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1 Bevezeto

A korszer(i, ujgeneracios oltdanyagok a kérokozoknak csak egyes komponenseit tartalmazzak
- igy csokkenthetdé a nemkivanatos mellékhatasok gyakorisdga, ugyanakkor szintén csokken
az oltdéanyag immunogenitasa. Az immunogenitds fokozasanak egyik modja az antigének
szoveti eloszlasanak ¢€s sejtszintli hatdsainak szabalyozdsa molekularis bioldgiai vagy
biokémiai beavatkozasokkal. Az egylancu ellenanyag fragmentumok (SCFv) és szintetikus
receptor ligandumok ennek a moddszernek a tokéletes példai, amelyek a hozzajuk kapcsolt
antigént specifikusan képesek iranyitani a célsejtekhez. Ez a képesség lehetové teszi, hogy
egy vakcina esetén példaul kisebb antigén-dozis alkalmazasa is elegendd legyen, tovabba az
antigén bemutatasa hatékonyabba valhat. Az altalunk kivalasztott antigént - biotin-
streptavidin kapcsolaton keresztiill - konnyen és gyorsan konjugalhatjuk az egylancu
ellenanyag fragmentumhoz vagy a célreceptor ligandumahoz. A streptavidin (SA) akar négy
biotin megkaotésére is képes, ezaltal tobb biotinilalt antigén, illetve scFv, vagy mas, adjuvans
hatastt molekulak, mint példaul CpG oligonukleotidok (CpG) is hozza kapcsolhatok. Az igy
létrehozott komplex az antigén iranyitdsa és az immunvalasz moduléldsa révén hasznos lehet
mind a fert6z6, mind a tumoros ¢€s allergias megbetegedések immunterapias lehetdségeinek

modellezésére.

1.1 ACD40

A CDA40 (1. abra) az egyik legfontosabb kostimulalo receptor az antigénprezentald sejteken
(APC), a Tumor Nekrozis Faktor Receptor szuperfamilia tagja, els6sorban B-limfocitak
felszinén megjelend glikoprotein, de megtalalhatdé makrofagokon, FDC-n, monocitakon,
fibroblasztokon, timuszepitélsejteken, endotélsejteken [1-5]. Természetes liganduma a
CD40L (CD154, gp39), a TNF molekulacsalad tagja, amely antigénspecifikus aktivalodas
utan jelenik meg CD4" T-sejteken, (illetve a CD8" sejtek egy részén) [1, 2, 5]. Keresztkotésiik
fontos regulalo szerepet tolt be az antigénprezentald sejtek aktivalodasa, illetve a B-sejtek
proliferacidja, érése soran, SOt, megallapitottak, hogy a B-sejtek CD40-en keresztiili
aktivalodasa fontos apoptozis elleni védelmi mechanizmussal szolgal a sejt szamara [5, 6].
Ezen feliil fontos szabalyozé elem a T-sejt fliggé humoralis immunvalasz 1€péseinek
lezajlasdban, sziikséges a germinalis centrumok kialakuldsdhoz, izotipusvaltashoz,
affinitaséréshez [4, 5]. Ez a CD40 és liganduma kapcsolat makrofagok és DC-k érését is
indukalja, illetve megnoveli az altaluk termelt gyulladaskeltd citokinek mennyiségét, ezaltal

eldidézi a Th sejtek polarizaciojat a Thl iranyba [2, 4].



