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DENDRITIKUS SEJTEK IMMORTALIZALASA V-MYC ONKOGENNEL

A taldlmdny tdrgva immortalizalt dendritikus sejtek, eljaras
primer tenyészetbél tidrténd elbdadllitdsukra. valamint e
seitek alkalmazdsa T-limfocitdk antigén-specifikus mddon

tdrténé in vivo vagy in vitro aktivaléasara.

Az antigén-specifikus immunreakcid a T-1limfocitak,
B-limfocitdk és az antigén-prezentdld sejtek (APC-k) kdzdtti
interakcidk eredménye. Az antigén altal kivdltottt
immunreakciéd tipusat (sejt-kdzvetitette citotoxicitds vagy
humordlis reakcidk), és az immun-memdéria kialakuldsat az
emlitett sejtek és termékeik Kkozdtti interakcidk. az
interakcidk eléfordulasi helye, valamint az antigén
természete befolyadasoljdk. Ugy véljuk, hogy az immunrendszer
aktivdldsa és gatlasa szintén a fenti tényezdk eredménye,
mely tényezdk, ha nem szabalyozottak, autoimmun

betegségekhez és tolerancia-indukcidhoz vezethetnek.

Az elsdként Steinman és Cohn altal (J. Exp. Med.., 137, 1142,
1973) leirt dendrikus sejtek (DC) elszdrtan elhelyezkedd

leukocitak populacidjat képezik, melyek az immunrendszerben

kulcsszerepet jatszanak (Steinman, R.M., Annu. Rev.
Immuncl., 9., 271-196, 1991: Romani, N. és mtsi, Spinger
Semin. Immunopathol., 13, 265, 1992), mivel ezek a sedjtek

{i) az antigén-prezentaldsban nagymértékben specializaltak;
(ii) a nyugvdé T-sejtek els6dleges in vitro aktivatorai

(Inaba. M.D. és mtsi. J. Exp. Med.. 160, 858, 1984; Croft,

32806-4023-GI
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M. é=2 mtesi. J. Exp. Med.. 17868, 1431. 1992); (iii) az antigén
In vivo beaddsat kdvetden a specifikus T-sejt klénok szamara
az immunogén epitdépok fé forrdsai (Inaba, K. és mtsi, J.
Exp. Med., 172, 631, 1990;:; Crowley, M. és mtsi, J. Exp.
Med. . 172, 383. 1990): és (iv) az In wvivo primer
T-seit-kbzvetitette reakcidk leghatasosabb inicidtorail

{Lechler. R.I. és mtei, J. Exp. Med., 155, 31, 1982).

Tébb vizsgdalat arra utal, hosy a dendritikus sejtek a:z

aktivdlidshcez és a proliferdcidéhoz sziitkséges dsszes jellel

rendelkezé naiv T-sedteket produkdlnak (Steinman, R.M. és

Fomani. N. 1d. fentebb). Ezeket a Jeleket a £&
hisztokompatibilitdsi komlex {MHC) molekuldaibol allé
komplexek, illetve az antigén hatdsl peptidek és a T-sejt
receptor k8zdtti interakcidk, {Davis, M. és mtsi, Nature,

334, 395, 1988), tovdbba a ko-stimulator molekulak (kdztik
az antigén-prezentdldé sejteken (APC) 1évé B7/BBl1 molekulak)
T-sejt felllleten 1évé CDZ8 receptorheoz vald kapcsolédésa
(Young, J.W. és mtsi. J. Clin. Invest., 90, 228, 1992;
Nabavi, N. és mtsi, Nature. 3680, 266, 1992) képezik. Az elsd
jel ©Onmagédban csak az aktivdlt T-sejtekben valt ki effektor
mikddéseket, s nem képes a naiv wvagy nyugvd T-sejtek
stimuldldsdra, melyek ko-stimuldtor Jjelek nélkil reagdlédsra
képtelen 4Allapotba keritilhetnek (Inaba, K. és mtsi, Science,
229, 475, 1985;:; Mueller, D.L. és mtsi, J. Immunol., 142,
2617, 1989; Tan., P. és mtei, J. Exp. Med., 177, 165, 1993).
Az utdbbi iddben Dbeszdmoltak a dendritikus sejteken (DC)

1évd B7/BB1 ko-stimuldtor molekula expresszalasardl, s



40 o050 c0ss s
» . .
eee eoe o0 .
. . . . e
e® s8e ses see,

kKimutattak. hogy kulcsfontossagu szerepet jatszik a

DC-irdnyitotta elsddleges T-sejt reakcidkban (Larsen, C.P.

[I\

3 mtsi. J. Exzp. Med.. 178. 1., 1992: Symington, F.W. és
mtsi, J. Immunol., 150, 1288. 1993: Liu, Y. és mtsi, Eur. J.

Immunol.. Z232. 2855. 1992).

A dendritikus sejtek hatékony serkentd képeszégének alapjat

képezéd mechanizmusok megértése megvildgitand a T-sejtek

mozgdsitasinak (priming). €2 az immunreakcié beinditdsanak
médiat. Ezek ismeretében az immunreakcidkat nagyon korai
stadiumban tudnank befolydsolni, & biztossithatnank az

immunitds vagy tolerancia indukdlédsdt. A dendritikus sejtek
bioldgidja tanulmanyozdsanak azonban lényeges korlatjat
jelentette, hogy a kildnféle szdvetekbdl kevés ilyen sejt
allt rendelkezésre, mivel a dendritikus sejtekkel
egvértelmien megegyezd stabil sejtvonalakat mindeziddig nem

aikeriilt létrehozni.

A dendritikus sejtek f6 forrasaként harom kildnbdzd szdvetet
alkalmaztak: egérlépet. epidermiszt (ahol a DC-k Langerhans-
-sejtekként ismertek), és human vért. A dendritikus sejtek
mindegyvik esetben c¢sak kis frakciéjadt képezik az adott
szdvetnek: a nyers 1lépsejt szuszpenzid (Steinman., R.M. és
mtsi, J. Exp. Med., 149, 1, 1979) és az epidermdlis
szuaszpenzidé (Schuler, G. és mtsi, J. Exp. Med., 161, 526,
1985; Romani, N. és mtsi, J. Invest. Dermatol., 83, 600,
1989) kb. 1 %-4t, és a periférids vér egymagvu sejtjeinek

0.1-1 %-4t alkotjdk (Freudenthal, P.S. és mtsi, Proc. Natl.
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ci. USA. 87, 7698. 1990). Az utdbbi iddben Inaba és
munkatdarsai (J. Exp. Med., 175, 1157, 1992) eljarast irtak
le dendritikus sejtek periférias vér és csontveld
prekurzorokbdél drténd eldallitdsdra. de a sejtproliferacid

1-3 héten beliil megszint.

Egy mdsik lehetdség. hogy els6dleges tenyészetekbdl DC
sejtvonalakat hozunk 1létre, és olyan eljdrdst fejlesztink
ki. amellyel lehetéve valik a dendritikus sejtek
immortalizdldsa. Jelenleg azonban olyan hatdsos mdédszerre
van sziikség, amellyel a dendritikus sejtekbe genetikai
anyagot Jjuttathatunk, és ezdltal elbsegithetilik, hogy olyan
genetikai anyagot expresszaljanak, amilyet egyébként nem

expresszalnak.

E tekintetben Komatsubare és mtsi. (Microbiol. Immunol.,
32, (8), 869-875, 1988) kisérletei sikertelenek voltak; egér
dendritikus sedtekbe V-SRC és Ha-RAs onkogéneket
inszertdltak, de az immortalizdlt dendritikus sejtek nem

rendelkeztek a dendritikus sejtek tulajdonsdgaival.

Felfedeztiunk egy eljarast leukocitdk fenotipusos és

funkcionalis jellemzéivel rendelkezd sejtvonalak
kialakitésara, amelyek az immunrendszer sejteil szamara

antigén hatasu peptidek prezentdlasdra, és in vivo és Iin
vitro specifikus immunreakcidk indukalasara képesek.
Kozelebbrdl, a taldlmdny targya antigén-prezentald sejtek

(AFPC)H, mint példiul a dendritikus sejtek (DC)
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immortalizaldsa clyan excgén genetikail anyag bevitelével.
amelyet ezek a seitek normalis esstben nem expresszalnak. és
amely a transzfektdalt vagy infektalt sejtek korlatlan
sejtndvekedésének (immortalizdcid) kialakitasdara képes,
anelklil, hogy befolydsolnd a sejtek antigén-prezentald

funkcidéjat.

A taldlmény szerinti immortalizislt antigén-prezentdld sedit
exogén genetikal anyvagot tartalmaz, illetve expresszdlia

azt.

Az antigén-prezentdald sejtek. kilfndsen a dendritikus sejtek

immortalizaldsara képes genetikai anyag lehet

i+ olyan RNS vagy DNS, amely az antigén-prezentdld sejtben
normédlisan jelen lehet, azonktan nem expresszalodik olyan

szinten. hogy biolégiailag jelentds lenne:

rd

az antigén-prezentdlé sejtben normdlisan jelenlevd RNS
vagy DNZ, amely nem expresszdalédik olyan szinten. hogy
bioldgiailag Jjelentds lenne, de ugy médositottuk, hosgy
az antigén-prezentdld sejtekbken, kiilondsen a dendritikus

sejtekben expresszalédion;

)

antigén-prezentdld csejtben, és kiGldéndsen dendritikus
sejtben normdlisan hidnyzé RNS vagy DNS, vagy
kombindcidéik, melyek az antigén-prezentdld sejtekben, és

kiilontsen a dendritikus sejtekben valdé expresszi

szempontjabédl hasznosak.

