddal 6sszekevert 100-200 pl kompetens sejtet harminc percig
jégen tartottuk, majd egy-két perces 42°C-os hosokk kezelés utan a sejtszuszpenziot
ismét Ot-tiz percre jégre raktuk. Ezt kovetden a sejtekhez 1.5 ml LB tapoldatot adva a
tenyészetet két oraig razattuk 37°C-on, majd a baktériumokat megfeleld higitasokban a
megfeleld szelekcios korilményeket biztosito LB taptalajra szélesztettik. A

transzformans baktériumtelepek tizenhat-huszonnégy ora alatt néttek ki 37°C-on.

Kompetens sejt készitése az Escherichia coli Sure torzsbdl (Inoue €és tsi. 1990)

Egy ml éjszakan at novesztett Sure baktériumtenyészetet LB tapoldatban
szazszorosara higitottunk, €s a baktériumkultirat ODg=0.5-0.6-ig novesztettiik 18°C-
on. Az dsszegyUjtott tenyészetet 33 ml TB pufferben szuszpendalva tiz percig 0°C-on
tartottuk. Az Ujbol osszegyijtott sejteket 10 ml 100 mM CaCly-ot és 12 % (v/v)
glicerint tartalmazé oldatban vettik fel és tiz percig jégen inkubaltuk. Az igy
kompetenssé tett sejteket 100-200 pl-es részletekben lefagyasztottuk és felhasznalasig
-80°C-on taroltuk.

A sejtek kompetencigjat az elézoekben ismertetett moédon meghataroztuk.
Tapasztalataink szerint a Sure torzsbol készitett sejtek kompetencija altalaban elérte a

107 telep/ug plazmid értéket.

TB puffer: PIPES (Calbiochem) 10 mM
MnCl, 55 mM
CaCl, 15 mM
KCI 250 mM

Az Esherichia coli Sure torzs transzformalasa

Az 0.05-0.5 pg plazmiddal 6sszekevert 100-200 ul kompetens sejtet harminc
percig jégen tartottuk, majd fél perces 42°C-os hésokk kezelés utan a sejtszuszpenziot
jégen hagytuk 0°C-ra hilni. Ezt kdvetden a sejtekhez 0.8 ml 20 mM glikkozt (Merck)
tartalmazé SOB tapoldatot adva a tenyészetet két oOraig razattuk 37°C-on, majd a
baktériumokat megfeleld higitasokban a megfeleld szelekcios korilményeket biztosito
SOB taptalajra szélesztettiik. A transzformans baktériumtelepek tizenhat-huszonnégy

ora alatt nottek ki 37°C-on.
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4.3. Molekularis biolégiai médszerek

Plazmid tisztitas Escherichia coli Sure torzsbdl (Sun és tsi. 1994)

A 2-3 ml éjszakan at megfeleld szelekcios korilményeket biztosité LB
tapoldatban felnovelt baktériumtenyészetet 0sszegyujtottiik és felszuszpendaltuk 100 pl
50 mM gliukozt (Merck), 10 mM EDTA-t és 25 mM Tris/HCl (pH=8.0) tartalmazo
oldatban. Harom-6t perc mulva a baktérium-szuszpenzidhoz 200 pl szobahdmérsékletii
0.2 M NaOH-ot és 1 % (w/v) SDS-t tartalmazo oldatot adtunk, és a mintakat ot percre
jégre tettuk. A lizalt baktériumokhoz 150 pl 3 M K-acetatot és 2 M ecetsavat
tartalmazo oldatot adtunk, és a baktérium-lizatum kromoszémalis DNS tartalmat 0°C-
on tiz percig hagytuk kicsapodni. A felilisz6 DNS tartalmat 0°C-on 6t-tiz percig 2.5
térfogat tomény etanollal kicsaptuk. Az centrifugalassal 6sszegyljtott csapadékot 400
pul 100 mM-os Tris/HCl (pH=8.0)-t és S0 mM Na-acetatot tartalmazo pufferben
oldottuk fel. A mintak RNS és fehérjetartalmat a DNS tartalmi oldatok RNS és
fehérjetartalmdanak eltavolitasa alcim alatt leirtak szerint tavolitottuk el.

A tisztitott plazmid emészthetoségét EcoRI-es emésztéssel vizsgaltuk,
mennyiségét (plazmidtol fliggden 0.3-5 pg plazmid/ml baktériumtenyészet) az agaroz

gél elektroforézis soran kapott etidium-bromid (Sigma) festddés alapjan becsultiik.

DNS tartalmu oldatok RNS és fehérjetartalmanak eltavolitasa

A mintak RNS tartalmat 1/200 térfogati 10 mg/ml hoinaktivalt T1 RN-az
(Sigma) hozzaadasaval tavolitottuk el. Az RN-az harminc-hatvan perc alatt 37°C-on a
mintak RNS tartalmanak >95 %-at teljesen megemésztette.

A plazmidpreparatum fehérjeszennyezodését fenolos (Tris-szel pufferelt fenol)
extrakcioval tavolitottuk el. Az egy térfogat fenollal végzett extrakciét addig
ismételtik, ameddig a vizes €s a fenolos fazis kozott fehérjecsapadékot észleltiink. A
vizes fazis DNS-tartalmat két és fél térfogat tomény etanol és 1/10 térfogat 3 M Na-
acetat puffer (pH=5.2) hozzaadasaval csaptuk ki hisz percig -20°C-on. A
centrifugalassal tlepitett csapadékot 70 %-os etanollal mostuk, szaritottuk, majd 10-50
ul tridesztillalt vizben vagy 10 mM Tris/HCl-ot (pH=8.0) és 2 mM EDTA-t tartalmaz6
pufferben oldottuk fel. A kicsapast ezutan még egyszer megismételtik, hogy a minta

fenoltartalma a késobbi kisérletekben ne okozzon zavarokat.
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Polimeraz lancreakci6 (PCR)
A PCR-t a munkdmban a CD43 citoplazmatikus szakaszanak pHF1 plazmidrol
torténd sokszorositasara hasznaltam fel. A primerként alkalmazott oligonukleotidok a

kovetkezok voltak:

- CGGGGTACCAAGGAGGTCCCGCGGATGCGCCGGCGGCAGAAGCGG
3" CGGGAATTCAAGCTTITAAGGGGCAGCCCCGTC

Az 5’ 45-mer primer tartalmazta a CD43cp 5° végét kodold 18 nukleotidot
(dolt betlik) és egy Sac Il-es restrikciés endonukleaz emésztési helyet (alahtuzott
betik). A 3’ 33-mer primer tartalmazta a CD43cp 3° végét kodolo 18 nukleotid
(koztik a stop kodon) komplementerét (dolt betiik) és az EcoRI hasitasi helyet
(alahtzott betiik).

A PCR reakcioelegy 50 pl térfogatban az alabbi komponenseket tartalmazta: 20
pg pHF1 plazmid, 100-100 pmol 5’ illetve 3’ primer, 200-200 pM-t a négy
dezoxiribonukleotidtrifoszfatbol (Cetus dNTP mix), 2.5 U Taq polimerazt (Cetus), 3.5
mM MgCl,-ot (Merck), 50 mM KCl-ot (Cetus), 10 mM Tris/HCl-ot (pH=8.8) (Cetus)
€s 0.1 % (w/v) BSA-t (Cetus). A PCR-t az alabbi programmal végeztiik el:

1 x 94°C tiz perc,
30 x (94°C masfél perc, 55°C egy perc, 72°C egy perc)
1 x 72°C harom perc

A PCR termékeket agaroz gél elektroforézissel vizsgaltuk.

DNS hasitas restrikcios endonukleazok segitségével

A DNS (plazmid, PCR termék) hely specifikus hasitdsara restrikcios
endonukleazokat hasznaltunk. A 0.1-5 pg DNS-t 0.2-10 U enzimmel hasitottuk egy-
négy oOraig 37°C-on a gyartok altal javasolt korilmények kozott. A hasitas
hatékonysagat agaroz gél elektroforézissel ellenoriztik.

Munkamban az alabbi restrikcios endonukleazokat hasznaltam (zéardjelben az
enzim forrasa €s az alkalmazott puffer):

Apal (NEB, 0.5x univerzalis puffer)
BamHI (Amersham, 1x univerzalis puffer)
EcoRI (NEB, 1.5 x univerzalis puffer)
Pvull (NEB, 3# optimalis puffer)

Sacll (NEB, 1# optimalis puffer)
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10 x univerzalis puffer K-acetat 1M
Tris/acetat (pH=7.6) 250 mM
Mg-acetat 100 mM
-merkaptoetanol (Sigma) 5 mM
BSA (Amersham, DN-4z mentes) 100 pg/ml

10 x 1# optimalis puffer Tris/HCI (pH=7.7) 250 mM
MgCl, 100 mM
Ditiotreitol (Sigma) 10 mM
BSA (Amersham, DN-4z mentes) 300 pg/ml

10 x 3# optimalis puffer Tris/HCI (pH=7.7) 250 mM
MgCl; 100 mM
NaCl 500 mM
-merkaptoetanol (Sigma) 10 mM
BSA (Amersham, DN-4z mentes) 100 pg/ml

Sokszor két restrikcios endonukleazzal kellett a DNS mintat emészteni.
Amennyiben arra lehetdség volt, a gyartok javaslatai alapjan olyan korilményeket
kerestiink, amelyek mellett mindkét enzimreakcio elfogadhato mértéki volt.
Amennyiben erre nem volt lehetdség, az elsd enzimmel torténd emésztést kovetden a
mintakat fenoloztuk, és az Gjra feloldott, mar emésztett DNS-t a masik restrikcios
enzimmel is hasitottuk.

A restrikcios endonukleazok aktivitasat vagy a gyartd altal javasolt
korilmények kozott elvégzett hodinaktivalassal (altalaban husz perces 65°C-os
inkubacio) vagy — amennyiben ilyen modszerrel az enzim aktivitasa nem megszintet-

hetd — az enzimek fenolos extrakcidjaval végeztiik el.

Ligalas

Az aktiv restrikcids endonukleazokat nem tartalmaz6 DNS darabok
osszekapcsolasat T4 DNS ligazzal végeztiikk. Ehhez az 6sszekapcsolni kivant, megfeleld
aranyban osszekevert DNS fragmenteket (0.1-3 ng) 5-10 U T4 DNS ligaz (Sigma) és 1
mM Adenozin-trifoszfat (ATP) (Sigma) jelenlétében a gyarto altal javasolt pufferben

két oraig inkubaltuk 37°C-on.
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Agaroz gél elektroforézis (Sharp és tsi. 1973)

A mintapufferben felvett, 200 bazisparnal hosszabb kettés szalt DNS darabok
méret szerinti elvalasztasat az elvalasztando DNS fragment méretétdl fuiggden 0.6-2.0
% agarozt tartalmazo gélben 5 V/em fesziiltség alkalmazéasa mellett elektroforézissal
végeztik. Az elvalasztott DNS darabokat az elektroforézis kozben a DNS-hez kotodo
etidium-bromid fluoreszcenciaja alapjan UV transzilluminatoron tettiikk lathatova. A
géleket UVP géldokumentacios rendszer segitségével fényképzetiik le.

Az egyes DNS darabok méretét kiilonb6zo ismert méretii fragmenteket ado
markerek (A fag HindIIl illetve HindIII+EcoRI emésztés, 100 bazisparos létra

(Pharmacia)) segitségével hataroztuk meg.

Gél: analitikai tisztasag agaroz (Sigma) 0.6-2.0 % (w/v)
Etidium-bromid (Sigma) 10 pg/ml
TBE pufferben

TBE puffer: Tris/borat 0.089 M
Borsav 0.089 M
EDTA 0.002 M

6 x mintapuffer: bromfenolkék (Merck) 0.25 % (w/v)
xilén-cianol (Sigma) 0.25 % (w/v)
glicerin 30 % (v/v)

Szekvenalas

A PCR termék bazissorrendjének meghatarozasat az MTA SZBK DNS
szekvenald szolgaltatd egysége végezte a pBC-SK-CD43cp plazmidot templatként
felhasznalva. A biztosabb szekvencia-adatok érdekében a PCR terméket mindkét szélon
megszekvenaltattuk a pBC-SK plazmidon elhelyezkedd szekvenciakhoz hibridizal6do

T3 és T7 primerek segitségével.

Szekvencia analizis
A szekvencia analizist a GCG programcsomagban talalhato algoritmusok

segitseégével végeztik.
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4.4. Sejttenyésztési és sejtszeparalasi modszerek

Sejttenyésztés

A kilonbozéd sejtvonalakat 100 NE/ml penicillinnel (Biogal), 100 pg/ml
streptomicinnel (Egis) és 630 pg/ml glutaminnal (Sigma) kiegészitett 5 % inaktivalt
fetalis borjusavot (FCS) tartalmazé RPMI tapoldatban tenyésztettiik 37°C-on 5 % CO,

jelenléte mellett.

1 I RPMI tépoldatra RPMI por (Gibco) 10.4 g
NaHCOs;2 g
pH-t 7.0-ra allitani cc. HCl-val

Mononuklearis vérsejtek tisztitasa periférias vérbol

Az egészséges véradoktol, illetve a sertésbodl €s szarvasmarhabol (Pick Rt.,
Szeged) szarmazd vér alvadasat heparinnal (0.05 mg/ml) akadalyoztuk meg. A vért
azonos térfogati PBS-ben torténd higitas utan 6vatosan fél térfogat 75 %-os Ficoll -
jodamid (p=1.077) oldatra rétegeztik, és hisz percig 250 g-n kilengdfejes rotorban
centrifugaltuk szobahomérsékleten. A két fazis hataran OsszegyUld periférias vér
mononuklearis sejtjeit (PBM) kétszer PBS-ben mostuk (Boyum 1968).

Tapasztalataink szerint az emberi PBM tisztitasahoz hasznéalatos modszerrel a
sertésbdl €s a szarvasmarhabol csak vorosvértestekkel és granulocitakkal kozepesen
szennyezett PBM szuszpenziot lehetett tisztitani. A két allatfaj PBM sejtjei konnyen
Osszecsapodtak, amit részlegesen gatolni lehetett 0.05 mg/ml heparin és 10 %

vérszérum hozzaadasaval.

75 %-os Ficoll-jodamid oldat: Ficoll-400 (Pharmacia) 9.56g
lodamide 380 (Bracco) 20 ml
dH,O 130 ml

Hemolizis

A sejtszuszpenziokat szennyezd vorosvértesteket hemolizissel tavolitottuk el.
Nagy mértékii vorosvértest szennyezéskor, illetve teljes fehérvérsejt-preparatum
készitésekor a sejteket desztillalt vizben szuszpendaltuk fel, majd az izotonias
viszonyokat tiz masodperc mulva azonos térfogatu kétszeres toménységii PBS-sel

allitottuk vissza.
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Ezt kovetden, illetve kis mérték(i vorosvértest szennyezddéskor az el6zonél
kiméletesebb Guy-féle hemolizist alkalmaztuk. Ennek soran a sejteket Guy hemolizalo
oldatban (7 egység dH,O, 2 egység Guy A, 0.5 egység Guy B, 0.5 egység Guy C)
felszuszpendaltuk, majd ebben az enyhén hipotonias pufferben centrifugaléassal

OsszegyUjtottik. A centrifugalast kovetden az izotonias korilményeket visszaallitottuk.

Guy A: 1000 ml-re dH,0-zel NH,4Cl 35g
KCl 185¢g
NazHPO4 x 12 HzO 1.5 g
D-gliikoz 5¢g
Fenol-voros 005¢g
Zselatin (Sigma) 25 g

Guy B: 1000 ml-re dH,0-zel MgCl,x 6 H,O 42¢g
CaClz 3.4 g

Guy C: 1000 ml-re dH,0-zel NaHCO; 2258

A sejtszam és a sejtek €letképességének megallapitasa

A sejteket Biirker-kamra segitségével szamoltuk meg. Amikor ezzel
parhuzamosan az €l sejtek aranyara is kivancsiak voltunk, a sejteket tizszeresére
higitottuk 0.2 % (w/v) Tripan-kéket tartalmazo fiziologias sdoldatban. Ilyenkor az €16
sejtek aranyat a Tripan-kéket kizaro sejtek és az Osszes sejt aranya adta. Altalaban a

kisérletekhez felhasznalt mintakban az €10 sejtek aranya meghaladta a 95 %-ot.

4.5. Fehérje-biokémiai modszerek

A proteolitikus folyamatok gatlasa

A fehérjék proteolitikus bomlasat a homérséklet alacsonyan tartasaval (a
kisérleteket jégen végeztik) és proteazgatlokkal csokkentettik valamennyi fehérjékkel
végzett kisérletben. Az alkalmazott proteazgatlokat a feltiintetett koncentraciokban
altalaban koktélban alkalmaztuk:

aprotinin (Sigma) - szerin-proteazgatld - 10-30 pg/ml

EGTA (Sigma) vagy EDTA - metallo-proteazgatl6 - 2-10 mM
jodoacetamid (Sigma) cisztein-proteazgatldo - 1-5 mM

leupeptin (Sigma) - szerin-proteazgatlé - 10-30 pg/ml
para-nitrofenil-p’-guanidino-benzoat (Sigma) szerin-proteazgatlo - 25 uM
fenil-metil-szulfonil-fluorid (Sigma) - szerin-proteazgatld - 1 mM
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Lizatum készitése bakterialis sejtekbol

A mintakat kisebb mennyiségi sejt esetén kétszer tiz masodperces szonikaléssal,
nagyobb mennyiségli sejt esetén French press segitségével tartuk fel proteazgatld
koktélt tartalmazd PBS-ben. A sejttormeléket tizenot perces centrifugalassal (2500 g,

kilengofejes rotor) tlepitettiik. A lizatumot felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

A taltermelt GST illetve GST tartalmu fizios fehérjék tisztitasa

A GST-t (Glutathion-S-transzferaz), illetve a GST-fuzids fehérjét tultermeld
baktérium lizatumat vattan é€s szirdpapiron el6tisztitottuk, hogy az oszlopokat eltomo
durva szennyezddések karos hatasait kikiiszoboljik. A lizatumot ezutan elészér BSA-
Sepharose 4B oszlopon engedtik at, hogy a gyongyokhoz és a fehérjékhez aspeci-
fikusan tapado bakterialis fehérjéket eltavolitsuk, majd a mintat Glutathion-Sepharose
4B (Pharmacia) oszlopon affinitas-tisztitottuk. A matrixhoz kotott glutathion a
lizatumbol a GST-t és a GST-fuzids fehérjéket szelektiven megkototte. Az oszloprol
nagy térfogatii PBS-sel mostuk le a glutathionhoz nem kot6d6 fehérjéket.

Ha a teljes fuzios fehérjét akartuk izolalni a glutathion kotott fehérjéket
tartalmazo gyongyoket kétszer hisz percig oszloptérfogatat 10 mM glutathiont
(Sigma), 0.1 % (v/v) TritonX 100-at és 50 mM Tris/HCI (pH=8.0)-ot tartalmazo
elucids pufferes kozegben kevertettitk szobahomérsékleten. Megfigyeléseink szerint a
glutathionos affinitas-elucido a GST és a GST-fuzids fehérjék csak mintegy felét
tavolitotta el az oszloprol. Amikor ennél jobb nyeredékre volt szikségiink €s a fehérje
kimenetelét, pH eluciot alkalmaztunk. Az oszloprol a fehérjét kétszer egy percig
oszloptérfogata 0.1 M glicin /HCI (pH=2.7) pufferrel elualtuk. Az eluatum savas pH-jat
1/10 térfogata 1 M Tris/HCI (pH=9.0) oldattal semlegesitettiik.

Amennyiben csak a fuzids tagot akartuk tisztitani, az oszlophoz oszlop
térfogatu PBS-ben oldott 20 U/ml specifikus aktivitasu thrombint (Pharmacia) adtunk.
Tizenhat 6ras szobahdmérsékletii emésztés hatasara a fuzids fehérje gyakorlatilag teljes
mértékben az oszlophoz tovabbra is kotott GST-re és a feluliszoban talalhatd fuzios
tagra kiloniilt.

Abban az esetben, ha nagy tisztasagu preparatumra volt sziukségiink, a fuzios

tagot tartalmazo fehérjeoldatot — amely sok kis proteolitikus bomlasbol szarmazo
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peptidet is tartalmazott — a gyarto utasitasai szerint duzzasztott €s megontott Sephadex
G-25 Medium (Pharmacia) gélsziir6 oszlopon tisztitottuk tovabb.

A Glutathion-Sepharose 4B (Pharmacia) oszlopot ugyancsak nagy térfogatu 0.1
M glicin/HCI (pH=2.7) pufferrel regeneraltuk, és 0.1% NaNjs-ot tartalmazé PBS-ben
taroltuk. Bar az Osszes fehérjét ezzel a modszerrel sem sikeriilt a matrixrél eluélni, az
oszlop tobbszor felhasznalhato volt.

Az egyes tisztitasi [épéseket €s az oszlop regeneralasat mennyiségileg a frakciok
ODygo-anak mérésével, mindségileg a frakciok SDS PAGE-sel torténd elemzésével

ellendriztiik.

A tultermelt GST-fzios fehérjék elemzése tomegspektrometriaval

A tomegspektrometriai méréshez a fehérjeoldatot sOmentesiteni kellett. A
sotartalom csokkentése konnyen a fehérje kicsapodasahoz vezethet, tobb oldat
kiprobalasa utan végil is az S5 %-os ecetsav valt be somentes oldoszerként.
Tapasztalataink szerint az altalunk tisztitott fehérje sotartalma még két napos dializissel
sem volt olyan mértékben lecsokkenthetd, hogy az a tomegspektrometriai mérést
lehetové tegye. Ezért a fehérjeoldatot az A tultermelt GST illetve GST tartalmu fuzios
Jfehérjék tisztitasa alcim alatt részletezett modon gélsziiréssel sotlanitottuk.

Az 5 %-o0s ecetsavban oldott fehérje molekulastulyat a SZOTE Orvosi Vegytani
Intézetében electrospray ionforrassal felszerelt Finnigan TSQ 7000 quadrupol

tomegspektrométerben hataroztuk meg.

Lizatum készités allati eredetii sejtekbol
A sejteket 1-5 x 107 sejt/ml koncentracioban lizis pufferben szuszpendaltuk,
majd tiz-husz perces inkubacidval feltartuk. A sejtmagokat tiz percig tlepitettitk 13000

g-n torténd centrifugalassal. A lizatumokat -80 °C-on taroltuk felhasznalasig.

Lizis puffer: Triton-X 100 (Sigma) 1 % (v/v) vagy
Nonidet-P 40 (Sigma) 1 % (v/v)
Tris/HCI (pH=7.4) 10-50 mM
NaCl 150 mM
MgCl; 0.5-2 mM
proteazgatld koktél
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Membranpreparatum készitése

A sejteket 1-5 x 107 sejt/ml koncentracioban tiz-hiisz percig 10 mM Tris/HCI
(pH=7.4)-ot, 0.5 mM MgCl,-ot és proteazgatlo koktélt tartalmazd hipotonias
duzzaszto pufferben duzzasztottuk, majd a sejteket Dounce-homogenizatorban tartuk
fel. A feltaras mikroszkopos ellendrzése utan a homogenizatumot izotdniassa tettiik
megfelel6 mennyiségli 150 mM NaCl oldat hozzaadasaval. A durva sejttormeléket husz
perces centrifugalassal (500 g, kilengdfejes rotor) tavolitottuk el. A feliluszohoz
EDTA-t adtunk 5 mM végkoncentracioban. A feliiliszobol a membranfrakciot egy oras
ultracentrifugalassal (30.000 g, kilengdfejes rotor) tlepitettik. A membran-frakciokat

-80 °C-on taroltuk felhasznalasig.

SDS poliakrilamid gél elektroforézis (SDS PAGE)

Fehérjeelegyek mindségi vizsgalatara és a fehérjék latszolagos molekula-
sulyanak meghatarozasara poliakrilamid gél elektroforézist alkalmaztuk (Laemmli
1970). Az esetek tobbségében 5 %-os gyijtd gélt és az elvalasztandd fehérjék
molekulasulyatol fliggéen 5-15 %-os futtatd gélt hasznaltunk. Ritkan alkalmaztunk
gradiens géleket, amikor a gradienst 5 %-o0s €s 15 %-os futtaté géloldatbol gradiens

keverovel allitottuk eld (Matsudaira és Burgess 1978).