1.2 A Toll-szeri receptor 9 (TLRY)

A TLR9 (1.4bra) a mintazatfelismerd receptorok csaladjanak a tagja, melyek Osi, egyes
patogénekre jellemz0 mintazatokat ismernek fel, ugy mint egy- és duplaszala RNS, a DNS
metildlatlan CpG  motivumai, peptidoglikanok, a Gram negativ  baktériumok
lipopoliszacharidja (LPS), lipoteikolsav, flagellin, bakterialis lipoproteinek [7]. A receptorok
az endolizoszomalis kompartmentben helyezkednek el. A TLR9 szamos immunsejtben
megtalalhat6, ide sorolhatok a B-sejtek, monocitak, makrofagok, plazmacitoid dendritikus
sejtek (pDC), NK sejtek és 0jabb kutatasok T-sejtekben is kimutattak [7]. A receptor olyan
egyszali DNS-szakaszokat ismer fel, amelyek metildlatlan CpG dinukleotidokat, és az azokat
hatarolo jellegzetes szekvenciakat tartalmaznak. Ligandkotése tobbek kozott gyulladasos
motivumok szama gerincesekben alacsony, tobbségiik metilalt, valamint a CG bazispart
hatarold bazisok is eltéréek a patogénekétol. A CpG oligodeoxinukleotid (ODN)
foszfodiészter (PO) kotéseinek foszforotioatra (PS) cserélése megvédi azt a nukleazoktol, igy
koncentracidja allanddo marad a tovabbi alkalmazasok soran [10]. A TLR9 aktivacidja az
NFxB transzkripciés faktorok aktivacidjdhoz, kostimuldtor molekuldk expresszidjanak
novekedéséhez, citokinek (pl. I-es tipust interferonok) termeléséhez vezet, végsé soron pedig

erételjes Thl-tipusu immunvalaszt eredményez [9].

1. Abra A TLR9 az endolizoszoémas kompartmentben, a CD40 a sejt felszinén fejez3dik ki



2 Célkitiizés
Célunk az antigénprezentaldo sejteket célzottan aktivalni képes - biotin-streptavidin

kapcsolaton alapul6é - moduléris rendszer létrehozésa, az igy kialakitott komplex CD40 és

TLR9 receptorokhoz iranyitasa, valamint APC-re, T-sejtre kifejtett hatasainak vizsgalata volt.
3 Anyag és modszer

3.1 FGK eldallitasa és enzimatikus monobiotinildlasa

Az altalunk rekombinansan eldallitott, 30,02 kDa molekulatdmegii, enzimatikusan
monobiotinilalt FGK az N-terminusdn tartalmazza a biotin akceptor domént, C-terminusan
pedig a Myc és Hexa-His (HH) tag-eket. A konnyl- és nehézlanc eredetli variabilis

doméneket egy flexibilis linker régioé koti 6ssze (2. abra).

IeG scFv
Myc-HH tag

| ve_[Nlinkesl vH
|

Biotin akceptor domén

2. Abra Az scFv felépitése

E. coli BL21 (RIL) kompetens sejteket transzformaltunk a munkacsoportunk altal korabban
1étrehozott és izolalt pET-3d-BSN-FGKscFv plazmiddal. A fehérje expressziot 1 mM IPTG

hozzaadasaval indukaltuk. A zarvanytestben felhalmozddo fehérje tisztitdsat Kurucz I. et al.
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¢és Prechl et al. modszere alapjan végeztiik [11, 12]. A 6 M-0s urea oldatban denaturalt FGK-t
a bakterialis fehérjétdl affinitds kromatografiaval (Ni-NTA, Qiagen) valasztottuk el. SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE), Coomassie Blue festéssel ellendriztikk az
scFv preparatum tisztasagat. A helyspecifikus biotinilalast BirA (protein biotin ligaz) Kittel
(Avidity) végeztiik. Ezt kovetden a biotinilalt FGK oldatunkon puffercserét hajtottunk végre
Sephadex G50 médium oszlop segitségével, a feleslegben 1év0, szabad biotin eltdvolitasa
érdekében. Ezek utan funkciondlis vizsgéalatot hajtottunk végre aramlési citofluorimetria
segitségével annak érdekében, hogy megéllapithassuk, hogy az FGK-preparatumunk
megfeleléen mikodik-e.

crer

hataroztuk meg.