Az antigén-prezentdld sejteket, és kiilbndsen a dendritikus
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sejteket immortalizdlni képes genetikai anyaz lehet

—  barmely faju virus, retrovirus, illetve virus vagy
retorvirus komplexum vagy ezek részei;

—  virusoktdl vagy retrovirusokbél szdrmazd barmilyen RNS
vagy DNS. vagy ezek kombindacidi, vagy rekombindcidjukbdl
szarmazd RNS vagy DNS;

—~— barmilyen. spontan vagy génsebészetileg mddositott
viralis vagy retroviralis eredetd RNS vagy DNS, vagy

ezek kembindcidi.

A genetikai anyag (RNS. DNS vagy kcmbinacidik vagy

médositdsaik) az aldbbi hordozdkba inszertalhatdk:

— vektorok:

— expresszids vektorok;

— az eredeti virdlis vagy retroviralis genomtél eltérd DNS;

— genetikai markereket tartalmazé vektorok, mely markerek
azon seitek szelektdldsdhoz alkalmazhatdk, amelyekben a

genetikai anyag inszertalddott.

Altaldban = kiilonb6zé elemek Osszedllitasi sorrendje nem
kritikus Jelentdségi, igy a gén inszercidja eldtt a
szegélyezd régiokat eldészdr egy markert vagy egyéb régidkat,
példédul enhancer-eket, transzkripcidés szabalyozd régidkat,
stb. magakan foglald replikdcidés rendszerhez kdthetjik. A
kilénbszé fragmentek Osszehozdsdhoz alkalmazott eljaras
szamos, réldaul az Osszedllitéas egyszerliségével, a
restrikcids helyek kivdlasztdsaval, az alkalmazott

szelekciéds médszerekkel, az adott fragmentek
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hozzaférhetdségével, stb. kapcsolatos tényezdtsl fugg,

melyek megvdlasztdsa végsé soron a szakember feladata.

A genetikai anyag 1lehetévé teszi a k&zvetleniil a primer
tenyészetbsl (amelyben a dendritikus =sejtek egy kis
populdciét képviselnek) szdrmazd antigén-prezentdld sejtek
immortalizacidjat, anélkil, hogy kUlondsebb szelekecids

eljardsra lenne szikség.

A fentebb leirt eredmények megvaldsitdsdt lehetdvé tevd
exogén genetikai anyag a v-myc onkogént tartalmazé
retrovirus vektorokbdl szarmazik. A retrovirus vektort
eldny8sen két retrovirus (melyek kozll legaldbb az egyik
v-myc onkogént tartalmaz) egyliittes transzfektdldsaval

nyerhetjik.

A taldalmany egy specidlis megvaldésitdsi médjédban az exogén
genetikai anyag egér-eredetd kédold retrovirus szekvenciaval
fuzionalt maddr-eredetd retrovirus onkogént tartalmaz;
k&zelebbrdl, a madar onkogén az MHz maddr retrovirusbol (T.
Graf és mtsi., Biochim. Biophys. Acta, 516, 269-293, 1982)
és az egér AKR retrovirusbdél (R. Risser és mtsi, Ann. Rev.
Genet.. 17, 85-121, 1983; R. Weiss és mtsi, "RNA Tumor
Viruses", Cold Spring Harbor, 2. kiadéds, 1985) szdrmazd env
protein részletével fuziondlt mutdlt v-myc gén. Amint az 1/A
dbrédn ldthaté, az MHz és AKR retrovirusokat egylittesen egér

makroféagokba transzfektdljuk (1d. Righi és mtsi, Oncogene,

4, 223-230, 1989). Eredményil olyan sejtvonalat kapunk,
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amely azonos tipusu sejtek immortalizacidjdara képes
retrovirus komplexet (3RV) termel (Righi és mtsi. Eur. J.

Immunol., 19, 1443-1448).

Ha ezzel a retrovirus komplexszel agyi makrofagokat
fertS6ziink, az N11 sejtvonalhoz jutunk, amely a VN1l virust
termeli (Righi és mtsi. Oncogene, 6, 103-111, 1991), amely
képes a makrofidgok immortalizicidéjédra (L. Pirami és mtsi,
Proc. Natl. Acad. Sci.. USA, 23, 7543-7547, 1991). Az Ni1
sejtvonalat 1983. majus 12-én a PBudapest Szerzddés
artelmében 92051207 depondldsi szamon a European Collection

2f Animal Cell Cultures-nél (Salisbury) helyveztilk letétbe.

A VN1l virus kdzvetlenil dendritikus sejtek
immortalizdlasdra alkalmazhatd, vagy olyan vektorba
klédnozhatd., amellyel retroviralis vektorokat termels
"packaging"” ("csomagold”) sejtvonalak transzfektdlhatdk,

mely retroviralis vektorok viszont dendritikus sejtek

transzfektaldsdra alkalmasak.

A dendritikus sejtek transzfektidldsat ugy valdsithatjuk meg,
hogy "packaging” sejtekkel egylitt tenyésztiik OJSket. A
talalmany értelmében alkalmazhaté ‘“packaging' sejtvonalak
példai a psi2 sejtvonal (1d. "Experimental Manipulation of
gene expression”, =zerk.: M. Inouy, 155-173. old., 1983; és
R. Hann és mtsi, Cell, 33, 153-159, 1983); és a psi2 egy
egyenértéki szarmazéka, a psi am, melyet R. Clone és mtsi.

irtak 1le (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bl, 6349-8353), és az
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American Type Culture Collection-nél (Rockville, MD, USA)

CRL 8859 depondlasi szdmon helyeztek letétbe.

A taldlmany szerinti, transzfekcidhoz alkalmazott genetikai
anyag az envAKR egér retrovirus szekvencia részletével
fhziondlt, mutdalt v-myvcMHz gént tartalmazza (EMBL Database

No. T 26309).

Az antigén-prezentald cejtek talalmany szerinti
immortalizAalasi eljdrasa, melynek soran az emlitett

rekombindns onkogént alkalmazzuk. bdrmely mas cellularis

vagy retrovirdlis onkogénre is kiterjeszthetd.

Mivel a gének retrovirus vektor alkalmazdsaval viheték be a

dendritikus sejtekbe, a retrovirus vektor kontrollja ala
keriilhetnek -— ilyen esetben a kérdéses gén transzkripcidja
retrovirus promoterrdél indul. A promoter egy olyan
specifikus nukleotid-szekvencia, amelyet szamos
transzkripcids faktor felismer., hogy az RNS-polimera:z
komplexek szamara lehetévé valjon az RNS-szintézis

elinditdsa. A retrovirus vektorok ugy alakithatdék ki, hogy a
rekombinans retrovirus promoterén kiviil rendelkezzenek egyéb
promoter elemekkel is, amelyek a gén transzkripcidjdért
feleldsek. A vektort példdul kilsé faktorok dltal modulédlt
promoter inszertdldsdval médosithatjuk, ami lehetdvé teszi,
hogy a tenyészethez a kilsé faktorokat hozzdadva
szabdlyvozhassuk a dendritikus sejtek altal termelt

polipeptid szintjét.
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Az ilyen vagy mas kiilsé tényezdk altal befolydsclt promoter
beépitésével lehetévé valik a génsebészeti Gton médesitott

dendritikus sejt polipeptid-termelésének szabalyozasa.

Az exogén genetikai anyag bevitelével létrehozott., talalmany
szerinti sejtvonalak, egvéb tulajdonsdgaik mellett,
rendelkeznek a antigén-prezentald sejtek jellemzdbivel, és
képesek az immunrendscer sejtjeit, mint pl. a T-limfeocitdkat

aktivalni.

A talalmiany szerinti =l8nyben részesitett antigén-prezentald
sejt a dendritikus sejt. A fenti leirdsnak megfelellen, a
dendritikus sejtekbe exogén genetikai anyagot vittlink be: a
taldlmany céljainak megfeleld dendritikus seitek (DC) a
csontveldbdl, periférias vérbdl, k851dBkzesindr varbdl,
epidermiszbsdl (Langerhans sejtek) szarmazéd DC, a germindlis
kdzpontokbdl szirmazd follicularis és interstitialis DC, és
a nyirokszervek Osszekapcsolddd dendritikus sejtiei. A

szdveti eredet a taldlmanyt illetden nem korldtozé Jjellegu.

Az e sedtekbe bevitt genetikai anyag a dendritikus sejtek
immortalizéciéjat (korldtlan sejtndvekedését) eredményezi,
és Ugy mdédosithaté, hogy méds termék termelddjdn és/vagy
expresszidja az aktivdlds utdn konstitutiv vagy indukalhatd
legyen. A bevitt genetikai anyag terméke barmilyen,
szekretdlt vagy a zejtmembrdnban kihorgonyzott polipeptid
lehet, példdul antigén vagy rokon peptid, limfokin vagy

membranprotein.
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A fenti genetikai anyag ezenkivil egyéb, az immunrendszer
aktivadlasiara képes sejttipusokba is Dbevihetd. példaul
makrofdgokba vagy olyan sejtekbe, amelyek eredetileg nem
képesek az immunrendszer aktivdldsdra, de médositdssal vagy

indukcidval elérhetd a megfeleld hatés.