GyUjté gél:  Akrilamid (Serva) 3-5 % (w/v)
N,N-metilén-biszakrilamid (Serva) 0.8/30%(3-5) % (w/v)
Tris/HCI (pH=6.8) 125 mM
SDS 0.1 % (w/v)
N,N,N.N,-tetrametil-etiléndiamin (Merck) 0.0007 % (v/v)
Ammonium-peroxid-diszulfat 0.00035 % (w/v)

Futtato gél:  Akrilamid (Serva) 5-15 % (w/v)
N,N-metilén-biszakrilamid (Serva) 0.8/30%(5-15) % (w/v)
Tris/HCI (pH=8.8) 375 mM
SDS 0.1 % (w/v)
N,N,N.N,-tetrametil-etiléndiamin (Merck) 0.0007 % (v/v)
Ammonium-peroxid-diszulfat 0.00035 % (w/v)

Futtato puffer: glicin 192 mM
Tris 25 mM
SDS 0.1 % (w/v)
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A mintakat (tisztitott fehérje, lizatumok, immunprecipitatumok, membran-
preparatumok) az elektroforézis elott SDS tartalma redukéalé mintapufferben 6t percig
forraltuk, hogy a fehérjék harmadlagos szerkezetét megbontsuk. A fehérjéket 5-10
V/em fesziltség mellett valasztottuk el. Az egyes fehérjéknek megfeleld

molekulasulyokat standardok (Sigma) segitségével hataroztuk meg.

Redukalé mintapuffer: Tris/HCI (pH=6.8) 125 mM
SDS 0.2 % (w/v)
glicerin 5 % (v/v)
B-merkaptoetanol (Sigma) 1 % (v/v)
néhany kristaly bromfenolkék (Merck)

A gélek fehérjetartalmat vagy membranra transzferaltuk vagy megfestettiik.
Leggyakrabban a Coomassie Brilliant Blue R-250-re alapuld festési modszert
hasznaltuk. A géleket husz percig festettiik 0.1 % (w/v) Coomassie BB R-250-et, 10 %
(v/v) ecetsavat €s 40 % (v/v) metanolt tartalmazo6 festboldatban, majd kettd-tizenhat
oraig tartd 10 % (v/v)-os ecetsavoldatban torténd razatassal tavolitottuk el a gélbdl a
nem fehérjéhez kotodo festéket. Amennyiben érzékenyebb modszerre volt sziikségiink,
a gélt Imidazol-SDS-Cink reverz festési modszerrel feliilfestettiikk (Fernandez-Patron és
tsi. 1995). A Coomassie BB R-250 festett géleket kétszer desztillalt vizzel oblitettik. A
géleket tizenot percig 0.2 M imidazolt és 0.1 % (w/v) SDS-t tartalmaz6 oldatban
razattuk, majd tizenot-hatvan masodpercre athelyeztiik 0.2 M cink-szulfat oldatba. A
reakcio soran a gél fehérjét nem tartalmazo részén fehér csapadék képzodott, ami
lehetové tette a kis mennyiségben jelen l1évo fehérjék lathatova tételét. A reakciot

desztillalt vizzel allitottuk le.

A fehérjék transzferalasa poliakrilamid gélb6l membranra

A gélt 30 percig razattuk a transzferalasra hasznalt pufferben, majd
elektroforetikus uton a transzferalas el6tt a gyartd utasitdsai szerint nedvesitett
nitrocellul6z (Schleicher and Schuell) vagy polivinilidén-difluorid (Millipore)
membranra transzferaltuk. A transzferalast négy-tizenhat oOraig 100-200 mA
aramerOsség mellett hagyomanyos modszerrel (transzfer puffer 192 mM glicin és 25
mM Tris) vagy (kis molekulasulyu fehérjék vizsgalata esetén) hiisz-harminc percig 200-

800 mA aramer6sseg mellett félszaraz blot késziillékben végeztik (transzfer puffer 39
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mM glicin és 48 mM Tris). A transzferalas hatékonysagat a gélben visszamaradt

fehérjék Coomassie BB festésével ellendriztiik.

Peptidszintézis

A munkamban felhasznalt CD43(352-372) peptid szintézisét az Orvosi
Vegytani Intézetben végezték el a '‘Boc modszer alapjan (Merrifield, 1963). A szintézis
utan a peptideket 10 % (v/v)-os ecetsavban vették fel, és a kivant peptidet
szemipreparativ reverz fazisi magas nyomasu folyadékkromatografiaval (RP-HPLC) C-
18 oszlopon tisztitottak, 0-48 %-os acetonitril linearis gradienst hasznalva. A megfelel6
frakciokat Osszegyujtotték és liofilizaltak. A szintetizalni kivant termék szerkezetét
tomegspektrometriaval és aminosav Osszetétel elemzésével igazoltak, tisztasagat (>97

%) pedig HPLC-vel allapitottadk meg.

Peptidek konjugélasa hordozohoz

Az immunizéalasra hasznalt CD43(352-372)-BSA konjugatumot a SZOTE
Orvosi Vegytani Intézetében készitették ugy, hogy a PBS-ben 1:10 molaris aranyban
oldott peptidet és a hordozd fehérjét aminocsoportjaikon keresztiil glutardialdehiddel

keresztkototték.

Affinitasmatrixok eldallitasa

Az affinitaskromatografias oszlopokat a szabad aminocsoport tartalmu peptidek
vagy fehérjék CNBr aktivalt Sepharose 4B (Pharmacia) gyongyokhoz torténd koteésevel
a gyarto javaslatai szerint készitettik. Az 1 g CNBr aktivalt gyongyot tizenot percig 10
ml 1 mM HCl-ban duzzasztottuk, majd 200 ml 1 mM HCl-dal és 5 ml 0.5 M NaCl-ot
tartalmazo 0.1 M NaHCO; (pH=8.3) pufferrel mostuk szinteriivegsziiron. Ezutan 1 g
gyongyhoz 0.5 M NaCl-ot tartalmazo 0.1 M NaHCO; (pH=8.3) pufferben feloldott
vagy ezen pufferrel szemben éjszakan at dializalt 2-10 mg aktiv aminocsoportot
tartalmazo peptidet vagy fehérjét adtunk, €s a mintakat két 6ran at szobahdmérsékleten
kevertettiik. A gyongyokon esetlegesen megmarado aktiv csoportokat 0.2 M glicinnel
kozombositettilk. Az affinitas-matrixhoz nem kovalensen kotddd fehérjéket vagy
peptideket négyszeres, 30-30 ml 0.5 M NaCl-ot tartalmaz6 0.1 M NaHCO; (pH=8.3)

pufferrel, illetve 0.5 M NaCl-ot tartalmazo 0.1 M Na-acetat (pH=4.0) pufferrel torténd
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mosassal tavolitottuk el. A gyongyoket ezutan oszlopba toltottik és 0.1 % (w/v) NaNs
tartalmi PBS-ben taroltuk.

A fehérjék kapcsolasat az OD,g, a peptidek kapcsolasat pedig az ODyse
kovetésével kisértuk nyomon. A gyongyokhoz ténylegesen kapcsolodd molekulak
mennyiségét — ezaltal a kapcsolas hatékonysagat — a gyongyokhoz kapcsolas eldtt adott
Osszes €s a kapcsolast kovetden a gyongyokhoz nem kapcsoloddo molekulak
mennyiségének kiilonbsége adta. Amikor fehérjeelegyet kapcsoltunk Sepharose 4B
gyongyokhoz (példaul bakterialis lizatumot), a teljes és a nem kapcsolodo fehérje
frakcio fehérjetartalmat SDS PAGE-vel elemeztiik, hogy a kotddés szelektiv jellegét

figyelemmel kisérjiik.

4.6. Immunkémiai modszerek

Indirekt ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

az immunizalasra felhasznalt antigént, haptént vagy antigén tartalma fehérjeelegyet)
harom o6ran at 37°C-on vagy tizenkét-tizenhat 6ran at 4°C-on kotottik a hajlékony
ELISA lemez (Falcon) mintahelyeinek falahoz. Rovid desztillalt vizes oblités utan a
mintahelyeket 200 ul 0.5 % (w/v) BSA-t (vagy zselatint) és 0.1 % (v/v) Tween 20-at
(Sigma) tartalmaz6 PBS-sel telitettik egy oraig 37°C-on. Ezt kovetéen 100 pl
térfogatban a mintahelyekbe pipettaztuk a tesztelendd ellenanyagot kilonbozo
(altalaban harmadold vagy tizedeld) higitasokban és egy ora hosszat inkubaltuk 37 °C-
on. A lemezt haromszor mostuk 0.1 % (v/v) Tween 20-at tartalmaz6 PBS-sel, hogy az
antigént nem kotd immunglobulinokat eltavolitsuk, majd a mintankhoz 100-100 pl
Otszazszoros higitasi tormaperoxidazzal konjugalt ProteinA-t (Sigma) adtunk. Hatvan
perces 37°C-os inkubaci6 utan a foloslegben 1évd ProteinA-tormaperoxidaz
konjugatumot haromszoros 0.1 % (v/v) Tween 20-at tartalmazd PBS-es mosassal
tavolitottuk el. A mintakhoz 200 ul OPD szubsztratoldatot adtunk, majd a megfeleld
szinintenzitas elérése utan (altalaban 6t-tiz perc mulva) a reakciot 50 pul 2 M H,SO,-val
leallitottuk. Az egyes mintakban a képzddott szines termék mennyiségét 492 nm-es

hullamhosszon ELISA reader (Titertek) késziilék segitségével hataroztuk meg.
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Kot6 puffer (coating buffer): Na,CO; 15 mM
NaHCO; 35 mM
pH = 9.6-ra NaHCO; kristalyokkal

OPD szubsztratpuffer: citromsav 5.6 mg/ml
Na,HPO, 11.2 mg/ml
Orto-fenileén-diamin 330 pg/ml
(30%-0s) H0, 0.2 pl/ml

Immunprecipitacio

Az immunprecipitaciot mintanként 10 pl ProteinA-Sepharose CL4B
(Pharmacia) gyongyokkel végeztiikk. Az ellenanyagokat 500-1000 ul PBS-ben higitva
egy oraig hagytuk a gyongyokhoz kotdédni 4°C-on kevertetés mellett, majd a nem
kotédd immunglobulint haromszor 1 ml PBS-sel mosva tavolitottuk el. A nyul
immunglobulinokb6l mintanként 5-10 pg-ot hasznaltunk fel. Amig a ProteinA
valamennyi nyal immunglobulin alosztalyt koti, addig az egér ellenanyagoknak (mEa-
ok) csak néhany izotipusat. Ezért amennyiben mEa-kal immunprecipitaltunk, a
gyongyokhoz elészor 2-5 pg nyulban termelt  affinitas-tisztitott —anti-egér-
immunglobulint (DAKO) adtunk, majd a mosasok utan a gyongyokhoz kotddo
ellenanyagokhoz kapcsoltuk az 5-10 pg mennyiségi mEa-ot.

A felsziniikon kotott immunglobulinokat tartalmazé gyongyokhoz kétszeri lizis
pufferrel torténd mosast kovetden hozzaadtuk a megfeleld lizatumo(ka)t. Hatvan-
szazhusz perces kevertetés utan az ellenanyaghoz nem kot6do fehérjéket haromszoros

lizis pufferben torténd mosassal tavolitottuk el.

A fehérjék kimutatasa Western blot (immunoblot) segitségével

Amennyiben nem elore festett fehérje-markereket hasznaltunk, a membranokrol
a markereket tartalmazo levagott részt egy percig festettiik 0.1 % (w/v) Coomassie BB
R-250-et, 10 % (v/v) ecetsavat és 40 % (v/v) metanolt tartalmazé festéoldatban, majd a
nem fehérjéhez kotddo festéket ot-tiz percig SO % (v/v)-os metanollal tavolitottuk el. A
membran Western blottolasra felhasznalni kivant részét ezutan telitettik 3-5 % (w/v)
sovany tejport €s 0.1 % (v/v) Tween 20-at (Sigma) tartalmazd6 TBS-ben tizenkét-
tizenhat oran keresztul 4°C-on vagy hatvan percen keresztiil szobahdmeérsékleten, majd
egy-harom oraig razattuk az elso ellenanyagot tartalmazo telitéshez hasznalt pufferben.

Ezutan 6tszor harom percig 0.1 % (w/v) Tween 20-at (Sigma) tartalmazé TBS-sel
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tavolitottuk el az antigénhez nem kotddd ellenanyagokat. A membrant ezutan a
tormaperoxidaz konjugatumot tartalmazo telitd pufferben hatvan percig razattuk. Attol
fliggben, hogy az elsd ellenanyag mEa vagy nyualszérum volt-e, affinitas-tisztitott
nyalban termelt anti-egér-immunglobulin-tormaperoxidaz konjugatumot (DAKO) vagy
ProteinA-tormaperoxidaz konjugatumot (Sigma) hasznaltunk. Biotinilalt els6
ellenanyagok esetében a hasznalt konjugatum a Streptavidin-tormaperoxidaz (DAKO)
volt. Az el6z6ekben leirt modon tortént mosasok utan a membrant TBS-ben oblitettik.

Az alkalmazott elsd ellenanyagok ¢és a tormaperoxidaz konjugatumok
koncentracioit az eldkisérletek, a gyartok utasitasai €s az alkalmazott vizualizalasi
modszer ismeretében hataroztuk meg.

Az immunjeloléseket elohivhattuk a gyartd altal javasolt médon lumineszcens
tormaperoxidaz szubsztrattal (Enhanced Chemiluminescence Reagent Kit, Amersham),
amikor az enzimreakcio eredményeképpen létrejovo fényt rontgenfilm (Dupont Cronex
4) segitségével mutattuk ki, vagy kiilonbozé kromogén szubsztratokkal — amelyek
kozil mi leggyakrabban a diamino-benzidint hasznaltunk — amikor oldhatatlan szines

csapadek jelezte a pozitiv reakciot.

Diamino-benzidin kromogén: diamino-benzidin (Sigma) 1 mg/ml
(30 %-0s) H,0,0.5 pl/ml
TBS-ben

4.7. Immuncitokémiai modszerek

Indirekt immunfluoreszcencia

A kisérleteket 96 mintahelyet tartalmazé gombolyt feneki mikrotiter
lemezekben (Greiner) végeztiik mintanként 1-5 x 10’ sejtet felhasznalva.

Ha intracellularis antigéneket vizsgaltunk, a sejteket 25-50 pg/ml vizoldékony
digitoninnal (Sigma) permeabilizaltuk tiz percig jégen 2 mM EGTA-t, 2 mM MgCl,-ot
és 1 % (w/v) BSA-t tartalmazé PBS-ben. (A vizoldékony digitoninfrakcio eldallitasat
lasd Oettgen és tsi. 1986.) A megfelelo foki permeabilizalast a Tripan-kék kizaras
megszinése jelezte. A tovabbi Iépések elott a sejteket kétszer mostuk 1 % (w/v) BSA-t

tartalmazd PBS-ben.
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Az 1 % (w/v) BSA-t tartalmazdé PBS-ben vagy 5 % (v/v) FCS-t tartalmazo
RPMI-ben feloldott elsé ellenanyagot negyvenot-hatvan percig hagytuk az antigénhez
kotddni. A sejteken esetlegesen meglévd Fc-receptorokat normaél szérummal
blokkoltuk, lehetdség szerint annak a fajnak a szérumat felhasznalva, amelybdl a sejt
szarmazott. A human PBM sejtek a nyul ellenanyagokat olyan erésen kototték, hogy a
normal human szérum a nyul-ellenanyagok sejtfelszini kotodését nem gatolta megfeleld
mértékben. Az elsd ellenanyagot ilyenkor biotinilaltuk és a biotinilalt nyul-
immunglobulinok aspecifikus helyre torténd kotddését normal nyalszérummal gatoltuk.
Amennyiben permeabilizalt sejtek antigénjeit vizsgaltuk biotinilalt ellenanyagok
(Sigma) telitettik. A sejteket az elsé ellenanyaggal torténd inkubalas utan haromszor
mostuk 1 % (w/v) BSA-t tartalmazé PBS-ben vagy 5 % FCS-t tartalmaz6 RPMI-ben,
hogy a nem kotddott ellenanyagot eltavolitsuk. A megfeleld higitasi fluoreszcens
vegyiilettel konjugalt reagenst harminc percig hagytuk az elsd ellenanyaghoz kotddni.
A fluorokrom leggyakrabban FITC (fluoreszcein- izotiocianat), ritkdbban — elsdsorban
kettds festéseknél — PE (fikoeritrin) volt. A fluoreszcens vegytilettel konjugalt reagens
lehetett affinitas-tisztitott nyalbol szarmazéd anti-egér- (FITC és PE konjugéatum,
Sigma) vagy kecskébdl szarmazo anti-nyul- immunglobulin (FITC konjugatum, Sigma),
attol fuggden, hogy az elso ellenanyag mEa vagy affinitas-tisztitott nytlszérum volt-e,
illetve streptavidin (FITC konjugatum, DAKO, PE konjugatum Calbiochem) ha az els6
ellenanyag biotinilalt preparatum volt. Az elsé ellenanyaghoz nem kotédo fluoreszcens
vegyuletekkel konjugalt reagenseket haromszori 1 % (w/v) BSA-t tartalmazé PBS-ben
vagy S5 % (v/v) FCS-t tartalmaz6 RPMI-ben torténd mosassal tavolitottuk el, majd a
sejteket még egyszer megmostuk PBS-ben. Aramlasi citometrias kiértékelésnél gyakran
az utolso lépésnél a sejteket 1-10 pg/ml PI-t (propidium-jodid) (Sigma) tartalmazo
PBS-ben vettiik fel. Amennyiben a kiértékelést nem tudtuk rogton elvégezni, a sejteket
0.2 % (w/v) formaldehidet tartalmaz6 PBS-ben rogzitettiik.

Sejten beliili és sejtfelszini antigének egyidejii kimutatasanal el6szor a sejt
felszini komponenst a megfeleld ellenanyaggal és fluorokrom konjugatummal
megjeloltik, majd a sejteket permeabilizaituk. Megfigyeléseink szerint a permeabilizalas

folyamata nem befolyasolja karosan a sejtfelszini antigének jelolését. A permeabilizalas
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utan egy, a sejtfelszini antigén megjelolésével nem interferaldé modszerrel megjeloltiik
az intracellularis antigéneket is.

A jeloléshez hasznalatos egyes komponenseket 1 % (w/v) BSA-t tartalmazo
PBS-ben vagy 5 % (v/v) FCS-t tartalmazo RPMI-ben higitottuk a gyartod javaslatai,
valamint az altalunk végzett elékisérletek eredményei alapjan. Altalaban az alkalmazott
reagens koncentraciok 1 és 10 pg/ml kozé estek. Az egyes lépéseket jégen végeztiik,
hogy a sejtmembran fluiditasat csokkentsik, ezaltal az antigének nem kivant
eloszlasvaltozasait (foltok és sapkak képzddése) elkertljiik. A kisérletekben negativ
kontrollként médiumot (elsé ellenanyag elhagyasa) és a célsejttel nem reagalo
aspecifikus els6 ellenanyagot (mEa-ok esetén izotipus egyeztetés) alkalmaztunk.
Amikor arra lehetdség volt, a sejteket biztosan felismerd ellenanyagot is hasznaltunk
pozitiv kontrollként.

Az igen-nem tipusu kiértékelést Zeiss-Jena Jenalumar SH250 fluoreszcens
mikroszkoppal végeztiikk. Amikor mennyiségi jellemzokre is szikséglink volt, aramlasi
citometrias modszert alkalmaztunk (Becton-Dickinson FACSstar +). A mérési
eredményeket a Becton-Dickinson CellQuest szoftverével analizaltuk. Az €16 sejteket a
fényszorasi (FSC (Forward scatter) és SSC (Side Scatter)) tulajdonsagaik és a PI
kizaras alapjan kapuztuk. A permeabilizalt sejteket az esetlegesen nem
permeabilizalodott sejtektol a fényszorasi tulajdonsagaik és PI festddésuk alapjan
valasztottuk el, a permeabilizalas soran ugyanis a sejtek FSC értéke csokken, SSC
értéke pedig altalaban nd, és a permeabilis sejtek a PI-t sem képesek kizarni. A
permeabilizalas el6tt mar halott, tehat mar akkor permeabilis sejteket a megfeleld
mennyiségli PI festddés alapjan kapuztuk ki. Az él6 és osztodd sejtek DNS-tartalma
(PI festodése) ugyanis jellegzetes kettds cstcsu hisztogrammot mutat, mig a

permeabilizalaskor mar halott sejtekben a DNS mennyisége ennél joval kevesebb.
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4.8. Hisztologiai és immunhisztokémiai modszerek

Targylemezek elokezelése

Ha nem allt rendelkezésiinkre gyarilag elotisztitott targylemez, a zsirtalanitast
mosogatoszeres mosast kovetd desztillalt vizes oblitetésekkel végeztik. A felhasznalas
elott az esetleges szennyezddéseket acetonnal tavolitottuk el.

A metszetek leazasanak kikliszobolésére a targylemezek acetonos oblitése utan
a targylemezeket két percig 2 % (v/v) 3-aminopropil-trietoxiszilant (Sigma) tartalmazo
acetonba helyeztiik, majd 6t percig desztillalt vizzel oblitettik. A felhasznalas eldtt a

lemezeket egy napig szaritottuk 56°C-on.

Fagyasztott metszetek készitése

A frissen boncolt szerveket megfeleld6 méretiire vagtuk, folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk, és a metszésig -80°C-on taroltuk a kiszaradast megel6zendd
parafilmbe csomagolva. A metszés el6tt a fagyott szervet szintetikus beagyazo szerbe
(Tissue Tek)-be agyaztuk, majd kriosztaton 5 pm vastagsagu metszeteket készitettiink,
amelyeket 3-aminopropil-trietoxiszilannal el0kezelt targylemezekre vittink fel. A
metszeteket szaritas utan tiz percig acetonban rogzitettiik, majd egy napos szaritas utan
a felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A felhasznalas el6tt a metszeteket PBS-ben husz
percig rehidrataltuk. Egyéb elOkezelést az immunhisztokémiai festés elott ezek a

metszetek nem igényeltek.

Neutralis pufferelt formalinnal (NPF) rogzitett paraffinba agyazott metszetek készitése

A megfeleld6 méretiire vagott szerveket egy-két napig neutralis pufferelt
formalinban (4 % formaldehid PBS-ben) rogzitettiik, majd rutin beagyazési folyamat
soran paraffinba agyaztuk (SZOTE Patologiai Intézet). A paraffinos blokkokbol 2-3
um vastagsagi metszeteket készitettiink, amelyeket 3-aminopropil-trietoxiszilannal
elokezelt targylemezekre vittiink fel €s egy napig 56°C-on szaritottuk. A metszeteket
ezt kovetden felhasznalasig szobahdmérsekleten taroltuk.

Az immunhisztokémiai festés elott a NPF-ban rogzitett paraffinba agyazott
metszeteket négyszer ot percig xilolban deparaffinaltuk, majd négyszer egy percig
higuld etanolsorban (96 % (v/v), 90 % (v/v), 80 % (v/v) és 70 % (v/v)) rehidrataltuk. A

metszeteket ezutan 6t percig metanolba, majd harminc percig 0.5 % (v/v) H,O-ot
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tartalmazd metanolba meritettilk, hogy a szovetek endogén peroxidaz aktivitasat
csokkentsiik. A metszeteket ezutan csapvizben tobbszor megmostuk, majd 6t percig az

epitdp visszanyerési modszerhez alkalmazott pufferben allni hagytuk.

Epitop visszanyerési modszerek

Az immunhisztokémiai jeloléseknél szamos ellenanyag esetében epitop
visszanyerési modszerek alkalmazésara nem volt sziikség. A legtobb ellenanyag
esetében azonban vagy proteolitikus emésztést vagy renaturaciot kellett alkalmaznunk.
Ritkan a két modszert egyutt alkalmazva kaptunk optimalis reakciot.

A proteolitikus emésztést pronaz enzimmel (Calbiochem) végeztik. A kezelés
idoétartamat €s az enzim koncentraciojat altalaban eldkisérletek soran optimalizatuk. A
rutin munkéaban azonban a PBS-ben vagy TBS-ben oldott 0.1 % (w/v) pronazzal
torténd harom perces szobahomérsékleti emésztés a legtobb esetben kielégitd
eredményt adott. A pronaz enzim proteolitikus aktivitasa 2 % (w/v) glicint tartalmazé
PBS-sel gatolhato, ezt a l[épést azonban a rutin munkaban altalaban elhagytuk.

A renaturacios modszerek kozul a nedves hovel torténd epitdp visszanyerést
alkalmaztuk. A metszeteket 0.1 M citrat pufferbe (pH=6.0) helyeztiik €s mikrohullama
sutében forrasba hoztuk, majd haromszor 6t percig forrasban tartottuk. Az esetlegesen
elparolgd puffert a metszetek kiszaradasat megakadalyozando potoltuk. A kezelés utan

a metszeteket a pufferben hagytuk szobahdmérsékletre hulni.

Immunhisztokémiai jel6lés

A megfelelden elOkészitett metszetek fehérjekotd helyeit 2 % (w/v) BSA-t
tartalmazo PBS-ben telitettiik harminc-hatvan percig. A fagyasztott technikak esetében
az Fc-receptorok immunglobulin-kotd helyeit normal szérummal telitettiik. A normal
kecske- vagy nyualszérumot lehetdség szerint kiegészitettik annak a fajnak a normal
szérumaval, amelybdl a metszet szarmazott. Az archivalt modszereknél a NPF-nal
torténd rogzités soran az Fc-receptorok irreverzibilisen denaturdlodnak, igy azok
esetében a normal szérumok hasznalatat legtobbszor elhagytuk.

