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Lysing Buffer)
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Osszefoglalé

A koleszterin fiziologias, valamint egyes koéros folyamatokban is fontos szerepet tolt
be a szervezetben. Univerzalis membranalkotd szerepe és kis mérete ellenére azonban
egészséges egyénekben is kimutathatéak koleszterin-ellenes ellenanyagok (ACHA). Ezek
koleszterin-specifikus IgG3 izotipust egér ellenanyagok képesek human és egér eredetii intakt
sejtek membranjahoz és lipoproteinekhez kotddni. Fontos kérdés, hogy a kotodést kovetden
mi torténik az ellenanyaggal, hiszen ez meghatarozo lehet esetleges sejtmiikddést szabalyozo
funkcidja szempontjabol. Ezért el0szor egér immunsejteken vizsgaltuk az ACHA
internalizacids kinetikajat, valamint sejten beliili titvonalat dramlasi citometria és konfokalis
mikroszkopia segitségével. Eredményeink szerint a sejtek (foként a makrofagok) felveszik az
ellenanyagot, amely ezutdn a korai-, majd a késéi endoszomakba keril. Az ACHA
lizoszémalis lokalizacidjat eddig nem sikeriilt detektalnunk, mely arra utalhat, hogy
proteaszoman keresztiil keriil lebontdsra. Kivancsiak voltunk arra is, hogy az ACHA
klonjaink milyen (kereszt)reaktivitassal birnak kiilonb6zd lipid természetli antigénekkel
szemben. Ezt a kérdést antigén microarray segitségével vizsgaltuk. Uj antigének bevonasa
mellett megerésitést nyertek korabbi ELISA modszerrel kapott eredményeink, miszerint
ellenanyagaink eltérdé affinitassal kotddnek kiilonb6zo 3B-hidroxil szteroidokhoz, mig mas
vizsgalt lipidekhez nem kotddnek. Vizsgaltuk tovabba az ACHA szérum koleszterin-szintre
gyakorolt hatasat is, in vivo egérmodellben. Kezdeti eredményeink szerint az ACHA képes
csokkenteni az LDL/VLDL-, és kis mértékben az HDL-koleszterin szintet. Az ellenanyag
pontos in vivo szerepének feltarasara tovabbi allatmodell kisérleteket terveziink elvégezni a

kozeljovoben.



Summary

Cholesterol has important physiological role in the body, but it also may be included
in several pathological processes (e.g. atherosclerosis, Alzheimer’s disease). Despite of the
small size and universal occurrence of cholesterol in cell membranes, natural autoantibodies
against cholesterol (ACHAs — anti-cholesterol antibodies) are present in the serum of healthy
individuals with yet unknown functions. Furthermore, significant and bidirectional changes in
serum level of ACHASs have already been reported in various disorders (e.g. cardiovascular
and autoimmune diseases, tumors, chronic infections). Our research group has previously
shown that monoclonal cholesterol-specific 1gG3 mouse antibodies, developed by our
workgroup, are able to bind to the surface of human and mouse cells, and lipoproteins. The
events after binding might be important in the possible regulatory functions of ACHA.
Therefore, firstly we examined the internalization kinetics and intracellular trafficking of the
antibody in mouse immune cell lines by flow cytometry and confocal laser scanning
microscopy. According to our results, cells (mainly macrophages) internalized ACHA, which
was trafficked to early then to late endosomes, but not to lysosomes. The lack of lysosomal
presence might refer to its proteasomal degradation. Moreover, we inquired about the (cross-)
reactivity of the ACHA clones to various lipid antigens by antigen microarray. ACHA clones
bound to various 3p-hydroxyl sterols with different affinity, but not to other types of lipids,
confirming our previous ELISA results by using new antigens as well. Lastly, we studied the
in vivo effects of ACHA on serum cholesterol level, in mice. Our first results show that
intravenous addition of ACHA decreased VLDL/LDL cholesterol level and influenced HDL
cholesterol level as well. However, further investigations are needed to reveal the exact role

of ACHA in this phenomenon.



Bevezeto és célkituzések

A koleszterin nélkiilozhetetlen szerepet tolt be az emlds sejtekben, ugyanis részt vesz
az ugynevezett membran nano/mikrodomének (lipid raftok, kaveoldk) stabilizaldsdban. A
lipid raftok jelent6ségét szamos folyamatban leirtak. A jelatvitel megindulasakor sok esetben
megvaltozik a raftok mérete €s dsszetétele, a raftok 6sszeolvadnak, a jelatvitel szempontjabol
fontos molekuldk a membran nano/mikrodoménbe gyiilnek, mig méas molekuldk kiszorulnak
onnan. Ezaltal kialakul az ugynevezett szignaloszoma (Pike 2003). Szamos raft-asszocialt
membran protein patogének behatolasi célpontja lehet, mint példdul a T-sejteken ¢s
monocitakon megtalalhato CD4 a HIV-1 virus szamara (Fantini, Garmy et al. 2004). Ezen
kiviil tobb patoldgias folyamatban is 0sszefiiggést talaltak a lipid anyagcsere megvaltozasa €s
az adott betegség kialakulasa kozott (pl. atherosclerosis, Alzheimer-kor, diabetes, szamos
virusos vagy bakterialis fertézés) (Simons and Ehehalt 2002).

Az utobbi években egyre nagyobb érdeklddés Ovezi az egészséges egyénekben is
megtalalhato, sajat antigénekre specifikus Gigynevezett természetes ellenanyagokat. Erdekes
modon koleszterin-ellenes antitestek (ACHA) kimutathatoak egészséges emldsok széruméabol
(pl. nyul, egér, ember) (Alving, Swartz et al. 1996; Dijkstra, Swartz et al. 1996; Horvath and
Bir6o 2003). Az ACHA szérum szintjének megvaltozasat szamos patologias folyamatban
leirtak, pl. atherosclerosis (Horvath, Fust et al. 2001), Hepatitis C fertézés (Biro 2003), nem-
kissejtes tiidérak (Egri and Orosz 2006) ¢s SLE esetén (Nagy, Horvath et al. 2001). A
koleszterin-ellenes ellenanyagok fiziologias funkcidja maig nem tisztazott. Szerepiik tobbek
kozott a koleszterin anyagcsere ¢és ezaltal a sejtek lipid raft koleszterin mennyiségének
szabalyozasaban is feltételezheto.

