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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABP- antigén kot6 fehérje

AcP-savi foszfataz

AEC-3-amino-9-etil karbazol

AP-alkalikus foszfatdz

APC-antigén prezentalo sejt
BCIP-5-bromo-4-kloro-3- indolil foszfat
BSA- marha szérum albumin

CCF-coeloma citolitikus faktor

Cu/Zn SOD- Cu/Zn szuperoxid dizmutéz
CTL-citotoxikus T limfocita
DAPI-4’,6-diamidino-2-fenilindol

ECL- enhanced chemilumineszcens reagens
EFCC- Eisenia fetida coelomasejt cluster
EGF-epithelialis novekedési faktor
ELISA-enzyme linked immunosorbent assay
FCS-fotalis borji szérum
FITC-fluoreszcein-izotiocianat

IL- interleukin

HRP-torma peroxidaz

HSA-human szérum albumin

KDO-2-keto 3-deoxyooktonat

KLH- tengeri csiga hemocianin
LBSS-,,Lumbricus” s6oldat
LPS-lipopoliszacharid

MALDI-Matrix Associated Laser Desorption Ionisation
mAt-monoklonalis antitest

MBL- mannoz kotd lektin

MHC- 6 hisztokompatibilitasi fehérje
MTT- 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetraz6liumbromid
NBT- nitro-blue tetrazélium

NGF- idegnovekedési faktor



NK- natural killer sejt
NOS-nitrogén monoxid szintaz
PAGE-poliakril amid elektroforézis
PI-propidium jodid

PBS-foszfat puftferolt sdoldat
proPO-profenol-oxidaz
ROI-reaktiv oxigén intermedierek
OPD-orthofenilén-diamin
TLR-Toll like receptor

TNF-tumor nekrozis faktor

TSH- thyroid stimulalé hormon
WST-1-4-[3-{4-lodophenyl}-2- {4-nitrophenyl } -2H-5-tetrazolio]-1,3 benzén disulfonat



3. OSSZEFOGLALAS

1. A gilisztdk természetes immunitasat kisérletesen vizsgdlva sikeriilt
megfigyelnlink olyan sejtpopuldciokat, melyek konzervalt antigéneket (citotoxikus
citokinek, sejtfelszini molekulik, enzimek, hormonok) felismeré monoklonalis
ellenanyagokkal mutatnak keresztreakciot. Az irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a
gerinctelen allatokban is kimutattak mar citokin-szeri molekuldkat, melyek feltehetéen
részt vesznek immunoldgiai folyamatokban. Ezek az un. gyulladasos citokinek
csoportjaba tartoznak (IL-6, IL-8, TNF-a). Két coelomasejt populacion (R1 és R2)
mutatott reakciot az anti-TNF-o monoklondlis ellenanyag. Hasonld keresztreakciokat
kaptunk két sejtfelszini molekula (CD24 és a Thy-1) esetében is.

2. A fehérvérsejtek vizsgélataban alapvetd a specifikus molekuléris markerekkel
torténd jellemzés, amihez elengedhetetlen a monoklonalis ellenanyagok hasznélata. A
gerinctelen immunsejtekre csak néhany monoklonalis ellenanyagot allitottak eddig eld,
melyek elsdsorban a rovar hemocitakra specifikusak. Hibridéma-technika segitségével
létrehoztunk egy monoklonalis ellenanyag-konyvtarat (anti-EFCC klonok), melyek
giliszta szovet és coelomasejt specifikusak. Ezekkel az ellenanyagokkal a
coelomasejtek szoveti lokalizaciojat is elvégeztiik. Az ellenanyagok festddési mintazata
Osszhangba hozhat6 volt a korabbi morfologiai vizsgalatok eredményeivel és
megerdsitette a coelomasejtek mezodermalis eredetére vonatkozd teodridkat. Ezzel
megnyilt a lehetéség a coelomasejtek képzddésének szisztematikus vizsgélatira és -
tovabbi ellenanyagok segitségével - kovetni tudjuk majd a sejtek egymaskozti
leszarmazasi vonalait. Aramlési citometridban reprodukalni tudtuk az immuncitokémiai
eredményeket, sikeriilt harom, antigén mintdzatdban jol elkiilonild populéciot
azonositanunk. Western-blot €s immunprecipitacios vizsgalatokkal igazoltuk, hogy
ellenanyagaink kiilonb6z6 fehérjespecificitassal rendelkeznek.

3. Funkciondlis tesztekkel (fagocitozis, enkapszuldcidos assay) sikeriilt
bizonyitanunk, hogy ellenanyagaink képesek elkiiloniteni két, a védekezésben eltéro
funkcidja sejtcsoportot. Mas fajokon végzett (elsdésorban rovar) alapjan ismert az, hogy
a védekezdsejtek egyes populacidi funkciondlis megoszlast mutatnak, és mas-mas
védekezési folyamatban vesznek részt, sét az egyes populaciok képesek egymassal
,kooperalni” a folyamat soran.

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

ellenanyagaink epitdp specificitasat és meghataroztuk az EFCC1 antigént felismer6



ellenanyagunk epitopjat. Ez egy hat aminosavas peptidszakasznak bizonyult, aminek
fejlodésbiologiai elemzését — bioinformatikai technikakkal - megkezdtiik. A vizsgalatok
tovabbfolytatasara egy coelomasejtes cDNS konyvtar kialakitasat kezdtiik el.

5. A coelomasejtek lizoszomalis marker enzimaktivitdsat, immunreaktivitasat
tanulmanyozva szintén heterogén populacidkat talaltunk a coelomasejtek kozott. A savi
foszfataz  enzimtartalom  valtozast  (aktivitds ndvekedést) mutatott a
coelomasejtekben baktériumok fagocitézisa utan. Ez a megfigyelés parhuzamba
hozhatdé mas fajokon (gerinceseken és gerincteleneken) kapott eredményekkel, amibdl
arra kovetkeztetiink, hogy a lizoszomalis enzimeknek (savi foszfataz) feltehetéen jol
regulalt szerepe van a foldigiliszta immunfolyamataiban is.

6. A cellularis funkciok mellett a humorélis védekezésben is részt véllalnak a
coelomasejtek. Citotoxicitasi tesztekkel sikeriilt igazolnunk a coelomafolyadék,
sejtlizatum, coelomasejt tenyészet sejtpusztitd hatasat emlds sejtvonalakon. Ez a faktor
fehérjetermészetli, hddenaturacid, enzimatikus emésztés (Proteinaz K) hatésara
elvesztette aktivitisat, mig tripszines emésztés nem valtoztatta meg a citotoxikus

aktivitast.



4. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A foldiinkon jelenleg ¢l6 mintegy kétmillié allatfaj 95%-at a gerinctelen
¢lolények képviselik. Tobb szazmillid évet feloleld evoluciojuk az egysejtii protozoaktol
a bonyolult eldgerincesekig oridsi diverzitast eredményezett. E hossz fejlodés soran
gyakran igen kedvezdtlen kornyezetben kellett talélnilik. Az életben maradast a rovid
¢lettartam és a nagy szdmu utdéd mellett az egyre sikeresebbé valo alkalmazkodas
biztositotta. Az evolicid folyamata nemcsak az élettelen kornyezeti faktorokhoz torténd
egyre sikeresebb alkalmazkodast, hanem a mas ¢l6lényekkel szembeni védekezés
fejlodését is eredményezte. Az alkalmazkodas sordn a soksejtli élélények olyan
struktarakat fejlesztettek ki, melyekkel sikeresen védekeztek a kornyezeti korokozok
ellen. A biologiai szabalyozas egyre bonyolultabba valt az evolucid soran, ugyanakkor
folyamatosan megdrizte azokat a struktirdkat, melyek a korabbi fazisokban a
legfontosabbnak bizonyultak. fgy a magasabbrendiiek, koztiik az emlésok és az ember
védekez6 mechanizmusai is 6rzik azokat a korabbi evolicids fazisokban 1étrejott — és a
védekezésben sikeres - elemeket, melyek kozvetlen médon 6roklédve, tovabbra is fontos
szerepet toltenek be a kornyezetbdl érkezd korokozok elleni védelemben. A természetes

crer

bir, hanem gyakorlati jelentdségi is.

4. 1. A gerinctelen dllatok természetes immunrendszerének dltalanos
jellemzése

A legtobb gerinctelen szdmdara nagyon fontos védelmet jelent a fizikai-kémiai
barrier: ha ezen az els6 védelmi rendszeren atjutnak a kérokozok, az allatok természetes
immunrendszerével taldlkoznak. Ez a rendszer nem specifikus, nem klonalis védekezo
rendszer, valaszad6 képessége ismételt fertézEs esetén nem javul, nincs memoria. A
természetes immunitas kialakitasaban kiilonféle sejtek és oldott molekuldk egyarant részt

vesznek, ennek megfelelden celluléris és humoralis immunitasrol beszéliink.



4. 1. 1. Cellularis védekezési mechanizmusok

A cellularis védekezésben immunsejtek tobb csoportja vesz részt, az
elnevezésiik, terminologidjuk torzsek, st fajok kozott is eltér. Legfontosabb sejtes
védekezési mechanizmusok a fagocitdzis, melanotikus enkapszulacio, valamint reaktiv
oxigén- ¢s nitrogén intermedierek termelése. Bizonyos sejtek olyan molekuléris
termékeket szintetizalnak és szekretalnak, melyek segitik a tulélést a szamukra elénytelen
kornyezetben (Ratcliffe és mtsai 1985).

