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BEVEZETES

A f6ldiinkon jelenleg €16 mintegy kétmillio allatfaj 95%-at a gerinctelen éldlények
képviselik. Tobb szazmillié évet feldleld evolucidjuk az egysejtii protozoaktdl a bonyolult
eldgerincesekig Oriasi diverzitdst eredményezett. E hosszi fejlddés soran gyakran igen
kedvezotlen kornyezetben kellett talélniiik. Az életben maradést a rovid élettartam és a
nagy szamu utdéd mellett az egyre sikeresebbé valo alkalmazkodas biztositotta. Az evolucio
folyamata nemcsak az élettelen kornyezeti faktorokhoz torténé egyre sikeresebb
alkalmazkodast, hanem a mdas ¢él6lényekkel szembeni védekezés fejlodését is
eredményezte. Az alkalmazkodas sordn a soksejti ¢él6lények olyan strukturakat
fejlesztettek ki, melyekkel sikeresen védekeztek a kornyezeti korokozok ellen. A biologiai
szabalyozas egyre bonyolultabba valt az evolucié soran, ugyanakkor folyamatosan
megolrizte azokat a strukturdkat, melyek a kordbbi fazisokban a legfontosabbnak
bizonyultak. igy a magasabbrendiick, koztik az emldsok és az ember védekezd
mechanizmusai is Orzik azokat a kordbbi evolucids fazisokban Iétrejott — és a
védekezésben sikeres - elemeket, melyek kozvetlen modon 6roklédve, tovabbra is fontos
szerepet toltenek be a kdrnyezetbdl érkezd korokozok elleni védelemben. A természetes

crer

bir, hanem gyakorlati jelentdségii is.

Az Annelida (gytrtsférgek) torzs Oligochaeta osztilyaba tartozo foldigilisztak,
mint modellek a 60-as évek elején jelentek meg az Osszehasonlitd immunologidban.
Transzplantacios kisérletek hivtak fel a figyelmet ezekre az allatokra, melyek a giliszta
borizomtdmlébdl szarmazod autoldg transzplantatumokat befogadtak, szemben az allogén
¢s xenogén szovetekkel. Ezek az eredmények a sajat, nem-sajat felismerés jelenlétének
bizonyitékdul szolgaltak a gilisztdkban, lendiiletet adva a tovabbi Osszehasonlito
immunologiai kutatdsoknak, ezen beliil a giliszta, mint modell alkalmazasanak.

A védekezési folyamatokban alapvetd szerepet jatszanak a coelomasejtek, melyek
pontos szdrmazasa, illetve egymas kozotti leszdrmazasi vonalai még nem tisztazottak.
Tobb kutatd szerint a sejtek a coelomaiireg epithelialis vonalabdl (splanchnopleura és
somatopleura) szarmaznak, illetve az epitheliummal kapcsolatban allo specialis

struktirakbol erednek.



crer

(Lumbricidae, Enchytracheidae) allapitottdk meg. A Lumbricidae coelomasejteket tobb,
kiilonb6z6 csoportra osztottak. Végiil két nagyobb csoportra: (hialin, granuléris)
amobocitakra és eleocitakra tipizaltak a sejteket.

A coclomasejtek szerepére vonatkozo adatok elsdsorban tragyagilisztabol (Eisenia
fetida) és a kozonséges foldigilisztabol (Lumbricus terrestris) ismertek. A szabad
coelomocitdk a mezenchimdbdl szarmazhatnak, vagy lehetnek szabadon proliferalodok.
Egyes szerzOk az amdbocitdkat a vérsejtek prekurzorainak tekintik. A kisebb sejtek
transzplantacios graft és sériilés hatdsara stimulalhatok, a mezenchimabol szarmazok az
antigén ingerekre azonnal proliferalnak.

A foldigiliszta amdboid sejtjei vesznek részt elsdsorban a sejtes védekezési
folyamatokban (fagocitdzis, enkapszuldcid). Szerepiik az idegen anyag felismerésével
kezdddik, majd az endocitézissal folytatodik végiil az enzimek 4altali lebontassal,
feldolgozassal fejezodik be. Nagyobb objektumok esetén a kornyezettdl valo izolalas
enkapszulacioval, tokképzéssel torténik. Az amdboid sejteknek - természetesen - fontos

szerep jut az alvadasi folyamatokban, a sebgyogyuldsban, a regeneralddasban is.

A coelomafolyadékban talalhatdo fagocitdk, humoralis faktorokkal egyiitt
A coelomafolyadék antimikrobialis és citotoxikus molekuldkat tartalmaz, melyek
immunbiolégiai folyamatokban vesznek részt. Szerepet jatszanak tobbek kozott az
opszonizacidban, agglutinacioban, fagocitdzisban, gyulladaskeltésben, lizisben, in vivo az
allogén ¢és xenogén transzplantditumok elimindldsdban, in vitro kiilonféle célsejtek
elpusztitasaban. A humoralis komponensek: fetidinek, lizenin, hemolizinek, lizozim, a

profenoloxidaz rendszer.



CELKITUZESEK

Kutatasi célkitiizéseink az alabbi témakorok vizsgalatat jelentették:

1. Kisérleteinkben eldszor a coelomasejteken immunmorfologiai és immunszerologiai
osszehasonlité vizsgalatokat végeztiink monoklondlis ellenanyagokkal. Az antitesteket
korabbi munkak soran az intézetben kiilonb6z6 konzervativ emlds antigénekre allitottak
elo: citokinekre (TNF-a, TGF-a), enzimekre (Cu/Zn SOD), sejtfelszini molekulakra (Thy-
1 [CD90], CD24) és hormonokra (TSH-a,-f3,-dimer) (Németh P., Bebok Zs., Balogh P.). A
feladatot annak tisztazasa jelentette, hogy kimutathatok-e ezekkel az ellenanyagokkal a

magasabbrendiiekben konzervaltnak tartott struktirak a foldigilisztaban is.