3.2 Az alkalmazott oligonukleotid
A kisérleteinkben 1668 CpG ODN (Sigma) biotinilalt formajat hasznaltuk (CpG). Az altalunk

hasznalt B-tipusit ODN véza foszforotioat alapu, poli-G motivumokat nem tartalmaz, ez a
tipusu CpG erdteljes B-sejt aktivaciot valt ki. Ezen feliil egyéb tipusu CpG ODN szekvencidk
is ismertek: az A-tipus erés IFNa termelést valt ki a pDC-kben, a C-tipus pedig az emlitett két
tipus hatasat kombinalja [10].

1668 (CpG) ODN szekvencia: 5’-tccatgacgttcctgatgcT-3’-biotin. (A  kisbetilk az

oligonukleotid vazanak PS kotéseire, a nagybetiik a vaz PO kotéseire utalnak.)

3.3 Ovalbumin peptid

Kisérleteinkhez szintetikusan eldallitott (Caslo Co.), az N-terminalison monobiotinilalt
ovalbumin peptidet (OVAs23.340) alkalmaztunk. Az altalunk hasznalt DO11.10 transzgenikus
egértorzs TCR-e erre az MHCII 1-A? allotipuséhoz kot3dd OVA peptidre specifikus [13],

ezaltal a peptid tokéletes modellantigén szamunkra.

Az alkalmazott ovalbumin peptid (OVA) szekvenciaja: Biotin-KISQAVHAAHAEINEAGR



3.4 A SA-komplexek eléallitasa

Komplexeink kozponti eleme a fluoreszcensen jelolt streptavidin (SA), kisérleteinkben
Alexa488 fluorokrommal jelolt valtozatat hasznaltuk. Minden komponenst (SA, CpG, OVA,
FGK) ekvimolaris aranyban konjugaltunk (3. abra). Harminc perc szobahémérsékleten torténd

inkubaci6 utan a képzodott komplexeket a kezelési koncentraciora higitottuk.

N ? (‘};\( SA-FGK-OVA komplex
Strepst;wdm + [CpG
& FGK+ OVA
CpG+OVA ’ 3
SA-CpG-OVA komplex
Jelmagyarazat:

f CpG q OVA
Streptavidin : FGK

@® Biotin ©  Myc-HH peptid

9

3. Abra A kiilonbozé SA-komplexek Gsszetétele. Ahogy két komplex részletesebb abraja mutatja,

ekvimolaris mennyiségben konjugaltuk az alkotorészeket.

3.5 Az egér lépsejtek izolalasa és kezelése

A kisérleteinket az altalunk hasznalt OVA peptidre specifikus transzgenikus TCR-rel
rendelkez6 DO11.10 egértorzs 1épsejt szuszpenzidjan végeztiik. A sejteket hideg GKN-ben
megmostuk, lecentrifugaltuk (8 perc, 1200 rpm, 4 0C), majd a feliiluszd ledntése utan ACK
pufferrel lizaltuk a vorosvértesteket. A sejtszuszpenziot ezutan 50 uM-0s B-merkaptoetanollal
és 10 % FCS-sel kiegészitett RPMI 1640 médiumban (GIBCO) mostuk, majd 70 um-es
sejtszlirdn atszlrtiik. Az életképes sejteket megszamoltuk, tripankék festékkel elkiilonitve
toliik a halott sejteket. A sejtszuszpenzidt 96 lyukll mikrotiter lemezre mértiik (lyukanként 10°
db életképes sejttel szamolva), majd a SA-komplexekkel 25 nM végkoncentracioban kezeltiik.
A sejteket CO, termosztatban, 37 °C-on egy napig inkubaltuk.