Béar a gerincesekre jellemzd klasszikus természetes Oldsejtek (NK) altalaban
nincsenek jelen a gerinctelenekben, tobb gerinctelen szervezetben mégis mutattak ki NK-
szerli citotoxikus aktivitast (Nappi és Ottaviani 2000). A Planorbarius corneus csigafaj
hemolimfijadban két kiillonbozd sejt taldlhatd: adherdlo és nem-adherald, kerek
hemocitdk. Mindkét tipusu sejt szerepet jatszik a graftok kilokddésében, a P. corneus
ugyanis képes elpusztitani az allo- és xenograftokat enkapszulacié révén (Ottaviani

1992). Az autogén beiiltetések ezzel szemben nem valtanak ki valaszt.

4. 1. 2. Humoralis védekezési mechanizmusok

Antibakterialis és citotoxikus molekulak

Lizozim

A tépcsatorna sejtjei altal termelt antibakteridlis fehérje, amely elsésorban a
kiiltakaron vagy az emésztOcsatornan at behatolt mikroorganizmusok ellen fejti ki
hatdsat. Proteinazként miikodik, porusokat nyit a bakteridlis membranban, és megzavarja

az ionegyensulyt.

Reaktiv oxigén- és nitrogénintermedierek (ROI, NOI)

A parazitdk vagy patogének altal kivaltott gyors celluldris valaszok fdleg a
fagocitaké volt a kulcsszerep. A korai reakciokban gyakran a mar meglévé komponensek
aktivalédnak  (pl.:  extra-és intracellularis pH, ionaramok megvaltozasa,

membranproteinek keresztkotése €s oxidativ immobilizdcidja). Miutan aktivalddnak,



gyors ¢s Osszehangolt reakcidkat inditanak el, melyek egy része tipikusan oxigéntdl
fliggd, masik része attdl fiiggetlen (Nappi és Ottaviani 2000).

A reaktiv oxigén- ¢és nitrogén intermedier molekuldk (ROI és NOI) mint
citotoxikus molekuldk alkalmazasa evolucios szempontbo6l ési természetes immunvalasz,
a novényeknél és az allatoknal egyarant megfigyelhetd. A fagocitdk antimikrobialis
hatast ROI és NOI termelését ligand-receptor interakciok valtjak ki. A ROI termékek,
melyek produkcidjdban részben a NADPH oxidaz jatszik szerepet, minden eukaridta
sejtben keletkeznek az elektrontranszfer folyamatokban, mégis leghatékonyabban a
fagocitak szintetizaljak légzésiik soran. A fagocitdzist kiséré anyagcserefolyamatok
(,,oxigen burst”) a membranhoz kotott oxiddzok aktivalodasaval jarnak, és a
mikroorganizmusokra erdsen toxikus szuperoxid-anionok képzddését segitik eld. A
szuperoxid tovabbi oxidalé anyagok (hidroxilgyokok, ,,singlet” oxigén, hidrogénperoxid)
képzddését indukalja. A hidrogénperoxid (H,O,) szuperoxiddal (Oy’), atmeneti fémekkel
vagy nitrgénmonoxiddal reagdlva szintén hidoxilgyokot (OH) képezhet. Az aktivalt
fagocitdk ROI produkcidjaban a NADPH oxidazon kiviil egyéb enzimek is részt vesznek,
igy a xantinoxidaz, gliikézoxid4z, az arachidonsav metabolizmus és a mitokondrialis
elektrontranszport enzimei.

A nitrogén reaktiv intermedierjei (NOI) nitrogénmonoxidbol szarmaznak, amit L-
argininbdl a nitrogénmonoxid szintdz (NOS) hoz létre. A NOS megtalalhato a
fonalférgekben, gytirtisférgekben, rovarokban, rékokban, puhatestiickben ¢és
tiiskésbortiekben. Harom izoformaja koziil ketté konstitutiv és NADPH-t, megemelkedett
Ca”*-szintet és kalmodulin aktivaciot igényel a NO szintézishez. A harmadik izoforma
(INOS) lipopoliszacharidokkal vagy citokinekkel indukalhato, kalciumtol, kalmodulint6l
fiiggetlen, de miikodés¢hez NADPH sziikséges (MacMicking és mtsai 1997).

Citokinszerii molekulak

A gerinctelenek szdmos citokinszerli molekuldt termelnek, melyek a nem-
specifikus immunvalasz részei. Ezek a molekuldk aktivalt immunsejtekbdl szabadulnak
fel, rendkiviil fontosak az antimikrobidlis védelem effektor mechanizmusainak
indukaldsdban. A citokinek kozé tartoznak gerinceseknél az interferonok (IFN), az
interleukinek és a TNF-o csalad egyes tagjai. A citokinek tobb funkciondlis analdgjat
leirtdk kiilonb6zd gerinctelenekben (pl.: IL-1, IL-2, IL-6 ¢és TNF-a analdgjait
gyuriisférgekben, puhatestiiekben, tiiskésbortickben). Ezek a gerinctelen eredetti, citokin-

szerli molekulak tobb bioldgiai funkciojukban hasonlitanak a gerincesek citokinjeihez, €s
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az emlOs citokinekre specifikus antitestekkel gyakran keresztreakciot adnak (Beck és
mtsai 1996; Beck 1998; Ottaviani €s Franceschi 1997; Beschin és mtsai 2001), azonban

nukleinsav és aminosavszekvencia homologia koztiik egyelére nem ismert.

Antimikrobidlis peptidek

Molekulak hatalmas csoportjat képviselik, nagy szerkezeti diverzitassal és széles
hatasspektrummal birnak. Kozos tulajdonsaguk, hogy képesek a mikrobidlis
membranokat atjarhatova tenni (Rosetto és mtsai 1996; Bulet és mtsai 1999). A
rovarokban eddig tobb, mint 150 antibakteridlis és gombaellenes peptidet, polipeptidet
talaltak, melyeket a zsirtest (a gerinces maj funkcionalis megfeleldje, Bulet és mtsai
1999) mellett a gonaddok és a bél termel, de puhatestiickben (pl.: myticin, defenzin,
mytilin, mytimicin), rdkokban (pl.: paneidin) és gytiriisférgekben (pl.: lumbricin) is nagy
szamban talalhatok. Ezek altalaban 100 aminosavnal kisebb, amfipatikus molekulék, jol
definialt alfa-hélix ill. béta-lemez szerkezettel. Elsdsorban azokban a sejtekben
termelddnek, amelyek eldszor taldlkoznak a korokozokkal, igy a 1égz6-, bél- és
urogenitalis traktust béleld epitélidlis sejtekben, masrészt a cirkuldld sejtekben.
Szintézisiik lehet konstitutiv vagy indukalhaté. Konstitutiv termelédés esetén a
hemocitak termelik és a citoplazmatikus granulumok taroljak, mig a masik esetben
fertdzés hatasdra indukdlodik a szintézis. Antibakterialis hatdsukat a mikrobidlis
membran permedbilisabba tételével fejtik ki, ami ionegyensuly valtozast és
depolarizaciot okoz. A citoplazmatikus ATP szint csokkenése akadalyozza a respiraciot,
ami veégil sejthalalhoz (valésziniileg apoptozis) vezet. Az antifungalis hatds a
sporacsirdzas ¢és hifanovekedés gatlasdban jelentkezik, ami abnormalis sejtalakot

eredményez.

Az 1. sz. tablazat foglalja 0ssze a rovarokban leirt antimikrobidlis peptidek fébb

jellemzdit.
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Peptidcsoport Kémiai jellegek Specifitas Példak
linearis szerkezet,
2 a-hélix Gram-pozitiv és
. kapcsolodik ssze, Gram-negativ Hyalophera
Cekropinek 4 kDa kationos baktériumok ellen | cecropia cekropinja
peptidek
Rovarok
C1ste1nben gazdag 1-4 diszulfid hid a'tntlfung?l.ls es defenzmjg,
peptidek 7-6 kDa antibakterialis hatés drosomycin,
thanatin, heliomycin
Prolinban gazdag Gram-negativ drosocin,
eptidek 2-3 kDa peptidek baktériumok & metchnikowin
Pep pep gombak ellen
Glicinben gazdag Gram;qegatw attacin, sarcotoxin
peptidek 8-24 kDa b.a ktenurpok I1, diptericinek
indukaljak ’

1. tablazat. Rovarokban taldlhat6 antimikrobidlis peptidek csoportositisa (Bulet és mtsai
1999)

Koagulacio

A véralvadas - a testnedvek fehérjekomponenseinek koagulacidja - szintén az
immunologiai védekezést szolgalja. A hemolimfa alvadasat a Limulus polyphemus
rakban vizsgaltak legalaposabban. Ebben a fajban LPS és B-1-3-glukédn hatdsara szerin
protedz zimogének inditjak el a koagulacids kaszkddot (Muta és Iwanaga 2003). A
reakcioban részt vevé komponensek tobb protein domént is tartalmaznak: komplement-
related domén, C-tipusu lektin domén, EGF-szeri domén, NGF-szeri domén. A
Manduca sexta lepkefajban egy olyan indukalhato gliikkozspecifikus lektint izolaltak,
mely szintén rendelkezik hemocita koaguldlo aktivitassal (Minnick és mtsai 1986). A
scolexin a M. sexta larvdban virus vagy baktériumfertézés hatdsara termel6dod
plazmaprotein, mely hemagglutinal6é és lektinaktivitassal is bir (Kyriakides és mtsai
1995). A zimogének valdszinlileg proteolizis és sokotések révén aktivalodnak. De az is
lehetséges, hogy szubsztrattal, kofaktorral képeznek komplexet pl.: egyfajta lektin/szerin-
protedz komplexet, hasonléan a human komplementrendszert aktival6 human manno6z-

koto proteinhez (MBL) és asszocialt szerin proteazokhoz (MASP) (Sato és mtsai 1994).
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Gram negativ
baktériumok (LPS)
Endotoxin (LPS)

Factor C i Factor C (F=3)- fl-i-Glucan

Factor B L Factor B Factor G st Factor G

Pro alvadisi factor == Alvadisi factor

C I — Coug

Kis granulumok Nagy granulumok
-tachyplesin ~tachylektinek
-defensin -defensin
~tachistatin -factor C, D. B, G
-coagulogen
-pro alvadasi faktor
-cystatin

1. abra. Limulus polyphemus rak immunsejtje (granularis sejt), koagulaciés kaszkad. LPS
¢és glukan jelenlétekor degranulalodnak az immunsejtek, inicialodik a kaszkad (Muta és Iwanaga
2003).