Kutatocsoportunk régota vizsgalja az anti-koleszterin antitesteket (ACHA) a
laboratoriumunkban eldallitott monoklonélis egér ellenanyagok segitségével. Az mar korabbi
kutatasokbol is kidertilt, hogy ezen monoklonalis AC1, AC8 (IgG3 izotipus) és AC9 (IgM
izotipus) egér ellenanyagok képesek kotddni a koleszterinhez és néhany szerkezetileg hasonlo
3B-hidroxil szteroidhoz, valamint LDL és HDL lipoproteinekhez (utobbiak esetén a kiilsé
foszfolipid rétegbenelhelyezked6 szabad koleszterinhez kdtddve). Ezen kiviil az AC1 és AC8
ellenanyagok képesek kotddni intakt sejtek felszinéhez is, mely a sejtek limitalt papainos
emésztését kovetden fokozodik (Biro, Cervenak et al. 2007). Ez azt mutatja, hogy a kisméretii
koleszterin epitop hozzaférhetdsége a sejtmembranban kritikus az ACHA-k k&todése

szempontjabol. Kutatocsoportunk azt is kimutatta, hogy az AC8 a sejtfelszinhez kotédve in



vitro képes befolyasolni bizonyos lipid raft-kapcsolt immunfolyamatokat, példaul megnéveli
a hivatasos antigén prezentalo sejtek fagocitotikus és antigén prezentald képességét (lzsepi,
Balogh et al. 2012), illetve gatolja a HIV-1 virus fert6z6 képességét (Beck, Balogh et al.
2010). Az eredmények szerint ezen hatasokat az ACS a lipid raftok keresztkotésével, ezaltal a
raft-asszocialt fehérjék és lipidek interakcidés mintazatanak megvaltoztatasaval éri el.

A dolgozatomban ismertetett kutatds tdvolabbi célja az ACHA fiziologids
funkcidjanak feltarasa. Célkitlizéseink a kdvetkezdk voltak:

o El0szor azt szerettiik volna tisztdzni, hogy mi torténik az ellenanyaggal
kiilonb6z6 immunsejtekhez (egér T- ¢és B-limfocitdk, makrofdgok) valo
kotédést kovetéen — a sejtek felveszik-e az ellenanyagot, és vajon milyen
sejtalkotoba/kompartmentbe keriil a felvétel utan. Ezen vizsgalatokat aramlasi
citofluorimetria és konfokalis mikroszkopia segitségével végeztiik.

e Nagy ateresztOképességli antigén micorarray mddszer optimalizalasat kovetden
vizsgéltuk ACHA klonjaink kdtddését a koleszterin kiilonb6z6 ,,formaihoz”.

e Az ACHA in vivo hatasanak feltarasara egereket oltottunk AC8 ellenanyaggal
(intravénasan) és koleszterin-esszé segitségével vizsgaltuk, torténik-e valtozas

a szérum VLDL/LDL és HDL koleszterin-szintjében.



Anyagok és modszerek

1. Aramlasi citofluorimetria

Az IP12-7 Th- (ELTE, Immunologiai Tanszék), 2PK3 B- (ATCC) ¢és P388DlI
monocita-makrofag (ATCC) egér sejtvonalakat DMEM (Sigma) + p-merkaptoetanol (MeOH)
+ 5% FCS (Sigma) tartalmi médiumban tartottuk fenn. Az AC8 ellenanyag internalizacios
kinetikajat aramlasi citometria segitségével vizsgaltuk. A sejteket DMEM + MeOH + 5%
FCS tartalmi médiumban 10 pg/ml ACS8 ellenanyag (ELTE, Immunoldgiai Tanszék)
jelenlétében inkubaltuk 24-72 6ran keresztiil, 37°C-os termosztatban. A sejteket kivételkor €s
az egyes jelolési 1épések kozott AC8-mosod pufferben mostuk (PBS + 0,1% esszencidlisan
zsirsav- és globulin-mentes BSA + 0,05% azid). A sejtek centrifugalasa 1200 rpm-en, 4°C-0s
hémérsékleten, 7 percig tortént. A sejtfelszinen jelélendé mintakhoz kecske-anti-egér-19G3-
AlexaFluor488 (GAM-1gG3-A488, Life Technologies) masodlagos ellenanyagot adtunk. Az
intracellularis jeloléshez el6szor fixaltuk a sejteket 4% PFA-PBS oldatban 20 percig,
szobahdmérsékleten, majd permeabilizaltuk 0,1% Triton X-100 (Sigma) tartalma PBS-ben 5
percig, és csak ezutan adtuk hozzajuk masodlagos GAM-IgG3-A488 ellenanyagot. A sejteket
végiil AC8-moso pufferben vettiik fel. Az ACHA Fc-receptorhoz (FcR) valé kotédésének
kizarasa érdekében megvizsgaltuk az egér CD32/16 FcR-re specifikus 2.4G2 ellenanyag
kotédését az ACS8-cal kezelt és nem kezelt sejteken. Ebben az esetben a madasodlagos
ellenanyagként egér-anti-patkany-1gG2b-Alexa Fluor647-et hasznaltunk (MAR7/5 klon,
ELTE, Immunologiai Tansz€k).