3.6 Aramlasi citofluorimetria

A komplexek kotddésének, sejtaktivacio ellendrzésére, illetve a kiilonbozd sejtpopulaciok
elkiilonitésére aramlési citofluorimétert hasznaltunk. A jeldléshez a sejteket FACS pufferben
(1% FCS és 0,05% Na-azid tartalmu PBS) megmostuk, majd fluoreszcensen jelolt
ellenanyagokkal jégen, 20 percig inkubaltuk. A T-sejteket anti-egér CD4-PE (BD
Biosciences) ellenanyaggal jeloltiik. A transzgenikus T-sejteket anti-egér DO11.10-PercCP-
Cy5.5 (BioLegend) ellenanyaggal azonositottuk. Az anti-egér CD69-A647-et (BioLegend)
hasznaltuk a sejtaktivacid mérésére. A jel6lés utan a mintakat egyszer megmostuk, majd 300
ul FACS pufferben felvéve FACS Calibur (Beckton Dickinson) késziiléken lemértiik. Az
adatok kiértékelését FlowJo és FCSExpress programokkal végeztiik.

3.7 Statisztikai analizis

Az elvégzett kisérletek eredményeit egy permutacios teszttel (5000x50 alkalommal végzett
véletlenszerli  mintavételezés  eloszlasvizsgélata)  elemeztik, mely  segitségével
megallapitottuk, hogy a megfigyelt hatasok szignifikansnak tekinthet6k-e vagy sem.
Amennyiben a p érték 0,05-nal kisebb volt, az eredményt szignifikansnak tekintettiik.



4  Eredmények

4.1 Az egylancu ellenanyag fragmentum biokémiai jellemzése

Az gélkép vandorlasi sebessége alapjan az FGK molekulatomege 32-34 kDa. Ez az el6zéleg
kiszamolt értéket kozelitdleg tiikrozi (4. abra). A biotinilalédott FGK hatékonyan kétodik a

CDA40-hez, ezt a 6. abra tokéletesen szemlélteti.

FGK M

N

—— 250 kDa
—— 130 kDa
" —— 95kDa

W — 72KkDa
s

— 55kDa
—— 36kDa

. —— 28kDa

4. Abra SDS-PAGE eredmény, 15 %-os gélen. Az FGK molekulatomege 34 kDa
Marker: Fermentas #SM1811.



4.2 DO11.10 egértorzs 1épének osszetétele

A Transzgenikus TCR megjelenése valtozasokat idézhet el6 a CD4, CDS8 arany
megoszlasaban, illetve ellendriztik a CD4-en beliil taldlhato transzgenikus TCR-rel
rendelkez6 limfocitak szamat is (5. abra).

Transzgenikus egér Iépsejt osszetétel

A :

10
B220* Limfocita populiciék %-os megoszlisa
] i B220* limfocita 60,18
linfoci CDS8* limfocita 3,79
CD4* limfocita 26,21
CD8* e ol
limfocita E 8 ) limfocita
10!
Transzgenikus TCR-rel rendelkezé T-sejtek aranya
4 CD4+D011.10+
B 10" 4¢04-D011.10- 17.1%

67.1%

= Limfocita populficiék % os megoszlisa
5 CD4*DO11.10* limfocita 17,1
a CD4-DO11.10- limfocita 67.1

5. Abra A limfocita populaciok (A) és a transzgenikus TCR-rel rendelkezd CD4" sejtek (B)
szézalékos megoszlasa az altalunk hasznalt OV A peptidre specifikus TCR-rel rendelkez6

transzgenikus DO11.10 egértorzs 1épében.
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4.3 1In vitro aktivacios teszt eredményei

A komplexek kotodését és az altaluk kivaltott sejtaktivaciot az 6. ,7. és 8. abra szemlélteti.

