Részletes szakmai beszamolé a F49164 jelii OTKA palyazathoz
Cim: Koleszterint felismeré monoklonalis IgG ellenanyagok karakterizalasa
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Bevezetés

A palyazat célja az altalunk eldallitott, koleszterint felismerd, IgG izotipusii monoklonalis
ellenanyagok részletes jellemzése, leukocitak és endotél sejtek mikddésére gyakorolt hatasuk
vizsgalata.

Régota ismert, hogy a szervezet képes olyan ellenanyagokat termelni, amelyek nagy
affinitassal kotddnek a koleszterinhez. Nyulak, egerek és egészséges emberek szérumdaban
kimutathaté koleszterinnel reagald ellenanyag (ACHA), azonban termelddése, szabalyozasa,
valamint fiziologids/patoldgids jelentOssége kevéssé felderitett, annak ellenére, hogy a
kontrollokhoz képest kiilonbség mutathatdo ki szivbetegek és stroke-os betegek ACHA
szintjében [1]. Az ismereteink hidnya leginkdbb két metodikai okra vezethetd vissza.
Egyrészt, nehéz megdrizni a koleszterint, mint antigént mikroszkopos és szilardfazisu enzim-
immunassay (ELISA) vizsgalatokban; a legtobb fixalasi modszer vagy kioldja a koleszterint a
membranokbdl €s lipoproteinekbdl, vagy modositja az epitdp szerkezetét. Masrészt, eddig az
irodalomban csak két, [gM izotipusit monoklonalis ACHA-t irtak le [2,3]. Az IgM izotipust
ellenanyagokat nehezebb tisztitani, mint az IgG-ket, kevésbé alkalmasak affinitas
meghatarozasra, konnyebben bomlanak le tirolas alatt, és nagy méretilk megneheziti a
diffaziot.

Els6ként hoztunk létre IgG izotipust monoklondlis ACHA-kat hibriddma technika
segitségével, koleszterin tartalmu liposzémakkal immunizalt egerek B sejtjeibdl. Két klont
valasztottunk ki (AC1 és ACS), amelyek nagy affinitassal kotddnek koleszterinhez, ELISA
modszerrel vizsgalva. Jelen OTKA palyazat célja ezen 1j monoklonalis ellenanyagok pontos
¢s részletes karakterizalasa az aldbbi célkitlizések szerint:

e Nagy mennyiségli monoklonalis ACHA tisztitasa hibridéma sejtkultura feliilluszobol

e A koleszterin/ tisztitott mACHA-k affinitdsanak meghatarozasa

o A tisztitott mACHA-k epitdpspecificitasanak feltérképezése kiilonb6z6 szterolok
segitségével

e A mACHA-k lipoprotein (LDL, VLDL, HDL) felismerésének analizise

e A mACHA-k sejtekhez (endotél, leukocita) valo kotodésének vizsgalata

e A mACHA-k endotél sejtek miikodésére gyakorolt hatasdnak tanulmanyozasa

1. Célkitiizés

Nagy mennyiségii monoklonilis ACHA (mACHA) tisztitasa hibridoma sejtkultara
feliiluszobol

A karakterizaldshoz ¢és a tovabbi kisérletekhez sziikséges ellenanyagot két metodikaval
allitottuk eld. A karakterizalashoz koltséghatékonyabb mddszerrel, hibridoma feliiluszobol
indultunk ki. A feliiliszot Protein G kapcsolt Sepharose 4B oszlopon, affinitas-
kromatografiaval tisztitottuk (pH gradiens segitségével), majd a tisztitds hatadsfokdt PAGE
modszerrel hatdroztuk meg. Minden prepardtumunk min. 95%-os tisztasagl IgG-t
tartalmazott, ami messzemenden megfelel az irodalmilag elvarhato tisztasagnak. Amikor a



sikeres karakterizalas utan (Isd. 2., 3. és 4. célkitiizésnél) kideriilt, hogy mACHA-k szdmos
kedvezd tulajdonsaggal rendelkeznek, nagy mennyiségli ellenanyag eldallitasat végeztiink
egér aszciteszbol, a fentihez hasonld tisztitassal, amelyet megel6zott egy ammonium-szulfatos
kicsapasi 1épés.