Melanizacio

Egyes gerinctelenck, koztiik is elsésorban a rovarok (pl.: Drosophila), rakok
fert6z6 agensek elleni védelmében katekolamin eredetli pigment intermedierek 1is
szerepet jatszanak, mint példdul a melanin proteolitikus kaszkad citotoxikus elemei az
enkapszulacio (tokképzddés) folyaman. A melanin tirozinokbol felépiilé polimer,
amelynek kiilonb6z6 formai a ndvényekben és a magasabbrendii allatok szervezetében is
jelen van. Bioszintézisének folyamataban a fenoloxiddz dontd szerepet jatszik. Ez a
tirozindz enzim a rovarok hemocitdinak granulumaiban inaktiv prekurzorként, pro-
fenoloxidazként (proPO) taladlhat6, amit maés proteazok aktivalnak (Johansson ¢és
Soderhdll 1996; Smith 1996; Soderhéll és Cerenius 1998). Az enzimkaszkad akkor
aktivalodik, amikor baktérium vagy tobbsejtli parazita keriil a rovar szervezetébe, a
behatold a melaninszintézis sordn keletkezd toxikus anyagok hatdsara, hemocitak alkotta

tokba zarva eliminalodik.

4. 1. 3. Mintazatfelismero molekulak, lektinek

Olyan elemeket ismernek fel, amelyek azonosak a kiilonbozd patogénekben.
Rovarokban szamos mintazatfelismerd molekulat azonositottak, pl.: lipopoliszacharid-
kotod protein, Gram-negativ baktérium-koto protein, peptidoglikan-kétd protein és B-1,3-

glukan felismerd protein (Trenczek 1998). A mintdzatfelismerd fehérjék a plazmaban
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szabadon vandorl6 molekuldk vagy plazmamembran receptorok lehetnek, ebben az
esetben mintazatfelismerd receptoroknak nevezik. A Bombyx mori selyemmoly fajban a
specifikus peptidoglikdn kotd fehérje és az exogén peptidoglikdn kapcsolddasa
nélkiilozhetetlen a melaninszintézist eredményezd proPO kaszkad elinditasaban (Ochiai

¢s Ashida 1999).

A lektinek enzimatikus funkcioval nem rendelkezd szénhidratk6td proteinek vagy
glikoproteinek. Opszonizald és sejtagglutinald sajatsagiak, a patogén mikrobdkat és a
Metazoa parazitdkat agglutinaljak, immobilizaljak, eldsegitve a fagocitozist és az
enkapszulacidt. Egyeseknek szerepe van a proPO rendszer, a melanotikus kaszkad

aktivaciojaban (Ratcliffe és mtsai 1991).

A legismertebb jeltovabbité molekula a Toll, melyet elészor Drosophila-ban irtak
le, majd megtalaltdk a gerinces Toll-szeri molekuldkat is (jelenleg 9 molekulat
ismernek). A receptor bakteridlis LPS felismerésére képes (emldsokben a TLR-4)
Drosophila-ban a Rel jelatviteli utat indukalja, antimikrobialis peptidek termelddését
véltja ki (Horng és Medzhitov 2001). Erdekes, hogy a Caenorhabditis elegansban is
ismertek a Toll molekuldnak a megfelelé homologjai, de ezek nem vesznek részt az

antimikrobidlis peptid termelés jelatviteli utjaban (Couillaullt és mtsai 2004).

Az immunrendszer fejléddése soran kialakult fontosabb komponensek evolicios sémajat a

2. sz. 4bra foglalja Ossze.
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2. abra. Az immunrendszer fejlédésének szempontjabol fontos elemek megjelenése a torzsfejlédés soran.



4. 2. A giliszta immunrendszere

Az Annelida (gylrisférgek) torzs Oligochaeta osztalyaba tartozd foldigilisztak,
mint modellek a 60-as évek elején jelentek meg az Osszehasonlitd immunologidban.
Transzplantacids kisérletek hivtdk fel a figyelmet ezekre az allatokra, melyek a giliszta
borizomtdmlébdl szarmazod autoldg transzplantatumokat befogadtak, szemben az allogén
és xenogén szovetekkel (Cooper és Roch 1994). Immunsejt altal medialt, rovidtava
memoria is megfigyelhetd volt a transzplantacios kisérletekben (Bailey és mtsai 1971;
Cooper 1975). Ezen eredményekhez hozza kell flizni, annak ellenére, hogy mas fajokban is
torténtek hasonld megfigyelések, ez a kérdés még nincs megfeleléen koriiljarva és maig is
sokan vitatjak az immunoldgiai memoria létezését gerinctelenekben (Kurtz és Franz 2003;
Tettamanti és mtsai 2003). Ezek az eredmények a sajat, nem-sajat felismerés jelenlétének
bizonyitékaul szolgaltak a gilisztakban, lendiiletet adva a tovabbi Osszehasonlito

immunolodgiai kutatasoknak, ezen beliil a giliszta, mint modell alkalmazasanak.

4. 2. 1. A gilisztak altalanos felépitése

A gilisztdk rendszertanilag a gerinctelenek egyik legfObb torzsébe a
gylriisférgek (Annelida) kozé tartoznak. Tobb mint 9000 faj tartozik ide. Ezeket 3

osztalyra lehet osztani:

e Polychaeta (soksertéjiiek)
e Oligochaeta (kevéssertéjliek)

e Hirudinea (pidcéak)

A foldigilisztdk Osszaju (Protostomia) allatok, valodi mezodermalis eredetli
masodlagos testiireggel (coeloma) rendelkeznek. A coelomaiireg az érfalakon at a vérbol
kisztirddott folyadékot tartalmaz, amelyben az iireg belsé falabol szarmazd szabadon
vandorld coelomocitdk taldlhatok. A coelomafolyadék fontos szerepet tolt be a
foldigilisztak életében: ozmoregulator, az adtmeneti folyadéktarolds helye, segitségével a
belso szervek kozott jelentds anyagcesere (anyagfelvétel €s anyagleadas) zajlik, emellett
immunfunkciokkal is bir. A coelomaiireg is szelvényezett, az egyes szelvényeket

transzverzalis szeptumok valasztjdk el egymastol, koztik a coelomafolyadék és a



coelomocitdk szabdlyozott transzportja a szeptumon keresztiil szfinkterrel koriilvett
csatorndkon at biztositott. Az ilireg minden szelvénye paros metanephridiummal és egy
dorzalis porussal érintkezik a kiilvilaggal. A dorzalis pérusok muszkularis szfinkterekkel
rendelkeznek, igy képesek az intracoelomikus nyomasviszonyok, valamint a kiilvilag és a
testlireg kozotti folyamatos anyagcsere szabalyozasara (Cameron 1932).

A foldigilisztak elsd, passziv védelmi vonala, a bdr. A gilisztdk kiiltakaroja
epidermiszbdl és vékony kutikulabol all, mely az egész testet beboritja. A kutikula
mukopoliszacharidokat tartalmaz, melyek antimikrobidlis barrierként is szolgalnak
(Rahemtulla ¢és Levtrup 1974, 1975). Az epidermisz egyrétegli hengerham
tamasztosejtekkel, bazalis sejtekkel és kivalasztosejtekkel. A bazalis sejtek fontos szerepet
jatszanak a regeneracioban, gyakran fagocitotikus aktivitdst mutatnak (Chapron 1970a;
Valembois 1971). Eléfordul, hogy ezeket a sejteket nem is tekintik igazadn epidermalis
eredetlinek, sokkal inkabb a coelomocitakkal homologoknak (Burke 1974 a-c). Az egysejti
mirigyek a mukopoliszacharid-lipid-protein komplexet tartalmazé nyakot termelik. Ez a
valadék a surlodas csokkentésével eldsegiti az allat mozgasat, nedvesen tartja a feliiletet
biztositva a 1égzést, valamint antibakteridlis faktorokat is tartalmaz (Valembois és mtsai

1986, 1988).