Az egér 1épet cervikalis diszlokacidt kdvetden izolaltuk az éallatokbol. Az eltavolitott
lépeket hideg GKN-ben mechanikailag roncsoltuk, mostuk, majd hipotonias ACK-val 1
percig lizaltuk a vordsvérsejteket. Ezutan a szuszpenziohoz FCS-t adtunk, majd GKN-nel
torténd mosasok utan RPMI (Sigma) + MeOH médiumban tettiik ki a sejteket sejttenyésztd
lemezre. A kezeletlen sejteken kiviil alkalmaztunk AC8 vagy egér 1gG3 (mlgG3, Sigma),
kezelést, 10 pg/ml végkoncentracioban. Ez esetben FcR blokkold (K9.361 klon, National
Institute of Health) ellenanyagot is hozzaadtunk a sejtszuszpenzidhoz. A sejteket 1-18 oran
keresztiil inkubaltuk 37°C-on. A sejtfelszini jelolés €és intracellularis jelolés a korabbiakban
leirtak szerint tortént, am ez esetben a jelolések megkezdése el6tt minden mintat 20 pl 100
sejtpopulaciok elkiilonitésére a B-sejt marker anti-B220-PerCP/Cy5.5 (eBioscience) és a T-
sejt marker anti-CD3-PE (Biolegend) ellenanyagokat hasznaltunk.



A P388 sejteken elvégzett rovidtavi FACS-méréshez a Iépsejtekhez hasznalt
protokollt alkalmaztuk azzal a kiilonbséggel, hogy az FCR-ok gatlasara 2.4G2 ellenanyagot
hasznaltunk.

A mérést FACSCalibur (BD Biosciences) késziilékkel végeztiik CellQuest Pro
szoftver (BD Biosciences) segitségével, mintanként 10.000 sejt lemérésével. Az adatok

kiértékelése FCS Express 3 szoftver (De Novo Software) segitségével tortént.

2. Konfokalis mikroszképia

A konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkopos (CLSM) mérésekhez 8-kamras boroszilikat
alji sejttenyészd lemezeket hasznéltunk (Ibidi), melyeket BD CellTak Adhesive (BD
Biosciences) oldattal kezeltiink, a gyartd altal ajanlott protokollt kdvetve. A sejteket RPMI +
MeOH médiumban tettiik ki a kamrdkba. Az ellenanyaggal val6 inkubéacié soran 10 pg/ml
ACS8 keriilt a sejtszuszpenziodba, az FCR-on keresztiil valé kotddés elkeriilése érdekében
emellett 10 pg/ml koncentracioban 2.4G2 ellenanyagot is hozzdadtunk a sejtekhez. Az
inkubacio 37°C-on tortént, 1-24 oran keresztiil. A LysoTracker Red DND-99 (Life
Technologies) vitalis festéket az inkubaciod utols6 orajaban adtuk hozza a sejtekhez, 75 nM
végkoncentracioban. A sejtek kivételekor és a jelolési 1épések kozott a kamrakat dvatosan
mostuk AC8-moso pufferrel. A fixalashoz 20 perc 4% PFA-PBS kezelést alkalmaztunk, mig a
permeabilizalas 5 perc 0,1% TX-PBS vagy (a LysoTrackerrel jelolt mintdk esetén) 20 perc 0,2%
saponin-AC8-mos6 kezeléssel tortént. A saponinnal permeabilizalt sejtek esetén a tovabbi
lépések is saponin tartalmt oldatban torténtek. Az elsédleges ellenanyagokkal (anti-EEAL,
Santa Cruz Biotechnology, anti-LAMP-1, Miltenyi Biotec vagy anti-CD63-biotin, Bioss
Antibodies) val6 jelolés szobahémérsékleten tortént, 1 oran keresztiil. A masodlagos GAM-
IgG3-A488 ¢és csirke-anti-kecske-Alexa Fluor647 (ChAG-A647, Life Technologies)
ellenanyagokkal és a streptavidin-Alexa Fluor647 (SA-A647, Life Technologies) reagenssel
30 percig inkubdltuk a sejteket. A masodlagos ellenanyagok mellett sejtmagfestékeket is
alkalmaztunk: 0,5 pg/ml propidium-jodidot (PI, Sigma) vagy 1 uM Draq5 festéket (Biotium).
A mérés Olympus IX81 inverz mikroszkopon, Fluoview 500 konfokalis 1ézer pasztazo
rendszer segitségével (Olympus Europe), 60x olajimmerzios objektivvel (numerikus apertura:
1,25) tortént.

A kolokalizacids analizis Imagel] program Red Green Correlator Plugin hasznalataval
tortént. Az érdeklédésre szamot tarto teriiletek (ROI, Region of Interest) kijelolésekor az ACS8

ellenanyaggal megjeldlt teriileteket vettik figyelembe. A kapott Pearson korrelacios
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koefficienseket (Manders, Stap et al. 1992) GraphPad Prism 5 program segitségével

abrazoltuk.

3. Microarray

A harom koleszterin-ellenes ellenanyag klon (ACI1, AC8, AC9) kotdédését antigén
microarray analizis segitségével vizsgaltuk. Az antigének (koleszterin, 7a-, 7p-koleszterin,
ergoszterin, koprosztan, koleszterin-oleat, 1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfokolin/PMPC,
1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfoglicerin/DMPG,  dipalmiotil-L-o-foszfatidiletanolamin/
DPPE, LDL, HDL) nyomtatasa Odyssey Calligrapher MiniArrayer (Bio-Rad) késziilék
segitségével tortént a nitrocellulozzal bevont, 16 vagy 2 alchip-es targylemezek felszinére
(Sartorius). A chip-ek mosasa (haromszor PBS-sel) utan blokkoltuk a szabad helyeket 30 perc
0,1% kazein-PBS-sel torténd inkubacidval. Ezutan egy éjszakan 4t 4°C-on inkubdltuk a
mintakat 5 vagy 25 pg/ml anti-koleszterin antitesttel. Kontrollként anti-LDL ¢és anti-HDL
ellenanyagokat hasznaltunk (2F6 és 4D8/G6 egér IgG1 ¢s IgG2a klonok, Diagnosticum Zrt.
ajandéka). PBS-sel valo mosasi 1épesek utan a mintakat 30 percig inkubaltuk GAM-IgG+M-
A488 masodlagos ellenanyag (Life Technologies) 4 pg/ml-es oldataval. Végiil PBS-sel
torténd mosasok utan a microarray lemezeket szaritottuk és Axon GenePix 4300A késziilék
segitségével mértiikk le. A kiértékeléshez GenePix Pro 6 szoftvert (Molecular Devices)

hasznaltunk.