A metszetek immunhisztokémiai festésére leggyakrabban a harom 1€pcsds,
avidin-biotin  erdsitd rendszeren alapuld indirekt immunperoxidaz ~modszert

alkalmaztunk. Az els6 ellenanyagot (mEa vagy antiszérum) fagyasztott technikak
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esetén harminc-hatvan percig, archivalt modszereknél éjszakan 4at hagytuk az
antigénhez kotddni, amit haromszor harom-ot perces mosas kovetett PBS-ben. Az
affinitas-tisztitott biotinilalt ellenanyag-preparatumot, az elsé ellenanyag fajtajatol
fliggben nyulban termelt anti-egér- vagy kecskében termelt anti-nyal-immunglobulint
(vagy ezek Fab, fragmentjét) (DAKO) fagyasztott metszetek esetében huisz-harminc
percig, archivalt metszetek esetében negyvenot-hatvan percig hagytuk az elso
ellenanyaghoz kotddni. Az elézdekhez hasonld mosasok utan a Sterptavidin- (vagy
Extravidin-) tormaperoxidaz konjugatumot (DAKO ill. Sigma) fagyasztott metszetek
esetében hisz-harminc percig, archivalt metszetek esetében negyvenot-hatvan percig
hagytuk a biotinilalt kapcsold ellenanyaghoz kotédni. A nem kot6dd tormaperoxidaz
konjugatumot haromszor harom-6t percig tarté mosassal tavolitottuk el.

Egy esetben tormaperoxidazzal kozvetlenil konjugalt ellenanyagot is
alkalmaztunk. Erre akkor kerilt sor, amikor egy nyulban eldallitott ellenanyaggal
kivantunk nyulbol szarmazd metszeteket vizsgalni. Az indirekt megkozelités ebben az
esetben nem volt lehetséges, mert a masodik anti-nyul-immunglobulin a szoveteket
atitato szérum ellenanyagait felismerve erds hatteret okozott volna. A direkt
konjugatumot az indirekt modszernél leirt, elsé ellenanyagnal alkalmazott koriilmények
kozott hagytuk az antigénhez kotddni, majd a nem kotédé konjugatumokat haromszor
harom-6t percig tartd mosassal tavolitottuk el.

Az immunhisztokémiai 1épéseket — a metszetek kiszaradasat megel6zendd —
nedves kamraban végeztiik. Az egyes komponenseket 2 % BSA-t tartalmazé PBS-ben
higitottuk a gyartd javaslatai, illetve az altalunk végzett elokisérletek eredmeényei
alapjan. Altaldban az alkalmazott reagens koncentraciok 1 és 10 pg/ml kozé estek. A
kisérletekben negativ kontrollként médiumkontrollt (elsé ellenanyag elhagyasa) és a
szovettel nem reagald aspecifikus elsd ellenanyagot (mEa-ok esetén izotipus
egyeztetés) alkalmaztunk. Amikor arra lehet6ség volt, pozitiv kontrollként hasznaltunk
a szovetekkel biztosan reagalo ellenanyagot is.

A metszeteket 6t percig inkubaltuk 0.2 M Na-acetat pufferben (pH=4.6), hogy
a hemoglobin pszeudoperoxidaz hatasat csokkentsik. Az immunohisztokémiai jelolést
0.05 % (w/v) 3-amino-2-etil-karbazol kromogént (Sigma) és 0.01 % (v/v) Hy0,-t
tartalmazd 0.2 M Na-acetat pufferben (pH=4.6) hivtuk elé. A pozitiv reakciot

jellegzetes piros szinli csapadék megjelenése kisérte. Az el6hivast mikroszkoposan
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ellendriztilk, majd a megfelelé erdsségii reakcid kialakulasa utan (fagyasztott
metszeteknél egy-6t perc, archivalt metszeteknél ot-tizenot perc) a reakciot desztillalt

vizzel allitottuk le.
A szdvettani metszetek hattérfestése és fedése

A szoveteket bizonyos esetekben Mayer-féle hematoxilinben gyengén
hattérfestettiik, hogy a metszetek szoveti szerkezete jobban kiértékelhetd legyen. A
desztillalt vizes kozegbdl a metszeteket tizenot-harminc masodpercre a hematoxilin
oldatba helyeztiilk, majd csapvizes kozegben hagytuk, hogy a lila szin kialakuljon. A

metszeteket ezutan glicerin-PBS-ben vagy glicerin-zselatinban lefedtiik.

Glicerin-PBS glicerin 90 % (v/v)
PBS 10 % (v/v)
NaN; 0.1 % (w/v)

Glicerin-zselatin glicerin 12.5 ml
zselatin (Sigma) 2 g
fenol 0.25 g

A szovettani metszetek fényképezése

A mikroszkopos felvételeket Olympos AH-2, Opton Axioplan illetve Leitz
Diaplan kutatdé mikroszkopokkal készitettilk Kodak Ektachrom 160, Fuji 64T, Fuji
Sensia 100 vagy AGFA CT100-as szines diafilmekre, illetve ILFORD PANF 50 vagy
AGFAPAN 25 fekete-fehér papirfilmekre. A nem muafény szines diafilmek esetében a
muifény sargitd hatasanak ellensulyozasara erds kék sziirést alkalmaztunk. A fekete-
fehér filmek esetében a jobb kontraszthatas elérésének érdekében zoldes-sarga szlirdt

hasznaltunk.
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4.9. Az immunreagensek eléallitasa és tesztelése

Antiszérum eldallitasa és tesztelése

A fiatal hazinyulak immunizalasara az alabbi immunizalasi protokollt hasznaltuk.

0. hét 1.nap vérvétel a szélso flilvénabol és preimmunszérum készités

1.hét 1:,3., 5.nap alkalmanként 50-100 pg PBS-ben feloldott antigén
szubkutan oltasa komplett Freund-adjuvansban

3.hét1.,3.,5. nap alkalmanként 50-100 pg PBS-ben feloldott antigén

szubkutan oltasa 10 % komplett és 90 % inkomplett
Freund-adjuvéansban

4. hét 5. nap probavérvétel a szElsé fulvénabol, szérum készités é€s a
probavér szérum tesztelése

7.hét 1.,3., 5. nap alkalmanként 50-100 pg PBS-ben feloldott antigén
szubkutan oltasa inkomplett Freund-adjuvansban

8. hét 5. nap probavérvétel a szélsé fulvénabol, szérum készités és a

probavér szérum tesztelése
ha nem elég magas a titer az el6z6 két 1€pés ismétlése

9. hét 1. nap a nyul talaltatasa kloroformmal €s elvéreztetése (sziv-
punkcioval), szérumkészités, a szérum tesztelése

Az oltasokhoz az antigént 500 pl PBS-ben higitottuk, majd 500 pl Freund-
adjuvannssal emulziot készitettiink. Az 1 ml emulziot a nyulban 50-100 pl-enként a hat
kiillonbozo tajékaira oltottuk.

A vérbol ugy készitettilk szérumot, hogy a vért szobahOmérsékleten hatvan
percig alvasztottuk. Az alvadékot Ovatosan eltavolitottuk az edény falatol, és 4°C-on
tizenkét-tizenhat oran keresztiil hagytuk osszehtizodni. Az alvadt vér alol a szérumot
leszivtuk, és 250 g-vel torténd centrifugalassal a szérumban talalhato sejtes elemeket
kitilepitettitk. A szérumokat mélyhitoben vagy 0.1 % NaNs-dal tartositva 4°C-on
taroltuk.

A szérumokat rutinszeriien ELISA segitségével teszteltiikk. Megfelelo titertinek
akkor itéltink egy szérumot, ha az a mintahelyekhez kotott antigént legalabb
haromezerszeres higitasban felismerte. A nyul elvéreztetése elott az utolsd probavérbol
készitett szérumot az ELISA-n kiviil mas olyan moddszerrel is teszteltiikk, amelyre a

szérumot a késdbbi kisérletekben rutinszertien hasznalni akartuk.
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Az ellenanyag-preparatumok immunglobulin frakcidjanak affinitas-tisztitasa

Az ellenanyagokat a mAb-Trap (Pharrﬁacia) kit segitségével tisztitottuk. A
megfeleléen elbtisztitott ellenanyag—preparéturhot (mEa feliiluszo, aszcitesz vagy
nyulszérum) a ProteinG-Sepharose 4B oszlopon engedtiik 4t, majd a ProteinG-hez nem
kotodo fehérjéket nagy térfogatu PBS-sel lemostuk az oszloprol. A ProteinG-hez
kotddé immunglobulin frakciot 0.1 M glicin/HCl (pH=2.7) pufferrel elualtuk. Az
eluatum savas pH-jat 1/10 térfogata 1 M Tris/HCl (pH=9.0) oldattal semlegesitettiik.
Az elucid6 hatékonysagat az elualt frakciok ODgg mérésével kovettik. Az
ellenanyagokat PBS-sel szemben €jszakan at dilaizaltuk. Az oszlopot nagy térfogatt

0.1 M glicin /HCI (pH=2.7) pufferrel regeneraltuk és 20 %-os etanolban taroltuk

Az ellenanyag preparatumok ligandspecifikus frakciojanak affinitas-tisztitasa

Az immunizalaskor kapott szérumok nemcsak az immunizalashoz felhasznalt
fehérjéket felismerd ellenanyagokat tartalmaznak, hanem természetes ellenanyagokat is,
amelyek az él6lény természetes immunfolyamatainak eredményeképpen képzddnek.
Ezek a természetes ellenanyagok a legtobb kisérleti rendszerben nem kivant
mutermékekhez vezethetnek, ezért eltavolitasuk a kisérleti rendszerekbol kivanatos. Az
egyes ellenanyagok affinitas-tisztitasat olyan affinitasmatrixon végeztik el, amelyhez az
immunizalashoz hasznalt antigént vagy haptént kapcsoltuk.

A p.aCD43(352-372) anti-peptid szérum affinitds-tisztitasanal a megfelel
elosziirések utan a szérum hordozo fehérjét felismerd ellenanyag tartalmat elészor egy
BSA-Sepharose 4B oszlopon kimeritettik. Az oszloprol a BSA-t felismerd
ellenanyagokat elualtuk, és az p.aBSA affinitasszérumot a tovabbi kisérletekben
kontrollként hasznaltuk. A BSA-val kimeritett szérum CD43(352-372) peptidet
felismerd frakcidjat (p.aCD43(352-372) szérum) ezutan egy CD43(352-372) peptiddel
konjugalt Sepharose 4B oszlopon tisztitottuk.

Az aCD43cp rekombinans fehérje immunizalasaval nyert szérum affinitas-
tisztitasanal a megfeleld eloszirések utan a szérum GST-t és egyéb bakterialis
fehérjéket felismerd részét eloszor egy GST-t thltermelé E.coli BL21-lizatummal
konjugalt Sepharose 4B oszlopon kimeritettik. Az oszloprol az ellenanyagokat

elualtuk, és a p.aE.coli-GST affinitasszérumot a tovabbi kisérletekben kontrollként
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hasznaltuk. Az igy kimeritett szérum CD43cp-t felismerd frakcidjat (p.aCD43cp
szérum) ezutan egy GST-CD43cp-t tultermeld E.coli BL21-lizatummal konjugalt
Sepharose 4B oszlopon tisztitottuk.

A szérumok affinitas-tisztitasanal az egyes frakciok immunglobulin tartalméanak
tisztasagat SDS-PAGE-sel, mennyiségét a gyljtott frakciok OD,gp mérésével, mig a
tisztitott ellenanyag-frakciok specificitasat ELISA-val hataroztuk meg.

Az  affinitas-tisztitasi  1épések  soran Az  ellenanyag-prepardtumok
immunglobulin frakciojanak affinitds-tisztitasa alcim alatt leirt moédon mostuk az
pH-jat és regeneraltuk az oszlopokat. Az affinitasoszlopokat 0.1 % (w/v) NaNj
tartalma PBS-ben taroltuk.

Az ellenanyagok biotinilalasa

Az ellenanyagokat éjszakan at PBS-sel szemben dializaltuk, hogy az esetlegesen
jelen 1évé aminocsoport tartalmi molekulakat (pl. Tris) eltavolitsuk. 1 mg affinitas-
tisztitott immunglobulinhoz 200 ng szulfoszukcinimidil-6-(biotinamido)- hexanoatot
(Pierce) adtunk. A biotinilacid hatvan percig zajlott 4 °C-on. Az el nem reagalt
biotinszarmazékot 5 mg lizin (Sigma) hozzaadéasaval semlegesitettiik, majd az elegyet
¢jszakan keresztil dializaltuk PBS-sel szemben. A biotinilalas hatékonysaganak
ellendrzésére alkalmazott modszert a biotinaland6 ellenanyag felhasznalési teriiletének

fuggvényében valasztottuk ki.
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S.1. A szarvasmarha fehérvérsejt-felszini epitopokat felismeré monoklonalis

ellenanyagkkal (mEa-okkal) szerzett tapasztalatok
5.1.1. A felhasznalt monoklonalis ellenanyagok

Csoportunkban tobb olyan monoklonalis ellenanyag késziilt, amely a mediterran
orszagokban fontos gazdasagi szerepet jatszO hazi bivaly kilonbozé sejtfelszini
fehérvérsejt-antigénjeinek extracellularis epitopjaihoz kotédik (Kurucz és tsi.). Indirekt
immunfluoreszcencias kisérletekben bizonyitottuk, hogy ezen ellenanyagok tekintélyes
hanyada a hazi bivallyal szoros rokonsagot mutatd szarvasmarha fehérvérsejtjeit is
felismeri. Mivel az altalunk el6allitott ellenanyagok szama (22) a tovabbi kisérletekhez
alacsonynak tlint, ellenanyagainkat mas laboratoriumokban eldallitott, szarvasmarha-
fehérvérsejt-antigénekkel egyutt a “Third International Workshop on Ruminant
Leukocyte Antigens” keretében vizsgaltuk tovabb (Naessens és Hopkins 1996).
Valamennyi vizsgalt monoklonalis ellenanyagot hasonlé megkozelitéssel allitottak eld:
valamely kérédzé allatfajbol szarmazd  fehérvérsejt-szuszpenziokkal —egereket
immunizaltak, és az egérben az immunizalas hatasara létrejott, az immunizalasra
felhasznalt fehérvérsejt-szuszpenzio sejtjein talalhatd extracellularis epitopokat
felismeré B-limfocitaklonokat immortalizaltak. Kisérleteinkben ezen immortalizalt
klonok altal termelt ellenanyagok kozott olyanokat kerestiink, amelyek egyrészt
felhasznalhatok NPF-nal rogzitett paraffinba agyazott szarvasmarha nyirokszovetek
immunhisztokémiai festésére, masrészt az allatfajok szélesebb korében ugyanazt vagy

hasonl6 antigént ismernek fel.

5.1.2. Rogzitett szovettani metszeteken alkalmazhaté mEa-ok

Szarvasmarhak nyirokcsomo- €s lépdarabjait NPF-ban rogzitettiik és paraffinba
agyaztuk, majd a szervekbdl késziilt metszeteken kilonbozd epitdép visszanyerési
modszerek utan immunhisztokémiai festést végeztink a “Third International Workshop
on Ruminant Leukocyte Antigens” altal biztositott mEa-okkal.

A haromszazot vizsgalt ellenanyag kozil harmincnyolc mEa adott jol
értékelhetd festddési mintazatot archivalt szoveteken (II/A. tablazat). Tapasztalataink
szerint az immunhisztokémiai festést megel6z6 epitdop visszanyerési modszerek

alapvetOen befolyasoltak a kapott festodés minoségét (II/B. tablazat). Bar az ellenanya-
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I1. tablazat

A

A NPF-nal rogzitett paraffinba agyazott szarvasmarha szovetek immunhisztokémiai festésére alkalmazhato

fehérvérsejt-felszini antigéneket felismeré monoklonalis ellenanyagok

B.

C.

Monoklonalis antitest

Epitop visszanyerés

Immunhisztokémiai reakcio NPF-nal rogzitett szarvasmarha metszeteken

neve specificitasa nincs renat. prot. Nyirokcsomo Iép (fehér pulpa)
4C7 (NL) + ++ ++ E+, End.+, Me.: velkéteg MR+ E+, End+
ANAS8 WC15 (NL) ++ ++ ++ E+ E+
BAQ90 WC1 (T) + - - Pc.,Me.:sz.L+/- nem vizsgaltam
Bo42 CD45R (NL) + + - Fo.:B+, Pc.:sp.T+, Me.:sp.L+, sz.M?+ nem vizsgaltam
Buf13 WC13 (NL) +/- + ++ sp.End.+ (arteriolak és venulak)** sp. End.+ (arteriolak és venulak)**
Buf32 (NL) - - + sp.End.+ (arteriolak és venulak)** nem vizsgaltam
CACT83 CD4? (T) + - - Pc.,Me.:sz.L+ nem vizsgaltam
CACTB32 WC1 (T) + - - Pc.,Me.:sz.L+ nem vizsgaltam
CACTB44 (M) + + ++ Pc., Me.: granulocita +** Mz.: granulocita +**
CACTBS51 (NL) + + - (ht) Fo..B+, Pc.:T+, Me..L+, sz.M+ Fo.: B+, Tz.: T+, Mz.: L+, sz.M?+
CACTB81 TCRy3 (T) + - - Pc.,Me.:sz.L+ nem vizsgaltam
CH138 (NL) + (ht) ++ matrix + a follikulusok koril** matrix + a follikulusok korul**
DH16 (NL) +-(ht)  + (ht) + (ht) Fo.:nagy L +, Pc.:sp.T+, Me.:sp.L+ Fo.:nagy L+, Tz.:sp.T+, Mz:sp.L+
DM6 B) + + ++ Fo..FDC+, B+/-, Me.:.L+, sz.DC?+/- Fo.:FDC+, B+, Mz.:sp.L+, M?+
DM7 B) +/- + ++ Fo..FDC+, B?+, Pc., Me.:L+ Fo..FDC+, B?+, Mz..L+
Du2-74 (B) - (ht) - + Fo..FDC+, B?+/- Fo.:FDC+,B?+/-
IAH-CC17 CD5 (T) +/- - + Fo.:sz.L+/-, Pc..T+ Fo.:sz.L+/-, Tz.: T+
IAH-CC57 WCS5 (B) - +/- + Fo..FDC+, B?+/- Fo..FDC+, B?+/-
IAH-CC76  CD45 (NL) ++ - Fo.:B+, Pc.:sp.T+, Me.: sp.L+, sz.M?+ Fo..B+, Tz.:sp.T+, Mz.:sp.L+
IAH-CC188 WC1 (T) - - Pc.,Me.:sz.L+ Mz.:sz.L+
IL-A115 (NL) +/- (ht) + (ht) + (ht) Fo.:sz.L+, Pc.:sp.T+, Me.:sp. L+ Tz.:52.T+/-, Mz.:sz.L+/-
IL-A150 CDA45RO (NL) +/- - Fo.:sp.L+, Pc.:sp.T+, Me.:sp.L+ Tz.:sp.T+/-
IVA12 (M +/- (ht) + - (ht) Fo.:sz.L+, Pc.:sp.T+, Me.:sp. L+ Fo.:sz.L+,.Tz..T+, Mz.:sp.L+
IVA20 CDA45? (NL) + + - Fo.:B+, Pc.:sp.T+, Me.:sp.L+ nem vizsgaltam
IVA40 CD45? (NL) + + - Fo.:.B+, Pc:sp.T+, Me.:sp.L+ Fo..B+, Tz:sp.T+, Mz.:sp.L+
IVA84 WC1 (T) ++ - - Pc.,Me..sz.L+ Mz..sz.L+
IVA95 CD45R (NL) ++ + - Fo..B+, Pc:sp.T+, Me.:sp.L+ Fo..B+, Pc:sp.T+, Me.:sp.L+
IVA103 CD45R (NL) + ++ - Fo.:.B+, Pc.:sp.T+, Me.:sp.L+, sz.M?+ nem vizsgaltam
IVA112 CD45R (NL) ++ + - Fo..B+, Pc.:sp.T+, Me.:sp.L+, sz.M?+ Fo.:.B+, Tz.:sp.T+, Mz.:sp.L+
IVA313 CD45R (NL) + ++ - Fo.:B+, Pc.:sp.T+, Me.:sp.L+, sz.M?+ Fo.:B+, Pc.:sp.T+, Me.:sp.L+
IVA352 CD45R (NL) + ++ - Fo.:.B+, Pc.:sp.T+, Me.:sp.L+, sz.M?+ nem vizsgaltam
IVA373 CD45R (NL) +/- + - Fo.:B+/-, Pc:sp.T+/-, Me.:sp.L+/- nem vizsgaltam
LCT2 B,T) + + +/- Fo.. B+/-, Pc.: sp. T+ Fo: B+/-, Tz: sp.T+
LCT27 CD45R? (NL) ++ ++ + Fo.ko.:B+, gc.sz..L+, Pc.,Me.:sp.T+ Fo.ko..B+, Tz.:sp.T+, gc.,Mz.:sz.L+
SC-6 WC1 (T) + - - Pc.,Me.:sz.L+\- nem vizsgaltam
TD4 (B) +/- + ? néhany Fo.gc.: FDC+, sp.B+ nem vizsgaltam
VPM36 MHC Il (NL) + (ht) + (ht) + (ht) Fo..B+, Pc.. DC+, Me.: sp.L+ Fo..B+, Mz..sp.L+
VPM54 MHC 1l (NL) +/-(ht)  + (ht) + (ht) Fo.:B+, Pc.: DC+, Me.: sp.L+ Fo..B+, Mz.:sp.L+

ILA. Az ellenanyagok specificitdsa a Ilird International Workshop on Ruminant Leukocyte Antigens alapjan
T- T-sejtes, B - B-sejtes, NL mieloid és limfoid sejteken is megjelend (non-lineage), M mieloid

II.LB.  renat.: renaturacids technika (mikrohulldmu siitd), prot.: proteolitikus emésztés (0,1% pronéz)
-2 nincs reakcio, vagy a festédési mintazat nem nyilvanvalo +/-: reakcié gyenge vagy valtozé, +:jol kiértékelhetd reakcio, ++: erds reakcios, ht: erds
hattér. Az optimalis epitop visszanyerési koriilmények vastagon jelélve. *: néhany esetben nem azonositott elszort sejtek festédése megfigyelhetd
= Az aramlasi citometrias eredményeknek ellentmondo6 vagy a fagyasztott metszeteken tapasztalt mintazattol eltérf festodes.

lIC.

Fo.: follikulus, Fo.ko.:- follikularis kdpeny, gc.: centrum germinativum, Pc.: paracortex Me.: medulla, Tz.: T-sejtes z6na a Iépben, Mz.: marginélis

zéna, B: B-limfocitak, T: T-limfocitak, L: limfocitak, M: monocitak, DC: dendritikus sejtek, FDC: follikularis dendritikus sejtek, MR: makrofagok, End.:

endothel, E: voros vértestek, sz.: elszort sejtek (<20%), sp.: a sejtek hatarozott szubpopulacidja (<70%)

+: egyeértelm( festddés , +/-: gyenge fedtddés, ?: bizonytalan vagy nem reprodukalhato festédés
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3. abra

Neutralis pufferelt formalinnal rogzitett paraffinba dgyazott szovettani mintdkon alkalmazhat6 szarvasmarha
fehérvérsejt antigénekkel reagalé monoklonalis ellenanyagokkal kapott fest6dési mintazatok szarvasmarha nyirokszoveteken

szarvasmarha nyirokcsomé szarvasmarha nyirokcsomo szarvasmarha nyirokcsomé szarvasmarha nyirokcsomo
IAH-CC17 (CD5) mEa IAH-CC188 (WC1) mEa DM6 mEa TD4 mEa
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szarvasmarha nyirokcsomé szarvasmarha lép

szarvasmarha nyirokcsomo szarvasmarha nyirokcsomo
IAH-CC76 (CD45) mEa LCT27 (CD45R) mEa 4C7 mEa CH138 mEa
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A-D,G,H: hattérfestés Mayer féle hematoxilinnel, E,F: nincs hattérfestés

Fo: follikulus, Co: corona (follikularis képeny), Cg: centrum germinativum, Zm: zona marginalis, Pc: paracortex, Me: medulla
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gok egy kisebb részénél (pl. ANA8, VPM36) az eldkezeléstol fiiggetlenil tobbé-
kevésbé egyforma erdsségii reakciot kaptunk, a festodésben legtobbszor mennyiségi
(pl. Buf13, DM7, VPM54, stb.) vagy mindségi kilonbségek mutatkoztak (pl. WCl-et
felismer6 ellenanyagok, CD45-6t felismerd ellenanyagok, stb.). Amig a WCI
ellenanyagok esetében elokezelésre nem volt sziikség, addig a CD45 ellenanyagok
zOménél a nedves hovel torténd renaturacio, a DM6 és DM7 ellenanyagok esetében
pedig a proteolitikus emésztés tette a jelolddést hatarozottd. Eredményeink arra
utalnak, hogy nem jel6lhetd ki egy minden egyes ellenanyag esetében jo eredménnyel
hasznalhato epitOp visszanyerési modszer, hanem az el0kezelés a felismerni kivant
epitop fliggvényeében valaszthato ki.