2. Célkitiizés

A Kkoleszterin/ tisztitott mACHA-k affinitadsanak meghatarozasa

Az affinitds meghatarozasahoz két modszert alkalmaztunk. El6szor koleszterin-fedett ELISA
lemezen meghataroztuk az ellenanyagok fél-maximum reaktivitasat, amelybdl kitiint, hogy az
ACS8 erosebben kotodik a koleszterinhez. Emiatt, bar a karakterizalas szamos modszerét
mindkét mACHA-ra elvégeztiik, kisérleteink nagy részében az ACS8-ra koncentraltunk. SPR
modszerrel vizsgalva is csak ez utobbindl sikeriilt az affinitast meghatdrozni (1. dbra). A Kot
disszociacios sebesség 1,6+0,5x107 (M™'s™), a ko, asszociacios sebesség 205+8 (M™'s™) volt,
amelybdl a szdmitott disszociacios allando (Kp) 78+27 nM-nak adodott [4]. Ez egy kdzepesen
nagy affinitast jelent nem-fehérje antigének esetén.
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3. Célkitiizés

A tisztitott mACHA-k epitopspecificitasanak feltérképezése kiilonboz6 szterolok
segitségével

Lényeges kérdés, hogy az irodalomban az IgM izotipusi mACHA-khoz hasonldan, vagy attol
eltérden reagalnak ellenanyagaink kiilonbozd szterol alapvdzii molekuldkkal, illetve mads
lipidekkel. Ennek megvalaszolasara 7 szterol €s 4 nem-szterol tipusu lipiddel fedtiink ELISA
lemezeket, majd mértiik ellenanyagaink reaktivitasat (Isd. [5], table 1.). Megallapitottuk, hogy
csak a szabad 3’-B-OH csoportot tartalmazo6 szterolokat ismer fel mindkét ellenanyagunk, de
bizonyos funkcids csoportok megléte gatolja a szterol/mACHA kapcsolodast. gy a 25-OH-
koleszterinnel egyik ellenanyagunk sem reagalt szabad 3’-B-OH csoportja ellenére. Nem-
szteroid lipidekkel semmilyen reakcidt nem figyeltiink meg.

4. Célkitiizés

A mACHA-k lipoprotein (LDL, VLDL, HDL) felismerésének analizise

Erésen hidrofob tulajdonsaguk miatt sem a koleszterin, sem a tobbi altalunk vizsgalt szabad
3’-B-OH csoportot tartalmazo szterol nem taldlhatdé meg oldott formédban szervezetiinkben. A
koleszterin extracelluléris transzportja lipoproteinekkel torténik. Ezért kivancsiak voltunk,
vajon a mACHA-k képesek-e reagalni kiilonboz6 lipoproteinekkel. Kompetitiv ELISA
modszerrel kimutattuk, hogy mind a HDL-lel, mind az LDL-lel, mind pedig a VLDL-lel
reagalnak ellenanyagaink. Ellentétben az irodalomban leirt [gM mACHA-kkal, a mi IgG3



ellenanyagainknak mindhdrom lipoproteinhez kozel hasonld volt az affinitasuk (Isd.[5],
fig.2.). A kotédést tovabb igazoltuk FRET moddszerrel, ahol a lipoproteinekbe beépiild
Bodipy-Cs-HPC ¢s Alexa555-AC8 ellenanyagunk kozott nagy energiatranszfert (Epa.x~0,4)
tudtunk kimutatni, igy igazoltuk, hogy a lipoproteinek lipid része az ellenanyag célpontja.

5. Célkitiizés

A mACHA-Kk sejtekhez (endotél, leukocita) valé kotodésének vizsgalata

Koleszterinben rendkiviil gazdag teriiletek a sejtek plazmamembranjdnak raft és caveola
mikrodoménjei. Raftok vizsgalatara elfogadott rendszerek kiillonb6z6 leukocita modellek (T
sejt, monocita stb.) [6]. Az endotélsejtekben pedig caveoldk figyelhetdk meg nagy
mennyiségben [7]. Minthogy ezen sejttipusoknal a koleszterin anyagcsere megzavarasa (akar
a szintézis gatlasa pl. statinokkal, akar a koleszterin kivondsa metil-p-ciklodextrinnel vagy
filipinnel) funkcionalis kovetkezményekkel jar, ezért kiemelkedd jelentséglinek itéltiink meg
annak eldontését, hogy a mACHA-k képesek-e kotddni a koleszterinhez a sejtek membran
mikrodoménjeiben. Modellként egér T és B limfocitakat, valamint human T limfocitakat,
monocitikat és endotélsejteket alkalmaztunk. Aramlasi citométerrel (FACS) és konfokalis
lézer pasztazd mikroszkoppal (CLSM) vizsgalva a sejteket megallapitottuk, hogy mindegyik
leukocitdhoz kotédnek a mACHA-k, azonban ez a kotddés gyenge, €és gyorsan disszocial
(6sszhangban a 2. célkitlizésnél bemutatott gyors ko sebességi allandoval). Azonban
lényegesen erdsebb jelolodés volt kimutathatdo, ha a leukocitdk felszinét eldkezeltiik
papainnal, ami a sejtmembran fehérjék leemésztésével sztérikusan felszabaditotta a raftban
1év6 koleszterin epitopokat (Isd.[5], fig.3.) Erdemes megjegyezni, hogy a mACHA kotédés és
a kiilonbozd sejttipusokban megfigyelhetd raftok eltéré mennyisége kozott szoros korrelacid
volt. CLSM-ot haszndlva kolokalizacios vizsgalatokat végeztiink, amibdl megallapitottuk,
hogy a mACHA a raftokban talalhat6é Cav-1 és Thyl proteinekkel valamint a raft-markernek
hasznalt koleratoxin-B-vel (CTXB) erdsen kolokalizal, mig nincs kolokalizdcid mas
sejtalkotokkal (mag, Golgi, mitokondrium) ill. rafton kiviili membranfehérjékkel (CD2) (Isd.
[5], fig.4). Tovabbi bizonyitékot szolgaltat a kotdédés specificitasara, hogy a raftok
koleszterintartalménak csokkentése (koleszterin-oxidaz, ill. filipin kezelés) a mACHA-k
kotddését gatolta.