2. Hibriddbma technika segitségével specifikus monoklonilis ellenanyagokat
allitottunk el6 a giliszta immunsejtekre. Célunk az volt, hogy a sejtpopulacidkat
molekularis markerekkel (un. CD koényvtar) tudjuk vizsgalni és az alpopuléacidkat az
immunologiai differencialédasi markerek alapjan tudjuk elkiiloniteni. Coelomase;jt
specifikus ellenanyagokkal lehetéség nyilik arra is, hogy a sejtek leszarmazasat nyomon
tudjuk kovetni, szdoveti elhelyezkedésiiket, eredetiiket ¢és kompartmentalizaciojukat

vizsgalni tudjuk, a funkcionalis szempontokat is figyelembe véve.

3. A foldigiliszta coelomasejtek ellen eldallitott monoklonalis ellenanyagaink
antigén specifitisainak meghatarozasat is el kivantuk végezni, elsé 1épésben random
peptid konyvtart hordozé filamentézus fagot hasznaltunk az ellenanyagok epitopjanak

meghatarozasara.

4. Vizsgéltuk a coelomasejtek lizoszomalis enzim (savi foszfataz, AcP)
aktivitasanak jellemz6it (sejtcsoportok kozotti savi foszfatdz — enzimaktivitas,
enzimtartalom kiilonbségeket) és aktivalhatosagat. Nyomon kovettiik a mikrobialis

hatasra torténd lizoszomalis enzim valtozasokat.

5. Tisztazni kivantuk a giliszta immunsejtek funkcionadlis szerepét a humoralis
immunfolyamatokban. Ismert az, hogy a coelomafolyadék tartalmaz antimikrobialis és
citotoxikus faktorokat, az viszont nem tisztazott részletesen, hogy a sejtek részt vesznek-e

ezen molekulak termelésében, raktarozasaban.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtizolalas

A coelomasejteket 5% etanol tartalmu pufferoldattal izolaltuk, melynek hatasara a
gilisztdk védekezési reakcioként dorzalis poérusukon keresztiil kipréselik magukbdl a
sejteket. LBSS (Lumbricus Balanced Salt Solution) pufferben felvéve megmostuk a

coelomasejteket.

Immunizalas, sejtfuzio, hibridoma elodllitas

Izolalt coelomasejteket (10°/ml) LBSS-s mosas utan adtunk be intraperitonealisan nyolc
hetes Balb/c egerekbe. Az Ujraimmunizalds harom hét elteltével tortént, a masodik
immunizalast kdovetden probavért vettiink, a szérum titerét megteszteltiik. Két nappal az

utolsé immunizalds utan végeztiik el a sejtfuziot (Kohler és Milstein 1975).

Gilisztak prepardldsa, szovetek elokészitése
Az elokészitett allatokat narkotizaltuk (alkoholban, szdédavizben), majd a tlaltatas
utan kivagtuk a clittelum kozeli szovetrégiot. A blokkokat TissueTech-be agyaztuk be,

lefagyasztottuk majd 10um vastag metszeteket készitettiink kriosztattal.

Immuncitokémia, immunfluoreszcencia

A lemezeket acetonban fixaltuk, az endogén peroxidaz aktivitast fenil-hidrazin-
hidrokloriddal (1mg/ml PBS-ben) gatoltuk, az auto-fluoreszcenciat 0,05 M NH4Cl oldattal
csOkkentettiik. A nem specifikus kotéhelyek blokkolasat 5%-os BSA-val végeztik 20
percig. Hibridoma feliiliszokkal (a-EFCC klonok), tisztitott antitestekkel inkubaltuk a
mintakat 1 6ran keresztiil szobahémérsékleten. Kontroll ellenanyagként nem immunizalt
egér szérumat hasznaltuk (1:500). HRP konjugalt anti-egér IgG specifikus antitest esetében
az el6hivashoz AEC-t hasznaltunk. A festett sejteket, szoveteket a Bio-Rad MRC-1024
konfokalis rendszerti Nikon Eclipse TE-300 ¢és Olympus BX61 mikroszkoppal vizsgaltuk.

Sejthomogenizalas
1. A sejteket 0,5% Triton X-100 lizalopufferben (pH: 7,6) protedzgatlok (1pug/ml aprotinin,
1pg/ml leupeptin, ImM PMSF) jelenlétében homogenizaltuk (4 °C, 45 perc).



2. LBSS-ben vettiik fel a sejteket, a sejtlizalast Ultrasonic homogenizatoron (Cole-Palmer
Inst. Co USA, 600 W) 120 mésodpercig 10% teljesitményen végeztiik (4°C). Centrifugélas
utan (500xg, 15 perc, 4°C) a mintdk fehérjetartalmat micro-Bradford modszerrel

hataroztuk meg (Bradford 1976).

ELISA

Coelomasejt lizdtumokat (Spug/ml) kotottink ki ELISA lemez aljara (Nunc,
Microelisa) egy ¢jszakan 4t 4°C-on, a nem specifikus kotéhelyek blokkolasat 0,5%
zselatinnal végeztiik 20 percig 37°C-n. A mintékat inkubaltuk az antitestekkel (a-EFCC
antitestek [hibridoma szupernatansok higitatlanul], 1 6ran at 37°C-n. A mosasi Iépések utan
HRP konjugalt masodlagos ellenanyagokat (Dakopatts) hasznaltunk (a-EFCC esetében: a-
egér IgG, a tobbi egér ellenanyag esetében: a-egér Ig polivalens). Az el6hivast
orthofenilén-diamin-nal (OPD) végeztiik, citrat-foszfat pufferben (pH: 5,0), a reakciot 4M
kénsavval allitottuk le. Minden 1épes kozott a mosast 0,05% Tweent tartalmazé PBS-sel

végeztiik. A lemezeket Dynatech MR7000 fotométerrel mértiik le.

Izotipus meghatarozds
A monoklondlis ellenanyagok (a-EFCC klonok) izotipusat indirekt ELISA
modszerrel, Monoclonal Antibody Isotyping Reagent Kit (Sigma) segitségével hataroztuk

meg, kdvetve a cég utasitasait.

Immunprecipitdcio

Triton X-100 lizis pufferrel coelomasejt lizatumokat készitettiink, melyeket
precipitaltunk immunprecipitacids kit-tel (Sigma) a gyart6 utasitasai szerint, az a-EFCC1-4
mAt-k felhasznalasaval. A precipitatumot SDS-PAGE-n valasztottuk el, majd nitrocelluloz

membranra blottoltuk.