A taldlmdny egyv tovdbbi targva eljards egy organizmus
immunrendszerének egy eldre meghatéarozott immunreakcid
kialakitéasara torténd indukalisara, melynek sordan a

talalmdny szerinti seitveonalakat alkalmazzuk.

A taldalmany szerinti sejtvonalak in vitro barmilyen
antigénnel "feltdlthetdk", és az alabbi eldnydkkel
alkalmazhatdk:

1) Képesek a T-limfocitdk ex vivo aktivdldsdra: a "naiv”
vagy antigén-specifikus T-limfocitdk antigénnel feltdltott
dendritikus sejtvonallal (mint antigén-prezentdld sejttel)
egylittes tenyésztése az antigén-specifikus T-limfocitdk
mozgdsitasat és szaporodasat eredményezi. Ez kiildnbsen
jelentés olyvan antigének esetében, amelyek In vivo nem
alakitanak ki védd hatéasa immunreakciékat (pl.
tumorantigének vagy patogének, mint pl. virusok, gombdk és
intracellularis parazitdk) vagy amelyek nem kivanatos
mellékhatasaik miatt in vivo nem alkalmazhaték. A
dendritikus sejtvonalak alkalmazdsaval aktivalt és
szaporitott antigén-specifikus T-limfocitdk visszavihetdk az

eredeti organizmusba (adoptiv transzfer), ahol kialakitjédk a
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kivant immunreakcidt.

2y Kdzvetlentl in vivo alkalmachatdk a gazda kivant
antigén-specifikus T-limfocitédinak aktivalédsara: a
sejt-vakcindlds e tipusa kiilénésen eldnyds olvan esetekben,
amikor az antigén organizmusba torténd bevitele nem
kivanatos, vagy amikor a patogén mir Jjelen van az
organizmuskan, vagy amikcr az érett antigén (peptid-MHC

komples) alkalmasabbk a vakcindlashoz. mint a teljes,

Y

szolubilis patcgén.

3V Immunoldégiai memdériat képesek kialakitani. mivel
képesek a nyugvd T-sejtek mozgdsitdsdra, illetve memdria T-
-zejtek indukdldsédra Iin vive: ez killéndsen lényeges a sejt-
—~vakcindlds esetében. E vonatkozidsban a taldlmany szerinti

sejtvonalak természetes adjuvansoknak tekinthetdk.

4y I. wvagy II. osztdlyd MHC molekuldval kapcsolddni
képes antigénekkel t&lthetdk fel, attdl fluggzden, hogy milyen
tipust immunreakcidéra van szikség. Ha patogének (mint pl.
virusck vagy intracelluléris baktériumok) antigén-
~determindnsait ké6dold géneket transzfektdlunk a dendritikus
sejtvonalakba, termékeik elsésorban I. osztalyi MHC
molekuldkkal kapcsolddnak; ezzel szemben, ha a dendritikus
sejtvonalakat patogénekbdl (mint pl. virusokbdél vagy
intracellularis Dbaktériumokbdél) szarmazd tisztitott wvagy
rekombindns proteinekkel toltjik fel, e prcteinek elsésorban

a II. osztdlyt MHC mclekuldkkal kapcsolédnak. Ezen a mddon
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lehetévé vdlik. hogy a dendritikus sejtvonalak feltdltési

mddjatdl tliggden. a (szejt-kozvetitette vagy antitest-
~kdzvetitette) immunreakcidt az antigénnel eldre feltdltott
dendritikus sejtvonal valamelyik tipusdval in vivo

irdnyitsuk.

5) Nem I. wvagy II. osztdlyd MHC-dependeng antigének
elleni antigén-srecifikus immunreakcidék indukalasara is

képesek (mint pl. a D1 c=alad esetében).

6) 0Olyan esetskben, amikor az immunrendszer nem képes
a kivant reakcidt kialakitani., a dendritikus sejtek
felhaszndlhatodk specifikus T-helper sejt szubpopuldcidk

{mint pl. Tui vagy Tuz) indukalésara.

7) Olyan génekkel mdédosithatdk, amelyek az immunreakcidt
modulédlni képes termékeket expresszdlnak (pl. a citokin
gének). Ezek a gének olyan promoter/enhancer elemek
kontrollja alatt 2llnak. amelyek a membrén-receptcorok és a
ligandumok kozdtt  interakcidt kdvetd specifikus jelosléd

utakon (signaling pathway) keresztiil induké&lhatdk.

8) Ugy modosithatdék, hogy emberekbe juttatva ne legyenek
életképesek, példiul oly médon, hogy egy faktortdl,
tenyésztési kdrilménytdl vagy emldsdkben eredetileg

nem taldlhaté molekuldtdél tessziik dket fliggdve.
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Az abrak révid leirasa

Az 1/A abran az MIB-psi2-N11 retrovirus vektor

2l84llitdsanak vazlata lathatd.

Az 1/B 4dbran az MIB-psi-N11 retrovirus vektor részleges
restrikcids térképét, valamint a taldlmdny szerinti CB1
sejtvonal v-myc-MH2 maddr génhez valéd specifikus prébaval
végzett Northern analizisének eredményét mutatjuk be (A: CB1
sejtek; B: pozitiv kontroll). A nyilak genom-méretd, illetve

genomnal kisebb méretl virdlis transzkriptumokat jeldlnek.

A 2/A dbran a CBl1l és D23C/1 dendritikus sejtklénok antitest-
-sorozat alkalmazasaval végzett FACS-analizisének
eredményeit mutatjuk be, melyeket az idevonatkozé
irodalomban leirt friss dendritikus sejtek eredményeivel

hasonlitunk ossze.

A 2Z/B 4&bran a CBl sejtek 2A1 antitest (A) és M342 antitest
{B) alkalmazédsiaval végzett immun-hisztokémiai analizisének
eredményét mutatjuk be. amit a vonatkoztatdsi kontrollokkal

hasonlitunk 8ssze (B, ill. D).

A 3. Aabrdn az immortalizdlt dendritikus klén ndvekedési

gorbéjét mutatjuk be.

A 4/A 4dbran az MLR (kevert limfocita reakcid) vizsgalat, a

4/B abran antigén-specifikus T-limfocita aktivdlasi
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vizsgdlat eredményeit mutatiuk be.

Az 5. Zbran a FITC-vel (A), illetve DNBS-sel (B) médositott
sejtek 4altal indukalt kontakt szenzitivitdst (CS) mutatjuk

be.

Primer szdvettenyészetekben. melyekben az antigén-prezentald

sejtek a kiinduldsi anyvag csak kis hdnyadat képezik, az

antizsn-preczentald sejtekbe, és kildndsen a dendritikus
sejtekbe exogén genetikai anyag transzdukdlhatod, amely
funkecionalis antigén-prezentald sejtek, és kiilondsen

funkciondalis dendritikus sedjtek folytonos sedtvonalanak

kialakitacara alkalmas (a taldlmany céljainak megfeleld

dendritikus sejtek a csontvelébdl, periférids vérbdl,
k31ddkzsindr vérhbdl, epidermiezbdl (Langerhans sejtek)
szarmazoék. a germindlis kdzpontokbdl szdrmazd follicularis

és interstitialis dendritikus sejtek, és a nyirokszervek
osszekapesolddd dendritikus sejtjei). A primer tenyészeteket
lépsajt-szuszpenzidkbdl készithetilk. A tenyészetek
rendszerint sokféle sejttipusboél 4116 heterogén elegyek,
mely sejttipusok mindegyike korlatozott szami generdacidig
indukalhatodk szaporodasra. A primer sejtek igy
megkiilonbdztetheték az 6si  transzformacids esemény (vagy

méds, a tenyészetben folyamatos vagy korlatlan szaporodast

eredményezd mutdcid) eredményeként immortalizalt
sejtvonalaktél. Koriilbelill héarom hét utdn (és mindenféle

szelekcid nélkiil) proliferdlé sejteket izolé&lhatunk és

folytonos sejtvonalakat alakithatunk ki, amelyek tovabb
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Az immortalizacid RNS- vagy DNS-konstrukcidbél 4&llé
genetikai anyaggal valdésithatd meg, amely — a
transzformdcids képesség biztositdasa érdekében — lsgaldbb