Dorzilis blokk

Dorzilis porus

Kutikula
Mirigysejt Epidermis

Kirkirios

Erzékszervek f- " : :
# Ve N " l"- et izomréteg
Segmentalis ideg 'g &'. « Dorzilis vérér - e g_-_ -4 Hosszanti
: et izomréteg

Peritoneum

Typhlosolis Chloragocitik

Metanephridium

Bél epithél
Tubulusok
Retractor
Protractor
Nephridiopdrus JI;
Serték

Szubneurilis vérér Laterilis idegek

3. abra. Foldigiliszta keresztmetszeti képe (Davoli és mtsai 2002).
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A hamot az izomrétegtdl vékony, kdtdszoveti rostokbol allo alaphartya valasztja el.
A testfal (bérizomtomld) erdteljes izomzata kiilsé korkoros és belsd hosszanti rétegbdl
épiil fel, beliilrdl peritoneum boritja.

A tapcsatorna részei: szajnyilas, kidlthetd garat, nyel6csd, begy, gyomor, kdzépbél,
utobél, végbélnyilds. A nyeldcsd jarulékos mirigyei, az un. mészmirigyek, melyek a
talajbol bekeriilo és felszivodd anyagok kozombdsitését, a belsd kornyezet kémhatasanak
szabalyozasat biztositjdk. A kozépbél feliiletét boritd peritoneumot chloragogén sejtek
alkotjak.

A foldigilisztak keringési rendszere zart, kozpontja a nyeldcso koriili 6t par pulzald
tag harantedény (,,sziv”’). Vérik a plazméban oldott hemoglobintol piros szinii. A
foldigilisztak kivalasztoszerve a szelvényenként ismétl6dd paros metanephridium.

A kozponti idegrendszer agyducbol, garat alatti dicbol és hasduclancbol all, a
ducokbol szelvényenként harom par periférias ideg 1ép ki. A rostok foleg a testfalban
futnak, de a belsé szervekhez is adnak le agakat, az epidermisz alatt az egész testre
kiterjedd halézatot képeznek. Himnds allatok, a peték a parzdsi iddszakban a
megvastagodott nyereg altal termelt, a kolcsonds megtermékenyités utan az allatrol levald

tokban (cocon) fejlodnek (Mill 1978).

4. 2. 2. A gilisztak immunrendszerének szervezodése

A patogén mikrobdk mechanikai sériilés nélkiil is bejuthatnak az éllat szervezetébe,
elsésorban a dorzalis poérusokon és a nephridiopérusokon keresztiil (Cameron 1932).
Eppen ezért a coelomafolyadék sosem steril, mindig tartalmaz kiilvilagbol szarmazo
baktériumokat, protozodkat és gombakat. A mikroorganizmusok eliminalasa torténhet a
metanephridiumokon keresztiil, de a nephrostoma (csillangés tolcsér) sejtjei is felvehetik a
koérokozodkat. Egy masik hatékony mechanizmus is szabalyozza a mikroorganizmusok
szaporodasat: a coelomafolyadékban taldlhatdo fagocitdk valamint humoralis faktorok

A foldigilisztak coelomafolyadéka tobbféle coelomocitat tartalmaz. Ez utdbbiak
bizonyos gerinces leukocitdkhoz hasonléak morfologiai, citokémiai és funkcionalis
szempontbol, ezért gyakran ezeket is leukocitdknak nevezik (VéEtvicka és mtsai 1994). A
coelomafolyadék antimikrobidlis ¢és citotoxikus molekuldkat tartalmaz, melyek

immunbiolédgiai folyamatokban vesznek részt (Kauschke és Mohrig 1987a, b; Stein és
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Cooper 1988; Hirigoyenberry ¢és mtsai 1990; Lassegues és mtsai 1997). Szerepet jatszanak
tobbek kozott az opszonizacioban, agglutinacidban, fagocitdzisban, gyulladaskeltésben,
lizisben, In vivo az allogén és xenogén transzplantatumok elimindlasaban, in vitro
kiilonféle célsejtek elpusztitasaban. A coelomocitak cellularis funkcioinak alapja a
fagocitdzis €s a sejt-sejt felismerés (Roch 1996). A humoralis komponensek: a fetidinek, az

agglutininek, a lizozim, a fenoloxiddz rendszer.

nephridiopdrs .
dorzdlis pérusok . baktérimuck
felismereés
celluléris SN hreorlis
Irornurrvalass Irnurredlass
fagocitizls huraoralis faktorolk
intracelluldris N . 4
s opszoninok ¢ hakterinsztatikus Y
degraddc = ntiracis
" ? korponensek el
\L enkapszulcid
elirnindcid a dorzdlis .
peirsokon &t antotomia
TEZEneTACiS

4. abra. A giliszta természetes immunrendszerének oOsszetevéi (Tuckova és Bilej 1996; utan
modositva).

A coelomasejtek eredete
A védekezési folyamatokban alapvetd szerepet jatszanak a coelomasejtek, melyek pontos

szarmazasa, illetve egymas kozotti leszarmazasi vonalai még nem tisztazottak. Tobb kutatd

szerint a sejtek a coelomaiireg epithelidlis vonalabol (splanchnopleura és somatopleura)
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szarmaznak, illetve az epitheliummal kapcsolatban all6 specialis struktirakbol erednek és a

coeloma a ventralis és dorzalis coelomazsak dsszeolvadasabol keletkezik.

Szamos fajban a coelomasejtek kozvetleniil a coeloma epitheliumabol szarmaznak (néhany
fajban, pl. Pheretima, Tubifex a coecloma epithelbdl kialakult specializalt ,,szervek”

képezik a sejteket).

A Lumbricidae csalad (a legjobban ismert csoport) coelomasejtjei kozt két elsédleges
sejtcsoportot sikertiilt elkiiloniteni:
e Amobocita és

e Eleocita/Chloragogén csoportokat.

Az amobocita vonal sejtjeit hdrom kiilonb6zd dssejt tipusbol vezetik le (Jamieson 1981a).
Az elsé tipus fali peritoneum eredetli: granuloblast—granulocita
2
,fibrillaris” leukocita
A masodik tipus: hialoblast— ,hialocita”
A harmadik egy bizonyos differencialatlan ,,splanchnopleura” sejt, mely kapcsolatot hoz
1étre az el6z6 két tipus kozott. Ebbol szarmaztathatdak egyéb sejttipusok is.

A belsé peritoneum képezi a nagymértékben specializalt szoveteket, mint a
chloragogént. Ezek a sejtek a kozépbél falan is megtalalhatéak rogzitve illetve a
typhlosolis redében is jelen vannak. A chloragogénsejtek gyakran megtaldlhatoak a
coelomaiiregben is, bar itt a sejtek egy része mar eloregedett forméban van jelen. Ezeket a
levalt chloragogénsejteket eleocitadknak nevezik. Elterjedt olyan elképzelés is, mely az
eleocitat, elvonatkoztatva a chloragogénsejttdl, kiilon coelomasejt tipusként targyalja

(Jamieson 1981Db).

A coelomasejtek morfologiai és citokémiai jellemzése

crer

(Lumbricidae, Enchytracheidae) allapitottdk meg. A Lumbricidae coelomasejteket tobb,
kiilonbozd csoportra osztottak. Végiil két nagyobb csoportra a mar korabban bemutatott
amobocitdkra és eleocitdkra tipizaltak a sejteket (Cooper €és Stein 1981; Cooper 1996;
Cooper és mtsai 2002; Jamieson 1981a, b).
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Név Sejttipus Frekvencia Nagysag (1m)
Acidofil I 6,2+3.4 10-30
Granularis amdébocitak Acidofil 1T 0,7+0,5 10-15
Granulocita 8,1+6,6 8-40
Bazofil 63,5+6,1 5-30
Hialin amdbocitak
Neutrofil 18,0£5,9 12-15
Chloragogén I 1,4+0,9 10-60
Eleocitak
Chloragogén 11 1,4+0,9 12-20

2. tablazat. A coelomocitak részletes csoportositasa (Jarosz és Glinski 1997)

A coelomasejtek (5. abra) szerepére vonatkozd adatok elsdsorban tragyagilisztabol
(Eisenia fetida) és a kozonséges foldigilisztabol (Lumbricus terrestris) ismertek. A szabad
coelomocitdk a mezenchimabol szarmazhatnak, vagy lehetnek szabadon proliferal6dok.
Egyes szerzok az amobocitdkat a vérsejtek prekurzorainak tekintik. A kisebb sejtek
transzplantacios graft és sériilés hatdsara stimuldlhatok, a mezenchiméabdl szdrmazdk az
antigén ingerekre azonnal proliferalnak.

Scanning elektronmikroszkdpos vizsgalatok alapjan a coelomocitaknak két
sejteket tovabbi két csoportra osztottak: gerinces limfocitdkhoz hasonlo kis (5-10 um),
kerek, illetve nagy (15-25 pm), szabélytalan alaki amoboid, makrofagra emlékeztetd
sejtekre. A chloragocitdk mérete 15-30 pm, citoplazméjuk jellegzetes intracitoplazmatikus
granulumokat, a 0,2-1 pum nagysagu, trilaminaris membrannal hatarolt (Lindner, 1965)
chloragosomakat tartalmazza.

Fénymikroszképosan tobb csoportot kiilonitettek el, melyeket alabbiakban

részleteziink.
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5. abra. A coelomasejtek tipusai: hialin (H) és granularis amoébocitak (G), chloragocitak (C)
(May-Griinwald Giemsa festés, 400x).