SDS-poliakrilamid gél elektroforezis és Western blot

Az immunprecipitatumok fehérjéit 10%-os gélen valasztottuk el Laemmli alapjan
(1970) Mini-Protean 3 apparatussal (Bio-Rad). Az elvalasztott fehérjéket nitrocelluloz
membranra (Schleicher & Schuell) blottoltuk 4°C-on egy ¢éjszakan 4at. A blottolas
hatékonysagat Ponceau festéssel ellendriztiik a membranokon. A nitrocellulézt 2%-os

sovany tejporra 1gma okkoltu -ben € oran keresztul. ottokat biotinalt a-
ny tejporral (Sigma) blokkoltuk PBS-ben egy oran keresztiil. A blottokat biotinal



EFCC klonokkal reagéaltattuk (1:1000). Alkalikus foszfatdz konjugalt avidin vagy HRP
konjugélt Streptavidin reagenseket hasznaltunk a kovetkezd 1épésekben. Festett
molekulastly proteineket (Sigma) hasznaltunk standardként. A blottokat Scionlmage
szoftverrel (Windows) analizaltuk. Kontroll ellenanyagként biotinalt a-FITC monoklonalis

antitestet hasznaltunk.

Aramldsi citometria

Az izolalt coelomasejteket DMEM 1640+10% FCS (Sigma Chem. Co., USA)
tapoldatban vettiik fel. Egy 6ra médiumos inkubacid utan a sejteket lecentrifugaltuk (500
rpm, 5 min) és LBSS pufferben vettiik fel (10° sejt/minta), a szokdsos flow citometris
jelolési protokoll utdn egy Becton Dickinson FACSCalibur citométerrel mértiik és FCS

Express szoftverrel analizaltuk.

Monoklonalis ellenanyag epitop-meghatarozdsa ,,phage-display” segitségével

A filamentozus fag (M13) pVIlI-as kopenyfehérjén megjelenitett kilenc aminosavas
random peptid konyvtar Alessandra Luzzago (IRBM, Roma) nyujtotta rendelkezésiinkre.
A fagok dusitasat a korabban leirtak szerint (Felici és mtsai 1995) végeztiikk. A masodik
ciklus utan a fagokkal fert6zott majd M13KO7 helper faggal feliilfertézott XL1-Blue E.
coli telepeket nitrocelluloz membranokra emeltiik. A membranokat blokkolas utan
(TBS/0,05% Tween20/5% tejporral) 2 oOran at inkubaltuk a-EFCC1 ellenanyaggal (1
ug/ml), majd 1 oran at alkalikus foszfataz konjugalt anti-egér Ig masodlagos antitesttel.
Pozitiv kloénokat valasztottunk ki, amelyeket ELISA-val tovabb teszteltiink, oly modon,
hogy a fagokat kotottiik ki a lemezre. Az ELISA alapjan a legerdsebb reakciot mutatd
klénokbol DNS-t izolaltunk, amit egy ABI Prism 310-es késziiléken megszekvenaltunk.

Annak bizonyitasara, hogy a kapott szekvencia az ellenanyagunk epitopja, indirekt
ELISA-ban teszteltiik a fagokat. Triton-X 100-al készitett coelomasejt lizatumot kotottiink
ki ELISA lemezre egy ¢jszakdn at, majd az ellenanyagot (a-EFCCC1 [3/C2kl6n))
Osszekevertiik a fagokkal és egy oran at szobahdn inkubaltuk. A 43-as fagklon mellett egy
irrelevans epitopot (CD45RC) hordozé (CA3 fag, Czompoly és mtsai 2003) és a vad tipusu
fagot (M13KO7) is 6sszehoztuk az ellenanyaggal.



wIn vitro” fagocitozis assay (,quenching”)

Izolalt coelomasejteket (10°) inkubaltunk FITC jelzett hé-inaktivalt Staphylococcus
aureus (OKI I12001) és Escherichia coli (ATCC 25922) baktériumokkal (107) szobah6n
»end-over-end” rotacios késziilékkel. A fagocitdzis utan megmostuk a sejteket LBSS-ben,
centrifugaltuk 1000 rpm, 5 perc. A mosasi 1épés utan citocentrifugaval Cytospin (Shandon,
USA) targylemezekre iilepitettiik a sejteket, majd immuncitokémidval karakterizaltuk a
kiilonb6z6 sejtcsoportokat.

A fagocitozis rata és a fagocitézis index az alabbi egyszerli szdmitas alapjan keriilt
meghatarozasra:
Fagocitozis rata (%) = Fagocitalo coelomasejtek szama / teljes coelomasejt szam X 100

Fagocitdzis index = Bekebelezett baktériumszam / teljes coelomasejt szam

wIn vitro” enkapszulacios assay

Coclomasejteket (4x10%) helyeztiink ki 96 lyukd sejttenyészté lemezre 100 pl
DMEM+10% FCS médiumban. Enkapszulacids ,.célsejtként” 150-200 Sephadex G25
gyongyot tettiink a lyukakba. A lemezt szobahdn 130 rpm-mel forgattuk 24 6ran keresztiil.
A mintékat targylemezre centrifugaltuk (elétte LBSS-ben mosva hagytuk leililepedni a

gyongyoket fél percig és az lilepitményt hasznaltuk fel) és immuncitokémiaval vizsgaltuk.

Keresztreakciok mas fajokon

Az ellenanyagok reaktivitdsait megnéztiik mas gilisztafajok coelomasejtjein
(Lumbricus rubellus, Tubifex tubifex) és mas gerinctelen allatfajok (Mollusca, Arthropoda)
hemocitain, szovetein (Planorbarius corneus, Drosophila melanogaster). A csigafajbol
kriosztatos metszetet készitettiink illetve hemocitéit a talpbol Pasteur pipettaval izolaltunk,
Drosophila hemocitakhoz a larva bérének feltépésével és hemolimfajanak kimosasaval
jutottunk. Emlds fajokbol (egér, patkdny, human) izolaltunk leukocitdkat, melyeken
immuncitokémiai €s aramlasi citometriai méréseket végeztink az EFCC specifikus
ellenanyagokkal. Patkdny szoveteken (Iép, madj, timusz, agy, vese) végeztiink

immunhisztokémiai festéseket.