4. Az egerek oltasa ACS8 ellenanyaggal

Az oltasokhoz csoportonként 4-4 db, 4 honapos Balb/c egeret hasznaltunk, és 75 pg
ellenanyagot oltottunk intravénasan (a farokvénaba), hetente egyszer, 3 héten keresztiil. A
kontroll 4llatokat PBS-sel oltottuk. Az oltdsok befejeztével a 25. napon az allatokat

elvéreztettiik és a szérumukat a kisérletekig -80°C-on taroltuk.

5. Koleszterin esszé

Az oltott egerek szérumabol valo VLDL/LDL ¢és HDL koleszterin-szint
meghatarozasara HDL precipitacios puffert (Abcam) és Amplex Red Cholesterol Assay Kit-et
hasznaltunk (Life Technologies), a gyartok utasitasait kdvetve.

Az oltott ¢és oltatlan allatok szérum koleszterin szintjének statisztikai

Osszehasonlitasara parositatlan t-probat hasznaltunk (GraphPad Prism 5 program).
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6. Enzim-kapcsolt Immunszorbens esszé (ELISA)

Az IgG izotipusi ACHA ellenanyag szintet az oltast kovetéen ELISA moddszer
segitségével mértiikk le. Ehhez 96% etanolban oldott 50 pg/ml koleszterinnel fedtik a
lemezeket. Ezutan egy ¢€jszakan at fedd nélkiil inkubaltuk a lemezt 4°C-on, valamint tovabbi
0,5-1 6ran at szobahOmérsékleten, amig az alkohol el nem parolgott. A blokkolas 0,1%
kazein-PBS-sel tortént 1 6ran at, szobahémérsékleten. Az AC8 ellenanyaggal vagy PBS-sel
oltott allatok szérumat 100-szoros higitdsban vittiik fel a lemezre, majd GAM-IgG-HRP
(Southern Biotech) ellenanyaggal inkubaltuk a lemezeket. Az egyes 1épések kozott a lemezt
haromszor-6tszor mostuk PBS-sel, a jeloléseknél 1 o6rds inkubécios id6t alkalmaztunk. Az
el6hivashoz TMB (Sigma) + H,0, (Sigma) + TMB puffer mixet hasznaltunk, és a szinreakcio
megfeleld mértékl lezajlasaig rajtahagytuk a reagenst a mintakon. Ezutan 4N H,SO, oldattal
allitottuk le a reakciot. A mintdk mérése Thermo MultiSkan Ex (Thermo Scientific) tipusu
késziilékkel tortént, 450 és 620 nm-en.

Az oltatlan ¢és oltott allatok szérum IgG ACHA szintje kozotti statisztikai analizist
GraphPad Prism 5 program segitségével végeztiik, parositatlan t-proba alkalmazasaval. Az
IgG ACHA szint és VLDL/LDL szint kozti korrelacids egyiitthatot szintén ezen program

segitségével szamoltuk ki.
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Eredmények

1. Az ACS8 ellenanyag internalizaciés kinetikaja és intracellularis
lokalizacidoja immunsejtekben

Elészor megvizsgaltuk, hogy az intakt sejtekhez kotddé AC8 ellenanyag milyen
internalizacios kinetikaval jellemezhetd. A vizsgalt egér T-, B- és makrofag sejtvonalat
tenyészetben 24-72 o6raig inkubaltuk az AC8 ellenanyaggal, annak érdekében, hogy elegendé
id6t hagyjunk a sejteknek a kotodott ellenanyag felvételére, sot akar a lebontasara is. Az
inkubalas utan fluoreszcens anti-egér IgG3-mal jeloltik a sejtfelszinhez kotodott, vagy a
sejtfelszinhez ko6tott és internalizalodott AC8-at egylittesen (fixalt, permeabilizalt sejtek). A
legerdsebb kotédést a makrofag (P388D1) sejtvonalnal tapasztaltuk. Mind a sejtfelszini, mind
a sejtfelszini + intracellularis jel 24 ora elteltével volt a legmagasabb, majd fokozatosan
lecsokkent. A B-sejtek (2PK3) felszinén is hasonld kinetikat tapasztaltunk, am az
intracellularis jelolddés alacsony szinten maradt. A T-sejteken (IP12-7) mind a sejtfelszini,

mind az intracellularis jelolddés végig gyengének mutatkozott (1. dbra).