4.3.1 B-sejtekre kifejtett hatasok

25 nM-os komplexeink hatasat a B-sejtekre egy napos inkubacié utan vizsgaltuk.
Eredményeink szerint a SA jelentdsen nem kotédott a B-sejtekhez, s azokat nem is aktivalta.
A SA-OVA komplex kotddési mintazata megfelel a SA-nak, vagyis nem tortént jelentOs
mértékii B-sejt kotédés, am a TCR transzgenikus T-sejtek jelenlétében a B-sejtek
aktivalédtak. A SA-FGK komplex kotodott a B-sejtekhez, CD69 expressziot ezzel szemben
nem valtott ki, mig a SA-CpG komplex kotdédése jelentds mértékii aktivaciot eredményezett.
B-sejthez torténd asszociacido szempontjabol a SA-CpG-OVA, illetve a SA-FGK-OVA
hasonl6 eredményt mutatott, mint az OVA nélkiili komplexek. Ha a SA-OVA komplexhez
viszonyitottuk az aktivacio mértékét, akkor a SA-CpG-OVA joval erésebb hatast volt, mig a
SA-FGK-OVA nem mutatott kiilonbséget.

4.3.2 T-sejtekre kifejtett hatasok

Szintén egynapos inkubacié utan vizsgaltuk a 25 nM-0s komplexeink T-sejtekre kifejtett
hatasat. Eredményeink alapjan a SA-OVA komplex nem kotédott jelentésen a T-sejtekhez,
ehhez hasonlé eredményt tapasztaltunk a SA-FGK esetén is, S ezt az értéket a SA-FGK-OVA
komplex sem novelte. Ha megnézzik a SA-CpG komplexet, ott T-sejtekhez torténd
asszociaciot tapasztaltunk, sét, ez a kotddés SA-CPG-OVA hatasara még jobban er6sodott.

Az aktivacio6 ezzel szemben mas eredményeket mutatott. A SA-OVA komplex alkalmazasanal
megnovekedett CD69 expressziot tapasztaltunk, mig a SA-FGK, illetve a SA-CpG komplex
nem valtott ki jelentds mértékli aktivaciot. Mindazonaltal, sem SA-CpG-OVA, sem a SA-
FGK-OVA komplex kezelés soran nem tapasztaltunk ndvekedést az aktivacid mértékében a

SA-OVA komplexhez képest.

11
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Kezeletlen

25 nM SA

25 nM SA-OVA

25 nM SA-CpG

25 nM SA-CpG-OVA

10 10 10

CD69

10

40

Kezeletlen
25 nM SA

25 1M SA-OVA
25 M SA-FGK
25 M SA-FGK-OVA

CD69

6. Abra A SA-komplexek kotédése a T-sejtekhez (A, B) és a B-sejtekhez (C, D). A SA-komplexek
aktivalo hatasa a T-sejtekre (E, F) és B-sejtekre (G, H). Az A, C, E, G abrakon CpG-t, a B, D, F, H

abrakon FGK-t tartalmaz6 komplexeket lathatunk. Az abran lathatd eredmények egy reprezentativ

mérest képviselnek a négy, azonos beallitasokkal végzett kisérletbdl.
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90-
C 80
704
60+

= 404
304
20
104

ole ¢

7. Abra Komplexek kotédése (A,C) és az altaluk kivaltott aktivaciéo mértéke (B,D). Az A és B abran
a T-sejtekre, mig a C és D abran a B-sejtekre kivaltott hatasok lathatok. Az abran lathat6 eredmények

90+

B 80+

704
60+
50
404

MFI

100+

75+

50+

MFI

254

négy, azonos beallitasokkal végzett kisérletbdl szdrmaznak.

Jelmagyarazat: A kezeletlen, B SA, C SA-OVA, D SA-FGK, E SA-CpG, F SA-FGK-OVA,

G SA-CpG-OVA

B-sejtek T-sejtek
A B D F A B D

A nincs| * [nincs| * * A nincs| * |nincs| * * *
B * * Inincs| * * g B * * |nincs| * * *
C * |nincs * |nincs|nincs %’ C * [nincs * * |nincs|nincs
D * * * * * [N D * |nincs[nincs nincs| * *

E * * * * nincs Q. E * * * * * *

=
F * * * |Inincs| * F * * Inincs| * * nincs
G * * * * nincs * G * * * * * *
Kotodés Kotédeés