A festddési mintazatokat (II/C. tablazat) minden esetben Osszehasonlitottuk a
Workshop keretében végzett el6zetes aramlasi citofluorimetrias mérések eredményeivel
és a fagyasztott metszeteken kapott festddési mintazatokkal, hogy a hamis reakciokat
kikiiszoboljiik (az adatokat nem mutatom be). Néhany nyilvanvalo kivételtdl eltekintve
(lasd 1I/C tablazat *x-gal jelolt festodési mintazatok), az esetek tobbségében a harom

kiilonb6zo kisérleti rendszerben kapott eredmények hasonlonak bizonyultak.

A nyirokszovetek elsésorban T-sejtes teruleteit felismer6 ellenanyagok

A CD5-6t felismeré IAH-CC17 mEa, akarcsak a p.aCD3g(177-190) szérum
(lasd 5.2. fejezet) a nyirokszovetek T-sejtes tertleteit jelolte (3A. abra). Feltételezheto,
hogy a mEa-gal kapott, részben citoplazmatikusan festodo sejtek zome T-limfocita, bar
az elGzetes aramlasi citometrias kisérletek alapjan néhany B-limfocita festddése nem
kizarhato.

Az IL-A115 és az IVAI2 mEa-ok a follikularis kopeny és a centrum
germinativum kozott elhelyezkedd, feltételezhetoen T-sejt eredeti limfocita csoportot
és a T-sejtes zonakban elhelyezkedd limfocitak egy részét jelolik. Az IL-A115
ellenanyag a lép voros pulpajaban a vérlemezkéket is felismeri, ami az IL-A115 és az
IVA35 ellenanyag altal felismert epitopok kiillonbozdségére utal.

A yd8 TCR-t hordozéd T-sejtekre jellemzé WCI1 molekulat felismerd
ellenanyagok (BAQ90, CACTS3, CACTB32, CACTBS1, IAH-CC188, IVA84, SC6) a
T-sejtes teriileteken elszortan elhelyezkedd limfocitakat jeloltek (3B. abra). Erdekes,

hogy a WC1 molekulat felismeré mEa-ok ilyen nagy szamban szerepeltek a NPF-ban
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rogzitett paraffinba agyazott metszeteken alkalmazhat6 ellenanyagok kozott. A WCI
fehérje sejten kiviilli szakasza tizenhét (potencialis) glikozilacios helyet tartalmaz
(Wijngaard és tsi. 1992). A nagy foku glikozilacié a molekula bizonyos epitopjait

megvédheti a rogzités és a beagyazas karos hatasaitol.

A nyirokszovetek elsosorban B-sejtes tertileteit felismer6 ellenanyagok

Az MHC I fehérje invariabilis epitopjait felismeré VPM36 és VPMS54 voltak az
egyeduli olyan mEa-ok, amelyek a B-sejteket egyértelmiien felismerték. Ezek az
ellenanyagok azonban nemcsak a B-limfocitakat, hanem a mieloid sejtek egy részét is
jelolték. Az ellenanyagok rutin alkalmazasat a nehezen értelmezhetd festddési mintazat
mellett az is nagy mértékben megneheziti, hogy mindkét ellenanyag erds hatteret ad.

A Du2-74, DM6, DM7 és IAH-CC57 mEa-ok az elézetes aramlasi citometrias
kisérletekben a fehérvérsejtek koziil kizarolag B-limfocitakat ismertek fel. A vizsgalt
nyirokszovetekben a follikularis dendritikus sejtek erds festédése (3C. abra) miatt a B
sejtek jelolodésének erdsségét nehezen tudtuk megitélni. A DM6 és DM7 ellenanyagok
extrafollikularis limfocitakkal is reagaltak, ami arra utalt, hogy ez a négy ellenanyag
legalabb két kiilonbozo antigént ismer fel.

A TD4 mEa altal felismert antigén nagyon sajatos kifejezOdési mintazatot
mutatott (3D. abra), ugyanis amig a follikulusok egy része egyaltalan nem fest6dott,
addig a follikulusok masik részében a centrum germinativum blasztoid sejtjeinek egy
része erdsen jelolodott. Ez az érdekes festddési mintazat a felismert antigén kiilonleges

szerepére utalhat.

A nyirokszovetek T- és B-sejtes tertileteit egyarant felismerd ellenanyagok

A CD45 fehérje valamennyi izoformajan megtalalhatdé kozos epitopokat
felismer6 Bo42, IAH-CC76, IVA20, IVA40, IVA103, IVA112, IVA313, IVA352 és
IVA373 mEa-ok valamennyi B-sejtet, a T-sejtek zomét €s néhany mieloid sejtet is
jeloltek rogzitett szovettani metszeteken (3E. abra). Az elézetesen ugyancsak CD45
kozos epitopjaval reagalod ellenanyagként jellemzett CACTBS51 mEa ugyanakkor a
nem-hematopoetikus sejteket is felismerte. Ez az ellenanyag mas epitdp visszanyerési
korilmények kozott adott optimalis reakciot, mint a CD45 kozos epitopjait felismerd

ellenanyagok, ami ugyancsak a felismert antigének kilonbozdségére utal.

53
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Két mEa a CD45 izoforma specifikus epitopjat ismerte fel. Az LCT27 mEa altal
felismert epitop a follikularis kopeny B-sejtjein és a T-sejtes zona limfocitainak egy
részén volt jelen (3F. abra). Erdekes, hogy pronaz elSkezelés utan a T-sejtes
teriileteken észlelt festddés megsziint, mig a follikularis kopeny B-sejtjei tovabbra is
gyengén jelolodtek. Ehhez hasonlo jelenséget néhany human CD45R ellenanyagnal is
leirtak (Parravicini és tsi. 1987). A csak a hematopoetikus sejtek kis alcsoportjan
kifejez6d6 CD4SRO izoformat felismerd IL-A150 ellenanyag a varakozasoknak
megfelelden csak egy részletesen nem jellemzett limfocita-alcsoportot festett.

Feltind, hogy mind az emberi (Linder és tsi. 1987a), mind a szarvasmarha
CD45 epitopokat felismerd ellenanyagok nagy szamban szerepeltek a NPF-ban
rogzitett paraffinba agyazott szoveteken alkalmazhato reagensek kozott. A jelenség
feltételezhetben azzal magyarazhato, hogy a rogzitett szovettani mintakon
felhasznalhato CD45 ellenanyagok olyan részben oligoszacharid jellegi epitopokat
ismernek fel az erésen glikozilalt CD45 fehérjén, amelyek nem tartalmaznak szabad
aminocsoportokat, €s ezaltal védettek a formaldehid keresztkotd hatasatol (Linder és

tsi. 1987b).

Nem-limfoid széveti komponenseket felismerd ellenanyagok

A mar korabban ismertetett MHC II-t felismerd ellenanyagok (VPM36 és
VPMS54) monocitakat, makrofagokat és egyéb mieloid sejteket is jeloltek a vizsgalt
nyirokszovetekben. A CACTB44 ellenanyag a limfoid szovetekben elszortan és kis
szamban elhelyezkedd granulocitakat festette. A 4C7 ellenanyag egy, a vorosveér-
testeken €s a vaszkularis endothel sejteken egyarant kifejezddé antigénhez kotodott
(3G. abra). Az ellenanyag a vorosvértesteket az eloregedett vorosvértestek
szervezetbdl torténd eltavolitasara szakosodott makrofagok (nyirokcsomo velokoteg
makrofagjai és a 1ép voros pulpa makrofagjai) fagolizoszoOmaiban is felismerte. Az
ANAS ellenanyag kizardlag a vorosvértestekkel reagalt, de az altala felismert epitop a
fagocitalt vorosvértestekrdl hianyzott. Ez az ANAS és 4C7 ellenanyagok altal felismert
epitopok kulonbozdségére utal. A Bufl3 (WC13) és Buf 32 ellenanyagok az arteriolak
és venulak endothel sejtjeit ismerik fel rogzitett szoveteken, mig a CH138 ellenanyag a

limfoid szervek felépitésében szerepet jatszo matrix fehérjét (3H. abra).
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5.1.3. A mEa-ok altal felismert epitopok jelenléte a kiilonbozé allatfajokban

A haromszazot, a “Third International Workshop on Ruminant Leukocyte
Antigens” altal rendelkezésiinkre bocsatott mEa reaktivitasat indirekt immun-
fluoreszcencias modszerrel vizsgaltuk a szarvasmarha, a hazi bivaly, a juh, a kétpupu
teve, a sertés és az ember periférias vérének mononuklearis sejtjein. A szarvasmarha-
fehérvérsejteket felismerd ellenanyagok koziil 69 % reagalt a hazi bivaly, 32 % a juh,
21 % a kétpupu teve, 15 % a sertés és 13 % az ember fehérvérsejtjeivel. Az adatokbol
lathato, hogy a szarvasmarhahoz viszonyitott kozelebbi rokonsagi fokhoz az epitopok
nagyobb mérték(i szerologiai keresztreakcios gyakorisaga tarsul. Az egyes fajok
fehérvérsejtjein kapott keresztreakciok szazalékos aranya tehat jol tukrozte a vizsgalt
fajok szarvasmarhahoz viszonyitott fejlddéstani helyzetét.

A fehérvérsejtek fényszorasi tulajdonsagai alapjan azonositottuk az el6z6
kisérletekben a hat vizsgalt faj mindegyikének fehérvérsejtjeit felismerd tiz ellenanyag
altal jelolt fehérvérsejt-tipusokat (limfocitak, monocitdk, granulocitak) szarvasmar-
haban, sertésben és emberben (I1I/A. tablazat). A tiz ellenanyag altal felismert antigének
minden esetben azonos, vagy egymashoz nagyon hasonlo sejttipusokon fejezédtek ki az
altalunk vizsgalt harom fajban, s6t egy német csoport tolunk fuggetlen eredményei
alapjan a kutyaban is (Schubert és tsi. 1996). Mig az ellenanyagok egy része (Bufl,
DHS9, IVA35, Fw3-181 és TH17) az SDS PAGE soran denaturalodott antigént nem
ismerte fel, néhany ellenanyag esetében (25-32, DH16, Fw4-101, VPM36) Western
blot kisérletek segitségével sikertlt az ellenanyagok altal felismert szarvasmarha, sertés
¢s emberi fehérjék molekulasulyat is meghatarozni (I11/B. tablazat). E négy ellenanyag a
kiillonbozo vizsgalt fajokban hasonld molekulasulyu antigéneket ismert fel. Az egyes
ellenanyagok esetében a kiilonbozo allatfajokban észlelt reaktivitas tehat azonos
sejtpopulaciokra és nagy valosziniséggel azonos — de legalabbis hasonlo -
molekulasulyu antigénekre korlatozodik, ami a keresztreakcid specificitasara és a

felismert antigén nagy foku allandosultsagara utal.
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I11. tablazat A sertés, kutya és ember fehérvérsejtjeivel keresztreagalo szarvasmarha fehérvérsejt felszini antigéneket
felismeré monoklonalis ellenanyagok részletes jellemzése
A B.
Monoklondlis ellenanyag Szarvasmarha* Sertés* Kutya** Ember*
neve specifitadsa Fvs. pop. Mol. suly. Fvs.pop. Mol. suly. Fvs. pop. Mol. suly. Fvs. pop. Mol. Suly.
25-32 CD44 (NL) LM,G 86 kD LM,G 86 kD L.M,G n.a. LM,G 83 kD
B18 Tapa1 (NL) L.M,G n.a. L.M,G n.a. sp.L, M n.a. sp.L, G n.a.
Buf1 CD44 (NL) LM,G n.r. LM,G n.r. LM,G n.a. LM,G n.r.
DH16 (NL) sp.L, G 214 kD L,G 236 kD sp.L,G,M n.a. sp.L,G n.r.
DH59 (M) M,G n.r. M,G n.r. M,G n.a. M.G n.r.
Fw3-181 MHC 1.? LM,G n.r. L.M,G n.r. LM,G n.a. LM,G n.r.
Fw4-101 CD29 (NL) L.M,G 124 kD LM,G 117 kD LM,G n.a. LM,G 116 kD
IVA35 CD11a (NL) LM,G 90 kD n.a. n.r. L.M,G n.a. sp.L,M,G n.r.
TH17 (NL) LM,G n.r. LM,G n.r. L.M,G n.a. LM,G n.r.
VPM 36 MHC II. sp.L,M 35 kD sp.L,M 37 kD n.a. n.a. sp.L 38 kD
IILA. Az ellenanyagok specificitasa a Third International Workshop on Ruminant Leukocyte Antigens alapjan

I.B.

NL mieloid és limfoid sejteken is megjelend (non-lineage), M mieloid

Fvs. Pop. : A fehérvérsejt populaciokat a limfocitdk, monocitdk és a granulocitak jellegzetes fényszorasi (forward scatter és side scatter)
tulajdonsagai alapjan azonositottuk aramlasi citometrias kisérletekben.

n.a. : nincs adat, L: limfocitak, M: monocitak, G: granulocitak, DC: dendritikus sejtek, sp.: a sejtek hatarozott szubpopulacidja (<70%)

Mol.saly.: A latsz6lagos molekulasilyokat western blot technika segitségével kiséreltik meghatarozni. Ez csak akkor lehetséges, ha az
ellenanyag a fehérjét az SDS gélelektroforézis utani denaturalt allapotban is felismeri. n.r.: nincs reakcio, n.a.: nincs adat

*A csoportunkban Vilmos Péter altal elvégzett kisérletek eredményei
+*|rodalmi adatok (Schubert és tsi. 1996)

asazwa]1al s §91252][2f1y YoSUIIV2AUNIUIUL SDUIDNID ST DADIDIDSSZIA YD]IAQZS
112112304 ‘Q10YIPUZSDY] 3 DADSDIDINULY Y] [dSUnIIUI UDGIIQY S2]IZS YOIDfIDIID ZY SPZaYdI4D “(T Y]
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5.1.4. A mEa-ok alkalmazasi lehetéségei a rutin allatorvosi diagnosztikaban

A “Third International Workshop on Ruminant Leukocyte Antigens” altal
rendelkezésiinkre bocsatott ellenanyagok koziil osszeallithatd egy olyan panel, amely
lehetévé teszi az immunvalaszban szerepet jatszo sejtek, koztikk a B- és T-limfocitak,
monocitak, makrofagok, granulocitdk és endothel sejtek Osszességének vagy jol
kortlirhat6 alcsoportjainak azonositasat a rutin diagnosztikaban leggyakrabban hasznalt
NPF-nal rogzitett paraffinba agyazott szervekbdl készilt szovettani metszeteken
szarvasmarhaban.

Az egyes ellenanyagok konkrét diagnosztikai értékét kiilonbozd korképekbol
szarmazo metszetek immunhisztokémiai festésével lehet megallapitani. A nagy szamu
reagens ilyen jellegli vizsgalata e munka kereteit meghaladta volna, igy a kiilonb6z6
ellenanyagok potencialis diagnosztikai felhasznalasi teriiletére leginkabb az analog
human ellenanyagok felhasznalasi teriilete alapjan lehet kovetkeztetni. A CD45
ellenanyagoknak mint hematopoetikus sejteket azonositd reagenseknek a szerepe a
human diagnosztikaban kiemelked6 jelentoségli (Kurtin és Pinkus 1985). Mivel
mikroszkopos szinten elsdsorban a kulonbozé limfocita alcsoportok elkiilonitése okoz
nehézségeket, a rutin diagnosztikaban elsdésorban a limfocita alcsoportokat felismerd
ellenanyagok alkalmazasanak elterjedése varhat6. A rutin allatorvosi patologiaban
felhasznalhat6 WCI1 ellenanyagok a yd T-limfocitak koroktani szerepének jobb
megértéséhez nyujthatnak kiegészitd informaciokat. A legtobb limfocita alcsoportot
felismerd ellenanyag esetében a potencialis felhasznalési tertletre az analog human
alkalmazasok alapjan azonban még nem kovetkeztethetiink, mert az ellenanyagok altal
felismert antigén emberi homologjat — azaz az ellenanyagok CD besorolasat — még nem
sikertilt azonositani.

Megvizsgaltuk, hogy melyek azok az ellenanyagok, amelyek alkalmasak az
immunsejtek festésére mas, a szarvasmarhatol rendszertanilag tavol es6 fajokban is. Az
allandosult epitopokat felismerd ellenanyagok a varakozasnak megfeleléen nem vagy
csak véletlenszerien (DH16, VPM36) estek egybe azokkal, amelyek a formaldehiddel
rogzitett paraffinba agyazott szovettani metszeteken hasznalhatonak bizonyultak. Az
altalunk jellemzett ellenanyagok az esetek tobbségében ezért kizarolag a szarvas-
marhaban vagy esetleg néhany kozeli rokon parosujju-patas allatfajban hasznalhatok fel

rutin diagnosztikai célokra.

57



Ph.D. értekezés: Az allatfajok széles korében immunsejtek kimutatasara felhasznalhato, rogzitett
szovetek vizsgdlatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

5.2. A p.aCD3g(177-190) szérummal szerzett tapasztalatok

5.2.1. A p.aCD3g(177-190) szérum

A p.aCD3g(177-190) egy Mason ¢és tsi. altal eldallitott affinitas-tisztitott
nyulszérum, amely a human CD3e fehérje 177.-190. aminosavak alkotta,
immunogénnek josolt szakasznak megfelel6 aminosav-sorrendt peptidet (1. abra) ismer
fel. Western blot kisérletekben igazoltak, hogy ez a reagens az emberi CD3¢ fehérjét is
felismeri. Immunhisztokémiai vizsgalatokban a szérum elsésorban a limfoid szovetek T-
sejtes tertileteit jelolte mind nativ, mind archivalt emberi szovettani metszeteken
(Mason és tsi. 1989). A p.aCD3g(177-190) szérumot Kkiterjedten hasznaljak a
szoveteket beszlird sejtek B- és T-sejt eredetének elkiilonitésére.

Az utobbi években egyre tobb fajban ismerték meg a CD3e aminosav-sorrendjét
(1. abra). A munkank kezdetekor mar rendelkezésre allo emberi, egér €s kutya CD3e
magas foku allandosultsaga. Az allandosult fehérjerész kiterjedt a human CD3g 177.-
190. aminosavait hordoz6 szakaszara is. Ezért megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 fajok
CD3e fehérjéi kozotti aminosav-sorrend szintjén mutatkozo nagyfoki homologia

kimutathato-e a p.aCD3g(177-190) reagens segitségével szeroldgiai szinten.

5.2.2. A p.aCD3¢g(177-190) szérum altal felismert epitopok jelenléte a kiilonb6z6

gerinces allatfajokban

Western blot kisérletekben a p.aCD3g(177-190) szérum az emberi CD3e
fehérjéhez hasonlo, 19-25 kD molekulasulyu fehérjét ismert fel szarvasmarha, hazi
bivaly, sertés és hazi tyak nyirokszerveibdl késziilt, SDS-PAGE-sel elvalasztott
sejtmembran preparatumban (4A abra).

A sikeres Western blot kisérletek nyoman kiilonb6z6 rendszertani csoportokba
tartozo allatok immunszerveibdl fagyasztott, illetve NPF-ban rogzitett paraffinba
agyazott metszeteket készitettiink, majd a metszeteket megfestettiik p.aCD3g(177-
190), illetve negativ kontrollként p.aChromogranin-oc szérummal. A kisérleteinket az

alabbi allatfajokbol szarmazé mintakon végeztik:
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4. abra A p.aCD3g(156-168) szérum felismeri a CD3¢ fehérjét sok allatfajban

p.aCD3¢e irrelevans
(177-190) szérum

G abcd abcd
Western blot

membranpreparatumok

a: human nyirokcsomo

b: hazi tyuk 1ép

c: hazi bivaly nyirokcsomo

d: szarvasmarha nyirokcsomd

B.

neutralis pufferelt formalinnal rogzitett paraffinba agyazott szovetek
immunhisztokémiai festése p.aCD3g(177-190) szérummal

hazi tyuk bursa nagy poling lép

fagyasztott (nativ) szovetek immunhisztokémiai festése
p.aCD3¢g(177-190) szérummal

humén nyirokcsomo szarvasmarha nyirokcsomo

Fo: follikulus, Pc: paracortex, Fp: fehér pulpa,
Vp: véros pulpa, L: lebeny (bursa)
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Halak ponty - (Cyprinus carpio)
Kétéltiek asobéka - (Pelobates fuscus)
Hullék fiirge gyik - (Lacerta agilis)
Madarak Partimadar-alkatiiak nagy po6ling -(Numenius arquata)
Tyukalkatuak hazi tyuk, hazi pulyka
Ludalkatuak hazi kacsa
Emlésok Ragadozok kutya, macska, nyérc
Nyulalkattak hazi nyul
Parosujju patasok szarvasmarha, hazi bivaly, juh,
kecske és sertés
Péaratlanujju patasok 16
Ragcsalok hazi egér (Balb/c), hazi patkany
Foéemlésok csimpanz

A p.aCD3g(177-190) szérum valamennyi vizsgalt madar- és emldsfaj
nem kaptunk reakciot. A jelolodés a legtobb esetben a sejtek membranjara
korlatozodott, noha néhany esetben citoplazmatikus festodést is megfigyeltiink.

A vizsgalt madarfajokban a szérum a timusz limfoid sejtjeit és a lép fehér
pulpajaban elhelyezkedo limfoid sejtek jelentds részét jelolte (4B/A. abra), mig a Peyer-
plakkokban és a Fabricius-féle burzaban (4B/B. abra) csak elszortan lehetett a
szérummal specifikusan festédo sejteket talalni. Az emlésfajokban a CD3e+ sejtek
alkottak a timusz limfoid sejtjeinek talnyomo tobbségét, ezek a sejtek dusultak fel a Iép
fehér pulpajaban, a periarteriolaris hiivelyben és a nyirokcsomok kéreg alatti
(paracortex) allomanyaban (4C/A.-B. abra). A nem-limfoid szovetekben — egy-egy
szorvanyos limfocita jel616désétol eltekintve — specifikus festodést nem tapasztaltunk.

A felismert fehérje molekulasulya és sejten beltli elhelyezkedése alapjan a
p.aCD3g(177-190) szérum a human CD3e-nal homolog fehérjét ismer fel valamennyi
vizsgalt madar- és emldsfajban. A sejtek szoveti eloszlasa alapjan gy tlinik, hogy a
jelolodott sejtek talnyomo tobbsége T-limfocita, bar irodalmi adatokbol ismert, hogy

néhany madar- és emldsfajban a természetes 6l0sejtek is kifejezik a CD3e fehérjét.
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5.2.3. A p.aCD3g(177-190) szérum alkalmazaisi lehetéségei az allatorvosi

diagnosztikaban

Bebizonyosodott tehat, hogy a CD3e fehérjét felismerd szérum alkalmas a
CD3e+ sejtek (T-sejtek és természetes 0losejtek) kimutatasara a madar- és emlosfajok-
boél szarmazo fagyasztott €s archivalt szovettani metszeteken. Tapasztalataink szerint az
archivalt szoveteken a p.aCD3g(177-190) szérum renaturaciés modszerek ¢és
proteolitikus emésztés utan is megfeleld erdsségli jelet adott, bar az egyes allatfajok
esetében egyik vagy masik elokezelés sokszor hatasosabbnak bizonyult.

Kisérleteink kovetkezd szakaszaban valaszt kerestiink arra, hogy a
p.aCD3g(177-190) szérum a kiilonbozo allati korképekben mennyire alkalmas a CD3e+
sejtek koross eloszlasanak vizsgalatara. A Magyar Orszagos Allategészségiigyi Intézet
archivumabol kivalasztottunk olyan formaldehiddel rogzitett paraffinba agyazott
szovettani blokkokat, amelyek madar- és emldsfajok kulonbozd tipust koreseteibol
szarmaztak (IV/A. tablazat). Természetesen a korképek kozott kiilonos hangsulyt
kaptak azok az esetek, amelyekben a limfocitak koroktani szerepe irodalmi adatok vagy
a hagyomanyos szovettani vizsgalatok alapjan valoszinisithetd volt. Lehetdség szerint
egy adott korképet legalabb harom fliggetlen koresetbdl szarmazd minta elemzése
alapjan jellemeztiink.