a) Sejtfelszini jeldlés b) Sejtfelszini és intracellularis jeldlés
10+ 3
IP12-7 -~ IP12-7
& = 2PK3 1 = 2PK3
A A P388 2 e A P388
w61 _ i a
= | s e
] 4 _ = o = .
= A AL, A 11 = o Ead
| = A
2 e g’
c T T T c T L} L]
< <
o> ® A > ®° v
idé idé
c) Sejtfelszini jelolés d) Sejtfelszini és intracellularis jeldlés
2.0- ; , 1.6
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— m  |ép B-sejtek m  |ép B-sejtek
15{ °® . PEtt sal i p B-sej
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9. — =12 . - -
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0.5 1.0- s —
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1. abra: Az ACS8 internaliziciés kinetikdja egér immunsejteken. Az ACS sejtfelszini és sejtfelszini + intracellularis
jelenlétét kiilonbozd idépontokban vizsgaltuk IP12-7, 2PK3 és P388D1 sejtvonalakon (a, b), illetve egér 1épsejteken (c,
d). Az RMF (relativ atlag fluoreszcencia) értékek az elsd esetben (a, b) a masodlagos ellenanyag fluoreszcencia
intenzitasara lettek normalizalva, mig a méasodik esetben (c, d) az izotipus kontrolléra. A harom sejtvonallal és az egér
1épsejtekkel vald kisérleteket 2-2 alkalommal ismételtitk meg, melyek eredménye a diagramokon egy-egy pontként van
jelolve.
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Az ellenanyag Fc-receptorokhoz (FcR) vald kotddésének kizarasara a 2PK3 és
P388DI1 sejteken vizsgaltuk, hogy az AC8 kezelés hatasara mennyivel csokken le az anti-
CD32/16 ellenanyag (2.4G2) kotddése az FcR-okhoz. Eredményeink azt mutattak, hogy nem
kovetkezett be jelentds valtozas az ACHA kezelés hatasara (nem bemutatott adat), mely
alatdmasztja, hogy az IgG3 izotipusu ellenanyagok alacsony affinitassal kotddnek az FcyR-
okhoz. Ett6]l fiiggetleniil, az Fc-részen Kkeresztil torténé kotédés kizarasa érdekében
kisérleteinkben az inkubacid és jelolés alatt a tovabbiakban mindig hasznaltunk FcR-blokkold
ellenanyagot (K9.361 vagy 2.4G2).

Primer T- és B-sejteken is vizsgaltuk az AC8 kotddését és internalizaciojat, FCS-
mentes médiumban, mivel az FCS-ben 1év6 lipoproteinek is csokkenthetik az AC8
hozzaférhetoségét. Az FCS hidnya, valamint az el6z0 kisérletekben tapasztalt 24 o6rai
maximum miatt révidebb idokinetikat valasztottunk. A 1épsejtekkel valo kisérlet esetében is
hasonlo kotddési kinetikat tapasztaltunk, mint a sejtvonalaknal. Mivel meglehetdsen gyenge
jeleket kaptunk, feltehetd, hogy fiziologias koriilmények kozott a koleszterin-ellenes
ellenanyag nem, vagy alig kapcsolodik ezekhez a sejtekhez (1. dbra). Hasonldéan rovid
inkubacios 1d6 mellett P388D1 sejtnél is hasonld internalizacids kinetikat tapasztaltunk (nem
bemutatott adat).

Annak igazolasara, hogy az ellenanyag valoban bekeriil a sejtekbe, és ha igen, milyen
modon, illetve a sejten beliil milyen utat jar be, a P388D1 egér monocita/makrofag sejteket
inkubaltunk az ACHA-val 37°C-on, termosztatban, majd a fixalt és permeabilizalt sejtekben
kiilonbo6z6 intracellularis kompartmenteket jeldltiink és konfokalis mikroszkopon vizsgaltuk
az AC8 és a markerek kolokalizacidjat. Mivel az aramlasi citometria modszerrel végzett
kisérletek sordn azt tapasztaltuk, hogy mar 3-6 oOra alatt csokkenés kovetkezett be az
intracellularis jel mértékében, azt feltételeztiik, hogy az ellenanyag néhany o6ran beliil bekertil
a sejtbe. Az ACS8 intracellularis Gtvonalanak elsé allomasaként a korai endoszoma markerrel
(korai endoszéma antigén-1, EEA-1), majd a CD63 antigénnel (kés6i endoszoma,
multivezikularis test és lizoszoma marker) valo egyiittes megjelenését vizsgaltuk meg. Végiil
kivancsiak voltunk, hogy az ellenanyag lizoszomalis lebontésra kertil-e (lizoszoma asszocialt

membran protein-1, LAMP-1 specifikus ellenanyaggal valo kolokalizacio).
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s

kompartmentekre specifikus anti-EEAL (a), anti-CD63 (b) vagy
anti-LAMP1 (c) antitesttel lettek jelolve. A LineScan analizis
(Fluoview 5.0) anti-EEA1 (d) vagy anti-CDG63 (e) ellenanyaggal
jelolt sejteken. A reprezentativ képek tobb mérésbol
szarmaznak. Z6ld: AC8 ellenanyag, kék: sejtmagfesték, piros:
kompartment marker.

Eredményeink szerint az AC8 ellenanyag mar 1 6ra utan kolokalizaciét mutat az EEA-
1 antigénnel (Pearson korrelacios koefficiens: 0,56), mely 6 o6ra utan is jelentds mértéki
marad (Pearson korrelacios koefficiens: 0,58) (2., 3. dbra). Ez arra utalhat, hogy a sejtek
folyamatosan veszik fel a médiumbol a jelen 1évé ellenanyagot. A CD63 esetében a
kolokalizacio foka alacsonyabb, am mértéke az id0 elére haladtaval novekszik (Pearson
korrelacios koefficiens 3 ora: 0,25, 6 ora: 0,45) (2., 3. dabra). A lizoszomaval vald
kolokalizaciot nem sikeriilt kimutatnunk sem LAMP-1 ellenes ellenanyagot haszndlva
(Pearson korrelacios koefficiens 3 o6ra: -0,26, 6 ora: -0,27, 24 6ra: -0,33) (2., 3. dabra) sem
LysoTracker vitalis festék segitségével (Pearson korrelacios koefficiens 3 6ra: -0,17, 6 ora: -
0,18) (3. abra). Az AC8 a sejtmaggal (mint negativ kontroll) sem mutatott kolokalizaciot

(Pearson korrelacios koefficiens: -0,16) (3. dbra).
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3. abra: Az ACS ellenanyag intracellularis markerekkel mutatott kolokalizaciéja. A Pearson korrelacios
koefficiens 0 feletti értéke mérsékelt (CD63), 0,5 feletti értéke pedig erds kolokalizaciora (EEA1) utal. A negativ
értekek a kolokalizacio hianyat mutatjdk (LAMP-1, LysoTracker, sejtmag). A kolokalizacios értékek 1-3
mérésbol, n>40 ROI adatbél keriiltek kiszamitasra.
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2. Az AC1, ACS8 és AC9 ellenanyagok kotédésének vizsgalata antigén
microarray modszerrel