egy onkogént foglal magidban, mely onkogén szdarmazhat viralis
vagy cellularis g=nombdl. illetve emldés vagr madar
kromoszomdlis DNS-bél. Altaldban, egy alkalmas célssjit akut
onkogén retrovirussal torténd megfertdzése nkogén
transzformdcidét eredmanyez. Bar az onkogenezishez vezetd
mechanizmus nem teljesen tisztdzott, szamos virdlis cnkogént
{v-onc), illetve cellularis homolégiaikat ‘melyek
proto-onkogén vagy c-onc néven ismertek) osztdlyoztdk. Tobb
mechanizmust is felvetettek, melyekkel a proto-cnkogének
transzformdalsé képességre tehetnek szert; ezen mechanizmusok
k&zé tartozik az erds virdlis promoterek Altal tdrténd
szabdlyozas, a génképia amplifikalds, virdlis enhancer
szekvencidk alkalmazédsa, az &trendezé6dés (rearrangement) és
a mutacié. A taldlmany céljaira megfeleld onkogércsk kozé
tartozik minden olya genomialis anyag, amely lényegében
homoldég a primer antigén-stimuldld sejtek transzformdldsara
képes onkogén szekvencidkkal. A potencidlis transzformdléd
genomidlis anyvagok példaiként Bishop és mtsi. ("RNA Tumor
Viruses, szerk. : Weiss és mtsi, Cold Sprin Harbor
Laboratory, NY, 1. kétet, 1004-1005. old., 1984) és Watson
és mtsi. (Molecular BRiology of the Gene, Benjamin Cummings,
Menlo Park, CA; 4. kiadas, 1037. old.) &altal felsorolt

onkogének emlithetdék. Az ismert onkogének kdzé tartozik az
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src. yes, abl. fps, fes, erbB, fms, ros. kit, mos, raf. H-
ras. K-ras. sis., myc, myb, fos, ski és erbA. Tébb onkogén
terméke homoldgnak tinik novekedési faktorokkal, ndvekedési
faktor receptorokkal, illetve olyan sejtmagi proteinekkel,
amelyek hatasait ngy utanozhatjuk, hogy az onkogének
termékeit a sejttenyészethez adjuk. Sok onkogén nyerhetd
letétbe helyezett biolégiai anyagok mindenki szdmara

hozzaférhetd gyvijteményeibdl.

A sedtek immortalizé&léasadhoz kiil8nbdzé retrovirusok
kombindcidéi, Kkoztuk az in vitro spontan rekombinacidval
létrehozott hibrid retrovirusok, vagy olyan retrovirusok
alkalmazhaték, melyekben géneket fuzionaltunk és £fGzids
termékeket alakitottunk ki. Ezek az események Righi és mtsi.
(Oncogene, 4. 233-230, 1989) és Blasi, E. és mtsi. (Nature,
318, 6B867-669, 1985) 1leirt eljdrdsok szerint. és az "RNA
Tumor Viruses'-ban (szerk.: Weiss és mtsi, Cold Spring
Harbor Laboratory, 1985) leirt mechanizmus alapjan myeloid
sejtek retrovirusokkal végzett fertdzésével valdsithatdk

meg.

A fenti eljédrédsok korldtozdé tényezdje az a tény, hogy a
transzdukalt gcenetikai anyag nem Kkarakterizdalt, és ha
egyszer beviszik a célsejtbe, ott utéd virusokat képes
létrehozni. Ezek a sajatsiagok klUldndsen kellemetlenek olyan
esetekben. amikor a kapott sejtvonalat egy organizmusba kell

injektalni.
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Talalmanyunkkal megoldjuk ezeket a problémakat; a
dendritikus sejtek immortalizdcidjara képes provirusok
egyikét molekulédrisan in vitro lambda fagban klonoztuk. A
teljes virus genomot és az egér sejtbdl (amelybe a provirust
eredetileg kldénoztuk) aszarmazd szegélyezd régidkat
tartalmazd inszertet pUC18 plazmidba klénoztuk. A
retrovirdlis genetikai elemek Dbaktériumokban torténd —
transzfekecid eldtti — amplifikalasadhoz alkalmas
placmidvektorokat ugy alakitjuk ki. hogy egy fentebb leirt
retrovirdlis DNS-szekvencidt egy vagy tobb szelektdlhatd
marksrt és batkérium gazdasejthez (pl. E. coli, de mas
baktériumek is alkalmazhatdk) vald replikdcids kezdbhelyet
tartalmazé vektorba inszertdlunk. Ennek megfelelden, egy
elénvds emlés/baktérium ingazdé (shuttle) vektor tartalmazhat
egy szelektdlhatd markert és egy bakteridlis replikdcids
kezdzhelvet. amely a j6l ismert pBR322 kldénozéd vektor (ATCC
37017y genetikai elemeit tartalmazd szokvanyos plazmidokbdl
szarmazik. A kialakitott rekombindns retrovirusnak képesnek
kell lenni a fertdzdtt gazdasejt kromoszomdlis DNS-ébe

intezraldédni. de az integraciéd utdn nem replikéldéddhat (hogy

5

ne Thozzon létre fertfzéképes virust), kivéve, ha a sejt,
amelvbe a rekombindns retrovirust bevittik, tartalmaz egy
miazik provirus inszertet. amely funkciondlisan aktiv transz-

-mikAdésti virus proteineket kédol. A p316 plazmidot psi

)]

ejtekbe ("packaging” sejtvonal) (Mann és mtsi, Cell, 33,

f

163, 1883) transzfektaltuk, amelvek korlatozott
ekotropizmust biztositanak. A transzfekcidét barmely alkalmas

méden végezhetiiik, példiaul mikroinjektdldssal, DEAE-dextran-
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-kHzvetitette transzfekcidval. kalcium-foszfdt kicsapdsos
DNS-—transzfekcidval és elektroporacidval (1ld. Benerji. J. és
mtsi. Cell., 233, 720-740. 1983: Graham. F.L. és Van der Eb.
A.J., Virology, 52. 456-487. 1983:; és Potter. H. és mtsi,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 81, 7161-7165, 1€84). A

transzfektalt “"packaging” sejtvonal altal termelt
virusrészek korldtozott tropizmussal megfertézhetik a
dendritikus sejteket, lehetéveé téve azok in vitro

jat é£s a sejtvonalak ezen sejtszarmazékck kozll

proliferdacid

valé izolalasat.

A defektiv retrovirusck immortalizdljak a fert6zdtt
dendritikus sejteket, a késdSbbiekben azonban nem szarcrodnak
tovabb. A taldlméany szerint alkalmazni kivant retrcvirusok
szdmos madir és emlds gazdidbdl sziarmazhatnak. Az alkalmazéds
feltétele azonktan. hogy a virus képes legyen megfertdzni a
retrovirusok alkalmazdsaval transzdukdlni kivant aJ
genetikai anyag recipienseinek szant sejteket. A
retrovirusok példdi kdzé tartoznak a madar retrovirusok,
mint pl. maddr erythroblastosis virus (AMV), madar l=2ukosis
virus (ALV), Fudinami sarcoma virus (FuSV), 1lép nekrodzis
virus (SNV) és Rous sarcoma virus (RSV):; a szarvasmarha
leukémia virus (BLV): a macska retrovirusok, mint pl. macsak
leukémia virus (FelV) vagy macska sarcoma virus (FeSV); az
egér retrovirusok, mint pl. egér leukémia virus (MulV), egér
emlétumor virus (MMTV) és egér sarcoma virus (MSV); a

patkdany sarcoma virus (RaSV); a f6emlbés retrovirusck, mint

pl. humdn T-sejt lymfotrép virus 1 és 2 (HTLV-1 és -2) és
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majom sarcoma virus (88V). A gszakemberek szdmdra szamos
agyeb alkalmas retrovirus ismert. A retrovirusok
rendszertandt illetden 1d. Teich. "RNA Tumor Viruses”.
(szerk.: Weiss és mtsi, Cold Spring Harbor Laboratory, 2.
kiadds. 1-16. o0ldal, 1985). A retrovirusok korldatozott
ekotropizmusianak problémaja az elektroporacioval,
protoplaszt sejtfiazidval vagy kalcium-foszfatos
precipitdciodval célsedtekbe transzfektalhatd klénozott

virdlizs genom alkalmazdsival megoldhatéd.

A taldlmany szerintil sejtvonalakat példaul vgv alakithatjuk
ki. hogy a szelektalatlan dendritikus sejteket az env AKR

egér retrovirus szekvencia (Risser, R. és mtsi, Ann. Rev.

Genet.. 17. B85-121, 1983) egy részével fuzionalt, mutalt
v-mycMH2 maddr onkogénnel (Graf, T., Biochim. Biophys. Acta,

516, 269-299, 1982) fertdzziik. Az env AKR egér retrovirus
szekvencia a makrofag-eredeti N1l sejtvonalban taldlhatd, és
a VN1l virust termeli (Righi és mtsi. Oncogene, 6. 103-111,
1991), amely képes a makrofdzok immortalizdlasara (Pirami,
L. é&s mtsi, Proc. Natl. Azad. Sci.. USA, 88, 7543-7547,
1891). Az N11 sejtvonalat a Budapest Szerzddés értelmében,
93051207 depondlasi szdmon, 1893. méjus 12-én a European
Collection of Animal Cell Cultures-nél (Salisbury, Nagy-

-Britannia) helyeztik letétbe.

A VN11 virust kdzvetlenil dendritikus sejtek
immortalizdldsdra haszndlhatjuk, vagy "packaging” vektorokba

transzfektédlhatd vektorba kldénozhatiuk. Az utdbbi esetben a
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dendritikus sejteket e "packaging” sejtekkel egyltt

tenvésztve (vagy azok felliluszdjaval) fertdzzik.