Lizoszomalis aktivitas nyomon kévetése

Az izolalt coelomasejteket enzimcitokémidval, immuncitokémidval karakterizaltuk.
Az immuncitokémidnal a-human AcP (1:50 nyul, Sigma) ellenanyaggal tortént az
inkubécio. A fixalast 4% PFA-val végeztiik 20 percig, permeabilizaltuk a sejteket 0,5%
Triton X-100-zal, majd az immuncitokémiai protokoll kovetkezett. Aramlasi citometriaban
a mar leirt modon tortént a jelolés. Ellenanyagok, reagensek az dramlasi citometridhoz: a-
AcP (1:50), biotinalt a-nyal (1:100), Streptavidin-FITC (1:100). Coelomasejteket
fagocitaltattunk hével elolt baktériumokkal (leirt modon) majd lizatumot készitettiink a
sejtekbol, melyet Western blottal vizsgaltunk.
Ellenanyagok, reagensek Western blot-hoz: a-AcP (1:500), biotinalt a-nyul (1:1000),
Straptividin-HRP (1:1000). Az el6hivast ECL reagenssel végeztiik.
A fagocitalt mintak feliiliszgjat, coelomafolyadék ELISA-ban teszteltiik, reagensek: a-AcP
(1:500), a-nyal HRP (1: 1000). Az el6hivashoz OPD-t hasznaltunk.
A fehérje-meghatarozast (Bradford 1976) a Western-blot vizsgalat és az ELISA
vizsgalatndl végeztiink, a mintdkbol egyenld mennyiségli fehérjét hasznaltunk fel a

vizsgélatokhoz.

Citotoxicitasi tesztek

Eukariota sejteket (HeLa [ATCC CCL2], HEp-2 [ATCC CCL23], PC-12 [ATCC
CRL1721] és PA317 [ATCC CRL9078]) tenyésztettiink 96 lyuku lemezeken (5x10°/lyuk),
DMEM+10%FCS tartalmu tenyésztdmédiumban.

Egynapos coelomasejt feliiluszoval, ultrahanggal homogenizalt sejtlizatummal,
coelomafolyadékkal inkubaltuk a targetsejteket. Kontrollként DMEM+10% FCS
tenyésztdémédiumot ill. a lizalomédiumot (LBSS) hasznaltuk. A citotoxicitas gatlasaként a
coelomasejt lizatumokat megkezeltiik (hédenaturacié 95 °C-on, tripszin és proteindz K
emésztés). Az inkubécios 1d6 letelte utan a sejtekhez MTT oldatot (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetraz6liumbromid) adtunk (Smg/ml, PBS-ben, pH7,2), majd a lemezt 4 6ran
at, 37°C-on inkubaltuk. A reakci6 ledllitasa izopropanol-HCI (24:1) oldattal tortént, majd a
kivalt formazan kristdlyok abszorbancidjat 560nm-en mértik Dynatech MR 7000
fotométerrel. WST-1-el is végeztiink fotometrids méréseket 460 nm-en. A targetsejtek
morfologiai valtozasait Olympus C-4040 mikroszkoppal kovettilk nyomon. A statisztikai
analizisek soran a kezelések szignifikanciajat Student-féle t-probaval hasonlitottuk ossze. P

<0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.



EREDMENYEK

A coelomasejtek fizikai paraméterek alapjan torténd elkiilonitése

Aramlasi citometriaval, a fizikai paraméterek alapjan (nagysag és granularitas)
karakterizalhatok a sejt alcsoportok. Harom csoportot tudtunk elkiiloniteni a coelomasejtek
kozott, melyek a kdvetkezok: R1, R2 és R3. Az R1 csoport megfelel a granularis-, az R2 a
hialin amoébocitdknak. A harmadik (az R3) csoport intenziv autofloureszcenciaval

rendelkezd, granulélt sejttarsasdg, e tulajdonsadgok alapjan a chloragogén sejtekkel hozhat6

fedésbe.

Konzervativ emlos antigénekre specifikus monoklondlis antitestek reakcidja giliszta
immunsejt lizatummal

Az 1zolalt coelomasejteket kiilonb6zé emlds konzervativ antigénekre eldallitott
monoklondlis ellenanyaggal, immunszeroldgiai ¢és immunmorfoldgiai eljarasokat
alkalmazva jeloltiik. Indirekt ELISA-ban a coelomasejt fehérjékkel intenziven reagalt az
anti-TNF-a, anti-TGF-a és az anti-Cu/Zn SOD monoklondlis ellenanyag. A leger6sebb
reakciot az anti-TSH-dimer ellenanyag mutatta, emellett a tobbi TSH izoformat (TSH-

o, TSH-B) felismeré monoklonalis antitest is reagalt a lizdtummal.

Emlos sejtfelszini antigéneket felismeré monoklonadlis ellenanyagok reaktivitasa
coelomasejteken

Az egér sejtfelszini molekuldkra (CD90, CD24) specifikus ellenanyagokkal
aramlési citometriaban markéns festddéseket kaptunk a coelomasejtek felszinén. Az anti-
TNF-o. mAt szintén jelolte a coelomasejtek membranjat. Mindharom ellenanyag esetében
az R1 és R2 populacié bizonyult pozitivnak, az R3 sejtekkel nem reagaltak az

ellenanyagok.
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Intracellularis festédés coelomasejteken a-TNF-o, a-TSH-a, -f,-dimer, a-Cu/Zn SOD
monoklonadlis ellenanyagokkal. A-TNF-« reaktivitis mezodermdlis szoveteken.

Aramlasi citometrias jeloléseket alkalmazva kaptunk egyértelmii festddést hormon
(a-TSH), citokin (a-TNF) ¢és enzim (a-Cu/Zn SOD) specifikus monoklonalis
ellenanyagokkal a coelomasejtek citoplazmajaban. Hasonl6an a sejtfelszini festddéshez az
R1 és R2 populécid bizonyult pozitivnak, mig az R3 konzekvensen negativ volt.