A bazofil coelomasejtek erdsen festddd citoplazméval rendelkeznek, melyben
gyakran sotétkék granulumok figyelhetdek meg, a mag altalaban a sejt kozépsd részén
talalhato, sotétibolyaszintlire festédik. Gyakran képeznek pseudopodiumokat (allabakat).
Jellegzetességiik, hogy képesek erésen adheralni egymashoz. Mind savi foszfataz, mind B-
glukuronidaz aktivitas jelen van a sejtekben.

A neutrofil sejtek méretileg igen valtozoak, szintén képeznek allabakat. Kis, sotét
granulumok taldlhatéak a citoplazmaban, melyek fagocitalt anyagokat tartalmaznak.
Citokémiailag jellemzd rajuk a kis RNS tartalom és viszonylag kevés lipid. Savi foszfataz
¢s B-glukuronidéz aktivitasuk jelentds.

Az acidofil sejtek altaldban granuldrisak, a citoplazmajuk vorosesre festodik,
granulumaik kitoltik a sejteket. Megfigyelték, hogy a granulumok egy része kozel
helyezkedik el a sejtmembranhoz, feltehetden tartalmukat az extracelluléris térbe iiritik ki,
a szekretalt anyag ismeretlen. A sejtek neutralis mucopoliszaharidokat, glicoproteineket,
kevés lipidet tartalmaznak és egyaltalan nincs benniik hemoglobin. Savi foszfatdz és [3-
glukuronidaz aktivitasuk elenyészo.

A granulocitak vilagoskék citoplazmaja szamos granulumot tartalmaz és az €16
sejtekben a vakuolumok is jol lathatéak. Savi foszfatdz nagyon kis mennyiségben van
jelen.

A chloragogén sejtek vagy eleocitak morfoldgiai kiillonbségek alapjan egy vagy két

formara oszthatéak. Erdsen granulalt sejtek, melyek nem képeznek pseudopodiumokat. Az
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elso tipus a 10-25um-s mérettartomanyba tartozik, a coelomafolyadékban részben szétesve
jelenik meg, granulumai sargdsbarndk. A masik tipus kisebb (12-20pum), granulumai
vordsesbarnak.

Funkcidjuk t6bb szerzd szerint Osszehasonlithatd a gerinces maj feladataival
(analog funkcid). Az eleocitdk tobb kiegészitd, elsdsorban taplalkozassal kapcsolatos
funkciokkal rendelkeznek (tapanyagraktarozas, hemopoezis, exkrécid). Granulumaikban
nagy mennyiségl lipid és gliikézszarmazék halmozodik fel, citoplazmajuk nagy, nem
fest6do, kisméretli sejtmaggal rendelkezik. Az eleocitak bevandorolnak a szovetekbe, ahol
a felszabadulo sejttartalom tdpanyagként haszndlodik fel.

Az eleocitdk feltételezhetden a kozépbelet boritdé chloragogén szdvetbdl
szarmaznak (Liebmann 1926, 1942). A chloragogén sejtekben szamos, a szervezet szamara
még hasznosithatd, valamint detoxikalt anyag halmozodik fel. A chloragogén szovet és az
eleocitdk kiillonb6zd anyagokat vesznek fel a vérbol és azt a coelomaiiregbe bocsatjak
(Stein és mtsai 1977, Stein és Cooper 1978). Egyes vélemények szerint az ammonia- és
ureatermelésben is szerepet jatszanak (Stein és mtsai 1977). Sikeriilt benniik kimutatni
flavin-tipusu pigmentet, ferritin és hemoglobin tartalmi granulumokat, melyek felelések
lehetnek a peroxidaz aktivitasért is. Enzimaktivitasuk széleskorii: nem specifikus észteraz,
foszforilaz, alkalikus foszfataz, kataldz, peroxidaz (6. abra) (Fischer 1978; Stein és Cooper
1978).

A coelomasejtek masik csoportositasa: granuldris amobocitak, hialin amobocitak és
eleocitdk (szabad chloragogén sejtek). A tovabbiakban az egyszerisités kedvéért ezt a

harom csoportot hasznaljuk (2. tdblazat, 5. dbra)
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6. abra. A coelomasejtek enzimcitokémiai jellegzetességei. Savi foszfataz (A), alkalikus
foszfataz (B), nem specifikus észteraz (C), endogén peroxidaz reakcidé (D) coelomasejtekben.
Enzimatikusan inaktiv sejtek lathatok az A ¢és B &bran (csillag). A magfestés hematoxilinnal
tortént. Méretarany: 10 um.
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4. 2. 3. Cellularis mechanizmusok

A coclomasejtek igen szertedgazd feladatokat latnak el, beleértve az idegen
anyagok felismerését és eliminaldsat, mivel a coelomaiireg kozvetleniil kapcsolatban van a
kiils6¢ kornyezettel a dorzalis porusokon ¢€s a nefridiopérusokon keresztiil, maga az iireg
baktériumokat, gombasporakat, protozodkat (gregarina) ¢s nematddakat (hengeresférgeket)
tartalmazhat (Valembois és mtsai 1992). A foldigiliszta amoboid sejtjei vesznek részt
elsésorban a sejtes védekezési folyamatokban. Szerepiik az idegen anyag felismerésével
kezdédik, majd az endocitozissal folytatodik végiill az enzimek altali lebontassal,
feldolgozassal fejezddik be. Nagyobb objektumok esetén a kornyezettdl valod izolalas
enkapszulacioval, tokképzéssel torténik. Az amdboid sejteknek - természetesen - fontos
szerep jut az alvadasi folyamatokban, a sebgyodgyuldsban, a regeneralédasban is.
Elsédlegesen a fagocitdzis €és az enkapszulacio altali megsemmisités a legfontosabb
sejtszintli hatas. Ezeket a védekezési mechanizmusokat elsdként Mecsnikov és Cuénot
vizsgalta gylriisférgekben. Az utdbbi 30 évben Uj informacidk keriiltek publikaldsra a
sejtek szerepérol a transzplantaciés immunologidban, az antigén felismerésében és a sejtes

citotoxicitasban (Vétvicka és mtsai 1994).

Fagocitozis

A coelomasejtek alapvetd szerepet jatszanak a mikroorganizmusok elleni
védekezésben, ennek egyik jellegzetes formdja a fagocitozis. Az Oligochaetak
fagocitozisat el6szor Mecsnikov vizsgalta 1891-ben, in vivo és in vitro kisérleteknél.
Elsdsorban a bazofilok fagocitalnak, kevésbé az acidofilok (Cooper és Stein 1981). A
korokozok kozt is kiilonbségek mutatkoztak, pl. a Bacillus tetanus, Streptococcus
pyogenes fajok igen lassan keriilnek be a sejtekbe a fagocitozis soran (Cooper €és Stein
1981, Dales és Kalac 1992).

A hialin és granularis amobocitak effektor immunsejtekként szerepelnek,
els6sorban fagocitdlnak. Ennek mértéke a két amdbocita tipusnal kiilonbozik, a hialin
amobocitaknal jelentdsebb, e sejtek citoplazmaja szinte tele van a kiilonb6z6 bekebelezett
részecskékkel, idegen sejtekkel, mikrobidlis sejtfal komponensekkel, egyéb fagocitalt
anyagokkal (Stein és mtsai 1977). A baktériumok bekebelezését kovetden a fagocitdk a
dorzalis poéruson at tavozhatnak. A fagocitozis tobblépéses folyamat, részei a felismerés,

kemotaxis, kapcsolddas, bekebelezés, valamint intracelluldris pusztitds lizoszomalis

24



enzimek révén. A kotddés erdsségét, specifitdsat a fagocitalandd partikulum és a
fagocitasejt sejtfelszini tulajdonsagai egyarant befolydsoljdk. Az interakcid torténhet
direkt, receptorokon keresztiil, illetve indirekt, kotémolekuldk (opszoninok) altal. Az
agglutininek és az aktivalt profenoloxidaz kaszkdd komponensei is részt vesznek a
felismerés €s kapcsolodéas folyamataban. A fagocita sejtmembranjahoz kotodés utan az
allabak (pseudopodiumok) révén bekebelezi, majd fagoszémaba zirja az elimindlando
részecskét. A fagoszoma és a lizoszoma egyesiilésével keletkezd fagolizoszOmdban a
lebontas lizoszomalis enzimekkel (savas és alkalikus foszfatdz, nemspecifikus észterdz,
proteindz, amilaz, gliikkoziddz, lipaz) torténik.

Az idegen eukaridta sejtek elleni valaszban alapvetd fontossagu az idegen
strukturdk felismerése. Ha xenogén fajbol (pl.: emlés vagy mas giliszta) szdrmazo
spermatozoont injektaltak a giliszta testiiregbe, az valaszreakciot, fagocitozist valtott ki.,
ugyanakkor az allogén spermatozoon talélt a coelomaiiregben 3-4 napig (Cameron 1932).

A coelomafolyadékban taldlhatd humoralis komponensek opszonizalod aktivitasuk
révén befolydsoljdk a fagocitozist. Két f6 emlds opszonin, az immunglobulinok ¢és a
komplement C3 fragmensek hatasat vizsgaltak coelomasejtek fagocitdzisara (Laulan és
mtsai 1988). A gerinces IgG ¢és C3b jelenlétében a leukocitdk nagyobb mértékben
fagocitaltak a birka eritrocitdkat, mig az IgM és C3d fragmens nem volt értékelhetd
hatassal. A gerinces opszoninok valdsziniileg a coelomocitak feliiletén 1évé molekulakkal
reagalnak, amelyek Fc receptor-szerli molekulak, és jelen vannak a coelomafolyadékban és
a coelomocitak mintegy 20%-anak a felszinén (Rejnek és mtsai 1986).