Példaul, a TN5 transzpozonbdl szarmazd neo génnel egylitt
megfeleld plazmidvektorba klénozott VN1l virus genomjat a
psi seitvonalba transzfektdalva MIB-psi2-N11 elnevezési

retrovirus vektort kaptunk.

A plazmidvektor hagyvomdnyos mdédszerekkel alakithatd ki, pl.
oly mdédon. hogy N1l sedtek DNS-kdényvtaranak HindIII-EcoRI
fragmentijeit pUC18-ba Lkldénozzuk., a kapott konstrukcidkkal
HB101 F. coli sejteket transzformdlunk. és a mycMHz gén egy
fragmentiékdl szarmazd Jelslt probaval hibridizdlva

screenelést végzlunk.

A dendritikus sejteket MIB-psi2-N11 retrovirus vektorral

fertézhetjik. vagy a virustermeld psi sejtekkel (psiZ2-N11)
egylittesen tenyészthetjlik. Az egyldttes tenyésztés egyik
réldiajaként. a virust termelé psi sejtvonalat 37 °C-on kb.
két éran keresztil szérum nélkili RPMI 1640 tapkdzegben 5
ug./ml mitomvecin C-vel kezelhetjik. A psi sejteket 10
centiméteres csészében mitomycin C-vel kezeltik, és tdbb
alkalommal DME téapkdzeggel mostuk. A lépsejt-szuszpenzidt a
csészére szélesztettik, kb. 24 6érdig rajta hagytuk, majd
6vatos pipettdzdssal levettik, és egy mdsik Petri-csészébe

szélesztettiik.
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Retrovirus vektorok

A retrovirus vektor elballitasanak részletes leirdsat 1d.:
Mulligan, R.C.. "Construction of Highly Transmissable
Mammalian Cloning Vehiclees Derived from Murine
Retroviruseg". Experimental Manipulation of Gene Expression,
szerk.: M. Inouye, 155-173. old., 1983; Mann, R. és mtsi,
Cell. 33, 153-159., 1983:; Williams., D. A. és mtsi. Nature.

310, 476-480, 1984: (e leirasokat hivatkozdsul emlitiuk).

A Mulligan és munkatdrsai Adltal leirt psi2 sejtvonalat NIH

3T3 fibroblasztokat pMOV-psi- klénnal (amely egy ekotrdp

Moloney egér leukémia virus [Mo-MulLV] klén) transzfektdlva
dllitottuk eld. A pMOV-psi a virus genom
"enkapszidacidéjahoz” szlikséges egyetlen szekvencia

kivételével wvalamennyi virdlis géntermé£ket expresszilja. A
pMOV-psi egy ekotrép virdlis envelope proteint is
expresszdal, amely c¢sak egér- (és kdzeli rckon ragcsdaléd-)

sejteken Jelenlévd receptort ismer fel.

Egy masik sejtvonal a médositott pMov~-Psi-genommal
rendelkezd NIH Psi am, amelyben az ekotrép envelope
glikoprotein helyett a 4070A amfotrdép virusbdl sziarmazéd
envelope szekvencidk talidlhaték, midltal szélesebb amfotrdp
gazdakdrrel rendelkezd rekombinans virust termeld sejtvonal

Jjon létre.

A viradlis genomot tartalmazd plazmid rdadédsul a "packaging”
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psi sejtvonalba tdrténd transzfekcidé eldétt mas fajbdél
szAdrmazd exogén genetikai anyaggal médosithatd, és azutan
vihetd be a dendritikus sejtbe. A bevitt genetikai anyagok
genetikai marker vagy szelekcidés gének lehetnek, amelyek
intracelluléaris membran-kotott vagy szekretalt
polipeptideket kdédolnak, 1lehetévé téve az immortalizdlt

itagat és szelektdlasat. A

(/]

dendritikus sejtek azono
genetikai anyag tartalmazhat tovabba szabalyozd
szekvencidkat vagy az mENS termékek stabilizilasara képes
szekvenciikat, mint pl. néhany messenger RNS 3"

transzldlatlan régidjat wvagy intron régidkat. A dominans

szelektalhatd marker biarmilven antibiotikum-rezisztencia

fenotipus lehet. pl. neo (G418-rezisztenzia), hygro
(hygromycin-rezisztencia) vagy gpt (mikofenolsav-
-rezisztencia) gén, melyek azzal a feltétellel
alkalmazhatdk, ha az immortalizdlni kivant dendritikus

sejtek forrdsaként alkalmas donort valasztunk ki. Az ilyen
szelektdalhatd markerek széles korben hozzaférhetdk. A
vektorba inszertdlhatd egyéb hasznos genomidlis anyagok kozeé
tartoznak az olvan géntermékek, amelyek a kornyezettél
{amelyben transzlalédnak) fluggd értékkel, illetve
alkalmazhatdésdggsal rendelkeznek; ilyenek példdul a viralis,
bakteridlis vagy tumorsejt antigének, vagy a biolédgiailag
aktiv molekulak, mint pl. az antigén processing
polipeptidek, citokinek, hormonok, nbvekedési faktorok,
valamint a felsoroltak receptorai és homoldgjai, illetve

barmilyen, szdvetspecifitédssal rendelkezd polipeptidek.
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Az eredeti MIB-psi2-N1l1 vektorba bevihetdk olyan gének is,

amelyek prrotein antigéneket. az azokbdl szdrmazd peptideket,

wvalamint szekretdalt limfokineket vagy membranproteineket

(pl. MHC proteineket) kdédolnak.

Az MIB-rsi2-N11 vektor alkalmazdsaval tébb dendritikus

sejtklont immortalizdltunk, és Lkozuluik kettdt,

melyveket

CRl-nek és D28C/1-nek neveztiink el, széles kdrlen

karakterizdiltunk., és példaként irtunk le. A taldalminy egyvik

Cn
m

megval

rétegeként kozos tenyészetben alkalmazott

itasi médidban a dendritikus sejtek taplaléd

(feeder)

fibroblaszt

sejtvonal a VN1l virust termeld Psi am sejtvonal.

Ujszilott DBA/2 (CBl sejtek) és BALB/C egerek

(D28Cr1

sejtek) lépsejt-szuszpenzidjat az MIB-psi2-N11 retrovirus

vektorral fertéztik, és a megfertdzés utdan kdriulbeliil 2-4

héttel gdcokat figyeltiink meg, és a proliferdld sejteket (a

tapadd aggregatumoktdl elkilénitve) kldénoztuk. Ezek a sejtek

Jjellegzetesen rétegszerd ("sheet-1like")
mutatnak, szembedtld mozgékonysag mellett,
leukociték nem mutatnak. Az immortalizdlt

becsiilt kétszerezdbdési idede kb. 20 ora.

Felileti vagy intracellularis markerekre
antitestek segitségével két klént (CB1

karakterizdltunk részletesen.

fol

se

S

-

es

yvamatokat
amit méas

Jtvonalak

pecifikus

D28C/1)

A dendritikus sejtvonalakbdl szarmazd sejtvonalak esetében a
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CD1lc molekuladat felismerd N418 antitest (Metlay és mtsi, J.
Exp. Med., 171, 1753-1771. 1990), az M342Z antitest (Agger és
mtsi. K. Leukoc. Biol., 52, 34-42, 1992) és a Z2Al antitest
alkalmazhaté. A fentiek, illetve mas specifikus markereket
felismerd sok egyéb antitest alkalmazdsdval kimutattuk, hogy
a CD sejtvonalak sok, a Langerhans sejtekre (De Paufilis és
mtsi, J. Invest. Dermatol.., 23, 60-69, 1989) és a
dendritikus sejtekre (Inaba, K. és mtsi, J. Exp. Med., 176,

1963-1702, 1992) leirt tulajdonsiggal rendelkeznek.

A dendritikus sejtek serkentd aktivitdsa részben a B7/BBl
membranprotein jelenlétével flgg Ossze, amelyet t6bb
antigén-prezentdld sejttipuson azonositottak (Linsley. P. S.
és mtesi, J. Exp. Med., 173, 721-730, 1991; Linsley., P. S. és
mtsi, Science, 257, 792-795, 1892), és ugy tartjuk. hogy MLR
(kevert limfocita reakcid) vizsgdlatokban kulcsfontossagu az
érintetlen T-limfocitdk proliferdcidéidnak indukdlidsdban, és

a CD4 markert expresszalé limfocitdk antigén-specifikus

proliferativ reakcidéjédnak (Larsen, C.P. és mtsi, J. Exp.
Med., 176, 1215-1220, 1992) indukélédsdban. A B7/BB1
expresszidjat példdul aramlésos citofluorimetridval

mérhetjiik. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a dendritikus

sejtklénokban a B7/BB1 konstitutivan expresszalédik.

A dendritikus seijtek serkentd mikddése a primer MLR-ben
(Steinman, R.M. és mtsi, J. Exp. Med., 1857, 613-617, 1983)
ezen sejtek Jellemzd sajdtossaga. A CB1 sejtvonal

MLR-tipusii allogén reakcidéban in vitro a limfocitdk primer
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proliferativ reakcidéjdnak indukcidjat serkenti.