A CD3e+ sejtek kimutatasa a kiillonbozo koresetekbdl szarmazo szovettani
mintakban altalaban sikerrel jart. Ezt azért kell hangstlyozni, mert egyrészt a szerveket
nem a human gyakorlatban ma mar egységesitett optimalis korilmények kozott
rogzitették és agyaztak be, ami sok minta estében tulrogzuléshez vezetett, masrészt a
mintak kora a vizsgalataink idépontjaban elérhette a tiz évet.

A mononuklearis sejtek koros eloszlasat az egészséges szovetekben eléfordulo
mononuklearis sejtszamhoz vagy sejteloszlasahoz viszonyitott jelentds eltérésként
hataroztuk meg (IV/B. tablazat). Bar minden korkép mutat egyedi jellegzetességeket, a
mintakat megkiséreltiikk betegségtipusok szerint csoportositani, és az egyes csopor-
tokban észlelt altalanos CD3e+ sejtmintazatot jellemezni (IV/C. tablazat).

A virusok elleni védekezésben a citotoxikus T-sejtek jatszanak fo szerepet,

amelyek a fert6zott sejteket felismerik €s elpusztitjak. Nem meglep6 tehat, hogy a viru-
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IV. tablazat

Patologias elvaltozasok az allati betegségek fobb csoportjaiban
kiilonos tekintettel a CD3e+ és a CD43+ sejtek koros eloszlasara

A. B. C. D.
o 2 1 : ’ 7 5 . p s CD3e+ CDA43+
Korkép Allatfaj Kérokozo Szovet Kéros elvaltozas sejtek sejtek
Virusok okozta kérképek
Aujeszky betegség y ) : o ; "
(pseudorabies) sertés Herpesvirus agy enyhe limfocitas perivasculitis +(T) + (T
Marek betegség L . agy limfocitas perivasculitis ++ (T) n.r.
gyulladasos forma haz) tydk hierpesyins n. ischiadicus mononuklearis sejtes beszlir6dés ++ (T) n.r.
Avian T : : agy limfocitas perivasculitis +(T) n.r.
encephalomyelitis e el FEUIERIeS pancreas limfocitas gécok +(T) n.r.
Aleuti betegség nyérc Parvovirus . plazmase!tes beszgrgdgs 0 £
vese plazmasejtes besz(ir6dés 0 n.r.
, . : tido mononuklearis sejtes besziir6dés ++ (T) ++ (T)
Al jun Retroxius tejmirigy mononuklearis sejtes beszlirddés ++ (T) ++ (T)
i iziileti szinovidlis Spes oE oA s
Kecske arth_r_ltls- fapske Retravitis M mononuklearis sejtes besziirédés ++ (T) ++ (T)
encephalitis pak 5 S0z
vese mononuklearis sejtes beszlirédés 0 0
Sendai-virus atké Para -— tid6 Kleari ites besziir6dé
pneumonia p ny ramyxoviru udo mononuklearis sejtes beszlirddés ++ (T) ++ (T)
Nephritis hazi tyak Picornavirus vese mononukledris sejtes beszlirédés +(M n.r.
Proventriculitis héazi tyak Ismeretlen proventriculus mononuklearis sejtes besz{ir6dés ++ (M n.r.
Baktériumok okozta kérképek
; A Salmonella tudo mononuklearis sejtes besz(irddés +/- (T) ++ (M,T)
el o RRfles typhi-suis belek mononuklearis sejtes besziirodés +/- (T) ++ (M,T)
Actinobacillosis sz.marha Act.ino.bacil'l'us nyelv granulomato6zus gyulladas +(T) ++ (G,T)
' lignieresii ’
Bhatibisailist juh Mycobacterium belek mononuklegr!s sejtes beszgrgdf’as ++ (T) ++ (M,T)
sz.marha paratuberculosis belek mononuklearis sejtes beszlirddés ++ (T) ++ (M,T)
i A : Listeria fe B
Listeriosis juh monocytogenes agy leptomeningitidis ++ (T) ++ (T)
Leptospirosis sertés Leptospira sp. Vese mononuklearis sejtes besziirédés ++ (T) ++ (T)
Tudo limfocitas gocok ++ (T) ++(T,M)
Mycoplasmosis sz.marha Mycoplasma sp. tejmirigy limfocitas gocok ++ (T) ++(T,M)
trachea limfocitas g6cok ++ (T) ++(T,M)
Mycoplasmosis 16 Mycoplasma sp. Tiidé limfocitas gocok ++ (T) ++ (T)
Mikozisok
Aspergillosis hazi kacsa Aspergillus flavus agy granulomatozus gyulladas 0 n.r.
Aspergillosis sz.marha Aspergillus flavus tiido granulomatézus gyulladas 0 + (G,M)
Aspergillosis sertés Aspergillus flavus tudo granulomatézus gyulladas 0 + (M,G)
Cryptococcosis hazi tyuk Cryptococcus sp. Larynx & trachea mononukledris sejtes besziirédés +(T) n.r.
Protozoak és parazitak okozta korképek
Coccidiosis nyul Eimeria stidae maj mononuklearis sejtes besz(ir6dés +/- (T) n.a.
Coccidiosis hazi tyuk Eimeria tenella belek mononukleéris sejtes besziirédés + () n.r.
Encephalito- - Encephalitozoon agy granulomatézus gyulladas 0 n.a.
Zoonosis y cuniculi vese mononukledris sejtes besziirédés +/- (T) n.a.
Al juh Dictyocaulus filaria tido mononuklearis sejtes besz(irodés +- (T) +-(T)
nematoditis
Tudo i = 1 _— B PN
it kecske Dictyocaulus filaria tadoé mononuklearis sejtes beszlrédés +/- (T) +/- (T)
Fehérvérsejt-eredet(i daganatos korképek
Marek betegség Bl Bl : maj rosszindulata limfoid tumor ++ (T,NK) n.r.
tumoros forma hazi tydk Herpesvirus vese rosszindulata limfoid tumor ++ (T,NK) n.r.
Rosszindulata arha Reliovirus sziv rosszindulata limfoid tumor 0 ++ (B)
limfoma —— ST maj rosszindulatud limfoid tumor 0 ++ (B)
Rolsi::;giinu;atu sertés Ismeretlen maj rosszindulatd limfoid tumor + (M ++ (B,T)
Reticulo- ; - ; - O
+
endbiisliosis pulyka Retrovirus maj rosszindulatu limfoid tumor M n.r.
Rolsisnﬂgiu;atu macska Retrovirus nyirokcsomo rosszindulata limfoid tumor ++ (T) n.r.

CD3 ¢+ sejtek: T: T-sejtek, NK: NK-sejtek, CD43+ sejtek T: T-sejtek, B: éretlen B-sejtek, M: monocitak, G: granulociték, n.a. nincs adat, n.r. nincs reakcio

e A sejtek patoldgias beszarddése: ++ erds, alapvetd koroktani jelentdségd, + mérsékelt vagy kisérd folyamat eredménye, +/- bizonytalan, 0 nincs
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatasara felhasznalhato, régzitett
szovetek vizsgalatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

sos fertdzésekben a fert6zés helyén nagy mennyiségii CD3e+ limfocita figyelhetd6 meg
elszorva vagy goécokban az interstitiumban, sulyosabb esetben pedig magaban a
szovetekben is (SA-B. abra). Az invaziv prokariota korokozokkal szemben a szervezet
elsosorban opszonizald ellenanyagok termelésével és az opszonizalt baktériumok
bekebelezésével védekezik. Az ilyen koresetekben a gyulladasos teriileteket ennek
megfelelden altalaban CD3e- neutrofil granulocitak és monocitak/makrofagok szlirték
be (5C. abra). Nagyobb szami CD3e+ limfocitat a mycoplasmosist (5D. abra), a
listeriosist és a paratuberculosist kisérd gyulladasos reakciokban figyeltiink meg. Ezen
korokozok mindegyike elleni védekezésben a cellularis immunvalasznak kitlintetett
szerepe van. A kilonbozd gombafajok altal kivaltott korképeket, a mycosisokat
rendszerint ugyancsak granulomatozus gyulladas kiséri. Az ilyen mintakban ennek
megfelelden CD3e+ sejteket nem vagy csak kis szamban észleltiink. A protozodk és
parazitdk elleni védekezési reakciok nagyon valtozatosak, és az adott parazitafajtol
erdsen figgd képet mutatnak. A vizsgalt ilyen esetekben a CD3e+ sejtek jelenléte és
mennyisége Osszefuggott a cellularis komponens szerepének jelentdségével az adott
parazitafaj ellenes immunvalaszban. Bar a gyulladasos teriileteket beszl(rd sejtek
jellemzése fontos adalékokkal szolgalhat a korképek fajtajanak és sulyossaganak a
megitéléséhez, a fert6zd betegségek diagnosztizalasaban a korokozd kimutatasara
alapuldé modszereknek lesz a jovoben is alapvetd szerepe.

A limfoproliferativ  betegségek és limfoid daganatok esetében viszont
elengedhetetlen a szoveteket besziird sejtek pontos jellemzése. A Retrovirus altal
kivaltott, szarvasmarhakban eléforduld rosszindulata limfomat (limfoid leukozist)
CD3e- fenotipusu limfoid sejtek alkottak, ami ¢sszhangban van azokkal az irodalmi
adatokkal, amelyek szerint az ilyen daganatok transzformalt B-sejteket tartalmaznak
(Ferrer és tsi. 1979). Egy ismeretlen eredet(i, sertésbdl szarmazé limfoid tumor
ugyancsak CD3e- fenotipust mutatott, noha a mononuklearis morfologiaja sejtek kb. 1
%-at a p.aCD3g(177-190) szérum jelolte (SE. abra). Az ugyancsak ismeretlen eredeti,
macska-nyirokcsomobol szarmazoé limfoid daganat sejtjei viszont egyértelmiien CD3g+
fenotipustak voltak. Bonyolultabb képet mutattak a madarakban el6forduld Retrovirus
okozta reticuloendotheliosis és a Herpesvirus (Marek Disease Virus) okozta Marek-
betegség tumoros formai. Mindkét esetben a daganatok nagy mennyiségli és heterogén

morfologidju mononuklearis sejtet tartalmaztak, de amig az els6 korképben a CD3g-
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5. 4bra A p.aCD3g(177-190) anti-peptid szérum felhasznalhatd allatorvosi rutindiagnosztikai célokra

A. A Marek betegség (Marek Disease Virus fertézés) gyulladisos
formajaban elhullott hazi tyak {il6idegéb6l (nervus ischiadicus)
készilt metszeten lathatd, hogy az egyébként egészséges allatokban
limfocitdkat nem tartalmaz6 idegrostokat nagy mennyiségli CD3e+
limfocita sziiri be (fekete nyil).

B. Azonositatlan virus okozta proventriculitisben (mirigyesgyomor
gyulladas) elhullott csirke mirigyes gyomrabdl késziilt metszeten
CD3e+ sejtek lathatok interstitidlisan, illetve gocokban (fekete nyil),
ami a gyulladas sulyossagara utal.

P s echiadi gt tlile = i C. Az Actinomycosisban elhullott szarvasmarha ismeretlen szovetébgl

IR s i késziilt metszeten jol Mthaték a baktérium slhiféi (Act), melyeket
nagyobb mennyiségli CD3e- granulocitakbol és monocitakbdl allo
granuldma (Gra) vesz koril. A metszeten a talyog szélén néhdny
CD3et+ limfocita is lathatd (fekete nyil), aminek a koroktani
jelentSsége valdszintlileg masodlagos.

D. Azonositatlan Mycoplasma faj okozta tiid6gyulladdsban elhullott 16
tidejébdl késziilt metszeten lathatd, hogy az alvedlusok (Alv) falai
helyenként megvastagodtak, ¢és bennilk interstitidlisan, illetve
gécokban nagyobb mennyiségii CD3e+ limfocita lathato (fekete nyil).

E. Ismeretlen eredeti limféméban elhullott sertés majabol késziilt
metszeten 1athat6, hogy a bemutatott régidban mar csak nyomokban

16 - tid6 van ép hepatocita (He), a szovetet nagy mennyiségii tumoros sejt (Tu)

szdri be. A tumor limfoid sejtjeinek tilnyomd tobbsége CD3e-

fenotipust mutat (fehér nyil), mig joval kisebb mennyiségben
tartalmaz a daganat CD3e+ sejteket is (fekete nyil).

F. A Marek betegség (Marek Disease Virus fertézés) daganatos
formajaban elhullott hazi tyGk majabdl késziilt metszeten l4thato,
hogy a bemutatott régioban mar csak nyomokban van ép hepatocita
(He), a szovetet nagy mennyiségii tumoros sejt (Tu) sziri be. A tumor
limfoid sejtjeinek tilnyomo tobbsége CD3e+ fenotipust mutat (fekete
nyil), mig joval kisebb mennyiségben tartalmaz a daganat CD3e-
sejteket is (fehér nyil).

h

sertés - maj hazi tytk - maj

1121 59 $21252][2f1y YoSUISVLIAUNIII SOUDYID ST DADIDIDSSZIA Y2]IAQZS
IDY]DUZSDY]2f DADSDIDINWLY Y] [aSUniuIl U2 G240y $2]22ZS YoID[ip|D 2V $929Y2)42 (T Yd

7

2SIZUD

7

12804 ‘O

1121



Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles kérében immunsejtek kimutatasdara felhasznalhato, rogzitett
szdvetek vizsgdlatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

sejtek voltak tulsalyban, addig a Marek-betegség tumorjai foleg CD3e+ sejtekbdl alltak
(5F. abra). Ez az eredmény teljesen megegyezik az irodalmi adatokkal, hiszen amig a
reticuloendotheliosis egy B sejt eredett limfoma, addig a Marek-betegség egy minden
limfoid sejtre kiterjedd limfoproliferacio, amely tartalmazhat (és a megvizsgalt
esetekben tartalmazott) egy vagy néhany ténylegesen transzformalt T-sejt eredetl
tumoros sejtvonalat (Rouse €s tsi. 1973, Sherman és tsi. 1983). Eredményeink alapjan
tumorok jellemzését tette lehetové, hanem alkalmazasaval mod nyilt eddig ismeretlen
eredet(i daganatok fenotipizalasara is.

Felismeréstiink aktualitdsat és a reagens allatorvosi patoldgiai jelentdségét mi
sem bizonyitja jobban, hogy kisérleteinkkel parhuzamosan, vagy a kisérleteinkroél nem
tudva szamos kiilfoldi csoport is leirta e szérum alkalmazasi lehetdségeit az allatorvosi
patologia kilonbozo teruletein (Jones €s tsi. 1993, Lunney €s tsi. 1994, Bertram €s tsi.

1996).
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatdasara felhasznalhato, rogzitett
szovetek vizsgadlatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

5.3. A p.aCD43(352-372) szérummal szerzett tapasztalatok

A CD43(352-372) peptidet a rendelkezésre allo emberi, egér €s patkany CD43
aminosavszekvenciak ©sszehasonlitasa alapjan allandosultnak talalt emberi CDA43
fehérjeszakasz alapjan terveztik meg. A peptidet BSA-hoz konjugaltuk, majd a
konjugatummal két nyulat immunizaltunk. A nyalszérumokat a CD43(352-372)
peptiden teszteltilk ELISA segitségével (az eredményeket nem mutatom be). Miutan
haromszori emlékeztetd oltas utan sem nott mar jelentésen a szérum CD43(352-372)
titere, a nyulakat elvéreztettiik, és az anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint a
szérumot két Iépésben affinitastisztitottuk (az eredményeket nem mutatom be).

Két kiillonboz6 rendszerben vizsgaltuk, hogy a p.aCD43(352-372) szérum a
CD43 fehérjét felismeri-e. Egyrészt kimutattuk, hogy amig az affinitas-tisztitott
szérummal permeabilizalt CD43- P3HRI sejtek nem jelolodtek, addig a CD43+ Jurkat
sejteken erés és a CD43(352-372) peptiddel dozisfiggéen gatolhatd membran-
festodést kaptunk (az eredményeket nem mutatom be). Masrészt Western blot kisérleti
rendszerben bizonyitottuk, hogy a p.aCD43cp szérum és a CD43 sejtfelszini epitopjat
koté T2/53 mEa hasonldan viselkedett, ugyanis a CD43+ Jurkat sejtvonal SDS-PAGE-
sel elvalasztott lizatumban mindkét reagens ugyanolyan 135 kD molekulasulyt fehérjét
ismert fel, mig a CD43- P3HR1 sejtvonal SDS-PAGE-sel elvalasztott lizatumahoz
egyik ellenanyag-preparatum sem kotodott. A kisérletek alapjan valoszintsithetd, hogy
a p.aCD43(352-372) szérum a CD43 fehérje 352.-372. aminosavainak megfeleld
szakaszat mind nativ, mind denaturalt formaban felismeri.

A biztatd eredmények ellenére ezt a szérumot a tovabbi kisérletekben nem
tudtuk felhasznalni, mert a szérum csak csekély mennyiségli, a CD43 fehérjét felismerni
képes ellenanyagot tartalmazott. Mar a szérum CD43(352-372) titere is nagyon
alacsony volt (kb. 15 pg p.aCD43(351-372) /ml szérum), amit a peptid alacsony
immunogenitasaval magyaraztunk. Raadasul a CD43 fehérjét mind a két vizsgalt
kisérleti rendszerben csak nagyon magas p.aCD43(352-372) koncentracio (50 pg/ml)
mellett sikertilt kimutatnunk, ami arra utalt, hogy a peptidet felismerd ellenanyagok
nagy része, bar a peptidhez specifikusan kotédik, a CD43 fehérjét nem ismeri fel. A
megkozelités kudarcabol okulva ugy dontottiink, hogy a CD43 fehérje citoplazmatikus
részeét baktériumban allitottuk eld, €s az igy eldallitott fehérjével torténd immunizalassal

nyert szérumot vizsgaljuk tovabb.
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatasdra felhaszndlhato, rogzitett
szovetek vizsgdlatdara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

5.4. A p.aCD43cp szérummal szerzett tapasztalatok
5.4.1. A CD43cp rekombinans fehérje eléallitasa és tisztitasa

A GST-CD43cp fazios fehérjét kodolo plazmidkonstrukcio kialakitasa

A teljes CD43 gént tartalmazé genomikus DNS szakaszt hordoz6 pHF1
plazmidot (6Al. abra) templatként hasznalva PCR modszerrel sokszorositottuk a CD43
citoplazmatikus részét kodold6 DNS szakaszt. Erre az adott lehetdséget, hogy a CD43
citoplazmatikus doménje egyetlen exonban kodolt. Agardz gél elektroforézissel
igazoltuk, hogy a képzddott PCR termék a varakozasunknak megfelel6 méreta, kb. 440
bp-os DNS fragment. A PCR terméket ezt kovetden EcoRI és Sacll restrikcios
enzimekkel hasitottuk, igy a fragment mérete kb. 420 bp-ra csokkent (6A2. abra).

A hasitott PCR terméket EcoRI ¢és Sacll restrikcios endonukleazokkal
emésztett pBC-SK plazmiddal ligaltuk, majd a ligatumot Sure torzsbe transzformaltuk.
A kléramfenikolt tartalmazo szelekcios taptalajon kinovo fehér baktérium-telepekbdl —
amelyek elkulonithetok voltak a hasitott PCR fragmentet biztosan nem hordozé kék
szin( telepektdl — tisztitott plazmidokat restrikcios térképezéssel jellemeztik (6B1.-2.
abra).

A PCR soran alkalmazott Taq polimeraz gyakran helytelen bazisparokat épit be
a képzddo6 termékbe, és az ilyen pontmutaciokat hordozo klonok a késobbiekben hibas
aminosav-sorrendi fuzios fehérje kialakulasat eredményezhetik. Ezért a restrikcios
endonukleazokkal végzett térképezés soran megfeleld szerkezetinek talalt klonok
CD43cp-t kodolo részét szekvenaltuk. Ovatossagunk indokoltnak bizonyult, az elsd
harom megszekvenalt klon ugyanis missense pontmutaciot vagy pontmutaciokat
tartalmazott (az eredményeket nem mutatom be).

A megfelel6 bazis-sorrendi CD43cp-t kodold inzertet hordozdé pBC-SK-
CD43cp-B1 ¢és a kivant expresszios vektort tartalmazo pTS1/14.5 plazmidokat EcoRI
és Sacll enzimekkel hasitottuk, majd a két, megfelel6 aranyban &sszekevert hasitott
terméket ligaltuk. A ligatumot BamH1 restrikcios endonukleazzal emésztettik, amely a
ligalas soran esetlegesen Ujra képzddd pTS1/14.5 konstrukciot linearizalta, és ezaltal
megakadalyozta a késdbbiek soran zavard pTS1/14.5 plazmidot hordozo baktériumok
létrejottét. A BamHI1 enzimmel emésztett ligatumot Sure baktérium-torzsbe

transzformaltuk, majd az ampicillint tartalmazo taptalajon kinovo baktérium-telepekbdl
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatdsara felhaszndlhato, rogzitett
szovetek vizsgdlatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

plazmidot tisztitottunk. Restrikcids térképezéssel (6C2. abra) igazoltuk, hogy a
felnovekedett telepek kozott volt olyan, amelyik a GST-CD43cp fuzios fehérjét
kifejezni képes konstrukciot (pGEX-KN-CD43c¢p-b2) hordozta (6C2. abra).

Ezt kovetéen a pGEX-KN-CD43cp-b2 plazmidot Escherichia coli BL21
torzsébe transzformaltuk, mert a Sure torzs a fuzios fehérje termelésére alkalmatlannak
bizonyult (lasd késébb). Az ampicillines szelekcids korilmények kozott felnevelt, majd
IPTG-vel indukalt baktérium-kultira fehérje tartalmat SDS PAGE-sel vizsgaltuk, és
kimutattuk, hogy a nem indukalt baktériumokbdl szarmazd lizatumhoz képest az
indukalt baktériumbdl nyert lizatum nagy mennyiségben tartalmaz egy 42 kD és egy 28
kD latszélagos molekulasulya fehérjét (7B. abra, 1.-2. minta).

A fazi6s fehérje taltermelésének optimalizalasa

Sajnos a GST-CD43cp fuzids fehérje a taltermelés soran a baktériumban
proteolitikusan degradalodott. Vizsgalatainkbol kiderilt, hogy a fehérje lebomlasaért
tobb egymastol fliggetlen proteolitikus aktivitas is feleldssé tehetd.

A GST-CD43cp fehérje proteolitikus bomlasaért részben a bakterialis sejtfalban
talalhaté ompT proteaz volt felelds. Ez az enzim a baktériumok feltarasakor hasitotta a
fuzios fehérjét. Aktivitasa 0.01 M benzamidinnel gatolhatd volt (az eredményeket nem
mutatom be). Az ompT proteaz okozta nehézségeket gy védtik ki, hogy a fuzids
fehérjét ompT hianyos BL21 baktérium-torzsben fejeztettuk ki.

Miként azt sok mas eukaridta fehérje tultermelésekor is megfigyelték, a GST-
CD43cp fehérjével is egyiitt tisztult a 70 kD molekulasalya dnaK fehérje. (7B. abra 6.-
7. minta). A dnaK egy chaperon-szerii fehérje, amely a baktérium fehérjeszintézise
soran hibasan hajtogatodott fehérjékhez kapcsolodva aktivalja a hibas proteinek
lebontasat elvégzd enzimrendszert, igy valoszin(, hogy a tultermelt fehérje proteolitikus
bomléasaért részben ez a rendszer okolhato (Sherman és Goldberg 1992). A fehérje
degradacioja ilyenkor a fehérje termelésével parhuzamosan zajlik. A f0zios fehérje
bomlésat egyrészt az indukcios korilmények optimalizalasaval, masrészt proteazgatlok
alkalmazasaval kiséreltiilk meg csokkenteni.

Az indukcios korilmények optimalizalasa nem jart sikerrel, mert sem az

o pep

indukcié hémérsékletének valtoztatasa nem befolyasolta Iényegesen a tultermel6do
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7. 4bra

A CDA43cp rekombinans fehérje tisztitisa

A. A CD43cp tisztitdsanak sematikus vazlata
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatasara felhasznalhato, rogzitett
szovetek vizsgalatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

s

c e

tapasztaltuk, hogy kizarolag a szerin-proteazgatlok voltak alkalmasak a fuzios tag
proteolitikus bomlasanak csokkentésére (az eredményeket nem mutatom be), igy az
indukcié soran a baktérium tapoldatdhoz para-nitrofenil-p’-guanidino-benzoatot és
fenil-metil-szulfonil-fluoridot adtunk.