In vitro és in vivo vizsgalatokkal kiilonb6z6 idegen részecskék fagocitozisat
figyelték meg. A coelomasejtek tipustdl fliggden a szénpartikulumokat és karminfestéket
kiilonbozéen veszik fel, a hialin amodbocitdk gyorsabban, a granularis sejtek lassabban
fagocitalnak. A coelomaba keriild részecskéket a coelomasejtek 50%-a fagocitalja, kivéve
az eleocitakat, melyek végig inaktivak (Cameron 1932).

Cameron kisérleteit ismételték meg Stein és mtsai (1977), akik szénpartikulomokat
fagocitaltattak a sejtekkel. Hasonlé eredményeket kaptak, bar egyes mérésekben a
granularis sejtek mutattdk a legnagyobb fagocita aktivitast, a fagocitozis index
(bekebelezett partikulum / sejt) valtozatosan alakult a sejtcsoportok kozott. A granularis
sejtek csak atlagos mennyiségli partikulumot kebeleztek be, mig a hialin sejtek
citolplazmaja tele volt a fagocitalt anyaggal. A chloragogén populacié nem fagocitalt, bar

membranjukhoz szamos partikulum tapadt.
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7. abra. Coelomasejtek fagocitozisa. ElesztSpartikulomokat (A), (Nucleus [N] Cooper 2001),
FITC-cel jelzett baktériumokat fagocitalnak a coelomasejtek (B). Nyillal jeldlve lathatok a
propidium-jodidot gyorsan felvevd sejten kiviili baktériumok (vords). A fagocitalt intracellularis
partikulumokba lassabban jut be a festék (z6ld). A modszerrel elkiilonithetok a sejten kiviili és a
fagocitalt baktériumok. Konfokalis mikroszkopos felvétel.

Tovabbi in vitro kisérletekben ¢élesztd sejtek felvételét mérték. Hasonld
eredményeket kaptak, mint az in vivo kisérletekkel, itt is a hialin sejtek mutattdk a
legnagyobb frekvenciat (Vétvicka és mtsai 1994; Stein €s mtsai 1977).

Dales ¢s Kalag (1992) kimutattdk, hogy a coelomafolyadékban normalisan jelen
1év6 baktérium mennyiséget (6,35x10°/ml) szépen kontrollalni tudja a szambeli talsalyban

1év6 coelomaseit készlet (8,6x10%ml).

Enkapszulacio

Nagyobb idegen objektumokat, melyeket a sejtek nem képesek fagocitalni,
enkapszulacioval semlegesitik az immunsejtek. A behatol6 idegen anyagot a coelomasejtek
vonala izolalja a coelomafolyadékbol, ezzel védve a gazdat. A szétesd sejtek a kapszula
bels6 falaban toxikus anyagot bocsatanak ki az idegen felszinre. Ezt a folyamatot a
kapszula szinérdl barna testeknek (,,brown body”) is nevezik.

Az amobocitdk részt vesznek az enkapszuldcidban (Ratcliffe és mtsai 1985;
Valembois ¢és mtsai 1992) is. E folyamat eredményei a sejtes-fibrillaris kapszulak, az un.
,brown body”-k, melyek melanintartalma az aktivalédé profenol-oxidaz kaszkad soran
keletkezik, aktivalasaért — feltehetdleg - egy 42 kDa-os protein, a coeloma citolitikus faktor
(CCF) felelds (Bilej és mtsai 1995; Beschin és mtsai 1998). A barna testek tobbsége

szovetmaradvanyokat, pl.: nekrotikus izomsejteket, agglutindlt baktériumokat,
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fonalférgeket tartalmaz. Az enkapszulacié a fagocitézishoz hasonldéan az idegen objektum
felismerésével kezdddik, de a bekebelezés az adott részecske méreténél fogva nem
lehetséges. Elsé nap szabad coelomocitdk veszik koriil, néhany nap mulva mar
ellaposodott sejtekbol allo siiri szerkezetli hiively zarja magaba az idegen testet. A
kapszulaba zart parazitdk nem jutnak oxigénhez, sem tdpanyaghoz, elpusztitisukban a
coelomocitakbol felszabadul6d kiilonbozd litikus enzimek is részt vesznek. Amikor a tok
mar 1-2 mm atmérdjl, a kiilsé sejtek rogzitése megsziinik, és a kapszula a coelomaiireg
posterioraris szelvényei felé vandorol, ahol szelvénylevalas (autotémia) Gtjan eliminalddik
(Keilin 1925). A caudalis szegmentek autotdmidja, és az ezt kovetd regeneracid a
foldigilisztdkban jol fejlett, és valdsziniileg neurohormonalis szabalyozas alatt all (Hubl
1956; Herlan-Meewis 1965; Alonso-Bedate ¢és Sequeros 1983). Nincs bizonyiték arra,
hogy a gytriisférgeknél ez a sériilés leukopoiesissel tarsulna, mint a gerincesekben, mivel a
coelomocitdk fokozott mitdzisa nem figyelheté meg (Burke 1974 a-c). E sejteknek
valoszinlileg aktivaldo szerepe van, az elvesztett szovetrétegek pedig a kornyezo

differencialt szovetekbdl regeneralodnak.

8. abra. In vivo és in vitro enkapszulacids reakcié. Két nematoda (Rhabditis pellio) egyed lathato
a ,.brown body”-ban (Poinar és Hess 1977) (A). Kisérletes enkapszulacio Sephadex gyongyokkel
(B). A gyongyok koriil hatalmas sejttomeg jon létre, a sejtek ratapadnak a targetre (nyil).
Meéretarany: 100 um (A), 50 um (B).

Sebgyogyulas és regenerdcio

Lumbricus terrestris és Eisenia fetida fajokban tanulmanyoztak leginkabb a
sebgybdgyulast. A szovetkarosodas utan 24 oraval megfigyelhetd a fagocita sejtek
bedramlasa a sériilt szovetbe, a teljes szoveti regeneraci6 altalaban 10 nappal a sériilés utan

fejezédik be (Burke 1974 a, b, c; Chapron 1970a; Cooper és Roch 1984).
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Szovet (allograft, xenograft) kilokodés

A coelomasejteknek az immunfelismerésben jatszott szerepét a transzplantacids
kisérletek is alatamasztottdk. Ezeket a kisérleteket Cooper és munkacsoportja (Cooper
1968, 1969; Cooper és Rubilotta 1969) végezte Eisenia fetida és Lumbricus terrestris
fajokon. Kiilonbozo gilisztafajok testszelvény darabjat diltették at egyik egyedbdl a
masikba (allograft), illetve mas-mas fajba is tortént atiiltetés (xenograft). Természetesen a
testszelvények cseréjét is végezték ugyanazon az egyeden (autograft). Az emlds
szoveteken tapasztaltakkal 6sszhangban, itt is kilokodési reakciot figyeltek meg az allo- és
xenograft esetében, mig autograftoknal a beiiltetett szovetet toleralta a szervezet. A
transzplantacios kisérletek megmutattak, hogy a foldigilisztdk képesek felismerni és
kilokni az idegen szovetet és elfogadni a sajatot. Erdekesség, hogy a legésibb
tobbsejtiickben (Metazoa), a szivacsokban is megfigyelhetk mar hasonld jelenségek: a
nem sajat graft kilokodése (Miiller és mtsai 1999).

A fénymikroszkopos vizsgalatok kimutattdk, hogy 24 6raval a graft beiiltetése utan
a coelomasejtek aggregaldodnak és a grafthoz kozel helyezkednek el. A neutrofil sejtek
infiltralédnak a graft matrixdba. A finomabb elektronmikroszkopos vizsgalatok soran
lathatd, hogy a transzplanticié utdn harom nappal a belsé izomszdvet roncsolodik,
megvaltozik az izomfibrillumok szerkezete. A transzplantaci6 utdn 6t nappal a neutrofil
sejtek szamos fagoszomat tartalmaznak. A sejtek 11-13 nap mulva atvandorolnak a kiilsd
izomszovetbe, melyet szintén roncsolnak (Linthicum és mtsai 1977).

A graftok beiiltetése utan ugrasszertien megemelkedik a coelomasejt szam. Eltérd
emelkedést tapasztaltak allo- ill. xenograft betiltetése esetén. Hostetter €s Cooper (1973)
Eisenia fetida graftot iiltettek Lumbricus terrestris gazdaba. A valasz nagyon gyors volt,
mar az elsé 24 ordban emelkedett a sejtszdm ¢és csak 72 6ra mulva tért vissza a normal
szintre (Cooper 1968; Bailey és mtsai 1971). Allograft beiiltetése esetén a valasz joval
lasstibb volt, kicsit emelkedett csak a sejtszam €s 3 nap mulva tért vissza az eredeti
allapotba (Cooper és Rubilotta 1969; Bailey és mtsai 1971). A xenograft szétesés 17 nap
utan torténik meg 20°C-on. Ha a transzplanticiot megismételjiik, a masodik graft
kilokédése joval gyorsabb (6-7 nap). A gyorsitott kilokddési valasz egy memoria
komponens jelenlétére utal (Hostetter €s Cooper 1973; Cooper 1975; Roch és mtsai 1975).
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9. abra Transzplantacios kisérlet gilisztafajokon. Borizomtomlé darabok atiiltetése tortént
kiilonboz6 fajok (Eisenia fetida és Lumbricus terrestris) kozott. Jol lathato, hogy az atiiltetést
kévetden husz nappal a xenograft kifehéredett, megduzzadt, szemben az autografttal (A). A
betiltetést kovetden 50 nappal a szovetdarab teljesen elhal, nekrotikus pigmentacid jelenik meg a
graft felszinén (B) (Cooper 1968).