A dendritikus sedtek tovabbi funkciondlis tulajdonsaga, hogy
antigén-specifikus mddon Kképesek serkenteni az antigénnel
vald elsd érintkezést kovetden aktivalt T-limfocitdkat és az
érintetlen T-limfocitakat (Romani, N. és mtsi, J. Exp. Med.,
169, 11689-1178, 1989; de Brujin, M.L.H. és mtsi, Eur. J.
Immunol.. 22. 2347-235Z, 1992: Croft, M., J. Exp. Med.,

1765, 1431-1437, 1992).

A talalmany szerinti sejtvonalak adjuvédns hatdas nélkul in

vive primer antigén-specifikus reakcid indukalaséara
alkalmazhaték. A dendritikus sejteket — az antigénnel
elébb in vitro érintkezésbe hozva — in vivo adhatjuk be.

A dendritikus sejtek természetes antigén (példéaul balna
sperma micglobinja) feldolgozdsdra, es ezen antigénre

specifikus T-kldén szémdra torténdéd prezentdldasara képesek.

A dendritikus sejtek sejt-kdzvetitette reakcidk, példaul
kontakt-szenzitivitds (Sullivan, S. és mtsi, Immunol., 137,
2460-2487, 1986), allogén transzplantdtumok graft
kildkdédése (Lechler, R. I. és mtsi, J. Exp. Med., 185, 31,
1982; Larsen, C.P. és mtsi, J. Exp. Med., 172, 1483, 1980),
az MHC-korlatozds alatt 4116 T-limfocitak aktivdlasa (Inaba.
K. és mtsi, (J. Exp. Med., 172, 631, 1990), és T-limfocitdk
altal kozvetitett antitestek (Sornasse és mtsi., J. Exp.

Med., 175, 15-21, 1992) indukdldsdra is képesek.
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A kontakt-szenzitivitds (CS) a késdi tipust immunreakcid egy
sajdtos fajtdja. amely akkor fordul eld. ha az organizmust
epikutdn szinten immunizaljuk. s a reaktiv hapténnel azutan
éri a stimuldcid (Sullivan, S. és mtsi, J. Immuncl., 137.
2460-2467). A kontakt-szenzitivitds akkor is kimutathatdé. ha
a Langerhans sejteket vagy a dendritikue sejteket in vitro a
hapténnal konjugaljuk. és szingénikus organizmusba
injektdliuk (Macatonia, S.E., Immunology, 59, 509-514,
1986). A FITC vagy DNBS hatédsdnak kitett CRBEl1l sejteket ezutan
szubkutdn természetes szingénikus egerekbe injektdljuk, ahol
CS tipust elsédleges reakcidé indukdldsidra képesek. A
reakcidét az egér fililének (melybe a sejteket injektdaltuk)
duzzaddsaval mérjlik: CS reakcidé indukdlasdhoz 10 000 sejt

szikséges.

Ez a reakcid antigén-specifikus, mivel a kezeletlen sejtek
nem képesek indukecidt kivdaltani. A CBl sejtek az érintetlen
T-limfocitdk in wvivo aktivalasdra képesek. A talalméany
szerinti sejtvonalak t5bb elényds tulajdonsaggal

rendelkeznek, melyek kiiléndsen hasznossd teszik &ket.

Példaul, a CB1 sejtek ex vivo antigén-specifikus
T-limfocitak gerktentésére alkalmazhaték. Egy masik
lehetéség szerint, ezeket a sejteket a T-limfocitak in vivo
serkentése érdekében é1l18 szervezetbe vihetjlik be. Az antigén
a sejtekkel egyutt, vagy azoktdl elkiilénitve adhatd be,
illetve (patogének esetében) mar eredetileg jelen lehet az

organizmusban. A CBl1 sejtek tovabbi elénye, hogy az
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antigénnel in vitrec azeldtt tdlthetlik fel, hogy a sejteket
in vive bevinnénk az organizmusba. eziltal sokkal kevesebb
antigén alkalmazdsara van sciitkség. és  lehetdvé valik az
antigén in vitro feldolgozdsa, an2lkiil, hogy szolubilis

proteinként in vive injektdldsdra lenne sziikség.

A taldlmany szerinti sejtvonalak tovabhbi eldnye. hogy
az antigén Onmagdban vagy egy vagy tébb adjuvanssal egylittes
injektdldsaval kivaltott immunreakcidktsl eltérd
immunreakcidk indukidlacsdra alkalmazhatdk. azaz segitséglikkel
T-helper limfocita szubpopuldcidék (mint pl. Tuai és Tuz)

indukalhatdk.

A provirus molekularis klénczisédnak elénye. hogy
génsebészeti moédszerekkel végzett médositdsokat tesz

lehetévé, éa retrovirdlis vektorokat alkalmazhatunk.

A taldalmdny szerinti sejtvonalak olyan komponensek vagy
termékek izoldldsdra alkalmazhaték. amelyek az antigén-
-prezentiald sejtek (kiildndsen a dendritikus sedtek) kis
szama miatt (azon szervekben, amelyekben Jelenlétik

bizonyitott) Altaldban nem férhetdk hozza.

A= aldbbi példdkat a taldlmany tovédbbi szemléltetéseként

irjuk le. anélkil, hogy annak targykdrét korlatozni

szandékoznank.

A példédkban szokvanyos vagy a tudomdnyos irodalomban leirt
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ejteket a2lkalmaztunk. A sejteket &altaldban 2 mM R-merkapto-

(0]

-etanolt &s 10 %. hdével inaktivalt magzati borjaszérumot
tartalmazd RPMI tapkdzegben., 5 % COz2-0ot tartalmazéd

padrdsitott atmoszféraban 37 °C-on tenyésztettik.

Rekombindns DNS eljardasok

Ahol lehetséges, analitikai tisztasagn reagenseket
alkalmaztunk. Ha mésképren nem Jjelezzik, 1z folvékony és
szildrd tdrkézegeket Maniatis, T. és mtsi. (Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harber Lab., 1982;
a tovabbiakban "Maniaties") &ltal leirtak szerint allitottuk

eld.

Immunoglogiai vizsgdlati technikak

A vizsgalatokhoz analitikai tisztasdagu reagenseket
alkalmaztunk. Ha masképpen nem jelezziik, a seittenyésztéshez
alkalmazztt tapkozesek, rufferek és mosdéoldatok
elddlliti=at, illetve az egyéb eljardsokat Coligan, J. E. és
mtsi. 1leirdsa ("Current Protocols in Immunoclogy", J. Wiley

and Serns Inc.. Media, PA, USA, 1892; a tovédbbiakban

1. példa

Az N1l sejtvonalbél pUC18 plazmidban, ismert eljdrasok

szerint (Maniatis) genom DNS-kdnyvtarat készitettink. A
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konyvtdr screeneléséhez. és a priéba "nick" transzlacidval

torténd elddllitiasdhoz hasznalt eljAarasok ismertek
(Maniatis). A genom DNS-fragmentek HindIII és EcoRI
enzimekkel végzett emésztéssel kialakitott ligalasi

termékét az exogén genetikai anyag beépitéséhez kompetenssé
tett HR101 E. coli tdrzs transzformdldsdhoz alkalmazott
eljarass=al linearizdalt pucC18 plazmidba inszertaltuk

(Maniatis).

eiteket ampicillint tartalmazd szildrd LB agar téaptalajra

=g
(0]
o

srélesztettiik, olyan higitdsban, hogy kildndlld telepeket

kapiunk.

37 °C-on 18 o&raig végzett ndvesztés utdn a telepeket
nitrocelluléz filterre (Schleicher és Schuell Co.) vittik. A
filtereket szdritottuk. mostuk. és vadkuum alatt 70 °C-on
kezeltik (Maniatis). Az eléhibridizaciét és a pMHZHA
plazmidban 1évé myc-MHz génfragmentbdl seszdrmazdé Jeldlt
prébaval végzett hibridizidcidét Maniatis eldardsa szerint
végeztik.

A filtereket. megfeleld mosds utdn., megszdritottuk, és
réntgenfilmekre expondltuk, melyeket 12-24 éra malva hivtunk
elé. A screenelés utdn a méasolati filteren azoncs helyen
pozitivnak taldalt telepeket izoldltuk, és ampicillint
tartalmazé LB agar taptalajra szélesztettik, hogy olyan
telepeket kapjunk, melyek bizonyosan egyetlen transzformélt

sejtbdl szarmaznak.
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A kapott telepeket a fentivel megegyezd masodik szelekciéds
ciklusnak vetettiik ald. A mascdik screenelési ciklusban
gyakorlatilag valamennyi telep pozitiv Jjelet adott. Ezek

egvikét valasztottuk ki a tovdbbi vizsgdlathoz, melyet

pl18-nak neveztik el.

Az inszertet Sanger eljardsa alapjéan., kereskedelmi Gton
beszerezhetd reagensek alkalmazdsdval a gyvartd Gtmutatasai

szerint teljesen megscekvenaltuk.