8.Abra A komplexek T- és B-sejtekhez kotédésében, s az altaluk kivaltott aktivacioban

OPBAY

4e

megfigyelt hatdsainak statisztikai elemzése: *: szignifikans eltérés (p<0,05); nincs: p=>0,05

13



5 Eredmények kiértékelése

5.1 Az egylancu ellenanyag fragmentum biokémiai jellemzése
A gélkép alapjan megallapithatjuk, hogy az FGK preparatum tiszta és megfeleld
molekulatomegii, a biotinilalas sikeres Vvolt, tehat az elallitas menete megfelel koriilmények

kozott zajlott, az FGK alkalmasnak tekintheté a CD40 molekulak megfeleld célzasara.

5.2 DO11.10 egértorzs lépének sejtosszetétele

Aramlasi citofluorimetrias mérés soran, a hasznalt fluoreszcens ellenanyagok segitségével
sikeresen el tudtuk kiiloniteni egymastol a kiilonboz6é limfocita populaciokat, melyek
megoszladsa elfogadhatonak tekinthetd. A kapott eredmények tiikrozik egy atlagos
transzgenikus TCR-rel rendelkezd egér eredményeit, tehat dominalnak a CD4" sejtek a CD8"
sejtekhez képest, az idiotipusok megoszlasa az elvart értéket mutatja. Megallapithatjuk, hogy

a transzgenikus TCR kifejez6dése megfeleld.
5.3 Invivo aktivacios teszt eredményei

5.3.1 B-sejtekre kifejtett hatasok

Az FGK-val rendelkez6 komplexek alkalmasak a B-sejtek szelektiv célzasara a CD40
receptorokon keresztiil, mig a CpG ODN erds, TLR9 altali sejtaktivaciora képes.
Kijelenthetjiik, hogy CpG-t tartalmaz6 komplexek minden esetben erdsebb kotddést, illetve
aktivaciot valtottak ki az FGK-t tartalmaz6 komplexekhez képest. A vart eredmény, irodalmi
adatok alapjan, az FGK-s komplex esetében a tapasztaltnal nagyobb mértékii aktivacio lett
volna. Szamos oka lehet, ami miatt nem a kivant hatast tapasztaltuk. Elsésorban az, hogy az
altalunk alkalmazott komplexek nem alkalmasak a célreceptor keresztkotésére, hiszen egy SA
molekuldhoz atlagosan egy FGK-t kapcsoltunk, igy a komplex monovalens. Més kutatdsok
felvetették, hogy valdjaban a kis affinitasi Fc receptorok egyidejii stimulalasa felelds a
sejtaktivacio kivaltasaért a CD40 teljes ellenanyagokkal torténé célzasa esetén [14, 15]. Mivel
a kisérleteinkben alkalmazott FGK nem rendelkezik Fc résszel, igy nem képes a fenti hatést
kivaltani. Befolyasolo tényezdoként tekinthetjiik még példaul a receptorok szdmanak, a
kontaktus idejének, a sejtszinapszisok szamdnak a kiilonbségét, melyek attol fiiggden, hogy
milyen komplexet alkalmazunk, mas és mas eredményre vezetnek.

OVA hatasara a komplexek 4ltal kivaltott CD69 expresszido megnétt a B-sejtek esetében is.

Ezt arra vezethetjiik vissza, hogy a sejtek valosziniileg felvették az OVA-t tartalmazo
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komplexeket, MHC Ill-peptid komplexek révén aktivaltak a T-sejteket, s ez az aktivacio
hatéassal volt a B-sejtek aktivalodéaséara egyarant.

Az eredményeink alapjan a TLR9-en, valamint az antigénprezentacié folyamataban résztvevo
receptorokon keresztiil érkez6 jelatviteli folyamatok szinergista hatast mutatnak az antigént

bemutato B-sejteken.