Sejt medialta citotoxicitds

Gerinctelen allatok immunsejtjei spontdn citotoxicitdst mutatnak a legkiilonbozébb
targetsejtek ellen, amely kiilonbozik a citotoxikus T-limfocitdk (CTL) altali
sejtpusztitastol, de nagyon hasonlit a természetes oOlOsejtek (NK sejt) altal medialt
folyamatokra. Tovabbi érdekesség, hogy mind xenogén, mind allogén in vitro
sejtkultaraban jelentkezik a sejtpusztitd aktivitds. Ebben a folyamatban altaldban nem
kitapadd kis coelomasejtek vesznek részt. Az emlds mielo-erithroid eredeti K562
sejtvonalat hasznalva target sejtként jol mérheté a coelomasejtek spontan citotoxikus
aktivitasa °'Cr felszabadulasi assay-vel. Ezek a megfigyelések a coelomasejtek slimfocita

(NK) sejt eredetét sugalljak (Quagliano és mtsai 1996).

Sejtfelszini markerek, adhézios molekulak

Az elézbekben leirt funkciokban kdzos tehat, hogy a sejteknek fel kell ismerniiik az
idegen anyagot. Ehhez viszont specialis struktarak, sejtfelszini receptorok sziikségesek. A
giliszta coelomasejtek rozettat képeznek a birka vorosvértestekkel, hasonléan a T-sejtekhez
(Toupin és Lamoureux 1976). Felvetddik az immunglobulin szupergén csaladba tartozo

molekulak jelenlétének kérdése és esetleges szerepe a folyamatban.
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A sejt-sejt kapcsolatokban nélkiilozhetetlen sejtfelszini struktarak vizsgalata soran,
aramlési citometrias vizsgélatokkal kimutattak két jellegzetes sejttipust. A sejtek tipizalasat
egér anti-human ellenanyagokkal végezték, melyek kiilonb6z6 immunglobulin csaladba
tartozoé sejtfelszini fehérjékre voltak specifikusak.

A kisebb elektrondenz sejteken pozitiv immunreakciot tapasztaltak az anti-Thy-1,
a-B, microglobulin, a-CD45 ¢és az a-CD54 ellenanyagok esetében (Cossarizza ¢és mtsai
1996; Cooper ¢s mtsai 1999). Immuncitokémiai modszerekkel is lokalizaltdk a
coelomasejtmembranban a [;-microglobulin szeri molekulét, elsésorban a granularis
sejteken. Radioizotépos immunoassay-vel mas giliszta szovetek is adtak reaktivitast. Ez
tulajdonképpen nem meglepd, mivel ez a kis molekula igen erdsen konzervalt az evoltcio
sordn ¢és a fajok kozott igen nagy a homolodgia (Shalev és mtsai 1981; Roch és mtsai 1983
Roch és Cooper 1983).

J lanc-szerli fehérjét (immunglobulinok [IgM/IgA]) detektaltak a foldigilisztakban.
A foldigiliszta J gén igen erds homologiat mutatott az emlds J lanc génekkel. A gerincesek
mindegyik osztdlydban kimutattdk a lanc jelenlétét. Gerinctelenek koziil puhatestiiek,
gyurisférgek, izeltlabuak, tiiskésboriiek torzsében figyelheté meg. A J lanc azokban a
gerinctelenekben jelenik meg, ahol mar kialakul a mezoderma ¢és a bélcsatorna. A lanc az
epithelidlis és a makrofag-szerli sejteken taldlhatdé meg, ahol az dallat kozvetleniil
kontaktusba keriil kiilsé kornyezetével, ezért feltételezhetd, hogy a lancnak szerepe van a
védekezési rendszerben, bar ezek az allatok nem képeznek immunglobulinokat (Takahashi
¢s mtsai 1996). A coelomasejtek felszine képes megkotni néhany gerinces immunglobulint.
Nemcsak a sejtek, hanem maga a coelomafolyadékban taldlhat6 fehérjekomponensek
bizonyos frakcioi is képesek erre, ezeket a proteineket 47-50 kDa koriil karakterizaltak
(Rejnek és mtsai 1986). A gytriisférgek masik osztalyaban (piocék) is kimutattak olyan
sejtfelszini molekuldkat, amelyek reagalnak sejtfelszini antigénekre (CD molekulak)

specifikus ellenanyagokkal (de Eguileor és mtsai 2000a, b).

4. 2. 4. Humoralis védekezo mechanizmusok

A gytirtsférgek, igy az Eisenia fetida coelomafolyadékanak biologiai funkcioi
koziil kiemelkedik a citolitikus, hemolitikus aktivitds. A hemolizinek tobbsége

hemagglutinacidra is képes, illetve antibakteridlis és/vagy bakteriosztatikus hatdsu a
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gilisztak biotdpjaban eléforduld talajlakd baktériumokra (Roch 1979; Valembois €és mtsai

1982, 1986; Roch és mtsai 1991).

Fetidinek

A fetidinek polimorfikus ¢és multifunkciondlis glikoproteinek, citolitikus,
antibakterialis aktivitdssal. Elsoként az E. fetidaban irtak le Oket, mint hemolitikus
faktorokat (Roch 1979; Roch ¢és mtsai 1981, 1984). Emellett agglutinaljak is a
vorosvérsejteket, feltehetden az eleocita szekretalja. A fetidineket két, egymastol fliggetlen
gén hatarozza meg. A 45 kDa tdmegl proteint nem polimorfikus gén kodolja, egyetlen
izoformaja a pl 6.0. A 40 kDa nagysagu fetidint négy allél kodolja, ennek megfelelden
négy protein izoforma lehetséges, ezek pl 6.3, 6.2, 5.95 és 5.9. A pl 6.0 mellett minden
foldigilisztaban egy vagy két aktiv protein fejezddik ki (Roch 1979; Roch és mtsai 1986).
A 40 ¢és 45 kDa tomegl fetidinek teljes aminosavszekvencidja (aszparaginsav,
glutaminsav, glicin nagy mennyisége) nagyfokt homolodgiara utal (Roch és mtsai 1986), a
poli-és monoklonalis antitestek nem tesznek kiilonbséget a két tisztitott fehérje kozott
(deglikolizalt fetidin: 34,14 kDa) (Hirigoyenberry és mtsai 1992; Lasségues és mtsai
1997). Az aminosavszekvenciaban N-glikozilacioés hely (250-252. pozicid), valamint a
peroxiddzzal homoldg hely (52-62. pozicio) taldlhato. A fetidinek peroxidaz aktivitassal
rendelkeznek, a rekombinans protein antibakterialis hatasit Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumokra, féleg a patogénekre (Roch és mtsai 1987; Valembois és mtsai 1986; Roch
és mtsai 1991), gatolja pl.: a Bacillus megaterium novekedését. A testiiregbe patogén
baktériumot injektalva expresszidja indukalhatd, a fetidinszintézis né (Lasseégues €s mtsai
1997).
4 és 45 °C kozott valtozatlan mértékben, Ca™" és Mg®" jelenléte nélkiil is lizaljak az
eritrocitakat, ezért a kinetikai gorbéjiik szerint nem tekinthetdk enzimeknek (Valembois és
mtsai 1986). Szfingomielinhez kotddve fejtik ki a hatasukat, 10nm-es csatornakat nyitva a
szfingomielinvezikulumok kettds lipidrétegébe, vagy a vorosvérsejtek membranjaba (Roch
¢s mtsai 1981, 1989). Bakteriolitikus/sztatikus aktivitasuk mellett az opszonizacidban is
szerepet jatszanak (Sinkora és mtsai 1993). Részt vesznek a coelomafolyadék alvadasaban,
mely sohasem terjed ki az egész szervezetre (Valembois és mtsai 1988). A foldigilisztanal
jelentkezhet az epidermalis felszinen, elsésorban a dorzalis porusok kozelében, igy foglyul

ejti a giliszta biotopjaban €16 baktériumokat, megelézve az invaziot.
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Lisenin

A lisenin az E. fetiddbol izolalt, nagy coelomocitak és chloragocitak altal termelt 41
kDa tomegii protein, mely patkany vascularis simaizomzatara kontraktilis hatast fejt ki
(Sekizawa ¢és mtsai 1996, Ohta ¢és mtsai 2000). A lisenin-related protein 42 kDa nagysagu
gyengébb izomosszehizo hatdssal. A lisenin 297 aminosavat tartalmazé, 33,44 kDa
molekulastlytl cDNS-ében egy potencialis N-glikolizacios szakasz talalhato (248. pozicid).
Két, 300 aminosavbol allo, a lisenin-related proteineket kodoldé cDNS-t izolaltak
(Sekizawa és mtsai 1997), aminosavsorrendjiik 76% illetve 96%-ban egyezik a liseninnel.
Emellett a lisenin ¢és a lisenin-related protein nagyfokt homologiat mutat a fetidinekkel,
amely e litikus molekuldk szoros rokonsdgéara utal. Ugyanakkor a lisenineknek nincs
szfingomielinaz aktivitasa, a vorosvértestek lizise soran specifikusan a szfingomielineket a
membranokhoz kotik (Yamaji és mtsai 1998). A koleszterol jelenléte a membranban
eldsegiti a fetidinek ¢€s lisenin szfingomielinekhez valo kapcsolodasat, ezaltal eldsegiti a
hemolizist. Valoszinii, hogy a lisenin vizporusokat nyit a membranokon, igy idézi eld azok

karosodasat, ami végiil a sejt halalahoz vezet.