2. példa
Az MIB-psi2-N11 retrovirdlis vektort termeld sejtvonal

eldéallitasa

A p316 plazmidba klénoztott VN1l virus genomot a TN

transzpozonbdl szarmazd, és a G418 neomicin-analéggal
szemben rezisztenciat biztositd neo génnel egyutt
psi sejtvonalba transzfektaltuk. Ez a sejtvonal (a

virusréaszecskében termelt RNS beépliléséhez informacidkat

tartalmazd) exogén genetikai anyaggal transzformdlva
fertdzdképes virusrészecskéket képes kialakitani. A
transzformalt klénokat elbfszor G418 antibiotikum

jelenlétében n&vekedési kapacitdsra, majd a v-myc-MHz génre
specifikus proéba alkalmazdsdval a VN1l provirus altal kédol
genom RNS jelenlétére szelektaltuk. Az igy kapott

retrovirdlis vektort MIB-psi2-Nl1l-nek neveztik el.
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3. példa

Dendritikus sejtvonalak kialakitadsa

Uiszlilott DR4 2 wvagy BALB/C egerekbdl (Charles River,
Olaszorszdg) a virdsvérsejtek amménium-kloriddal végzett
lizisével (a vdrdsvértesteket ismert eljdrdssal [Caligan]
eltavolitva) lépsejt-szuszpenzidkat készitettlink. A sejteket
10 % FCS-s21 (Gibco)., glutaminnal, penicillinnel,
sztreptomicinnel és 0.5 mM RB-merkapto-etanollal kiegészitett
EPMI-1840 tapk”cegben (Sigma) szuszpendaltuk. és 10€ sejt/ml
sliriségben 35 mm atméréjld Petri-csészékbe szélesztettilk. Az
immortalizacisct a MIB-psiZ-N11 retrovirus vektorral
végeztilk, olv médon, hogy a virustermeld sejtvonal 24 Orés
gszubkonfluens tenyészetének 10 pug/ml polikrént (Sigma)
tartalmazé komplett tapkdzeggel 1:1 aranyban higitott

feliilszdjat 0.22 u steril filteren (Nalgene) szlrtik. 5 %

CO=-0t tartalmazd inkubdtorban, 37 °C-on 1 6raig végzett
inkubalas utan a tenyészethez 1/2 térfogatnyi friss
tapkdzeget aitunk, s a tédpkdzeget hetente Lkétszer

rendszeresen ocseréltik. A fertdzés utani els6 héten a
sejteket 10 % 1.929.6C-vel kiegészitett tapkozeggel
taplaltuk. a kodvetkezé két héten az L929.6C mennyiségét 5

%-ra csdkkentettilk, majd fokozatosan elhagytuk.

A fertézés utidn 20-30 nappal a Petri-csészékben az osztdodd
sejtek tobb gdcat figyeltiik meg. A sejtvonalat 20 passzalés
utan tekintettiik stabilnak, majd hatdrhigitdssal 96 Uregi

lemezre szélesztettilk, és klénoztuk.
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4. példa

Notrhern blot analizis

A CBl sejtekbdl szédrmazéd mRNS-ek és egy pozitiv kontroll
Northern blot analizisét kordbban leirt specifikus myc MHz
préba  alkalmazésdval végeztiik (Proc. Natl. Acad. Sci.. USA,
88, 7546. 1991). A myc MHz 3 -prroba csirke genom-kényvtarbdl
szarmazik. és a maddr myc gén 3 -régidjat reprezentilja,

amely nem kereszt-hibridizdalsédik az egér myc g2énekkel.

5. példa

A dendritikus sejtvonalak immunhisztoldégiai vizsgdlata

A CR1 és D2SC/1 klént a dendritikus sejtek feliileti, illetve
intracelluléaris markereire specifikus antitestek (mint pl.
az N418, CD1lec és anti —-B7 antitestek) segitéségével
karakterizaltuk részletesebben (az antitestek leirésa
megtalalhatd a fentebb emlitett hivatkozdsokban). Az
antitesteket ismert eljardsok (Coligan) alkalmazdsival
biotinnal Jjelsltiik. Réviden: 108 sejtet szobahémérsékleten
15 percig 10 % egér vagy patkdny (nem immun-) szérumot
tartalmazé PBRS-ben inkubdltunk. majd a tdpkdzeget biotinnal
jeldlt primer antitestet tartalmazé, 0,1 % (m/V) BSA-val
(Sigma) kiegészitett PRS-sel helyettesitettilk, és a mintat
30 percig 4 °C-on inkubdltuk. A sejteket ezutén 0,1 % (m/V)
BSA-t tartalmazdé PBS-sel (PBS/BSA) haromszor mostuk. és 4
°C-on 30 percig sztreptavidin/fikoeritrint (Boehringer)

tartalmazé PBS/BSA oldatban a gydrtd utmutatdsal szerint
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inkubaltuk.

A sejteket lézer-impulzusos A&aramldsos citofluorimetridval
(FACSort. Beckton & Dickinson) analizaltuk: az elpusztult
sejteket propidium-jodiddal elékezelve, adatanalizis

csegitaségével tavolitottuk el.

I. TABLAZAT
Publikadlt dendritikus lépsejt feliileti markerek

O6sszehasonlitdsa a CBl1 és D2SC/1 sejtvonallal

Antigén Crowley és Vremec és Agger és D28C/1 CB1

mtsi, 1989. mtsi., 1992. mtsi,

(Steinman) (Shortman) 1980.
MHCI ++ ++++ +++ D +++ D +
Kn.d. Kn.d.
L (AP+++) L (AP+++)
MHCI1I +++ ++++ +++ I-A ++ I-A ++
I-E ++ I-E ++
CD8¢x -/ ++* +/+++* —/+* + +
I1L2-Re + - + - -
CDh28 n.d. n.d. n.d. ++ ++
B7 n.d. n.d. n.d. + ++
Ch2 n.d. + n.d. + +
CDl1lla (FA-1) n.d. n.d. + ++ ++
CD54 (ICAM-1) n.d. n.d. n.d. +++ +++

Clib (Mac-1) + + + n.d. n.d.
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I. TABLAZAT (folytatas)
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Antigén Crowley és Vremec és Agger és D258C/1 CB1
mtsi, 1989. mtsi, 1992. mtsi,
(Steinman) (Shortman) 1990.
CD1llc (N418) n.d. n.d. ++ ++ ++
x4 Integrin n.d. n.d. n.d. +++ ++
(R1-2)
CDh18 n.d. n.d. +++ +++ +++
CDh44 (Pgp-1) ++ ++++ n.d. ++++ 44+
HSA (J1i1D) —/++* +++ +/+%* N T A s
B220 - - - - _
F4/80 + + - ++ +
CDw32 - + - ++ +
(FcyRII)
FceRI+II n.d. n.d. n.d. - -
- negativ
+ < 10 %

+ 10-50 %
++ 50-90 %

+++ > 90 %

++++ 100 % (4dtlag: a hattérszint tdbb, mint Stvenszerese)

n.d. nem detektalt

AP H-2 L korldtozds alatt 4116 antigén-prezentdlas

* két populédcid

Agger, R., Crowley,

M.T.

és Witmer-Pack, M.D.,

Intern. Rev.

se¢ o0e see,
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Immunol., &, 89-101, 1590:

Crowley, M., Inaba, K., Witmer-Pack, M.D. és Steinman, R.M.,
Cellular Immunology, 118, 108-125, 1989;

Vremec. D., Zorbas. M.. Scollay, R., Saunders. D.J..
Ardavin, C.F., Wu, L. és Shortman, K., J. Exp. Med., 1786,

47-58. 1892.

6. példa

Immunhisztokémiai analizis

Az intracelluldris markerek analizise érdekében a CBl
sejteket a fentiek szerint steril csészékben ndvesztettilk,
majd szobahdmérsékleten 2 percig acetonban rogzitettiik. A
sejteket ezutdn 1 ¥ (nem immun-) egérszérumot tartalmazé
PBS-ben, szobahémérsékleten egy &éran keresztiill az elsd
antitesttel inkubaltuk, PBS/BSA eleggyvel haromszor mostuk,
majd patkdny immunglobulinok elleni (Z2A1 antitest) vagy
horcsdg immunglobulinok elleni, peroxidazzal Jjeldlt egér
antitestekkel (M342 antitest) inkubdltuk. A sejteket ezutan,

se érdekében, diamino-benzidin

O]

pozitivitasuk értékel

Jelenlétében inkubaltuk.

7. példa

A CBl1 sejtek in vitro serkentd aktivitasanak vizsgdlata

A kevert limfocita reakcidé (MLR) vizsgdlatot allogén CS57BL/6
egerekbbl a fentiek szerint nyert lépsejt-szuszpenzid

alkalmazéasaval végeztik. Serkenté sejtekként a CB1



se vese soee oo
. . . .
see e0e oo .
. . . ¢« e

e seg eve seve

dendritikus sejteket vagy az MT2-1 makrofag sejtvonalat (P.

icciardi-Castagnoli és mtei, Res. Immunol., 143, 101-106.
13282) alkalmaztuk, melyeket elézetesen polisztirol csdvekben
37 °C-on 20 percig 25 pg/ml mitomicin C-vel kezeltiink. Mosés
utan a serkentd sejteket komplett tapkdzeggel mostuk. és
C27BL/6 egerekbdl szdrmazé 30000 sejt/ml T-sejttel egylitt
nfvekvd dbézisokban 96 {iregli lemezeken szélesztettik. A
sejteket 2 Ci/ml BH-TdAR-t tartalmazd komplett tépkdzegben
tenyesztettitk. A lépsejt-=zcuszpenzidbél a T-sejteket nylon

mbranon tisztitva nyertik. A sejteket 72 6raig a fenti

3]
i)

kE3rlilmények kozdtt inkubdltuk, dvegszirdn szirtik, és a
bzépilt radioaktivitdst folyadékszcintillédcids szamlaléval

+Petaplate, LKB-Wallac) mértiik.