Azt mar kordbban kimutattuk ELISA modszerrel, hogy az ACHA klonok képesek
kristalyositott és lipoproteinekben talalhatd koleszterinhez is kotédni (Biro, Cervenak et al.
2007). Jelen vizsgalatunkban antigén microarray modszert hasznaltunk a koleszterin
detektalas HTS iranyba torténd fejlesztése céljabol. Eredményeink szerint, az IgG3 izotipust
antitestek (AC1 és ACS) erdsebben kotddnek a koleszterinhez és egyéb 33-OH csoportot
tartalmazé szteroidokhoz, valamint a 7a-OH-, a 73-OH-koleszterinhez és az ergoszterinhez (5.
és 6. dbra), mint az IgM izotipusu AC9 ellenanyag. Az AC9 gyengébb kotddési sajatsagat jol
mutatja az is, hogy ha az IgG3 izotipusu ellenanyagokkal azonos koncentracioban, de nem
ekvimolaris mennyiségben alkalmazzuk (5 pg/ml), akkor kotédése a koleszterinhez nem
detektalhatd (5. dbra). Ezzel szemben (pentamer felépitését figyelembe véve) ekvimolaris
mennyiségben (25 ng/ml) mar megfigyelheté az AC9 kotddése is a koleszterinhez, bar a jel
erdssége még igy is elmarad az ACI és ACS ellenanyagokétol (6. dbra). Egyéb vizsgalt
lipidekhez ellenanyagaink nem kotédtek (koprosztan, koleszterin-oleat, foszfatidil-kolin, -

glicerin és -etanolamin szarmazékok) (5. dbra).

Lipid antigén microarray
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5. abra: Az AC1, AC8 és ACY ellenanyagok kiilonb6z6 lipidekhez valé kotodésének vizsgalata antigén
microarray modszer segitségével. A chip felszinére kinyomtatott butanol-viz elegyben (ButOH-H,0O) oldott
kovetkez6k voltak: koleszterin (CHOL), 7a-OH- és 7B-OH-koleszterin (7aOH-chol és 7bOH-chol), ergoszterin
(Ergo), koprosztan (Copro), koleszterin-oleat (Chol-ole), 1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfokolin (DMPC),
1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfoglicerin (DMPG) és 1,2-bisz-difenilfoszfino-etan (DPPE). A ko6t6dést anti-
egér IgG+M fluoreszcens ellenanyaggal detektaltuk. A relativ fluoreszcencia egység (RFU) a harom
parhuzamos atlagabdl keriilt kiszamitasra. A feltlintetett adatok két mérés eredményét tiikrozik.
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Az ACHA klonok lipoproteinekhez vald kotddése teljesen mas mintazatot mutatott (6.
abra). Az LDL-hez val6 kotddés erdsségének sorrendje AC9>ACI>ACS, mig a HDL estében
AC1>AC9>ACS8. Az anti-LDL és anti-HDL ellenanyagok a vartnak megfeleléen az LDL-hez
illetve a HDL-hez ko6tédtek, a koleszterinhez pedig nem (6. dbra).
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6. abra: AC1, AC8 és ACY ellenanyagok koleszterinhez és lipoproteinekhez valé kotédésének antigén microarray
segitségével végzett vizsgalata. A chipre harom parhuzamosban kinyomtatott pontok, balrdl jobbra haladva: LDL; HDL,;
oldoszer; 5 mg/ml koleszterin; 1 mg/ml koleszterin, protein L. Az el6hivashoz hasznalt AC1, AC8, anti-LDL és anti-HDL
ellenanyagokat 5 pg/ml, az AC9 ellenanyagot 25 pg/ml koncentracioban hasznaltuk (a). Az ellenanyagok kotdédését anti-
egér [gG+M fluoreszcens ellenanyaggal detektaltuk. A relativ fluoreszcencia egység (RFU) a harom parhuzamos atlagabol
kertilt kiszamitasra (b). A feltiintetett adatok harom fiiggetlen mérés eredményét tiikrozik.

3. Az ACS ellenanyag hatasa in vivo a szérum koleszterin szintjére

Az ACHA Kkloénok in vitro lipoproteinekhez valo kotddése felveti a kérdés, hogy in
vivo koriilmények kozott is kotédnek-e LDL-hez és HDL-hez, és ezaltal befolyasolhatjak a
koleszterin anyagcserét. Ezért az ACS8 klonnal (vagy PBS-sel) harom héten keresztiil oltottunk
egereket és az allatokbol vett szérum mintdkat vizsgaltuk. Egyrészt, a szérum mintabol
ELISA moddszer segitségével visszamértik az IgG izotipusti koleszterin-specifikus
ellenanyagok szintjét. Az ACHA-val oltott allatokban szignifikdnsan (P < 0.05) ndvekedett az
IgG ACHA, mely mutatja, hogy az oltasi protokoll sordan az AC8 a szérumban a vizsgalt

idépontban még jelen van, és nem keriil kitiriilésre, lebontasra (7. abra).
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7. abra: IgG szérum ACHA

IgG ACHA szérum szint (100x higitas) szint AC8 ellenanyaggal valé
oltast Kkovetéen. Az egerek

0.25= I | intravénas (i.v.) oltasat kovetden
N az AC8-cal oltott allatok szérum
[ | ACHA szintje szignifikdnsan
£ 0.204 - ke megndvekedett (P = 0.0293) a
c PBS-sel oltott allatokéhoz képest.
< 0.154 A Csoportonként 4-4 allat keriilt
© A oltasra, két oltasi sorozatbol
8 0.10- _ Ad szarmaz6 adatok lathatok.
< = - [ ]
8 | ] |
0.054 "
0.00 T '
PBS i.v. AC8i.v.