Az optimalizalas ellenére a tultermelés soran a fuzios fehérje 30-60 %-a
proteolitikusan degradalédott, ami két kisebb mennyiségben képzddd proteolitikus
melléktermék képzddése mellett egy 28 kD-os {6 proteolitikus termék megjelenésében

nyilvanult meg (7B. abra 4. és 6. minta)

A tultermelt fehérje tisztitasa

A taltermelt fehérjét a 7A. abran felvazolt séma szerint tisztitottuk. A tultermelt
fehérjét tartalmazo eldtisztitott lizatum (7B abra 2. minta) fuzids fehérje tartalmat
Glutathion-Sepharose 4B oszlopon meritettik ki (3. minta). A Glutathion-Sepharose
4B oszlopon kotott fuzios fehérjéket (4. minta) a GST és a fuzios tag kozott hasitd
thrombinnal emésztettiikk, amelynek soran a GST tag az oszlophoz kotve maradt (5.
minta), mig a f0zids tag oldatba keriilt (6. minta). A tisztitas hatékonysaga nem volt
kielégitd, mert az elméletileg homogén fuzios tagot tartalmazé oldat a gyakorlatban
legfeljebb 50 %-os tisztasagu volt. A CD43cp-t tartalmazéd oldatot ezért Glutathion
Sepharose 4B gyongyokkel kimeritettik €s Sephadex G-25 gélszliré oszlopon
tisztitottuk. Igy a CD43cp fuzids tagot kb. 90 %-os tisztasagiva tudtuk tenni (7.
minta), ami céljainknak mar megfelelt. Az oszlophoz k6t6dé GST tartalma fehérjéket
savas pH-ju oldattal elualtuk (vo. 1. és 8. mintak), ami lehetové tette az affinitas-oszlop

tobbszori hasznalatat.

A tultermelt fehérje szerkezetének igazolasa

SDS PAGE kisérletek alapjan a tisztitott CD43cp fuzios tag latszolagos
molekulasulyat 20.5 kD-nak hataroztuk meg (7B. abra 7. minta), noha a fehérje
aminosav-0sszetétel alapjan szamitott molekulatomege csak 12,664 kD volt. Az eltérés

feloldasara tobbféle lehetdség kinalkozott.
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatdsara felhasznalhato, rogzitett
szdvetek vizsgalatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

A thrombin optimalis hasitd helye az hAs-hAs-P-R-nsAs-nsAs. (hAs - hidrofob
aminosav, nsAs nem savas aminosav). Ennek a kovetelménynek megfelel6 aminosav-
sorrend a fuzios fehérjében csak a GST és a fuzios tag kozott talalhatd. A thrombin
azonban képes hasitani a fehérje felszinén, az enzim szamara hozzaférhetd helyen
talalhatd A-R-G és a G-K-A szekvenciakat is (Chang 1985). A GST-CD43cp
fehérjében pedig tobb ilyen motivum is talalhat6. Elképzelhetonek tartottuk, hogy a
thrombin a fehérjét nem a megfelel6 helyen, a GST és a fuzios tag kozott hasitja, hanem
a GST valamely felszini A-R-G vagy G-K-A motivumanal, és ez okozza a fuzids tag
varakozasnal nagyobb méretét. Ennek a lehetdségnek azonban ellentmondott, hogy
egyfeldl a tisztitott GST-t a thrombin nem volt képes hasitani, masfelol a fuzids fehérje
hasitasa soran az oszlophoz kotve maradd GST tag és a tiszta GST latszolagos
molekulasulya nem kiilonbozott (az adatokat nem mutatom be). Tisztitott GST-t, GST-
CD43cp-t, illetve thrombinnal hasitott GST-CD43cp-t tartalmazé preparatumot SDS-
PAGE-sel elvalasztottunk (8A. 4&bra, la.-c. minta), és western blot kisérletben
megvizsgaltuk, hogy az anti-GST-rhe szérum, illetve a p.aCD43(352-372) anti-peptid
szérum (lasd 5.3. fejezet) milyen fehérje-fragmenteket ismer fel (8A. abra 2a.-c. illetve
3a.-c. minta). Amig a GST-rhe szérum felismerte a kontrollként felvitt GST-t (2a.
minta), a GST-CD43cp fuzios fehérjét (2b. minta) és a thrombin hasitas utan a GST-vel
megegyezO mobilitasu fehérjét (vo. 2a. és 2c. minta), addig a 20.5 kD-os fuzios tagot
nem (2c. minta). A p.aCD43(352-372) anti-peptid szérum a varakozasoknak
megfelelden felismerte a GST-CD43cp fuzios fehérjét (3b. minta) és a thrombin hasitas
utan keletkez6 20.5 kD-os fuzios tagot, de a kontrollként felvitt €s a thrombin hasitas
utan keletkez6 GST-t nem (3a. minta). A kisérletbdl egyértelmten kiderilt, hogy a
thrombin a GST és a fuzios tag kozott hasit. A fuzids tag hordozta az emberi CD43
fehérje 352.-372. aminosavak kozotti szakaszat, ami valOszinitlenné tette azt a
feltételezést is, hogy a fuzios fehérjét kodolo plazmidban tortént volna valami alapvetd,
a transzlacio befejezddét befolyasold mutacio.

Az is jol ismert tény, hogy az SDS-PAGE alapjan csak un. latszolagos
molekulasulyt kapunk, amely a valodi molekulasullyal nem feltétlentl egyezik meg. A
latszolagos €s a valodi molekulastlyok kozotti kiilonbséget leggyakrabban a fehérje
poszttranszlacios modosulasai  (glikozilacio, foszforlilacio, stb.) okozzak, az

irodalomban azonban nem talaltunk egyetlen utalast sem arra, hogy a baktérium a tul-
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8. abra

A thrombin hasitas utdn megfeleld immunreaktivitasu és molekulasily termék képzddik

A. A CD43cp vizsgalata Western blot médszerrel B.
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatasara felhasznalhato, rogzitett
szovetek vizsgdlatdra is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

termelt eukariota fehérjét ugy modositotta volna, amellyel a valos €s a szamitott
molekulasuly kozott fennallo ilyen nagy eltérés magyarazhatd lett volna. Sokszor
poszttranszlacios modositast nem tartalmazo fehérjék is mutathatnak elére meg nem
josolhato viselkedést, azonban ez nagyon ritkan haladja meg a tényleges
molekulasulyhoz viszonyitott +/- 20%-ot az altalunk alkalmazott redukalo, denaturalo
SDS-PAGE rendszerben. A latszolagos és szamitott molekulasuly kozotti eltérés
magyarazatat a fuzios tag tomegspektrometriai elemzése utan kaptuk meg (8B. abra).
A fuzios tag nyers tomegspektrumabol (8B. abra fent) szamitas utjan hataroztuk meg a
CD43cp valddi molekulatomegét (8B. abra lent). A mért 12666 D mindossze két
hidrogén atomnak a tomegével tobb, mint a szamitott 12664 D. Mivel a mért €s a
szamitott tomegek kozott jelentGsebb eltérést nem kapnunk, egyértelmtvé valt, hogy a
CD43cp a transzlacio utan nem modosul, és az altalunk észlelt anomaliaért a CD43cp
fehérje SDS-PAGE korilmények kozott tapasztalhato rendellenes viselkedése tehetd

felelOssé.

5.4.2. A p.aCD43cp szérum eléallitasa, affinitas-tisztitasa és jellemzése

A p.aCD43cp affinitas-tisztitott szérum eldallitasa

A CD43cp fehérje-preparatummal nyulakat immunizaltunk, majd az elvéreztetés
utan a vérbol késziilt szérumot affinitas-tisztitottuk. Az affinitas-tisztitast altalaban az
immunizalasra hasznalt fehérjével konjugalt oszlopon végzik. Esetiinkben azonban az
immunizalasra €s az affinitas-tisztitasra hasznalt fehérje-preparatum megegyezett volna,
igy a fehérje-preparatum szennyezd komponensei ellen képzodott ellenanyagok is
egyltt tisztultak volna a CD43cp-t felismer6 ellenanyagokkal, ezért a szérum affinitas-
tisztitasara egy két 1épésbol allo tisztitasi modszert hasznaltunk fel (9. abra). Ennek
soran a szérumot eldszor kimeritettilk egy GST-t taltermeld Escherichia coli BL21
lizatumaval konjugalt Sepharose 4B oszlopon, amelynek soran eltavolitottunk minden
olyan ellenanyagot, amely a GST ¢és az immunizalasra felhasznalt fehérjeoldat
bakterialis eredetli szennyezddései ellen képzodott az immunizalas soran. Ezutan a
szérumot egy GST-CD43cp-t tultermeld Escherichia coli BL21 lizatumaval konjugalt
Sepharose 4B oszlopon tisztitottuk tovabb. A bakterialis lizatum fehérjéit és a GST-t

felismer0 ellenanyagokat mar az elézd lépésben kimeritettik, igy ehhez az affinitas-
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9. abra

eldtisztitott
szérum

il

Az aCD43c¢p szérum affinitas-tisztitasa €s az affinitas-tisztitas ellenorzése

Az aCD43c¢p szérum affinitastisztitasanak sematikus vazlata

e, el
GST-t taltermel GST-CD.43.cp—t tgltermelé
B i : Escherichia coli BL21
scherichia coli BL21 o e
lizi ' ot lizatummal konjugalt
izatummal konjugalt Sunharbe 18 gusl
Sepharose 4B oszlop i i
1 Ry
“«— g e e e v | ™ TE e —
kotott frakeio nem kb6t6do kotott frakcio nem kotodod
(p.aE.coli-GST) frakcio (p.aCD43¢p) frakcio
n n n n

Az aCD43c¢p szérum affinitastisztitas Iépéseinek ellendrzése ELISA segitségével

¥ ,J: 0 e/, LK

2, 3. 4. D.
a frakciok higitasai (hattér, 333x, 1000x, 3333x, 10000x, 33333x)

A GST-t taltermeld Escherichia coli BL21 lizatum fehérjéit feliemeré ellenanyag titere

A GST-CD43cp-t taltermeld Escherichia coli BL21 lizatum fehérjéit feliemerd ellenanyag titere

' rr} A, e, o

asazwal]al s9 s91zs2112/1y yosuaSvaunuuul SOUIDYID S1 DADIDIDSSZIA Y212AQZS
112112304 ‘Q10Y[DUZSDY]2f DADSDIDINWLY Y21 dSUNUUI UDGDAQY S2]22S YOIDfIDIID 2} :$9ZY214D (T Y]



Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatasdara felhaszndlhato, rogzitett
szovetek vizsgalatdra is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

matrixhoz szelektiven a CD43cp-t kotd ellenanyag-frakcio kapcsolodott, amit eltcioval
Osszegyljtottink.

A tisztitas egyes 1épéseit ELISA segitségével ellenoriztik (9B. abra). A teljes
szérum erdsen reagal mind a GST-t, mind a GST-CD43cp-t taltermelé baktérium-
lizatummal (1. minta). A varakozasoknak megfeleléen a GST-t tultermelé Escherichia
coli BL21 lizdtumaval konjugalt Sepharose 4B oszlopon tortént kimerités utan a
szérum GST-t tultermeld baktérium lizatummal szembeni titere lecsokkent, mig a GST-
CD43cp-t tultermeld baktérium lizatummal a kimeritett szérum tovabbra is erdsen
reagalt (3. minta). Az oszloprdl elualt frakcido (p.aE.coli-GST) mindkét fehérjét
taltermeld baktérium lizatumot felismerte (2. minta). A GST-CD43cp-t tultermeld
Escherichia coli BL21 lizatummal konjugalt Sepharose 4B oszlopon kotédo
ellenanyagok (p.aCD43cp) a szérum GST-t tultermeld baktérium lizatummal szembeni
titere a hatteret nem haladta meg, mig a GST-CD43cp-t tultermeld baktérium
lizatumhoz er6sen kotddott (4. minta). Az egyik oszlophoz sem kot6do, természetes
ellenanyagokat tartalmaz6 szérumfrakcid6 sem a GST-t, sem a GST-CD43cp-t

taltermeld baktérium-lizatumot nem ismerte fel (5. minta).

A p.aCD43cp affinitas-tisztitott szérum felismeri az emberi CD43 fehérjét

A szérumot az el6z6 kisérletekben a bakteridlisan taltermelt CD43cp fehérje
segitségével jellemeztik. A baktériumokban a fehérjék azonban nem feltétleniil
ugyanolyan moédon hajtogatodnak, mint az eukariota sejtekben, ezért megvizsgaltuk,
hogy a szérum felismeri-e az emberi CD43 glikoproteint.

o Aramlasi citometrias modszerrel kimutattuk, hogy a p.aCD43cp szérum az emberi
permeabilizalt hematopoetikus sejtek egy részét specifikusan jeloli (10A1. abra). Két
kilonbozé indirekt immunfluoreszcenciara alapuld aramlasi citofluorimetrias
kisérleti rendszerben is megerositettiik, hogy a szérum altal felismert fehérje a CD43.
Egyrészt bizonyitottuk, hogy a CD43 molekula sejten kivili epitopjahoz kotddo
T2/53 mEa altal felismert hematopoetikus sejtvonalakat (CEM, HPB-ALL, Hut-78,
Jurkat, K562, Molt4, Raji, U937) a p.aCD43cp szérum is jelolte, mig a T2/53 mEa
altal felismert epitopot nem kifejezd sejtvonalakat (Daudi, Ramos, P3HR1) nem (az
adatokat nem mutatom be). A T2/53 és a p.aCD43cp reaktivitas kilonbozo

sejtvonalakban talalt ilyen egyértelml osszefliggése arra utalt, hogy a két reagens
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10. abra A p.aCD43cp szérum felismeri a human CD43 fehérjét kiilonboz6 kisérleti rendszerekben

A p.aCD43cp szérum felismeri a CD43 fehérjét
permeabilizalt emberi PBM sejteken
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Ph.D. értekezés: Az dGllatfajok széles kérében immunsejtek kimutatdsara felhaszndlhato, rogzitett
szovetek vizsgdlatdra is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

altal felismert fehérje megegyezik. Masrészt kettos jeloléssel megvizsgaltuk, hogy a
periférias vér mononuklearis sejtjei kozul mely sejtpopulaciok jelolheték meg (10A2.
abra). A T2/53 mEa-gal festdd6 sejteket a p.aCD43cp szérum is festette, mig a
T2/53 mEa-gal nem festdd6 sejteket nem (10A2. abra 1. minta). A CD43cp és
T2/53 reaktivitas osszefliggése tehat az emberi vérsejtekre is igaz. A monocita-
specifikus MASE (CD14) mEa-gal (2. minta) és a T-limfocita-specifikus OKT3
(CD3¢) mEa-gal (3. minta) jel6l6do sejtek egyuttal p.aCD43cp-vel is festddtek, mig
a B limfocitakra jellemzé HD37 (CD19) mEa-gal jel6l6do sejtek nem (4. minta). A
p.aCD43cp altal felismert antigén tehat éppen azokban a sejtekben (T-limfocitakban
és a monocitak) volt jelen, amelyek a CD43-at kifejezik, és azokbodl a sejtekbol

hianyzott, amelyek nem.

A p.aCD43cp affinitas-tisztitott szérum és a T2/53 mEa mind immunprecipitacios,
mind Western blot kisérletekben hasonloan viselkedett (10B1.-2. abra). A CD43+
Jurkat sejtvonalbol készitett lizatum fehérjéi kozal mindkét reagens egy 135 kD-os
fehérjét ismert fel, mig a CD43- P3HRI sejtvonalbol szarmazé lizatum fehérjéihez
egyik reagens sem kotodott. Azt, hogy a két reagens altal felismert fehérje azonos a
CD43 fehérjével, alatamasztja az a megfigyelés, hogy a két reagens koziil
barmelyikkel immunprecipitalt fehérjét a masik reagens Western blotting
kisérletekben felismerte (10B2. abra).

Megvizsgaltuk, hogy a p.aCD43cp szérum felhasznalhato-e nativ (fagyasztott) €és
archivalt (NPF-nal rogzitett és paraffinba agyazott) szovettani metszetek
immunhisztokémiai festésére. A T2/53 ellenanyaghoz hasonléan a p.aCD43cp
szérum sem adott konnyen kiértékelheto festddési mintazatot fagyasztott szovettani
metszeteken (az eredményeket nem mutatom be). Az archivalt anyagok esetében
renaturald elokezelés utan azonban egyértelmu, reprodukalhato festédést kaptunk. A
festddés a varakozasoknak megfeleléen a sejtmembranra korlatozodott. A reakcio
kicsit hatteres volt, ami valoszinlileg annak a kovetkezménye, hogy a CD43cp egy
vagy tobb epitopjat felismerd ellenanyagok gyenge keresztreakciot mutathatnak egy
minden sejtben el6forduld masik fehérjével vagy fehérjékkel. A hattér azonban az
esetek tobbségében nem volt zavard erdsségi. Az emberi nyirokcsomoOban az
irrelevans szérummal (p.aE.coli-GST) specifikus jelolodést nem kaptunk (11A.

abra). Ezzel szemben a p.aCD43cp szérum felismerte a paracortex €s a medulla
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11. abra A p.aCDA43cp szérum hematopoetikus sejteket ismer fel a neutralis pufferelt formalinnal
rogzitett paraffinba agyazott emberi nyirokszovetekben

sorozatmetszetek
emberi nyirokcsomobol

p.aCD3g(177-190) p.aCD43cp

Fo: follikulus, Pc: paracortex, Ksz: két6szovet
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles kérében immunsejtek kimutatdsara felhaszndlhato, rogzitett
szovetek vizsgdlatdara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

sejtjeinek thlnyomo tobbségét, és a follikulusokban talalhato limfocitak kisebb
hanyadat (11D. abra). A T-limfocitakat felismeré p.aCD3g(177-190) szérummal
kapott festddési mintazattal Osszehasonlitva egyértelmii, hogy a festddott
fehérvérsejtek zome T-limfocita (11C. abra). Erdekes viszont, hogy az ugyancsak
CD43 fehérjét felismerd T2/53 mEa-gal végzett immunfestés, hasonld, de jellegzetes
eltéréseket mutatd festddési mintazatot adott: a p.aCD43cp szérum ugyanis a
follikulusokban tobb sejtet ismert fel, mint a T2/53 mEa (11B. abra). Ennek az
ellentmondasnak a kisérletes feloldasa eddig nem sikeriilt, de magyarazatként
elképzelhetd, hogy bizonyos p.aCD43cp+ sejtek olyan CD43 glikoformat (sajatosan
glikozilalt fehérjét) fejeznek ki, amelyet a T2/53 mEa nem ismer fel. Tobb féle
emberi immunszerv (nyirokcsomo, lép) immunhisztokémiai vizsgalata alapjan
bebizonyosodott, hogy a p.aCD43cp szérum altal felismert epitopok jelen vannak a
T-limfocitakon, a monocitakon és a granulocitakon, valamint a makrofagok és talan
a B-limfocitdk egy kisebb csoportjan. A szérum nem-hematopoetikus eredetii
sejteket egyetlen esetben sem jelolt.
A harom kilonboz6 kisérleti rendszerben tehat azt talaltuk, hogy a p.aCD43cp
szérum a human CD43 fehérjét nativ (indirekt immunfluoreszcencia, immun-
precipitacio, immunhisztokémia) és denaturalt (Western blot) korilmények kozott

egyarant felismeri.
5.4.3. A p.aCD43cp altal felismert epitopok jelenléte a kiilonboz6 allatfajokban

A CD43 fehérjét kisérleteink kezdetének idopontjaban csak emberben, egérben
és patkanyban irtak le ellenanyagok segitségével. A harom fajbol szarmaz6 aminosav-
sorrendek 6sszehasonlitasakor kiderult, hogy a CD43 fehérje sejten kiviili része mar
ezen fejlodéstanilag kozel allo fajokban is csak kis mértékben allandosult. Ennek
ismeretében nem meglepd, hogy a sejten kivili CD43 epitopokat felismerd
ellenanyagok — mint pl. az emberi CD43 fehérje sejten kiviili epitopjat felismerd T2/53
mEa — altalaban még kozeli rokon fajok CD43 fehérjéit sem ismerik fel. A fehérje
citoplazmatikus szakasza legalabbis e harom evolucios értelemben egymashoz kozeli

rokon fajban viszont nagy foku allandosultsagot mutat (2. abra).
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatdsara felhasznalhato, rogzitett
szovetek vizsgadlatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

Megvizsgaltuk tehat, hogy az emberi CD43 fehérje citoplazmatikus régiojat
felismeré p.aCD43cp szérum az éllatfajok milyen korében alkalmas a CD43 fehérje
kimutatésara.

o Aramlasi citometrias kisérletekben indirekt immunfluoreszcencias jelslés mellett
kimutattuk, hogy a p.aCD43cp szérum az irrelevans negativ kontrollhoz (p.aE.coli-
GST) viszonyitva a permeabilizalt szarvasmarha és sertés fehérvérsejtek zomét
jelolte (12A. abra). A mieloid sejteket tobb emldsfajban felismerni képes DH16
mEa-gal (lasd 5.1.3. fejezet) és a p.aCD43cp szérummal kettdsen jeloltiink
szarvasmarha- és sertés-fehérvérsejteket. A p.aCD43cp szérum altal felismert epitop
jelen volt valamennyi DH16+ fehérvérsejtben és a DH16- fehérvérsejtek egy
részében (az eredményeket nem mutatom be). A DHI16- sejtpopulacio limfocitakat
€s a voros vértesteket tartalmazott, a permeabilizalt vorosvértestek viszont a
p.aCD43cp szérummal nem voltak jelolhetdk (az eredményeket nem mutatom be). A
p.aCD43cp szérum — akarcsak az emberben — a monocitakat, granulocitakat €s a
limfocitak egy részét jelolte a vizsgalt két allatfajban.

e Western blot kisérletekben a reagens csak az emberbdl és az egérbdl szarmazo
sejtlizatumokban ismert fel fehérjét, mig a sertés, a szarvasmarha és a tyuk
fehérvérsejt lizatumaban nem (12B. abra). A vizsgalt két fajban a kimutatott fehérje
az észlelt molekulasuly alapjan feltehetéen a CD43.

e A kulonbozd rendszertani csoportokba tartozéd allatokbol szarmazé NPF-ban
rogzitett paraffinba agyazott szovettani metszeteket megfestettik p.aCD43cp
szérummal, illetve negativ kontrollként egy irrelevans antiszérummal (pE.coli-GST).

A kisérletekben az alabbi allatfajokbol szarmazo szoveti mintakat hasznaltam fel:

Halak ponty

Kétéltiek asobéka (Pelobates fuscus)

Madarak Partimadar alkataak nagy poling (Numenius arquata)
Tyukalkatuak hazi tyuk, hazi pulyka
Ludalkataak hézi kacsa

Emloésok Ragadozok kutya, macska, nyérc
Parosujju patasok szarvasmarha,juh, kecske, sertés
Paratlanujju patasok 16
Ragcsalok hazi egér (Balb/c), hazi patkany
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12. abra A p.aCD43cp szérum felismeri a CD43 fehérjét tobb allatfajban kiilonbozd kisérleti rendszerekben

A. A p.aCD43cp szérum felismeri a CD43 fehérjét tobb allatfaj B. A p.aCD43cp szérum a CD43 fehérjét
permeabilizalt fehérvérsejtjeiben csak az emberhez evolucios értelemben
kozeli taxonokban ismeri fel western
g 3 blot kisérletekben
; : ¢ s F
£ £3 28 —— p.aE.coli-GST & 5
8 88 38 s 5
g Z @ = p.aCD43cp 2 £ s £ S
o o o % G E g ~ *% P
109 10’ ;__?; 10% 10° 1% 10 10° 10 10 409 10 10" 10 10 lizatum % E .14:"3 E g
permeabilizalt 2 N g ¥ 5
humén PBM sertés teljes  szarvasmarha teljes
fehérvérsejt fehérvérsejt
205 kD -
C. A p.aCD43cp szérum hematopoetikus sejteket ismer fel tobb allatfaj
NPF-ban rogzitett paraffinba agyazott nyirokszoveteiben ' T
116 kD - :
97 kD -|
sertés 1ép szarvasmarha Iép Western blot p.aCD43cp szérummal

Fo: follikulus, Tz: T sejtes zéna, Ksz: kotészovet
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatdsara felhaszndlhato, rogzitett
szovetek vizsgdlatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

A p.aCD43cp szérummal egyetlen hal-, kétéltii- és madarfaj egyetlen szervében
sem kaptunk specifikus jeloloédést (az eredményeket nem mutatom be). A ragadozok
rendjébe tartozé fajok kivételével a vizsgalt emldsfajokban azonban valamennyi
esetben hatarozott festddést kaptunk. Tapasztalataink szerint, bar a reagens epitop
reaktivalasi korulmények alkalmazasa nélkil is adott gyenge specifikus jelet,
renaturacios elokezeléssel kaptunk erds jol értékelhetd jelolodést, amely a sejtek
zOmében a sejtmembranra korlatozodott. Az emldsfajok immunszerveinek
immunhisztokémiai jelolése utan észlelt festodési mintazatok vizsgalata soran
kideriilt, hogy a p.aCD43cp szérum kizarolag hematopoetikus sejteket ismer fel. A
p.aCD43cp altal felismert epitopot elsésorban a nyirokszervekben talalhaté limfoid
sejtek hordoztak: A T-sejtes tertileteken a limfocitak zome, mig a B-sejtes zonakban
csak néhany limfocita jelolodott (12C. abra). A follikulusokban észlelt elszort
festddo sejtek egyrészt a régioban eldforduld T-sejtek lehettek, de nem kizarhato,
hogy a CD3e- limfocitak (B-sejtek) is kifejezik a p.aCD43cp altal felismert epitopot.
A vizsgalt immunszervekben a kisebb szamban jelen 1év6 mieloid sejtek is festddtek.
A p.aCD43cp szérum tehat hasonlo strukturakat ismert fel az ember és a vizsgalt
emldsfajok immunszerveiben.