Az antigén-prezentdldsi vizsgalat sordn eldzetesen 100
egység/ml IFN/ -val vagy 200 pg/ml mrGM/CSF-fel aktivalt
12000 darab antigén-prezentald sejthez (CB1l), 0.5 iM-tél
kiindulva, névekvé dbézis bdlnz sperma mioglobint (SpWMb)
adtunk. Az eldaktivdlt antigén-prezentdléd sejteket lapos
fenekl, 96 Uregl lemezeken 10000 darab 13.26.8 egér T-T
hibridoma sejttel (melyet Dr. A. Livingston-t61 [Basel
Institute for Immunology, Bizel, Svajc] kaptunk) egylittesen
tenyésztettik. Az antibiotikumokat, glutamint, R-merkapto-
-etanolt és 5 % magzati borjuszérumot tartalmazd Iscove
tapkbzeghen (Sigma) 24 6rdig végzett nbvesztés utén minden
egyes Ureg feliilltszd6jdbsl 100 pl-t IL-2-dependens HT.2
sejtvonalat tartalmazé 96 Uregd lemezekre vittiink, és a

felliltszdkat MTT-n (Sigma) alapulé kolorimetriads
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vizsgdlattal. ismert eljaras gzerint (Coligan), IL-2

tartalméra vizsgiltuk.

8. példa
A CB1 sejtek in vivo T-dependens reakcidkat indukald

képességének vizsgdlata

A CBl sejteket Macatonia. S.E. és munkatdrsai altal leirt
eljaras (Immunology, 5g9. 508-514) =szerint. 37 °C-on 30
percig 200 pg/ml  FITC-vel Sigma) vagy 1 mg/ml DNBS5-tel
(2.4-dinitrc-benzol-szulfonsav, Eastman Kodak) kezeltuk. 250
ul HBSZ-ben (Sigma) 10000 darab sejtet szingénikus egerek
hitaba szubkutdn injektiltunk. Ot nap malva a kezelt,
illetve (kcntrollként) a kezeletlen sejtekkel injektalt
egereket fileik mindkét oldalan 25 ug FITC-vel vagy 15 ug
DNFB-vel kezeltiik. A fiilek vastagsagat kdzvetlenlil a kezelés

elétt, és 24. 48 és 72 déraval késdbb, mikromérdvel mértik.

9. példa
Az MHC génekben deléciés mutacidkat tartalmazd MHC-

dendritikus sejtvdltozatok kialakitasa

A tenyésztett sejteket cézium forrdsbdél szarmazd gamma
sugArzassal (300-1000 rad dézisokkal) mutagenizdltuk, és I.
és II. tipusa MHC molekuldk elleni antitestekkel, majd
Complementtel végzett kezeléscsel negativ szelekeidt

végeztink.
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Moretta ész munkatdarsai 4ltal leirt eljards szerint (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. B84, 1854-1658, 1987) lehet&ség van
arra. hogy citofluorimetriaval az MHC gének expresszidjat

illetSen (a besugdrzias utdn) negativ (vagy kétsceresen

negativ) vdltozatokat szelektdaljunk.

Ezzel az eljdrdassal MHCT- (negativ) dendritikus sejtvonalakat
nyerhetiink. amelyek =a kivant I. vagy II. osztdalya MHC
génekkel transzformdlhatdk. Példdul, a neo gén oDNE-ét
tartalmazé plazmidot lipofektin segitségével dendritikus
sejtekbe transzfektaltuk. Ehhez 1 x 108 sejtet 2 ml
tenyésztd tdpkdzegben szélesztettiink, amelyhez elézetesen 50
ul  tenyésztd tdpkézesgbken 5 ug DNS-t  tartalmazdéd cldatot
adtunk. 18 6ra elteltével a tenyészethez tovdbbi 2 ml
tapkdzeget adtunk, és az inkubdlast ujabb 48 éra hosszat

folytattuk. majd kiszelektdltuk a transzfektansokat.

Alkalmazhatosag

Taldlmanyunkban eljérasokat biztositunk a T-limfocitédk

antigén-specifikus in vivo és in vitro aktivalasara.

Példaul, az organizmusbdl T-sejteket veszink ki, az adott
antigénre specifikus T-sejteket stimuldljuk, majd azokat
visszajuttatjuk az eredeti organizmusba, hogy az antigén
ellen immunreakcisdt valtsunk ki. Mésrészt, a taldlmény
szerinti sejtvonalakat egy adott antigénnel

szenzibilizdlhatjuk, és a szenzibilizalt sejteket
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vigszajuttathatdiuk az MHC-kompatibilis organizmusba.
Talalmanyunk kiildéndsen alkalmas olyan esetekben. amikor az
antigén tisztitdsa bonyolult vagy kdltséges; amikor az
organizmus, amely ellen immunreakcidt akarunk kivédltani,

veaszélyes; ha az ugyanazon organizmussal végzett kezelés
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khatdsokat okoz; és kiildn&sen, ha egvébként bonyolult

ve
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és hosszan tartd immunreakcidét kivaltani.
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Szabadalmi igénypontok

1. Immortalizalt dendritikus sejtek.

2. Az 1. igénypont szerinti immortalizdlt dendritikus
sejtek. azzal Jjellemezve, hogy a sejteket v-myc onkogént

tartalmazd retrovirus vektorral transzfektaltuk.

3. A Z. igénypont szerinti immortalizilt dendritikus
sejtek, azzal Jjellemezve. hogy a sejteket két retrovirus
egylttes transzfekecidiabdl szarmazd retrovirus vektorral
transzfektaltuk. mely retrovirusck koziil legaldbb az egyik

v-myc onkogént tartalmac.

4. A 2. wvagy 3. igényront szerinti immortalizdlt
dendritikus sejtek, azzal Jellemezve, hogyv a sejteket egy
retrovirdlis glikoproteint kédold részhez faziondlt v-myc

onkogént tartalmazd retrovirissal transzfektdltuk.

5. A 4. igénypont szerinti immortalizilt dendritikus
sejtek, azzal Jjellemezve, hogy a sejteket az ECACC-nél
93051207 depondlasi szdamon letétbe helyezett N11 egér
makrofdg sejtvonalbdl szarmazd onkogén retrovirus vektorral

transzfektaltuk.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti immortalizdlt
dendritikus sejtek, azzal Jjellemezve, hogy a sejteket

"packaging" sejtvonalakbdl szdrmazé onkogén retrovirus
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vektorral transcfektaltuk.

7. A 8. igénypront szerinti immortalizdlt dendritikus
sejtek. azzal Jellemezve. hogy a sejteket az N1l seitvonal
VN1l virusaval transzformdlt psi2 sejtebdl szdrmazd onkogén

retrovirus vektorral transzfektaltuk.

8. A 7. igénypont szerinti immortalizalt dendritikus
sejtek. azzal jellemezve, hogy a sejteket onkogén
retroviralis vektorként MIB-psiZ-N11 vektorral
transzfektaltuk.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti immortalizalt

dendritikus sejtek, azzal jellemezve, hogyv a sejtek
csontvelébsdl. epidermiszbdl (Langerhans sejtek) szarmazd
dendritikus sejtek, germindlis kOzpontokbodl szarmazd

follicularis és interstitialis dendritikus sejtek, illetve

nvirokszervek 8sszekapcsoldodd dendritikus sejtiei.

10. Eljaras dendritikus sejtek immortalizildsira. azzal
Jellemezve, hogy dendritikus sejtek primer tenyészetét v-myc

onkogént tartalmazd retrovirus vektorral transzfektaljuk.

11. A 10. igénypont szerinti eljidrds, azzal jellemezve,
hogy a dendritikus sejteket az ECACC-nél 93051207 deponadlasi
szAmon letétbe helyezett N11 egér makrofdg sejtvonalbdl

szdarmazd® onkogén retrovirus vektorral transzfektaljuk.
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12. A 11. igénypont sczerinti eljéards, azzal jellemezve.
hogy a dendritikus sejteket az N1l sejtvonal &ltal termelt
VN11 virussal transzfektdlt ‘“packaging” sejtvonalakkal

végzett egylttes tenyésztéssel transzfektaljuk.

13. A 12. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve.
hogy a "packaging"” sejtvonalként a psi2 sejtvonalat

alkalmazzuk.

14. Az 1-9. igénypontok szerinti dendritikus sejtek
alkalmazisa az immunrendsczer T-sejtjeinek antigén-specifikus

és MHC-korlatozta aktivalasara.

15. Az 1-9. igénypontok szerinti dendritikus sejtek
alkalmazdsa a specifikus MHC génekkel végzett
transzfekcidban az immunrendszer T-sejtjeinek antigén-

-specifikus és MHC-korldtozta aktivalaséra.
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