Mindemellett a szérummintdkbol koleszterin essz¢ segitségével visszamértik a
VLDL/LDL és HDL koleszterin szinteket is. A kontroll allatokban a VLDL/LDL szérum
koleszterin szint 19.62 (£ 8.91) pg/ml, a HDL szérum koleszterin szint 116.9 (= 30.13) pg/ml
volt. Ehhez képest az oltott allatokban a VLDL/LDL koleszterin szintje 11.68 (£ 3.69) ug/ml-
re, a HDL koleszterin szintje 105.5 (£ 9.99) pg/ml koncentraciora csokkent. A szignifikans (P
< 0.05) VLDL/LDL koleszterin szint csokkenés mellett kismértékit HDL koleszterin szint
csokkenést is tapasztaltunk az AC8-cal oltott allatok esetében a kontrollhoz képest (8. dbra).
Tovabba az 1IgG ACHA ellenanyag szintje és az alacsony denzitasu lipoproteinek mennyisége
kozott erds korrelacio all fenn (R = 0.7487) (9. dbra). Ez az Gsszefiiggés azokban az oltatlan
allatokban is fennall, melyekben az atlagnal magasabb az IgG izotipust koleszterin ellenes
ellenanyagok szintje. Az dbran Osszesitve lathatd az is, hogy az oltas hatdsara (piros pontok)
az oltatlan allatokhoz (fekete pontok) képest megndvekedett az IgG ACHA szint és
lecsokkent VLDL/LDL szint.
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8. adbra: A szérum lipoprotein
koleszterin szintje AC8 ellenanyaggal
valé oltast Kkovetden. Az egerek
intravénas (i.v.) oltasat kovetéen az
AC8-cal oltott allatok szérum
VLDL/LDL koleszterin szintje
szignifikdnsan csokkent (P = 0.0449) a
PBS-sel oltott allatokéhoz képest. A
VLDL/LDL 100% koleszterin szint
19.62 pg/ml koncentracionak, mig a
HDL 100% koleszterin szint 116.9 pg/ml
koncentracionak felel meg.
Csoportonként 4-4 allat keriilt oltésra,
két oltasi sorozatbdl szarmazd adatok
lathatoak.

9. abra: A szérum IgG ACHA
szint é a VLDL/LDL
koleszterin  szint  kozotti
korrelacio. A diagramon piros
szinnel az oltott, mig fekete
szinnel a kontroll egyedek
értékei  lathatok. A két
paraméter kozott erds
korrelaci6 figyelhetd meg.



Diszkusszio

A dolgozatomban vazolt koleszterin-ellenes ellenanyagok vizsgalatara iranyulod
kutatds szdmos kérdésre valaszt adhat. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ACHA bekertl a
P388 monocita sejtekbe, és intracellularis jelenléte akar 6 6ra mulva is detektalhato. Az is
kideriilt, hogy az ellenanyag kotodése a 1épbdl izolalt primer T- és B-sejtekhez joval kisebb
mértékli, mint a makrofagokhoz. Elképzelésiink szerint ennek egyik oka az, hogy az
intenziven o0szt6do hibridoma/limfoma sejteken a lipid raftok eloszlasa, a koleszterin
kitettsége eltér az ,,egészséges” sejtekétol. Az egérbdl izolalt 1épsejtekhez értheté modon csak
igen kis affinitdssal kotddik az ellenanyag, ellenkezd esetben ugyanis koros
immunfolyamatok kovetkeznének be. A jelenség masik lehetséges magyarazata az, hogy a
lIépben a makrofagok igen kis szazalékban vannak jelen, a sejtvonalakon végzett kisérleteink
azonban azt mutatjak, hogy ACHA kotddése a monocita/makrofag sejtekhez erésebb, mint a
T- és B-limfocitdkhoz. Ennek bizonyitasdhoz az AC8 kotddését €s internalizacidjat egér
peritoneumbol izolalt makrofagok esetetében is szeretnénk megvizsgalni.

Kérdéses egyrészt, hogy ez a kis affinitdsa kotédés hozzajarul-e az ACHA
funkcidjdhoz, masrészt az, hogy pontosan milyen hatast valt ki az ellenanyag kotddése a
sejteken. Vajon hatassal van-e a lipid (és azon beliil a koleszterin) anyagcserére, illetve részt
vesz-e jelatviteli folyamatokban? Mas lipidek (pl. szfingomielin, GM1 gangliozid) esetében
mar kimutattak, hogy keresztkotésiik jelatviteli folyamatokat indukal a sejtekben (Dixon,
Stewart et al. 1987; Kiyokawa, Baba et al. 2005).

Fontos megjegyezni, hogy az altalunk alkalmazott kisérleti rendszerben a médiumban
folyamatosan jelen van az ellenanyag, emiatt ordk elteltével is lehetséges ujabb antitestek
felvétele a sejtek szamara. (Ennek tesztelésére a jovoben szeretnénk a sejtek feliiluszojabol
visszamérni az AC8 ellenanyag szintjét.) Ez magyardzatot adhat az ellenanyag hosszan tarto
intracellularis jelenlétére, €s arra, miért mutat kolokalizaciot az ACS8 6 ora elteltével is a korai
endoszéma markerrel (EEAT1).