Immuncitokémiai festésekkel a citokin, hormon és enzim specifikus ellenanyagok
jelolodése jol kovethetd volt a coelomasejtekbdl késziilt citoprepeken. Az intracellularis
festddés jellemzdé a coelomasejtek  citoplazmajaban  anti-TNF-a monoklonalis
ellenanyaggal tortént festés utan. Kriosztatos giliszta keresztmetszeteken alkalmazva ezt az
ellenanyagot a bél belsd sejtrétege mutatott specifikus jelolédést. Kontroll reakcidoban

(normal egér szérumot hasznalva) nem kaptunk festddést az emlitett szoveti struktirakban.

Lizoszomalis enzim (savi foszfataz) eloszldsa coelomasejt populaciokban

Emlés hemopoetikus sejtek (monocitak, makrofagok) jellegzetes enzimei a savi €s
alkalikus foszfatdz. A savi foszfataz a lizoszomalis savi hidrolazok csoportjaba tartozik,
lizoszomalis expresszid mellett, az extracellularis térben is gyakran megfigyelheto.

Enzimcitokémiai moddszerrel sikeriilt kimutatnunk az enzim jelenlétét
coelomasejtekben. Az enzimreakciot elsdsorban lizoszomalis struktirakban tapasztaltuk,
néhany alkalommal extracellularisan is kaptunk festddést. A sejtcsoportok kozott
enzimreaktivitdsi kiilonbségeket tapasztaltunk, ezeket a kiilonbségeket immunoldgiai
modszerrel is sikeriilt reprodukélni. Anti-human savi foszfataz poliklonalis ellenanyaggal
festettiik a sejteket aramlasi citometrids analizisre. A citokémiai festések és az aramlési
citometriai mérések soran a granularis (R1) €s hialin (R2) sejtekben taladltuk a magasabb
savi foszfatdz enzimtartalmat, reaktivitdst. A chloragogén sejtekben nem tapasztaltunk
szamottevo reakciot.

Tovabbi adatként szolgal az is, hogy human savi foszfatdzra specifikus
ellenanyaggal festve a sejteket, €élénk granularis festddést tapasztalunk kisebb sejtek
citoplazmajaban, amelyet a bazofil sejtekként (hialin altipus) azonositottunk. Chloragogén

sejtek nem festddtek szdmottevden az ellenanyaggal.
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A coelomasejtek aramlasi citometriai analizise specifikus monoklondlis ellenanyagokkal

A létrehozott hibridomak koziil nyolc fliggetlen IgG osztalyt ellenanyagot
szekretald klont izolaltunk (a-EFCC). A nyolc klont festési mintazatuk alapjan négy
alcsoportra osztottuk. Aramlasi citometriai mérések soran a dot-plot abrakon csak a pozitiv
sejteket tiintettiik fel.

Az A csoport egy kozos epitopot (EFCC1) ismer fel az Osszes coelomasejt
populacidban, az a-EFCC 1/1 (3/C2) jelii klon mindegyik alcsoportot (R1, R2 és R3) jeldli.
Ezzel szemben kiilonbozd sejttarsasagokat jellemez az a-EFCC2, a-EFCC3, a-EFCC4
ellenanyaggal valo reaktivitds. Az a-EFCC2 klén (B csoport) foleg az erdsen granulalt
sejtpopulécidt festi (R3 populécio), melyiknek nagy az auto-fluoreszcencidja.

A két masik ellenanyag csoport (C és D csoport) az effektor coelomasejtekkel
(hialin és granularis amdbocitdk) reagal. Az immunhisztokémidban aggregélodo,
Osszetapado sejteket festé EFCC3 ellenanyag markansan festette aramlasi citometridban az
R2 populacio sejtjeit. Az a-EFCC4 kis jel6lddést mutatott aramlési citometriaban, foleg az

R1 csoport sejtjeit festette meg.

Monoklonalis ellenanyagok festési mintdzata izolalt coelomasejteken

Az a-EFCCI ellenanyag a coelomasejtek membranjan mutat reakciot. Ez a klon
els6sorban a sejtmembrant festi, bar némi reakcid tapasztalhatdé intracelluldrisan
(magmembran) is. Fixalatlan, ¢l6 coelomasejtek is jelolédnek a sejtfelszinen ezzel az
antitesttel.

Az a-EFCC2 (1/B1) monoklonalis ellenanyag intracellularis granulumokat fest egy
coelomasejt alpopulacidoban, erre a sejttipusra jellemzd, hogy citoplazméjuk nagyon
granulalt és sejtmagjuk viszonylag kicsi. Ezek a sejtalkotok kitoltik a citoplazmat és
méretiik 1-6 um kozé tehetd. E jellemzOk alapjan a chloragogén sejtpopulacioval tudjuk
fedésbe hozni ezeket a sejteket.

Az a-EFCC3 monoklonalis ellenanyag intracelluldrisan olyan coelomasejteket fest,
melyek hajlamosak egyméshoz tapadni. Ezek a hialin amdbocitak, melyek adherenciat
mutatnak iivegfeliiletekhez. Az a-EFCC3 ellenanyaggal szemben az a-EFCC4 ellenanyag
egy sokkal ritkdbb sejtpopulaciét jellemez. Intracellularisan festddnek a sejtek, feltiind a
periférialis elhelyezkedésli sejtmag. Kis méretii sejtek, a morfologiai jellegek alapjan ezek

a granularis amobocitak lehetnek.
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Monoklonadlis ellenanyagok reakcidja giliszta metszeteken

Kriosztatos metszeteket készitettiink gilisztaszovetekbol a kozépbéli régidban, hogy
tisztazzuk az ellenanyagok specificitasat nem csak izolalt sejteken, hanem teljes
gilisztaszoveteken is. El6szor az a-EFCCI klont hasznaltuk a festésekhez Eisenia
szoveteken. Az ellenanyag reakciot adott a legkiilonbozobb szovetek (béltraktus,
izomszovet, hasdtclanc) felszinén.

Az EFCC2 antigén a festések sordn a bél coelomaiireg fel6li falan mutatott
festodést, ez a régio felel meg a letapadt/rogzitett chloragogén sejtek helyének. Az
ellenanyag nem csak a bél kiilsd felszinén, hanem a typhlosolisban is mutatott gyenge
reakciot. A fluoreszcens festésnél nem kaptunk egyértelmii granuléris festédést ellentétben
a citopreparatumokon tapasztaltakkal.