5.3.2 T-sejtekre kifejtett hatasok

T-sejtek esetén megallapithattuk, hogy az OVA-t tartalmazd komplexek jelentdés mértéki
aktivaciot valtottak ki, ezt az eredményt is vartuk, hiszen az altalunk hasznalt OV A-peptidre
specifikus TCR-rel rendelkez6 DO11.10 egértorzs Iépsejtszuszpenzidjan  végeztiik
kisérleteinket, tehat kijelenthetjiik, hogy a peptid biotinilalt forméaban, komplexben
alkalmazva is megfelelden miikodik.

Erdekes modon, ha a SA-CpG-OVA komplex aktivalé hatasat viszonyitottuk a SA-OVA
komplexhez, akkor azt tapasztaltuk, hogy a CpG-t tartalmazé komplex nem tudta névelni az
aktivacio mértékét, holott a vart eredmény a névekedés lett volna. Elsdsorban azért, mert az
APC-k hatékonyabban aktivalodtak a CpG hatasara, ezért ugy véltik, hogy az
antigénprezentacid révén javulna a T-sejtekre kifejtett aktivacio mértéke. Ezen felil a
legujabb irodalmi adatok alapjan egyes oligonukleotidok kostimulalni képesek a TCR-en
keresztiil aktivalt T-sejteket [6]. Az elsé opcid, lehet azért nem teljesiilt, mert nem sikeriilt
elég gyorsan vagy hatékonyan az antigénprezentacio utjara terelni a bejuttatott komplexeket.
A komplexeinket szuboptimalis dozisban alkalmaztuk, melyek elvileg alkalmasak lettek volna
a sejtaktivacio-fokozodas, illetve -csokkenés mérésére egyarant. Ez a lehetdség elképzelhetd,
hogy azért nem teljesiilt, mert a T-sejtekben a TLR9 expresszié mértéke alacsonyabb, igy az
alkalmazott dozis a B-sejteket képes volt még stimulalni, de ugyanez a hatas itt mar nem
jelenhetett meg.

Mivel a CD40 célzas hatasara nem tapasztaltuk a B-sejtek aktivalodasat, ezért az

antigénprezentacié soran nem tudott javulni a T-sejtekre kifejett aktivacio mértéke sem.
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6 Tovabbi tervek

A kiilonb6z6 komplexeink immunmoduléns hatasat a késébbiek soran szeretnénk ellendrizni
DC-ken, mint APC-ken, s az igy kapott adatainkat 6sszevetni az eddigi in vitro kisérleteink

soran tapasztaltakkal.

Az irodalmi adatok alapjan [14, 15] bevonnank a kis affinitasi Fc receptorokat, annak
kideritésére, hogy komplexeink kis affinitastt Fc receptorokkal torénd egyidejii stimulalasa

felelds-e a sejtaktivacio kivaltasaért.

Oltasi kisérlet terveziink, mely soran megvizsgalnank az alkalmazott komplexek hatasat in
vivo koriilmények kozt, s ezaltal megfigyelhetnénk a modellantigénre a szervezet altal adott

immunvalasz mindségét, mennyiségét, a CDA4O0, illetve TLRO receptor célzasa esetén.

7 A dolgozatban eléfordulo roviditések jegyzéke

BirA - biotin ligaz; BSN — a BirA enzim altal felismert biotinilalasi szekvencia; CpG —
monobiotinilalt CpG ODN; ODN - oligodeoxinukleotid; DC — dendritikus sejt; FCS — (fetal
calf serum) fotalis borjuszérum; IFN - interferon; IPTG - izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid;
LB médium — Luria-Bertrani médium; PBS - phosphate buffered saline; SDS - Na-dodecil-
szulfat; SCFv - (single-chain variable fragment) egylancu ellenanyag fragmentum; FGK — az
altalunk alkalmazott monobiotinilalt SCFv; OVA — monobiotinilalt ovalbumin peptid; SA —

streptavidin; APC-antigénprezental? sejt
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