Endotélsejteket vizsgalva azonban nem taldltunk kotédést. Tobbféle modszert alkalmazva
(inkubaciés 1d6 €s homérséklet valtoztatasa, jelolés direkt jelolt ill. szekunder ellenanyag
segitségével) sem tudtunk kimutatni mACHA-t a HUVEC sejtek felszinén sem hagyomanyos
fluoreszcens mikroszkopiaval, sem CLSM-pal. Szintén nem vezetett kétddéshez a sejtek
papainos emésztése, ami leukocitak esetében jol mikodott.

6. Célkitiizés

A mACHA-k endotélsejtek miitkodésére gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa

Annak ellenére, hogy nem taldltunk kotddést az endotélsejtekhez, megvizsgaltuk, hogy a
mACHA-k befolyéasoljak-e az endotélsejtek életképességét. Ezt megeldzOen 0Osszetett
citotoxicitasi tesztrendszert allitottunk be endotél sejteken [8], valamint az endotélsejtek
funkcionalis vizsgalatarol sok sajat €s irodalmi adatot gytijtottiink, ami egy hazai folyoiratban
keriilt publikaciora [9]. (Ez az 6sszefoglald, bar fel van tiintetve benne az OTKA tdmogatas,
nem jart koltségekkel a jelen OTKA palydzat rovasara. A publikdlaskor még nem volt ismert,
hogy a mACHA-k nem kotddnek az endotélsejtekhez, ¢és igy az itt felhalmozodott elméleti
tudas nem keriil az OTKA palyazatban felhasznaldsra.) A citotoxicitdsi tesztben egyik
mACHA sem bizonyult toxikusnak az endotélsejtek szamara 24 6ra alatt.

Minthogy azonban leukocitdkon sikeriilt kimutatni a mACHA-k kotddését, igy a célkitlizést
modositottuk:

A mACHA-k leukocitak miikodésére gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa



A leukocitdk miikodését tobb modellben is vizsgaltuk (T sejt jelatvitel, monocita/makrofag
fagocitézis), de a legjobban koriiljart rendszeriink, ami egyben a legtobb 10j informéciot
hordozta a leukocitdk HIV fert6zésének vizsgalata volt [4]. A HIV, minthogy a gazdasejtbdl
hozott membrannal rendelkezik, szintén hordoz koleszterint a felszinén. Raadasul, a virus
kapcsolodasahoz és bejutdsahoz a gazdasejt raftjainak atrendezddése sziikséges [10], mert
csak igy kertilhet megfeleld kozelségbe a raftban lokalizalt CD4 és a rafton kiviili CXCR4.
Els6 1épésben megnéztiik, hogy a mACHA (ACS) gatolja-e az anti-CD4 ellenanyag kotodését
MT-4 T sejtekhez, ill. az anti-CXCR4 ellenanyag kotddését U937 monocita sejtekhez (2.
abra). Egyik esetben sem figyeltiink meg gatlast, ezért feltételeztiik, hogy a mACHA nem fedi
el a HIV receptorait.
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Ezutan megvizsgaltuk, hogy miként hat az AC8 a CD4 és a CXCR4 egymashoz viszonyitott
helyzetére. Alaphelyzetben a CXCR4 nem mutat kolokalizaciét sem a CD4-gyel, sem a raft
marker CTXB-vel (3. abra), azonban ACS8 hatasara mindkettovel kolokalizal (4. abra). (A
CD4 / CTXB eleve kolokalizalnak, ezen molekulak membranbeli megoszlasan nem valtoztat
az ACS8.)
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A mACHA-k membran mikrodomének atrendezédésére gyakorolt hatasa arra utalt, hogy
érdemes megvizsgalni a HIV / célsejt kapcsolddas gatlasat is. MT-4 T sejt vonalat és
egészséges, HIV-szeronegativ donorokbol preparalt, PHA stimuldlt monocitakat hasznaltunk
célsejtként, amelyeket a HIV-1 X4 fenotipusu IIIB torzsével ill. RS fenotipusu Ada-M
torzsével fertdztiink. Amennyiben a sejteket a fertdzés eldtt eldinkubaltuk kiillonbozé
koncentracioji mACHA-kkal, szignifikdns, dozisfiiggd gatlast tapasztaltunk a
virustermelésben (5. abra).
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Erdekes moédon a virus elSinkubalasa mACHA-val nem eredményezett csokkent
virustermelést, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a mACHA-k a sejtekhez, és nem a virushoz
kapcsolodnak. Ezt a hipotézist az is igazolni latszik, hogy sem az ACHA kimosasa fert6zés
utan, sem a mar fert6zott sejtek tobb napon keresztiil folytatott ACHA kezelése nem
modositott a csokkent virustermelésen. (Az ACHA nem befolyasolta a sejtek életképességét.
A virustermelési teszt csak 1 szaporodasi ciklust mér, tehat a hosszabb ideig tart6 ACHA
kezelés csak a virus sejtekbdl torténd felszabadulasat gatolhatta volna, a visszafert6zést a teszt
nem meéri.)



Osszegzés

Az éltalunk kordbban létrehozott anti-koleszterin ellenanyagot termeld hibridomakbol
kivalasztottunk kett6t, amelyek nagy mennyiségben szekretaltak IgG3 izotipusu ellenanyagot,
¢és ezek az ellenanyagok eldvizsgalatokban erésen kotddtek koleszterinnel fedett ELISA
lemezekhez. Miutdn megtermeltiik és kitisztitottuk a szlikséges mennyiségi ellenanyagot,
elvégeztik a két ellenanyag (AC1 és ACS) részletes karakterizalasat. Megvizsgaltuk az
ellenanyagok lipid- ill. ezen beliill szteroid specificitasat, valamint a koleszterinnel vald
kapcsolat affinitasat. Megtortént a lipoproteinek és a mACHA-k reakcidjanak jellemzése is.
Vizsgaltuk az ellenanyagok kotddését endotélsejtekhez és kiilonbozd leukocitakhoz.
Minthogy a mACHA-k csak ez utdbbiakhoz kotddtek, a tervbe vett funkciondlis teszteket
leukocitakon hajtottuk végre. Megfigyeltik, hogy a mACHA-k moddositjak a HIV
koreceptorként miikodé CXCR4 membran lokalizaciojat, és feltehetden ennek hatdsara
gatoljak a HIV bejutasat a célsejtekbe.

Eredményeinket 2 nemzetk6zi és 2 hazai konferencian adtuk eld, valamint 2 megjelent
nemzetkozi (palyazé egyikben megosztott elsdszerzés, masikban utolsé szerzés), 1 hazai
kozleményben tettiik kozzé (Osszesitett impaktfaktor: 8,36), illetve 1 kozleményt bekiildtiink
egy rangos nemzetkozi folyoirathoz, ahol az jelenleg elbiralas alatt all.

Felhasznalhatosag, hozzajarulas a kutatasi teriilet fejlodéséhez

A részletesen karakterizalt ellenanyagoknak két felhasznalési teriiletét latjuk. Az egyik a raft-
biologidban ill. lipidologidban eszkozként torténd alkalmazas. Minthogy tobb kiilfoldi
kutatocsoport is megkeresett minket az ellenanyag kiprobalasa ligyében, elokésziileteket
tettlink nagy mennyiségli mACHA el6allitasra, valamint kidolgoztunk egy mindségellendrzési
protokollt. A masik teriilet a HIV bioldgia alapkutatasa lehet. Bar terapiasan maguk a
mACHA-k nem valdészinli, hogy alkalmazhatoak lennének — minthogy a szervezetben
mindeniitt el6forduld koleszterinnel ill. més szteroidokkal is reagalnak — de a receptorok és
koreceptorok biofizikdjanak felderitése nagyban hozzdjarulhat a HIV prevencids ill. terapias
erofeszitésekhez.
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