A-EFCC3 klont hasznalva a festésekre, szelektiv jelolodést tapasztaltunk. Az
ellenanyag a bél €s a coeloma-epithél felszinén mutatott reakciot. Immunfluoreszcenciaval
diszkrét festddést kaptunk a bél felszinén, a coeloma felszinén és a metanephridiumban.

Az a-EFCC4 klont vizsgalva giliszta szoveten, a reakcido a bél belsé faldban, a
szubepithélidlis régioban jelentkezett. Nem kaptunk fest6dést izomszdvetben,

idegrendszerben.

Coelomasejtek lizatumanak immunprecipitdacidja monoklondlis ellenanyagokkal

Protein G immunprecipitacios kit segitségével karakterizaltuk az antitestek altal
felismert coelomasejt/giliszta molekuldk jellegzetességeit. A precipitacio egy jellegzetes
monoklonalisok 4ltal felismert antigén képet eredményezett. Az anti-EFCC1 monoklonalis
antitest 200 kDa, 149kDa, 100kDa koriili molekulakat ismer fel, ennek a molekulanak
egyelore nem ismerjik a glikolizaltsagi fokat. A chloragogén sejteket festé anti-EFCC2
egy 200 kDa kortili polipeptidet ismer fel. Az effektor coelomasejtekkel reagalo klonok: az
anti-EFCC3 40 kDa, az EFFC4 mintegy 55 kDa molekulastlyt peptidekkel mutatnak

reakciot a coelomasejt lizatumokban.
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a-EFCCI ellenanyag epitépjanak meghatarozdsa random peptid konyvtar segitségével

Coelomasejtek molekularis markerekkel vald jellemzéséhez sziikséges, hogy az
ellenanyagok pontos fehérjespecifitasat is megismerjiik. Elsének az a-EFCC1 ellenanyagot
valasztottuk ki, mely a legaltalinosabb festést mutatott gilisztaszoveteken, igy
feltételeztiik, hogy nagy mennyiségben van jelen ez az antigén az allat szervezetében.

Kisérleti rendszeriinkben egy random 9 aminosavas peptidkonyvtart hasznaltunk fel
az ellenanyag epitoptérképezéséhez. Ez a konyvtar egy filamentozus fag felszinen kertilt
tortént dusitasi 1épések utdn a fagokat tartalmazd baktérium telepeket nitrocellulozra
emeltiik ¢s immunoblot technikéaval teszteltiik az ellenanyaggal, igy 60 klont valasztottunk
ki, amelyeket indirekt ELISA rendszerben teszteltiink tovabb, ebbdl 11 klont taldltunk a
legerdsebbnek. Ezek megszekvenalasa utan a kovetkezd szekvenciat tudtuk azonositani:
SLSDSC.

Ezt az aminosav Osszetételt a 11-es és 43-as klonokbdl kaptuk meg maradéktalanul,

a tobbi klonban csak részben taldltuk meg ezt a szekvenciat:

11 klon| LRYTTSLSDSCG
43 klén | CRYPTSLSDSC

Az EFCC1 specifikus ellenanyagot reagéltatva a fagokkal, majd ELISA
rendszerben tesztelve tapasztaltuk, hogy a 43 fagklon legatolta az ellenanyag kotddését a
sejtlizatumhoz, mig az irrelevans epitopot hordozd (CA3) és a vadtipustu fag (M13KO7)
nem gatolta szamottevOen az ellenanyag-antigén reakciét. Az eredmény alapjan

bizonyitottnak tekintjiik, hogy a 43 fag az EFCCI1 epitopot hordozza.

Giliszta coelomasejt specifikus ellenanyagok reakcioja mas fajokon

Az ellenanyagok tovabbi térképezése végett mas fajokon is megnéztiik az antitestek
reaktivitasat. Mas gilisztafajokban (L. rubellus, L. terrestris, Tubifex tubifex) is kaptunk
reakciét, a festési mintazat hasonlo az Eisenia fetida sejteken, szoveteken tapasztaltakéhoz,

viszont az intenzitds joval gyengébb volt. Az alpopulacié szelektivitds megfelelt a
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korabbiakban targyaltakkal. A Planorbarius corneus csigafajnal csak az a-EFCCI
ellenanyag mutatott pozitivitast, mig Drosophila esetében nem tapasztaltunk festddést.

Gerinces (emlds) sejteken ¢€s szoveteken is megnéztik az a-EFCC antitestek
reaktivitasat, de egyik esetben sem tapasztaltunk pozitiv reakciot.

A csigafajon tanulméanyozva a kiilonboz6 ellenanyag klonokat, egy esetben (a-
EFCCI) kaptunk festddést. Az izolalt hemocitdkon enyhébb, illetve a csiga kriosztatos
metszetén ez az ellenanyag markans reakciot adott. A metszeteken szembetiing az, hogy a
szovet szélén a lab izomrétegében talalhatdo lakundkban lathato a reakcid. Mas

struktirakban nem kaptunk reakciot, ezekben a lakundkban hemolimfa aramlik.

Coelomasejt alpopulaciok fagocitozisa

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a kiilonb6z6 csoportba tartozd coelomasejtek
eltéré modon vesznek részt a fagocitdzisban. FITC konjugalt baktériumokat (S. aureus és
E. coli fajokat) hasznaltunk in vitro kisérleteinkhez. A fagocitozis diagramon jol lathato,
hogy 3-4 o6ra eltelte utdn jelentékeny mennyiségii baktérium talalhatdé a sejtekben. A
fluoreszcens képeken lathatoak a fagocitaldé sejtek. Magfestéket hasznalva ol
elkiilonithetdek a sejtre tapadt baktériumok a bekebelezettektdl.