A harom kiilonb6z6 kisérleti rendszerben tehat egyarant azt talaltuk, hogy az
emberi CD43 citoplazmatikus szakaszat felismeré p.aCD43cp szérum specifikus
keresztreakciot mutat az altalunk vizsgalt emlés fajok zomében. A keresztreakcio
specificitasat jelzi, hogy mind az emberben, mind a vizsgalt emldsfajokban a szérum
altal felismert antigén egy olyan membranfehérje, amelynek expresszidja a
hematopoetikus sejtekre, azoknak is egy nagyon jellemzd csoportjara, a T-limfocitakra,
a B-limfocitak egy részére és a mieloid sejtek zomére korlatozodik. Feltételezhetd
ezért, hogy a p.aCD43cp szérum az altalunk vizsgalt emlosfajok zomében a human
CD43-mal homolog allati CD43 fehérjét ismeri fel.

A jelolodés erdssége (az indirekt immunfluoreszcencias kisérletekben mért
atlagos fluoreszcencia intenzitas) az emberi fehérvérsejtekben mért értékekhez képest a
sertés és a szarvasmarha fehérvérsejtjeiben sokkal alacsonyabbnak bizonyult (12A.
abra). Ezt magyarazhatja az, hogy az éllati sejtekben kisebb mennyiségii CD43 antigén
fejezddik ki, de valoszinlibb az, hogy az embertdl evolicidsan egyre tavolabbi fajokban

a konzervalt epitopok aranya csokken, ami a jelolodés erdsségének csokkenésehez
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatdsara felhasznalhato, rogzitett
szovetek vizsgdlatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

vezethet. Hasonloan magyarazhat6 az a tény is, hogy Western blot korilmények kozott
a p.aCD43cp szérum csak az emberhez fejlodéstani értelemben legkozelebbi rokon faj
(egér) fehérvérsejt lizatumaban ismerte fel a CD43-nak megfelelé mobilitasu fehérjét,
mig a sertésben és a szarvasmarhaban nem. Elképzelhetd ugyanis, hogy az epitop,
amely lehetdvé teszi ezzel a modszerrel a CD43 fehérje denaturalt formajanak a
felismerését emberben és egérben, a sertésben és a szarvasmarhaban az evolicio soran
olyan mértékben megvaltozott, hogy a p.aCD43cp szérumot mar nem képes kotni.

A p.aCD43cp szérum tehat lehetdvé teszi a CD43 fehérje kimutatasat olyan
fajokban (sertés, szarvasmarha, 16 stb.), amelyekben eddig nem sikeriilt sejtfelszini
epitoppal reagalo CD43 mEa-ot eldallitani, ezaltal kiindulo pontot biztosithat a CD43
fehérje legkiilonb6zObb allatfajokban torténd biokémiai, molekularis biologiai és

funkcionalis szinta jellemzéséhez.
5.4.4. A p.aCD43cp szérum alkalmazasi lehetdségei az allatorvosi diagnosztikiaban

Megvizsgaltuk, hogy a p.aCD43cp ellenanyag mennyire alkalmas a CD43+
sejtek  patoldgias eloszlasanak jellemzésére kulonbozd  allati  korképekben.
Kisérleteinkhez ugyan azokat a Magyar Orszagos Allategészségiigyi Intézet
archivumabol kivalogatott mintakat hasznaltuk, amelyeket a korabbi vizsgéalataink soran
p.aCD3g(177-190) szérummal is megfestettink, igy a CD43+ sejtek eloszlasat a
CD3e+ sejtek eloszlasaval 0ssze tudtuk hasonlitani.

A varakozasoknak megfeleléen az emlos fajok tobbségében a CD43+ sejtek
kimutatasa eredményes volt, noha a koresetekbdl szarmazdé mintak kora az
immunhisztokémiai festés idOpontjaban elérhette a tiz évet, és a patologias
szovetmintdkat nem a human gyakorlatban szabvanyositott, az immunreaktivitast
optimalis médon megdrzé koriilmények kozott rogzitették és agyaztak be.

A virusok elleni immunvalaszban a CD43+ sejtek kozul csak a T-limfocitak
szerepe nyilvanvald, igy a varakozasoknak megfeleléen ezekben a korképekben a
CD43+ sejtek zome egyattal CD3e+ fenotipust mutatott. Az invaziv prokariota
korokozok altal kivaltott esetekbdl szarmazd patologias szoveteket a CD43+
granulocitak (actinobacillosis) vagy a CD43+ monocitak (salmonellosis) tulsulya
jellemezte. Természetesen azokban a korképekben, ahol a cellularis immunvéalasz

szerepe is jelentds, nagy mennyiségii CD3g+CD43+ T-limfocita is jelen volt a szovetek-
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13. 4bra A CD43cp szérum alkalmazasa az allatorvosi rutindiagnosztikaban

p.aCD3g(177-190) p.aCD43cp

A-B. A [Listeria monocytogenes fertézés kovetkeztében
agyvel6gyulladasban elhullott juh agyvelejét nagy mennyiségii
fekete nyilakkal jelolt mononukledris sejt sziirte be, melyek
els6sorban a vérerek koriil gytltek ossze (perivasculitis). A
mononukledris sejtek egy része CD3e+CD43+ T limfocitanak
(A.+B.), mig masik része CD3g-CD43+ monocitanak bizonyult
(B.).

juh agyszovet - listeriosis

= C.-D. Azonositatlan Mycoplasma faj okozta tiidégyulladasban
elhullott 16 tudejébdl készillt metszeten lathatd, hogy az
alvedlusok (Alv) fala helyenként megvastagodott, és benniik
interstitialisan, illetve gocokban nagyobb mennyiségi fekete
nyilakkal jelolt mononukledris sejt halmozodott fel. A
jelolodott sejtek részben CD3e+CD43+ T limfocitidk (C.+D.),
részben CD3e-CD43+ monocitdk (D.).

16 tiidGszovet - mycoplasmosis

E.-F. Bizonyitottan Retrovirus eredetii limfomaban (limfoid
leukodzis) elhullott szarvasmarha szivizomszovetét limfoid
morfologiaju sejtekbdl allé tumor (Tu) sziirte be (fekete nyil).
A tumor limfoid sejtjei CD3ge- (E.) CD43+ (F) fenotipust
mutattak.

szarvasmarha szivszovet - limfoid leukozis
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Ph.D. értekezés: Az dllatfajok széles korében immunsejtek kimutatasara felhasznalhato, rogzitett
szovetek vizsgalatara is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

ben (listeriosis (13. A.-B. abra), paratuberculosis, mycoplasmosis (13C.-D. abra.)). Az
altalunk vizsgalt mycosisokban egyértelmien a CD43+ granulocitdk és monocitak
talsulya volt megfigyelhetd, CD3e+ T-sejteket csak elszorva lattunk. A protozoak és
parazitak okozta fertézéseknél a fertdzott szovetekben  attol fuggden talaltunk
kialonbozo tipusu CD43+ sejteket, hogy az adott parazitafaj ellen kialakulo
immunvalaszban milyen tipusi sejteknek van meghatarozé szerepik. A gyulladasos
reakciot kivaltd, legtobbszor fertdzO betegségek diagndzisaban a fertdézd agens
kimutatasan alapulé diagnosztikai modszereknek van alapvetd fontossaga, a
gyulladasos tertileteket besziird sejtek jellemzése a rutin eljarasok soran csak
masodlagos jelentoségu.

Ahogy a p.aCD3g(177-190) szérumnak, igy a p.aCD43cp reagensnek is a
limfoproliferativ és a limfoid daganatok eredetének meghatarozasaban lehet fontosabb
szerepe a jovoben. Mind a szarvasmarhabdl szarmazo, Retrovirus altal kivaltott , mind
a sertésbOl szarmazod ismeretlen eredet(i rosszindulata limfomat (limfoid leukozis)
alkoto CD3e- sejtek (13E.-F. abra), erdsen festodtek a p.aCD43cp szérummal.
Latszolag ellentmondasnak tiinhet, hogy ez a két B-sejt eredetli limfoma CD3e-CD43+
fenotipust mutat, hiszen az egészséges szovetekben talalhatdo B-limfocitdk zome nem
fejezett ki CD43 fehérjét. Az emberi és egér B-sejtérés korai szakaszaban a B-sejtek
CD43+-ak, és csak a B-sejtérés késobbi szakaszaban vesztik el CD43 expresszidjukat.
A human B-sejt eredetii limfomak jelentds részében ezért a CD43 kifejezddik. Ennek
alapjan valoszintsitheto, hogy mind a Retrovirus okozta szarvasmarha limfoid leukozis,
mind az ismeretlen eredetl sertés limfoid leukozis korai B-sejtes eredeti neoplazia. A
p.aCD43cp reagenssel tehat lehetové wvalik a limfoid daganatok pontosabb
fenotipizalasa.

A CD43 molekulat, bar nem fejezddik ki minden hematopoetikus sejten, jo
hatékonysaggal lehetne kiilonboz6 daganatok hematopoetikus eredetének bizonyitasara
hasznalni. Ilyen értelemben a p.aCD43cp szérum a human patoldgiaban alkalmazott
CD45 ellenanyagok diagnosztikai felhasznalasi korét toltené be addig, amig a
hematopoetikus eredet kimutatasara az allatok széles korében alkalmazhatd jobb

reagensek nem allnak rendelkezésre.
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6. Kovetkeztetések



Ph.D. értekezés: Az dallatfajok széles korében immunsejtek kimutatasdra felhasznalhato, rogzitett
szovetek vizsgdlatéra is alkalmas immunreagensek kifejlesztés és jellemzése

Munkamban az allatorvosi rutindiagnosztikaban felhasznalhato, fehérvérsejtek
kimutatasara alkalmas olyan immundiagnosztikumok kifejlesztését tlztem ki célul,
amelyek egyértelmii, megbizhat6 és reprodukalhaté eredményeket adnak a kiilonb6z6
allatfajokbol szarmazo6 rogzitett szovettani mintakon. A célkitizésben megfogalmazott
kettds kovetelményrendszernek szamos kulonbozd megkozelitéssel —eldallitott
immunreagens eleget tett. Az altalunk, illetve mas laboratériumokban kifejlesztett
immunreagensekkel szerzett tapasztalatok tanulsagul szolgalhatnak tovabbi, hasonld

célra felhasznalhato immundiagnosztikumok kifejlesztéséhez.

6.1. Fehérjekeverékkel és tisztitott antigénekkel végzett immunizilas elonyei és

hatranyai

Mivel az allatfajok zomében az immunsejtekre jellemzd fehérjékrdl szerzett
ismereteink meglehetdsen hianyosak, a fehérvérsejt-fehérjék tisztitasa altalaban nem
oldhat6 meg. Az immunizalara felhasznalhatunk fehérjekeverékeket, mint példaul
fehérvérsejt-szuszpenziokat, a kivant ellenanyag-specificitas kivalasztasa ilyenkor
azonban kilonosen atgondolt megkozelitést tesz sziikségessé. A fehérjekeverek egyes
Osszetevoi ellen ugyanis csak gyenge és elore nem kiszamithato erdsségli immunvalasz
alakul ki, ezért az immunizalt allatokban csak kis valosziniséggel képzodik a kivant
specificitast ellenanyagot termeld B-sejtklon. A fehérjekeverékkel végzett immunizalds
eredményeképpen létrejovo szérum kivant specificitasi  ellenanyag-frakciojanak
affinitas-tisztitasa csak ritkan valosithato meg. Az ellenanyagot termeld B-limfocitak
mieloma sejtekkel torténd fuzidjaval olyan hibridoma sejtklonok alakulhatnak ki,
amelyek a kivant specificitasa ellenanyag termelésre képesek. Az allatorvosi célokra
felhasznalhat6 ellenanyagot termeld klonok kivalasztasa ilyenkor is egy olyan teszteld
rendszer kidolgozasat igényli, amely lehetoséget teremt a kivant és a nem kivant
specificitasi ellenanyagot termeld klonok megkiilonboztetésére. Ez sok esetben —
példaul intracellularis fehérvérsejt-epitopokat felismeré monoklonalis ellenanyagok
elGallitasanal — technikai szempontbol komoly nehézséget jelent, a fehérvérsejtek
felszini antigénjeit felismer6 ellenanyagok rutinszert eldallitasa azonban megoldott.

Az elmalt husz évben az ember és tobb allatfaj fehérvérsejt-antigénjeinek
sejtefelszini epitopjait felismeré monoklonalis ellenanyagokat hoztak létre az eldbb

ismertetett megkozelitéssel. A megfeleld specificitasi monoklonalis ellenanyagok
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segitségével a felismert antigéneket jellemezték, ami nagy mértékben hozzajarult az
immmunrendszer miikodésének jobb megértéséhez az emberben és a kiilonb6zd
allatfajokban. Az emberi fehérvérsejt-felszini antigéneket koté monoklonalis
ellenanyagok altal felismert epitopok zome azonban a rogzités hatasara vissza-
fordithatatlanul moédosul. Mivel az allatorvosi rutindiagnosztikaban alkalmazhato
immunreagensektdl azt is elvarjuk, hogy a fajok széles korében alkalmazhatok
legyenek, még tovabb csokken annak a valosziniisége, hogy a fehérjekeverékekkel
végzett immunizalas eredményeképpen megfelelé immundiagnosztikumot nyerjiink. A
haromszazot szarvasmarha sejtfelszini epitopot felismeré monoklonalis ellenanyag
kozil mindossze kettd felelt meg az allatorvosi diagnosztikumoktol elvarhato kettos
kovetelményrendszernek.

A fehérjekeverékekkel végzett immunizalas legnagyobb hatranya tehat az
iranyithatatlansag. Nem tudjuk szabalyozni azt, hogy az immunvélasz a fajok széles
korében allandosult és a rogzités soran visszafordithatatlan valtozast nem szenvedd
epitopok ellen iranyuljon. A fehérjekeverékkel végzett immunizalasra alapulod
immunreagensek allatorvosi rutindiagnosztikai célokra torténd eldallitasa ezért csak
ritkdn célravezetd. A mar mas célbol létrehozott sejtfelszini fehérvérsejt-epitopokat
felismer® ellenanyagok rogzitett szovettani metszeteken torténd tesztelésével azonban
bizonyos allatfajban, vagy az allatfajok szorosabb rokonsagot mutatoé csoportjaban jol

alkalmazhat6 reagenseket nyerhetiink.

A tisztitott antigénekkel végzett immunizalassal 1étrehozott reagensek el6nye,
hogy az antigéneket ugy valaszthatjuk meg, hogy a reagens az allatorvosi
rutindiagnosztikumokkal szemben tamasztott kovetelményeknek eleget tegyen.

Az antigén tisztitasa a sejtekben nagy mennyiségben el6forduld fehérjék esetében
a hagyomanyos biokémiai elvalasztasi modszerekkel is megvalosithatd. Tobb cito-
szkeletalis fehérje (aktin, dezmin, vimentin) ellen termelt ellenanyagrol derult ki, hogy
felhasznalhatok rogzitett szovettani mintak vizsgalatara szamos madar- €s emldsfajban.
A kisebb mennyiségben jelenlévd, ezért a hagyomanyos biokémiai modszerekkel
nehezen tisztithato fehérvérsejt-felszini fehérjék esetében ez az Gt nem jarhato.

Az elmalt évtizedben robbanasszeriien megnétt a rendelkezésre allo
aminosavszekvenciak — illetve az ezekkel egyenértéki cDNS-szekvenciak — szama és

hozzaférhetosége. A  fehérjék aminosav-sorrendjének ismeretében peptideket
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szintetizalhatunk (pl. CD3g(177-190) vagy CD43(352-372)) vagy molekularis biologiai
eszkozokkel olyan rekombindns fehérjéket termelhetink (pl. CD43cp), amelyek
lehetdvé teszik a rekombinans fehérje hatékony tisztitasat (pl. GST fuziés fehérje). A
peptideket és rekombinans fehérjéket antigénként felhasznalva megfeleld immun-

reagenseket hozhatunk létre.

6.2. A petidekkel és a rekombinans fehérjékkel végzett immunizalis elonyei és

hatranyai

A peptidek €s a rekombinans fehérjék eldallitasa

A peptidszintézis ma mar a rutin modszerek kozé tartozik. Tetszéleges aminosav-
sorrendll peptidek a kereskedelmi forgalomban is konnyen beszerezhetdk, a peptidek
eléallitasa igy nem kot le kutatoi eréforrasokat. A rekombinans fehérjék eldallitasa
ugyanakkor a molekularis biologiai és fehérjebiokémiai modszerekben szerzett
jartassagot, illetve ezeket a modszereket lehetové tevo laboratoriumi hatteret kovetel

meg.

Az immunogén fehérjeszakaszok kijelolése

Mivel az immunizalaskor kialakul6 immunvalasz erdssége szabja meg a megfeleld
ellenanyagot termel6 B-sejtklonok gyakorisagat és a szérum ellenanyagtiterét, mind a
monoklonalis elllenanyagok, mind az affinitas-tisztitott szérumok eldallitasanal
kiemelked6en fontos, hogy az immunizalasra felhasznalt antigén immunogén legyen.
Noha létezik néhany algoritmus, amellyel egy adott fehérjeszakasz immunogenitasa
josolhatd, az immunogenitas aminosav-sorrend alapjan torténd eldrejelzése ma még
nagyon bizonytalan. Egy antigén immunogenitasa ugyanis nem csak az immunizalasra
felhasznalt fehérjétol vagy peptidtdl fugg, hanem az immunizalas modjatol és az
immunizalt allat faj- és egyedszintii tulajdonsagaitol is. Kisérleteinkben mi is
szamtalanszor tapasztaltuk, hogy a parhuzamosan immunizalt allatok sokszor
egymastol teljesen eltérd erdsségli immunvalaszt adtak.

A nem kielégité immunogenitas els6sorban a peptidekkel torténd immunizalaskor

jelenthet tobb okbol is nehézséget.
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® A peptidek onmagukban altaldban nem valtanak ki erés immunvalaszt, ezért a
peptideket hordozokhoz kapcsoljak. Az immunvalasz egy része ilyenkor

természetesen a leggyakrabban fehérje-természetii hordozok ellen iranyul.

e A peptidhez kotoédod ellenanyagok jelentds része a peptidek amino- €s karboxi-
terminalisait ismeri fel. Ezek az ellenanyagok a fehérjéhez csak abban az esetben
kotoédnek, ha a fehérje aminosav-sorrendje alapjan szintetizalt peptid valamelyik

terminalis aminosava egyuttal a fehérje terminalis aminosava (Jones és tsi. 1994).

® A peptidek nem feltétleniil olyan szerkezetet vesznek fel, mint a peptid aminosav-
sorrendjének megfeleld fehérjeszakasz, igy a peptidekhez kot6dd ellenanyagok a
fehérjét nem feltétlenil ismerik fel. Raadasul egy fehérjével szemben képzddott
ellenanyagok tekintélyes része olyan, a fehérjék bonyolult harmadlagos
szerkezetétol fliggd konformacios epitopokhoz kotddik, amelyeket az anti-peptid
szérumok csak kivételes esetben ismernek fel.

Az altalunk szintetizalt CD43(352-372) peptid ellen gyenge immunvalasz jott
létre, igy a p.aCD43(352-372) szérum a kitizott céloknak nem felelt meg. A magas
prolintartalma miatt immunogénnek josolt CD3g(177-190) peptid viszont eros
immunvalaszt indukalt (Mason és tsi. 1989).

A rekombinans fehérjék az elobb emlitett kedvezotlen tulajdonsagokkal nem
rendelkeznek. Egy teljes fehérje vagy fehérjedomén ugyanis mar megfelelé méreti
ahhoz, hogy hordozo fehérje nélkiil lehessen immunizalni. A rekombinans fehérvérsejt-
fehérje szerkezete is nagy valOszinliséggel megegyezik a fehérvérsejtben termel6do
formaéval, igy a rekombinans fehérjét felismerd ellenanyagok a fehérvérsejtekben
kifejez6d6 formahoz is kotddhetnek. Amennyiben egy adott fehérjét felismerd
ellenanyagot akarunk késziteni, a teljes fehérje vagy fehérjedomén immunizalasra
torténd felhasznalasa a peptidek hasonlo céli alkalmazasahoz viszonyitva abbol a
szempontbdl is kedvezobb, hogy amig a peptidek esetén a kisérletezonek kell az adott
fehérjén vagy fehérjedoménen beluli immunogén teriileteket kivalasztani, addig a

fehérjék vagy fehérjedomének esetében ezt maga az immunizalt allat "teszi meg".
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Az allandésult fehérjeszakaszok kijelolése

A legtobb immunoldgiai ismeret az ember és az immunologiai kutatasokban
modellallatként alkalmazott egér fehérjéirdl all rendelkezésre, mig az allatorvosi
szempontbdl igazan jelentds fajok esetében ilyen adatok csak elvétve talalhatok. Ez
természetesen nem konnyiti meg az allatfajok fehérvérsejt-fehérjéit felismerd
immunreagensek kifejlesztését. Az allandosult fehérjeszakaszok megkeresése azonban
kijelolheti az immunizalasra felhasznaland6 antigént, hiszen az allandosult szerkezetl
epitopok ellen képzddo ellenanyagok a fajok széles korében felhasznalhato reagenseket
eredményeznek. A fehérjékben talalhato allandosult szerkezetli szakaszok azonositasara
két kiilonboz6 megkozelités is alkalmas lehet.

Amennyiben egy fehérvérsejtekre jellemzo fehérje aminosav-sorrendje tobb fajban
ismert, a szekvenciak Osszehasonlitasaval az allandosult szakaszok kijelolhetok.
Kisérleteink soran ezzel a modszerrel azonositottuk a CD3e és CD43 fehérjék allan-
doésult szakaszait. Hatranya ennek a megkozelitésnek, hogy a jelenlegi algoritmusok az
Osszehasonlitast csak az aminosav-sorrend szintjén tudjak elvégezni, a fehérje térbeli
szerkezetében talalhato allandosult szerkezetekrol nem adnak felvilagositast.

Gyakran csak egy fajbol szarmazo, altalaban az emberi vagy az egérfehérje
aminosavsorrendje all rendelkezésre. Ha az ilyen fehérjék feladatat ismerik, €s a vizsgalt
funkcio (pl. adhézio, jeltovabbitas stb.) a fajok szélesebb korében allandosult, az ezeket
a feladatokat betoltd fehérjeszakaszok térképezésével az immunizalasra alkalmas olyan
antigéneket azonosithatunk, amelyek ellen létrehozott immunreagensek a hasonlo

immunfunkciokkal rendelkezo allatfajok homolog epitopjait is felismerik.

A rogzités és beagyazas korulményei soran visszafordithatatlan valtozasokat nem

szenved6 fehérjeszakaszok kijelolése

Sajnos a rogzités €s a beagyazas, illetve az epitop visszanyerési modszerek soran
létrejovo valtozasok ma még alig ismertek. Nem meglepd ezért, hogy a szekvencia-
adatok alapjan ma még nem megjosolhatd, hogy melyek azok az epitopok, amelyeket
felismer0 ellenanyagok az allatorvosi diagnosztikum ezen szempontjanak megfelelnek.
A rogzitési, beagyazasi €s epitop visszanyerési technikak tovabbi fejlodése a jovoben

varhatoan meg fogja novelni a rogzitett anyagon hasznalhat6 reagensek aranyat.
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Peptiddel vagy rekombinans fehérjével immunizaljunk?

Az immunogén, a rogzités soran visszafordithatatlan karosodast nem szenvedo és
a fajok széles korében allandosult epitopok csak véletlenszeriien esnek egybe.
Kisérleteink soran a CD43 fehérje allandosultnak josolt szakasza alapjan szintetizalt
CD43(352-372) peptid ellen termelt szérum allatorvosi diagnosztikai felhasznalasra
nem valt be, mig ugyanezen fehérje baktériumban termelt citoplazmatikus szakaszat
felismerd szérum ilyen célokra alkalmasnak bizonyult. A kis méretii peptideken csak
kevés epitop helyzekedik el, peptidekkel ezért csak akkor célszeri immunizalni, ha
valoszin(siteni tudjuk, hogy az epitopok kozott valoban van olyan, ami a harom
fentemlitett kovetelménynek megfelel. Az immunizalast célszeribb rekombinans
fehérjékkel vagy fehérjedoménekkel végezni, hiszen a fehérjéken elhelyezkedd epitopok
kozott nagy valoszinGiséggel lesznek olyanok is, amelyek lehetove teszik a fajok széles

korében, rogzitett szoveteken felhasznalhato ellenanyagok képzodését.
Sejten kiviili vagy sejten beluli epitopot hordozo antigénnel immunizaljunk?