A CD63 antigénnel val6d idofiiggést mutatd Pearson korreldcios koefficiens érték azt
sugallja, hogy az ellenanyag 3-6 ora elteltével fokozatosan bekeriil a kés6i endoszomaba és a
multivezikuléris testbe, bar ez az eredmény még megerdsitésre szorul. Ezutdn azonban az
eddigi adataink alapjan ugy tlinik, hogy az ACHA nem keriil be a lizoszoméba, hiszen sem a
LAMP-1 ellenanyaggal, sem a LysoTrackerrel nem mutatott kolokalizacidt. Ennek tobb oka
lehet. Az egyik lehetséges magyarazat az, hogy az ellenanyag nem a lizoszOmaban, hanem

mas uton, példaul proteaszomén keresztiil keriil lebontasra. Ezt az elméletet a jovoben
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proteaszoma inhibitor (MG-132) segitségével szeretnénk ellenérizni. A lizoszémaval valo
kolokalizacio hidnyat az is okozhatja, hogy az ellenanyag a sejten beliil FcRn-hez kapcsolodik,
ami megvédheti a lebontastol azokban a sejtekben, melyekben jelen van az FcRn. Ennek a
lehet6ségnek a koriiljarasat is tervezziik. Egyrészt szeretnénk megvizsgalni az AC8 FcRn-nel
valo kolokalizacidjat, eddig azonban nem sikeriilt megfeleld6 FcRn-ellenes ellenanyagot
valaszt adhat erre a kérdésre is. Végil pedig, az eddig felsoroltakon kiviil az AC8
lizoszomaban vald hidnydnak oka lehet az is, hogy az ellenanyag konformécidja a savas
kornyezetben megvaltozik, igy elvesziti a GAM-1gG3-A488 altal felismerésre keriild
epitopjat.

Az antigén-microarray technika segitségével végzett kisérleteink azt mutatjak, hogy a
koleszterin-ellenes ellenanyagok eltéré affinitassal kotddnek egyrészt a szerkezetileg
egymashoz hasonlé 3p3-OH szteroidokhoz, masrészt kiilonb6zo lipoproteinek membranjaban
1év6 szabad koleszterinhez. A pozitiv kontrollként hasznalt anti-LDL ¢és anti-HDL
ellenanyagok nem mutattak kotdédést a koleszterinhez, ami arra utal, hogy ezek az
ellenanyagok a lipoproteinek fehérje komponenseire specifikusak. Ezen nagy
ateresztOképességli modszer segitségével az ellenanyagaink tovabbi, akar nem lipid
természetli antigénekkel szembeni keresztreaktivitdsa is konnyen vizsgalhatova valik a
jovoben.

Az ACHA ellenanyagok kotédési képessége felveti annak lehetdségét, hogy az antitest
szerepet jatszhat in vivo koriilmények kozott a koleszterin anyagcsere megvaltozasaban. Mint
tudjuk, ennek komoly, akar patologids kovetkezményei is lehetnek, hiszen az LDL/HDL
arany megvaltozasa igazoltan atherosclerosis kialakulasahoz vezethet (Lemaire-Ewing,
Lagrost et al. 2012). Mivel az ellenanyagok képesek az LDL-hez és a HDL-hez kapcsolddni,
serkenthetik a lipoproteinek szérumbdl valo felvételét. Ennek pontos mechanizmusa még nem
ismert, am egy lehetséges modja az lehet, hogy a komplexben 1évé ellenanyag a Kupffer-
sejteken 1évé FcR-okhoz kotddik, ezaltal serkenti a lipoproteinek makrofagok altali
bekebelezését (Alving, Swartz et al. 1996). Mivel a koleszterin esszé soran féleg a
VLDL/LDL lipoprotein csokkenését tapasztaltuk az AC8 ellenanyaggal oltott allatokban,
érdekes kérdés, hogy ez a hatas karos vagy védo szereppel bir-e (Horvath, Fust et al. 2001). A
HDL aranyanak megnovekedése ugyanis gatolja az érelmeszesedés kialakuldsat, azonban az
oxLDL monocitak altali felvétele épp ellentétes iranya folyamatokat indukal (Zhao 2009).
Mindazonaltal a szérum IgG ACHA szint és a VLDL/LDL szint kozott tapasztalt erds

korrelaci6 arra utal, hogy az ACHA-k (akar a szervezetben el6forduld természetes
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ellenanyagok, akar az oltassal bejutatott monoklonalis AC8) a VLDL/LDL szint csokkentését,
ezaltal a HDL szint aranyanak megnovekedését valtjak ki, ami védé szereppel birhat az
atherosclerosis kialakulasaval szemben. A kés6bbiekben tervezziik a kiillonb6z6 izotipusu és a
koleszterin kiilonb6z6 formaihoz eltéré mértékben kotddo (ld. antigén microarray) ACHA
klonok in vivo hatasanak Gsszevetését, az oltast kovetden az ellenanyagaink és a lipoproteinek
szérumszintjének monitorozasat, illetve az oltott allatokbol a koleszterin-ellenes ellenanyagok
sejtekhez (pl. leukocitakhoz) vald kotédésének analizisét.

Az ACHA antitestekkel végzett tovabbi kisérleteken kiviil terveink k6zott szerepel a
teljes ellenanyagbol eldallitott monobiotinildlhatd egylancti varidbilis fragmentum (scFv)
tesztelése is. Ehhez el6szor fontos megvizsgalni, hogy az AC8 scFv is kotédik-e a koleszterin
kiilonb6z6 ,,formaihoz”. Az scFv konstrukci6é igen hasznos eszkoz lehet a keziinkben, hiszen
segitségével kizarhatjuk az ellenanyag Fc-receptorokhoz vald kotddését, és az Fc-részen
keresztiil kifejtett effektor hatasokat, abban az esetben, ahol erre sziikség van. A fragmentum
biotinilalasa pedig lehet6vé teszi az ellenanyag tetramerizalasat avidin segitségével. Az ily
moédon eldallitott tetramerrel vizsgalhatd az ellenanyag lipid raft keresztkotd képességén
alapulo hatdsa. Ezen kiviil a konstrukcio segitségiinkre lehet az AC8 ellenanyag antigén-kotd
zsebének feltérképezésében is, amivel kozelebb keriilhetiink ennek az immunologiai

szempontbol érdekes antigén-antitest kotddésnek a molekularis hatteréhez.
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