A coelomasejtek funkcionalis karakterizaldsa céljabol a fagocitald sejteket
immuncitokémiara festettiik az a-EFCC3 és az a-EFCC4 ellenanyaggal. Fluoreszcens
mikroszkopiaval megallapitottuk a fagocitalt és a sejtekhez tapadt partikulumok szdmat, a
két ellenanyaggal jelzett sejtekre lebontva. Az EFCC4 antigént hordozo sejtek inkabb
megkotik a baktériumokat, kevésbé fagocitdlnak, mely az inkubécios id6 elérehaladtaval
bedllt egy allando szintre, ezzel szemben az a-EFCC3 ellenanyaggal festett sejtek aktivan
fagocitalnak, harom ora elteltével jelentdsen megnd a bekebelezett partikulumok szama.
Az EFCC2-vel jelzett sejtek (chloragogének) inaktivak voltak a tesztek soran, bar a

baktériumok egy részét megkotottek.
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Enkapszulacios folyamatok vizsgalata

A bejutott korokozd mennyiségétdl ill. méretétdl fliggden az immunsejtek a
fagocitozis mellett mas védekezési mechanizmusokra (tokképzddés, enkapszulacid) is
képesek. Kisérleteinkben in vitro hoztuk Ossze a coelomasejteket Sephadex G25
gyongyokkel. Elézetesen az ellenanyagok tesztelésénél mar feltlint az, hogy az egyik klon
altal jellemzett sejtek (EFCC3) hatarozott struktirdkat alkotnak, mely elhatarol egy
ellenanyaggal nem fest6do sejttomeget. Gyongyoket adva a sejtekhez, megfigyeltiik, hogy
az a-EFCC3 ellenanyag altal jelzett sejtek koriilhataroljak, teljesen izolaljak a kdrnyezetbol
a gyongyoket, ezzel szemben az a-EFCC4 jelii ellenanyagunk altal felismert sejtek
(granularis sejtek) felismerik az idegen objektumot és bizonyos helyeken kapcsoldédnak

hozza.

Savi foszfataz enzim valtozdasok coelomasejtekben fagocitozis utdn

Baktériumokat fagocitaltattunk coelomasejtekkel, majd lizatumokat készitve egy 39
kDa koriili fehérjefrakciot azonositottunk Western blotban anti-AcP ellenanyaggal. A
kezelt és kontroll mintdk kozott kiilonbség mutatkozott az enzimtartalomban. A
fagocitaltatott mintakban jelentdsen lecsokkent az enzimmennyiség a kontrollhoz képest.

Megvizsgalva a fagocitaltatott mintak feliiluszojat ELISA-ban megfigyeltiik azt,

hogy az enzim immunreaktivitds megnétt a kontrollhoz képest a kezelt mintdkban.

Coelomasejtek citotoxicitisa

Kiilonb6zd emlds sejtvonalakon (HeLa, HEp-2, HepG2, PC-12, PA317, MDCK)
végeztiink citotoxicitasi kisérleteket. Vizsgélatainkban coelomafolyadékot, coelomasejtek
lizatumat, in vitro tenyésztett coelomasejtek feliiluszojat hasznaltuk. Mindharom esetben
azt tapasztaltuk, hogy a target sejtek (mdas-mds idOtartam alatt) elpusztultak. Inverz
mikroszkoppal vizsgdlva a targetsejtek (HEp-2) morfologiai valtozdsait a
coelomafolyadék, sejtlizaitum hozzdadasa utdn hasonld jelenségeket tapasztaltunk. A
kitapad6 sejtek 5-10 perccel a minta addsa utdn felszakadoztak a Petri csésze aljarol,
elvesztették adheraldé képességiiket, a sejtek Osszezsugorodnak, a sejtmagok

megduzzadnak. A sejtlizatum esetében néhany ora alatt a sejtek elpusztulnak, a lizatum
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hatasa dozisfiiggd. A kontroll mintakban (médium, LBSS) nem latszik semmiféle valtozas,
a sejtek tokéletesen életképesek, kitapadnak a szilard felszinre.

Az ultrahanggal készitett sejtlizaitumokat parhuzamosan kiilonbozden kezeltiik,
hogy a citotoxikus anyag kémiai természetéhez kozelebb keriiljink. A lizatumokat
denaturaltuk 100 C°-on, tripszinnel és proteindz K-val emésztettilk. A kezelések utan a
targetsejteket a mintdkkal inkubaltuk a megfeleld kontrollok kiegészitésével. A
hdédenaturalas és a proteindz K emésztés hatékonyan meggatolta a sejtlizatum citotoxikus
aktivitasat. Erdekes modon a tripszines emésztés nem gatolta meg a hatast. A targetsejtek
elpusztultak, az eredmény korreldlt a pozitiv kontrollnal (nativ coelomasejt lizatum)
tapasztalttal.

Izolalt coelomasejteket tenyésztettiink egy éjszakan 4t emlés médiumban, majd a
sejteket lecentrifugalva a feliiluszot a targetsejtekhez adtuk. A sejtpusztulas idOtartama a
sejtlizatumokhoz hasonlitva elnyujtottabb, hosszabb volt.

A feliiluszos vizsgalatoknal tiz 6ras inkubdacios id6tartam alatt lecsokkent az €ldsejt
szam (HeLa), hasonl6 tendenciat mutatott a HEp-2 sejtvonalon tortént vizsgalat, bar kisebb
mértékil volt a sejtpusztulas. Az MDCK sejtvonalon nem tapasztaltunk hasonlé citotoxikus

hatést. A kontroll sejtlizatumok (J774, H2kvJUN1, Jurkat) nem okoztak sejtpusztulast.
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EREDMENYEK MEGBESZELESE, OSSZEFOGLALASA

1. A gilisztdk természetes immunitdsat kisérletesen vizsgalva sikertiilt
megfigyelniink olyan sejtpopulaciékat, melyek konzervalt antigéneket (citotoxikus
citokinek, sejtfelszini molekulak, enzimek, hormonok) felismeré monoklonalis
ellenanyagokkal mutatnak keresztreakciot. Az irodalmi adatok alapjén ismert, hogy a
gerinctelen allatokban is kimutattak mar citokin-szerti molekuldkat, melyek feltehetden
részt vesznek immunologiai folyamatokban. Ezek az un. gyulladésos citokinek csoportjaba
tartoznak (IL-6, IL-8, TNF-a). Két coelomasejt populacion (R1 és R2) mutatott reakciot az
anti-TNF-o. monoklonalis ellenanyag. Hasonld keresztreakcidkat kaptunk két sejtfelszini
molekula (CD24 és a Thy-1) esetében is.