Az allatorvosi szempontbol fontos fajok széles korében megtalalhatd epitopok
nagy valosziniséggel az immunizalasra felhasznalt allatfajban is jelen vannak. Az ilyen
allandosult, igy az immunizalas soran sajatnak felismert epitopok ellen az immunvalasz
gatolt. Ez kulonosen igaz az allandosult sejtfelszini epitopok ellen kialakulo
immunvalaszra, hiszen a vérben keringd, fehérvérsejt-felszini epitopokat felismerd
ellenanyagok autoimmun valaszt indukalhatnak. Ez lehet talan annak az oka, hogy mind
az emberi, mind az allati fehérvérsejt-felszini epitopokat felismerd ellenanyagok csak
kivételes esetben ismernek fel az allatok széles korében allandosult epitopokat. A sejten
beliili allandosult epitopok ellen kialakulé immunvalasznak nagyobb a valdszinisége,
hiszen a vérben keringd ellenanyagok szamara a sejten belili antigének altalaban
hozzaférhetetlenek. A p.aCD3g(177-190) szérum jo példa arra, hogy az immunizalasra
felhasznalt allatfajban is sejten belli allandosult epitop ellen kialakulhat immunvalasz,
ugyanis a szérum a nyulban is alkalmasnak bizonyult a T-sejtek jelolésére.

A sejtfelszinrdl a sejtmag felé haladva a fehérjék egyre nagyobb allandosulsagot
mutatnak. Ez a tendencia a sejtfelszini fehérjék egyes szakaszaira is igaz, ugyanis a

sejtfelszini fehérjék extracellularis része rendszerint alacsonyabb homologiat mutat a
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kiilonb6z6 fajok azonos fehérjéi kozott, mint a fehérjék sejten beluli része. Ez mindkét
altalunk vizsgalt sejtfelszini fehérje, a CD3e és CD43 esetében is igy volt.

A sejten beluli epitopokhoz viszonyitva a sejten kivili epitopok a rogzitoszer
immunreaktivitast karosan befolyasolo hatasanak is jobban ki vannak téve, hiszen a
szervek rogzitésekor a rogzitoszer eloszor ezekkel az epitopokal 1ép kolesonhatasba.

Az el6z6 érvek mind arra utalnak, hogy a sejten belili epitopokat felismerd
immunreagensek minden szempontbol alkalmasabbnak tinnek az allatorvosi

rutindiagnosztikumokkal szemben tamasztott kovetelmények teljesitésére.

6.3. A monoklonalis ellenanyagok és az affinitas-tisztitott szérumok elényei és

hatranyai

A monoklonalis ellenanyagok altalaban egy, az affinitas-tisztitott anti-peptid
szérumok néhany, a teljes fehérjék vagy fehérjedomének ellen létrehozott affinitas-
tisztitott szérumok pedig sok epitopot ismernek fel. Mivel a kevés epitopot felismerd
reagensek esetében kicsi a nem kivant keresztreakcio valoszinlisége, a monoklonalis
ellenanyagok és az anti-peptid szérumok hattérmentesen miikodnek. Ezt tapasztaltuk az
altalunk vizsgalt monoklonalis ellenanyagok zoménél és a p.aCD3g(177-190) anti-
peptid szérum esetében is. A teljes fehérjékkel vagy fehérjedoménekkel torténd immu-
nizalassal eldallitott szérumban ugyanakkor megnd a hatteret ado keresztreagalo ellen-
anyagok képzodésének a veszélye is. Valoszinileg a p.aCD43cp szérum alkalmazaskor
tapasztalt nem zavar¢ hatteret is ilyen keresztreagalo ellenanyagok okoztéak.

Amig a monoklonalis ellenanyag-preparatumok csak egyféle specificitasu
immunglobulinbdl allnak, addig a poliklonalis szérumok az immunizalasra felhasznalt
antigént felismeré ellenanyagokon kivil az immunizalasra hasznalt antigén
szennyezOdéseivel szemben termelddd, valamint az immunizalt allat természetes
immunfolyamatainak eredményeképpen létrejovo ellenanyagokat is tartalmaznak. Ezek
az ellenanyagok a késobbi felhasznalas soran nem kivant keresztreakciokat adhatnak,
igy a szérumok affinitas-tisztitasa kivanatos. A természetes ellenanyagokat
eltavolithatjuk a szérum immunizalasra hasznalt antigénnel konjugélt oszlopon torténd
affinitastisztitasaval (pl. a p.aCD43(352-372) szérum affinitas-tisztitasa CD43(352-372)

peptiddel konjugalt oszlopon). Az immunizalasra felhasznalt antigén szennyezodéseit
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felismerd ellenanyagok eltavolitasara viszont olyan keruld megoldasokat kell
alkalmaznunk, amire az aCD43cp szérum affinitastisztitasanal mutattam be példat.

A monoklonalis ellenanyagok gyakorlatilag korlatlan mennyiségben azonos
mindségben allithatok el6, ami a napi gyakorlatban val6 alkalmazast megkonnyiti. A
szérumok mindsége viszont immunizalasonként valtozo, mert az egyes immunizalt
allatok az antigéneket kiillonbozoképpen ismerik fel. A szérumok sarzsonkénti mindségi
kiilonbségei viszont megnehezitik az affinitas-tisztitott szérumok felhasznalasanak

egységesitését.

Kisérleteinkben  bizonyitottuk, hogy az affinitas-tisztitott  szérumok
(p.aCD3¢g(177-190) és p.aCD43cp) eldallitasa is nagyon hatasos modja lehet az
allatorvosi gyakorlatban felhasznalhato diagnosztikumokkal szemben tamasztott
kovetelményeknek megfelelé6 immunreagensek kifejlesztésének. Mivel azonban a
monoklonalis ellenanyagok szinte minden szempontbol eldnyosebb tulajdonsagokkal
rendelkeznek, mint az affinitas-tisztitott szérumok, kivanatos a monoklonalis
ellenanyagok eldallitasa. Erre akkor van lehetdség ha az immunizalt allatban a rogzitett
szoveteken alklamazhato, a fajok széles korében allandosult fehérvérsejt-epitopot
felismer6 ellenanyagot termeld B-sejtklonok viszonylag nagy mennyiségben vannak
jelen. Ilyenkor ugyanis valos esély van arra, hogy ezeket a B-sejtklonokat
immortalizalva megfelel6 ellenanyagot termeld sejtvonalakat hozzunk létre.

A B-sejteken kifejez6dd6 CD79 fehérje sejten belili epitopjat felismerd
monoklonalis ellenanyag az elsd olyan reagens, amely az allatfajok széles korében,
rogzitett szoveteken is alkalmazhatd (Jones és tsi. 1993). Mivel a p.aCD3g(177-190) és
a p.aCD43cp affinitas-tisztitott szérumok ellenanyag-tartalméanak jelentds része az
allatorvosi rutindiagnosztikumokkal szemben tamasztott kovetelményeknek eleget tesz,
a jovoben lehetdség nyilik a CD3e és a CD43 fehérjét felismerd, az allatorvosi

gyakorlatban alkalmazhato monoklonalis ellenanyagok eldallitasara.
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6.4. Végszo

Az altalunk és masok altal kifejlesztett immunreagensek mindennapi allatorvosi
gyakorlatban tortén6 széleskorii alkalmazéasat ma még sok tényezd gatolja.

A rogzitést sok esetben a koreset helyszinén a tertileti allatorvosok végzik el
sajat belatasuk szerint. Az alkalmazott formaldehid oldat toménysége és pH-ja,
valamint a rogzités idétartama valtozo, azaz hianyzik a rogzités korilményeinek a
human gyakorlatban mar megtortént egységesitése. A rogzités korulményei a
hagyomanyos szOvettani modszereket nem  befolyasoljak  lényegesen, az
immunhisztokémiai modszereket azonban igen, az epitopok visszanyerhetdsége ugyanis
jelentésen fligg ezektol a tényezOktol.

Az allati koresetek diagnosztizalasara felhasznalhatdé immunreagensekbdl
rendelkezésre allo valaszték a legtobb szamitasba jovo allatfaj esetén még mindig szik,
pedig a human gyakorlatban bizonyitast nyert, hogy a megfeleléen hatékony
diagnozishoz tobbféle marker mintazatanak egyideju vizsgalata sziikséges.

Az immunsejtek allati betegségekben betoltott szerepe még sok korképben alig
ismert, szamos esetben csak a hasonld emberi korképekben azomositott immunse;jt-
funkciok alapjan kovetkeztethetiink ra. Mindezek alapjan rovid tavon arra van
lehetéség, hogy az altalunk kifejlesztett reagenseket visszatekintd elemzésekben
alkalmazva a fehérvérsejtek kilonbozo allati korképekben betoltott szerepe vilagosabba
valhasson. Ezek a kisérletek pedig kijelolhetik az egyes immunreagensek helyét az

allatorvosi rutindiagnosztikaban.
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Identification and characterisation of immunoreagents that are applicable in fixed tissues of

various animal species

The functional integrity of multicellular organisms is continuously jeopardised by
multiple environmental constraints. The main role of the immune system is to protect that
integrity against factors that exploit the resources of the host in the interest of their own
survival and/or propagation, thereby causing danger, distress or damage to the host. The
majority of immune functions in vertebrate animals are provided by the white blood cells
which search for and recognise antigens, initiate an immune response and provide effector
mechanisms to eliminate the danger source.

For decades the cell types that played major roles in the immune response were
identified based on morphological criteria only. It was the development of the hybridoma
technique that lead to the characterisation of white blood cell surface antigens. These
antigens, used as markers, established the major white blood cell lineages and enabled the
distinction of different developmental stages and activation states. The use of reagents
recognising white blood cell antigens in immunocytochemistry and immunohistochemistry
allowed the detection of pathological changes in various immune cell subsets. The
emergence of serological markers therefore also revolutionised the human pathological
diagnosis.

The characterisation of the immune system at the molecular level in different animal
species began parallel with the identification of human white blood cell antigens. Due to the
large number of different animal species in proportion to the available resources, our
knowledge on the structure and function of the immune system in animals is very limited.
The amount of reagents recognising immune cells in animals is low, it is therefore not
surprising that the immunodiagnostic methods play a minor role in veterinary practice as
compared to human pathology.

The aim of this study was to produce and/or to characterise immunoreagents that
would suit the needs of veterinarian diagnosis. As, unlike in human medicine, sampling and
diagnosis is separated in time and space tissues are usually fixed and embedded which may
lead to the decrease of the tissue immunoreactivity. In addition the veterinary has to deal
with many different animal species. The ideal immunoreagent should therefore not only
reproducibly recognise immune cells in different animal species but it should recognise an
epitope (or epitopes) that is (are) in one hand not irreversibly altered during the routine

processing of the tissue samples and that on the other hand is (are) conserved in a wider
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range of related species. In our experiments the applicability of immunoreagents generated

by several different approaches was evaluated.

Monoclonal antibodies against extracellular epitopes of leukocyte surface antigens

In the scope of the Third International Workshop on Ruminant Leukocyte Antigens
we studied monoclonal antibodies that recognised extracellular epitopes of bovine white
blood cell surface antigens and that were produced by hybridoma cell lines generated by
immortalisation of B lymphocyte clones from mice that were immunised with white blood
cell suspensions from various ruminant animal species.

Out of three hundred and five monoclonal antibodies only thirty-eight gave
reproducible staining patterns in bovine lymphoid tissues fixed in neutral buffered formalin.
The specificity of our results are authenticated by the preliminary cytofluorimertic
measurements and immunohistochemical experiments in frozen tissue specimens that, with
some clear exceptions, gave concordant results. In most cases the presence and the quality
of the staining was largely dependent on the application of various epitope retrieval methods
prior to immunohistochemical labelling. As a result of our experiments a panel of antibodies
was established that allowed the identification of all or distinct subpopulations of B and T
lymphocytes, monocytes, macrophages, granulocytes, red blood cells and vascular
endothelial cells in routinely processed bovine tissues.

The three hundred and five monoclonal antibodies were used to label leukocytes
from different mammalian species. The proportion of the monoclonal antibodies reacting
with the leukocytes of one particular species correlated well with the predicted evolutionary
distance of the species to cattle as a closer evolutionary relationship was associated with a
higher frequency of serological cross-reactivity. In the case of those ten monoclonal
antibodies that marked leukocytes in all species tested we provided evidence that the
recognised epitopes were confined to leukocyte populations with similar light scattering
properties (lymphocytes, monocytes and granulocytes) and to antigens with similar
molecular weights.

However, only two out of three hundred and five monoclonal antibodies (DHI16,
VPM36) recognised an epitope that undergoes no irreversible change upon routine fixation
and processing and that is conserved in a wider variability of species (mammals) at the same

time
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Affinity purified antisera against intracellular epitopes of leukocyte surface antigens

The CD3 chains are invariable components of the T cell receptor complex that are
responsible for transducing the signals to the cell generated by the ligation of the variable T
cell receptor chains by the antigen. The CD3 transmembrane proteins are expressed by cells
of the T lymphoid lineage including some of the closely related natural killer cell lineage. An
affinity purified antiserum (p.aCD3g(177-190)) generated by Mason et al. against a peptide
corresponding to amino acids 177-190 of the human CD3e chain was shown to detect T
lymphocytes (and natural killer cells) in frozen as well as in formalin fixed paraffin
embedded tissue specimens. The serum is widely used in human immunohistopathology to
demonstrate T lymphoid origin of infiltrating cells in pathological tissues.

In recent years the amino acid sequence of the CD3e chain has been determined in
many species. The comparison of these sequences revealed highly conserved amino acid
stretches in the cytoplasmic tail of the protein, including the sequence against which the
p.aCD3e177-190 serum was raised. In western blot experiments the serum recognised
proteins with similar molecular weights to the human CD3e protein in lysates prepared from
different immune organs of many avian and mammalian species. The serum stained
lymphoid cells in T cell regions of various lymphoid tissues from all avian and mammalian
species tested in frozen and formalin fixed paraffin embedded tissue specimens. These
results strongly suggest that the structure and the expression pattern of the CD3e chain is
conserved in all avian and mammalian species.

To assess the possible veterinary applications of the p.aCD3g(177-190) serum we
immunostained pathological tissue sections from cases that represented various forms of
animal disease. In most instances CD3e+ cells were readily observed, although the samples
were collected up to ten years before the staining. We provided evidence that this antiserum
is a useful tool for the serological characterisation of normal and pathological lymphoid
tissues and infiltrations in both experimental work and animal disease.

The CD43 is a heavily O-glycosilated transmembrane protein that is expressed in all
hematopoietic cell lineages except for red blood cells and mature B cells. The function of
this protein is unknown, but it is postulated to participate in signal transduction and in
adhesion events. The protein is known from human, mouse and rat only. The comparison of
the CD43 sequences from these species indicated a high level of conservation in the

cytoplasmic domain.
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A serum was raised against a peptide that corresponded to amino acids 352.-372. of
the human CD43 protein, a cytoplasmic sequence that was shown to be highly conserved in
human, mouse and rat. The subsequently affinity purified serum (p.aCD43(352-372)) did
not stain permeabilised CD43- P3HRI1 cells and failed to detect any proteins from the lysate
of this cell line in Western blot experiments. In contrast, this reagent strongly labelled the
CD43+ Jurkat cell membranes which was inhibitable with the peptide used for
immunisation in a dose dependent manner. In Western blot experiments the serum detected
a protein with identical molecular weight to the CD43 from the Jurkat cell lysate. This
clearly showed that the p.aCD43(352-372) serum recognised the cytoplasmic tail of the
CD43 protein. Due to the extremely low CD43(352-372) peptide titers, however, the
application of this serum for veterinary diagnostic purposes was unfeasible.

In an alternative approach we produced a GST fusion protein containing the
cytoplasmic tail of the human CD43. The structure of the recombinant protein was verified
by western blotting and mass spectroscopy. An antiserum was raised against the
recombinant cytoplasmic tail of the CD43 molecule and subsequently affinity purified
(p.aCD43cp). In immunoprecipitation and western blotting experiments we found that the
antigen recognised by the serum had a molecular mass identical to that of human CD43.
The affinity purified serum labelled permeabilised human CD43+ but not CD43- cell lines.
In double labelling experiments we demonstrated that T lymphocytes and monocytes are
strongly labelled while B lymphocytes express no or very little protein recognised by the
p.aCD43cp serum in human. Convincingly, the same cell types were stained in lymphoid
tissues in immunohistochemical studies. These results provided evidence for the
applicability of the p.aCD43cp serum to detect the human CD43 protein in native and
denatured forms.

In the next step we investigated whether the high level of conservation in the CD43
cytoplasmic domain among the species could be demonstrated on a serological level. In
western blot experiments the serum was able to detect a protein corresponding to CD43 in
human and mouse but not in other species tested. In immunocytochemical and
immunohistochemical experiments, however, the serum recognised T lymphocytes and
myeloid cells of many mammalian species. The p.aCD43cp serum enabled the identification
and partial characterisation of the CD43 in many species in which the CD43 protein was
previously unknown. The biochemical and immunohistochemical evidence strongly suggests
that the structure and expression pattern of the CD43 chain is conserved in many

mammalian species.
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In most cases CD43+ cells were readily observed in pathological tissues
representing many different forms of animal disease, even if the samples had been collected
ten years before. The p.aCD43cp serum is therefore a reliable reagent for the verification of
the hematopoietic origin of different infiltrations and, used together with other reagents, for
the serological characterisation of normal and pathological lymphoid tissues and lymphoid

infiltrations in experimental work and in animal disease.

In conclusion we found reagents that satisfied our expectations among both
monoclonal antibodies recognising leukocyte cell surface epitopes and affinity purified
antisera recognising intracellular epitopes of leukocyte antigens. The experience obtained
with the immunoreagents produced and/or characterised by us allowed the comparison of
the advantages and disadvantages of the different approaches to produce diagnostic reagents
for veterinary routine purposes.

When immunising with a mixture of proteins (e.g. cell suspensions) the immune
response is directed only occassionally against epitopes that undergo no irreversible change
upon fixation and embedding and that are conserved in a wider variety of animal species.
Most immunoreagents that were produced using this approach (e.g. monoclonal antibodies
against extracellular epitopes of bovine leukocyte cell surface antigens) suited rarely the
needs of routine veterinary pathology.

If information on the sequence of leukocyte cell surface proteins is available,
peptides can be synthesised or proteins or protein domains can be expressed in a suitable
expression system. The results obtained with affinity purified antisera raised against
peptides and recombinant proteins more promising. Anti-peptide sera like p.aCD3g(177-
190), may be highly applicable for routine veterinary purposes if the peptide that is designed
to represent evolutionary conserved stretches of proteins proves to be immunogenic on one
hand, and on the other hand the epitopes recognised by the generated sera undergo no
irreversible changes upon routine processing. If these requirements are not met, as
happened with the p.aCD43(352-372), it i1s advisable to use whole proteins or protein
domains produced by tools of molecular biology for the immunisation. Whole proteins or
protein domains represent all epitopes including the conformational ones. A serum
generated against some of the epitopes may fulfil the objectives set for an ideal veterinary
immunreagent. Our experience with the p.aCD43cp serum is a good example for the

applicability of this latter approach.
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ATP - adenosine-friphosphate - adenozin-trifoszfat

BCR - B cell receptor - B-sejt receptor

BSA - bovine serum albumin - szarvasmarha szérumalbumin

CD - Cluster defined

c¢DNS - komplementer cDNS (complementary DNA)

Coomassie BB - Commassie Brilliant Blue

dH,O - desztillalt viz

DN-az - dezoxsziribonukledz

DNS - dezoxiribonukleinsav

EDTA - ethylene- diamine-fetraacetic acid - etilén-diamin-tetraecetsav
EGTA - ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether) N’,N’,N’,N’ - fetraacetic acid
ELISA - Enzyme Linked /mmunosorbent Assay

FITC - fluorescein isothiocyanate - fluoreszcein-izotiocianat

FCS - foetal calf serum - magzati borjisavo

FSC - Forward Scatter - elére iranyul6 fényszoras

HPLC - High Pressure Liquid Chromatography- magas nyomasu foly. kromatografia
IPTG - isopropyl B-D-thiogalactopyranoside - izopropil B-D-fiogalaktopiranozid
ITAM - Immunoreceptor 7irozin-alapu Aktivacios Motivum

G.S. - Glutathion- Sepharose

GST - Glutathion-S-7ranszferaz

mEa - monoklonalis ellenanyag

MHC - Major Histocompatibility Complex - F6 Hisztokompatibilitasi Csoport
NK - natural iller cells - természetes 0l0sejt

NPF - neutralis pufferelt formalin

OD - optical density - optikai denzitas

OPD - ortho-phenylene-diamine - Orto-fenilén-diamin

PAGE - polyacrilamide gel electrophoresis - poliakrilamid gélelektroforézis
PBM - peripherial blood mononuclear cells - periférias vér mononuklearis sejtek
PBS - phosphate buffered saline - foszfatokkal pufferelt fiziologias sooldat
PCR - polymerase chain reaction - polimeraz lancreakcid

PE - r-Phycoerythrin - r-fikoeritrin

PI - Propidium iodide - propidium - jodid

PIPES - (piperazine-N,N’-bis[2-ethanesulfonic acid]

RAG - recombination activating gene - rekombinaciot aktivalo gén

RN-az -ribonukledz

RNS -ribonukleinsav

SCID - severe Combined /mmunodeficiency - silyos kombinalt immunhianyos allapot
SDS - sodium dodecyl sulphate - natrium-dodecil-szulfat

SH - src homology domain - src homol6g domén

SSC -side scatter - oldaliranyu fényszoras

TBE - Ttis buffered EDTA - Tris-szel pufferelt EDTA

TBS - Tris buffered saline - Tris-szel pufferelt fiziologias s6oldat

TCR - T cell receptor - T-sejt receptor

Tris - 7ris(hydroximethyl)aminomethane - Trisz(hidroximetil)aminometéan
WC - Workshop cluster
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Ezuton szeretném megkdszonni a munkamhoz nyujtott segitséget

az MTA Szegedi Biologiai Kozpont Genetikai Intézetének Immunologiai Csoportjabol

Ando Istvannak, a témavezetésért ¢€s a kisérleteimhez sziikséges forrasok
biztositasaért, Hegediis Zoltannak a GST fuzios fehérjék tultermeltetésében szerzett
tapasztalatainak atadasaért, Kurucz Evanak az altala elvégzett Western blot kisérlet
eredményének (5.2.2. fejezet) munkamban valo felhasznalasanak engedélyezéséért,
Monostori Evénak az immunkémiai modszerek elsajatitasahoz nyujtott segitségért,
Szlanka Tamadsnak a pTS1/14.5 plazmidkonstrukci6 atadasaért, és a PCR reakcio
optimalizalasaért (5.4.1. fejezet), Vilmos Péternek az altala elvégzett aramlasi
citometriai és Western blot kisérletek eredményeinek (5.1.3. fejezet) munkamban
valo felhasznalasanak engedélyezéséért, tovabba Bdlint Arankanak, Bogddn
Istvannénak, Debreczeni Ildikonak, Lukdcs Terézianak, Nagy Istvannénak, Székely-
Sziits  Kinganak, Tdpai Szilvianak és Végh Gabriellanak a lelkiismeretes
laborasszisztensi munkajukért,

a Szentgyorgyi Albert Orvostudomanyi Egyetem Patologiai Intézetébol

Krendcs Ldaszlonak az immunhisztokémiai modszerek elsajatitasahoz nyujtott
segitségért, Krendacs Tibornak az epitop visszanyerési modszerek megértéséhez
nyujtott segitségért valamint Labdy Mcdrianak és Dudds Agnesnek lelkiismeretes
laborasszisztensi munkajukért,

a SZOTE Biokémiai Intézetébol

Ocsovszki Imrének az aramlasi citofluoriméterrel végzett mérésekeért,

a SZOTE Orvosi Vegytani Intézetébol
Toth Gabornak a CD43(352-372) peptid szintéziséért és a peptid hordozohoz valo

kotéséért, Kele Zoltannak és Szabo Pdlnak a tomegspektrométerrel végzett
mérésekeért,

a Magyar Orszagos Allategészségiigyi Intézetbdl (Budapest)
Glavits  Robertmek az allatorvosi patologias anyag kivalogatasaban és
kiértékelésében nyujtott segitségéért,

az Amgen Inc. kutato intézetbdl (California, USA)
Takacs Laszlonak a limfoid szerveken végzett immunhisztokémiai vizsgalatok

kiértékelésében nyujtott eligazitasaiért,

illetve mindazoknak, akik tanacsokkal, vegyszerekkel vagy egyéb moédon jarultak
hozza ennek a dolgozatom megsziiletéséhez.
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