2. A fehérvérsejtek vizsgalataban alapvetd a specifikus molekularis markerekkel
torténd jellemzés, amihez elengedhetetlen a monoklondlis ellenanyagok hasznélata. A
gerinctelen immunsejtekre csak néhany monoklonalis ellenanyagot allitottak eddig eld,
melyek elsésorban a rovar hemocitdkra specifikusak. Hibridéma-technika segitségével
létrehoztunk egy monoklonalis ellenanyag-konyvtarat (anti-EFCC klonok), melyek
giliszta szovet és coelomasejt specifikusak. Ezekkel az ellenanyagokkal a coelomasejtek
szoveti lokalizacigjat is elvégeztiik. Az ellenanyagok festddési mintdzata Osszhangba
hozhat6 volt a korabbi morfologiai vizsgalatok eredményeivel és megerdsitette a
coelomasejtek mezodermalis eredetére vonatkozé tedridkat. Ezzel megnyilt a lehetdség a
coelomasejtek képzddésének szisztematikus vizsgalatara és - tovabbi ellenanyagok
segitségével - kovetni tudjuk majd a sejtek egymaskozti leszarmazasi vonalait. Aramlési
citometridban reprodukélni tudtuk az immuncitokémiai eredményeket, sikeriilt harom,
antigén mintazatdban jol elkiilonild populaciét azonositanunk. Western-blot ¢és
immunprecipitaciés  vizsgalatokkal igazoltuk, hogy ellenanyagaink  kiilonb6z6
fehérjespecificitassal rendelkeznek.

3. Funkcionalis tesztekkel (fagocitdzis, enkapszuldcidos assay) sikeriilt
bizonyitanunk, hogy ellenanyagaink képesek elkiiloniteni két, a védekezésben eltéro
funkciéju sejtcsoportot. Mas fajokon végzett (elsdésorban rovar) alapjan ismert az, hogy a
védekezdsejtek egyes populdcidi funkciondlis megoszldst mutatnak, és mas-mas
védekezési folyamatban vesznek részt, s6t az egyes populaciok képesek egymadssal
,kooperalni” a folyamat soran.

4. Random peptid konyvtart hordozo fag-display segitségével térképeztiik az

ellenanyagaink epitdp specificitdsat és meghataroztuk az EFCC1 antigént felismer6
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ellenanyagunk epitopjat. Ez egy hat aminosavas peptidszakasznak bizonyult, aminek
fejlodésbiologiai elemzését — bioinformatikai technikakkal - megkezdtiik. A vizsgalatok
tovabbfolytatasara egy coelomasejtes cDNS konyvtar kialakitasat kezdtiik el.

5. A coelomasejtek lizoszomalis marker enzimaktivitasat, immunreaktivitasat
tanulmanyozva szintén heterogén populdciokat talaltunk a coelomasejtek kozott. A savi
foszfataz enzimtartalom valtozast (aktivitds novekedést) mutatott a coelomasejtekben
baktériumok fagocitézisa utan. Ez a megfigyelés parhuzamba hozhat6é mas fajokon
(gerinceseken ¢és gerincteleneken) kapott eredményekkel, amibdl arra kdvetkeztetiink, hogy
a lizoszomalis enzimeknek (savi foszfatdz) feltehetéen jol reguldlt szerepe van a
foldigiliszta immunfolyamataiban is.

6. A cellularis funkciok mellett a humoralis védekezésben is részt vallalnak a
coelomasejtek. Citotoxicitasi tesztekkel sikeriilt igazolnunk a coelomafolyadék,
sejtlizatum, coelomasejt tenyészet sejtpusztitd hatdsat emlds sejtvonalakon. Ez a faktor
fehérjetermészetli, hddenaturacid, enzimatikus emésztés (Proteindz K) hatasara elvesztette

aktivitasat, mig tripszines emésztés nem valtoztatta meg a citotoxikus aktivitast.

Osszegzésiil elmondhat6 az, hogy a giliszta cellularis védekezésében résztvevo
coelomasejtek antigenitasban és funkcionalisan is kiilonboz6 csoportokat alkotnak.
Sejtfelszinen és intracellularisan is hordoznak olyan molekulikat melyek konzervalt,
gerincesek molekuldira hasonlité antigéndeterminansokat hordoznak. Ezen
molekulak funkciéja gilisztakban egyelére ismeretlen. Ismeretesek molekuldk (pl.
defenzin), melyek az egész ¢éldvildgban megtalalhatdéak és hasonld funkcioval birnak. A
giliszta immunitasdnak kutatdsat folytatva remélhetdleg j ismeretek birtokaba jutunk,

melyek gazdagitjak a természetes immunitas evoliciojarol eddig felhalmozott tudasunkat.

Az irodalmi adatokat és sajat eredményeinket felhasznalva az alabbi, hipotetikus

sémat allithatjuk fel a foldigiliszta coelomasejtek védekezd funkcioirdl.
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EFCC 3

Mikrobak,

TNF-a-szert
molekula ?

CD24-szer u/&
molekula ?

B .m-szerii|/

CD45RO-szerti  Molekya ?

molekula ?

[
CD45RA-
szeri
molekula ?
EFCC4 o CD90-szerii
i molekula ?
TNF-w szerti

CD24-gzeri

molekula ? molekula ?

Granuldris amobocita (R1)

A coelomasejtek védekezési reakciokban betoltott szerepének hipotetikus séméaja. Hialin és
chloragogénsejtek ¢és szerepiikk az immunvélaszban. A kiilonb6z6
ellenanyagok
intracellularis markerek - tortént. A citotoxikus valaszban feltételezett a kiilonb6zd toxikus

granuldris amdbocitak,

sejtcsoportok  karakterizalasa monoklonalis

>

H-\] \\.\

/ Hialin amébocita (R2)

é::‘Q"’DCI')90 szerii

molekula ?

EFCCI

Célsejt

- Fetidinek

- Lysenin

- Eiseniapore

- Perforin-szerii molekula ?

Antimikrobialis és citotoxikus
molekulak felszabadulasa

F
EFCC2
EFCCI

Chloragocita/eleocita (R3)

segitségével - sejtfelszini

molekulédk sejtekbol vald felszabadulasa (fetidin, lysenin, Eiseniapore, H;, H,, H; lizinek).
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