Eiseniapore

Az eiseniapore az E. fetida-bol szarmazo, szintén citolitikus protein, molekulasulya
38 kDa. A membran kettds rétegben talalhatd, meghatirozott, hidrofil feji résszel
rendelkezdé lipidek, szfingomielin vagy galaktozilceramid sziikséges a membranhoz
kotédéséhez és lizis indukélasahoz (Lange és mtsai 1997). A fetidinekhez és liseninhez
hasonldéan az eiseniapore aktivitasat, szfingomielinhez vald kapcsolodasat is noveli a
koleszterol. Kisérletek azt mutattdk, hogy az eiseniapore masodlagos szerkezete nem
valtozik a lipidmembranhoz kotédés soran, valamint a denaturacié és a poliklonalis
antitestekkel torténd preinkubacid megsziinteti a protein litikus aktivitasat (Cooper €s mtsai
2002).

A protein valoszinlileg a coelomafolyadékban egy természetes inhibitorhoz, az
eiseniapore-regulald  fehérjéhez kotédve taldlhatdé  (Mohrig és mtsai  1997).
Elektronmikroszkopos vizsgélatok szerint a célmembranban hat eiseniapore molekula alkot
egy gylrd alaku, 228 kDa nagysagt, 10 nm kiilsé és 3 nm belsd atmérdjii hidrofil porust,
amin keresztiil megnyilik a kornyezd oldat ill. plazma Utja az intracellularis tér felé, a
folyadék bearamlésa a sejt szétdurranasihoz vezet. fgy az eiseniapore sejtekkel vald

interakcidja csatorna vagy hordodonga modellel lenne leirhato (Cooper és mtsai 2002). Ez
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valoszinli magyarazat lehet arra a mechanizmusra, ahogy a foldigiliszta humoralis

immunrendszerének egyes komponensei kdzvetleniil pusztitjak el a nem-sajat sejteket.

Hemolizinek

Kiilonb6zo tisztitasi modszerekkel és probakkal a hemolizinek és agglutininek
elkiilonithetok egymastol az Eisenia és Lumbricus fajokban. Ugyanakkor mas vizsgalatok
szerint rokonsag mutathat6 ki a fetidinek és CCF, valamint a harom hemolizin faktor, a H1
(46 kDa), H2 (43 kDa) és H3 (40 kDa) kozott (Eue és mtsai 1998). Preparativ PAGE-n
izolalva a H1 és H2 stabil SDS-ben és merkapto-etanolban, mig a H3 két, egy 18 és egy 21
kDa tomegli fragmensre hasad. Izoelektromos fokuszalassal mindegyik proteinnek tobb
izoformdja kiilonithetd el pl 5.1 és 6.2 kozott. A H3 bifunkciondlis protein, lizdlja és
agglutinalja is a vordsvértesteket. 56 °C-on mindharom fehérje hemolitikus aktivitasa
megszlinik, a H3 agglutinacids aktivitdsa azonban megmarad. Eritrocitdknak a coelomaba
injektalasakor a hemolizinek szdma haromrol kettére csokken. A H1, H2 és H3 elleni
monospecifikus antitestekkel a harom hemolizin szoros szerkezeti rokonsagat
bizonyitottak. Kotddési helyiik a vorosvértestek membranjaban valdsziniileg N-
acetilneuraminsav receptor, a H3 agglutinacids aktivitasanal N-acetil-gliikkozamin k&tohely

is szerepelhet.

A hemolitikus peptidek osszefoglaldsa

Az E. fetidabol izolalt effektor molekuldk hasonld litikus funkcidt toltenek be,
ugyanakkor egyedek kozotti heterogenitast mutatnak (Valembois és mtsai 1986). Eszerint
6 kiilonbozd hemolitikus és/vagy antibakterialis fenotipus 1étezik, az azonositott hemolizin
izoformék kifejez6désének megfelelden. Tobb adat is bizonyitja, hogy valamennyi
citolizin rokon fehérje. Hasonlé biokémiai sajatsagokkal rendelkeznek, izoformaik
molekulatomege 40 kDa koriil mozog, az izoelektromospont is hasonlo. A cDNS
szekvencidk Osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a fetidinek és a lisenin kozott jelentds
aminosav homoldgia van. A H3 kiilonbozik valamennyi lizintdl, mivel dimerikus. A
MALDI analizis szerint a HI, H2 és H3 eltér a lisenintdl és a fetidinektdl. A lipidspecifitas
szempontjabol az eiseniapore kiilonbozik a lisenintdl és valoszinlileg a fetidinektdl is,
mivel nem csak szfingomielinhez, hanem galatozilceramidhoz is képes ko6tddni. Inhibicids
kisérletek azt mutattak, hogy a coelomikus folyadék hemolitikus aktivitasat az acetilalt
vagy metilalt cukrok, igy a N-acetil-D-gliik6zamin, metil-o-D-mannopiranozid, N-acetil-

D-galaktézamin €és N-acetilneuraminsav, részben gatoljak (Roch ¢és mtsai 1981; Eue ¢és
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mtsai 1998). A zymozan, inulin, LPS, hidrazin vagy metilamin nem gatolja a
coelomafolyadék litikus aktivitasat, azaz az E. fetida hemolizinek nincsenek rokonsagban a
C3b komplementrendszer komponenssel (Roch és mtsai 1989). Az eiseniapore mitkddése
analog lehet a perforin membrankarositdé komplexével, mert heparin, vitronektin és
lizofoszfatidilkolin gatolja vordsvértestekhez vald kotdédését, de nem befolyasolja a
membranban a porus kialakitasat (Lange ¢és mtsai 1999). Eszerint elképzelheté a

komplementkaszkad és az E. fetida-bol izolalt eiseniapore hemolitikus aktivitas rokonsaga.

Lumbricin 1

A lumbricin I a Lumbricus rubellus fajbol izolalt protein, mely kettds funkcionalis
aktivitassal bir. Jelentdsége abban van, hogy az eddig targyalt proteinekkel ellentétben a
lumbricin I az egyetlen, amely a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokkal, valamint
gombakkal szemben antimikrobidlis hatast fejt ki, a human eritrocitdkat viszont nem lizalja
(Cho ¢s mtsai 1998). Kiemelkedd tulajdonsaga, hogy prolinban gazdag (15m/m%), ebben
hasonlit az apidacinokra, drosocinra, metchnikowinra, bactanecinekre, melyek
izeltlabtiakban el6forduld antimikrobidlis peptidek. K6zds sajatsdguk még a pozitiv toltésii
aminosavak nagy aranya, az antimikrobidlis spektrumban ¢és muikodésiik modjaban
azonban kiilonboznek. A lumbricin I gén bakterialis fertézéssel nem indukalhato,
expresszalodasa inkabb folyamatos. A lumbricin I a felnétt L. rubellus egyedekben jelenik
meg, a petékben és egyhetes egyedekbdl nem kimutathatd. Ezért valdszinli, hogy a
kifejezodéséért feleldés gén specifikusan a kifejlett példanyokban miikédik (Cho és mtsai

1998).

CCF (coeloma citolitikus faktor)

Az Eisenia fetida coelomafolyadékabdl izolalt 42 kDa tomegii protein (Bilej és
mtsai 1995; Beschin és mtsai 1998). A chloragogén szovet sejtjeiben lokalizalt, ill. a
szabad nagy coelomocitakban, pl.: a makrofag funkcioju sejtekben is megtalalhato (Bilej
¢s mtsai 1998). A CCF szénhidratk6té mintdzata homoldgiat mutat a bakterialis és allati B-
1,3-glukanazzal, az izeltldbtiak Gram-negativ baktériumokat kotd proteinjével €s B-1,3-D-
glukan felismeré fehérjéivel, valamint az atlanti t6rfarka (Limulus polyphemus)
glukéanszenzitiv G faktoraval. A CCF hatékonyan kotddik a LPS O-antigénjéhez, az B-1,3-
D-glukdnhoz ¢és a N,N’-diacetilketobiézhoz. A Gram-negativ baktériumok és élesztd
sejtfalkomponenseinek felismerése utan, a CCF aktivalja a profenoloxidaz kaszkadot. Az

aktivalt enzim a monofenolok o-hidroxilacidjat katalizalja, majd a difenolokat kinonokka
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oxidalja. A kinonok melaninnd polimerizalodnak, ami citotoxikus ¢és antibakterialis
anyagok felszabadulasdhoz vezet (Smith 1996; Johansson és Soderhidll 1996). Az E. fetida
CCF szerepét a proPO aktivalasaban bizonyitja az, hogy a faktor coelomafolyadékbol valo
kisérletes eltavolitasa esetén a kaszkad gatolt. A melanin és prekurzorjai a profenoloxidaz
rendszerben betoltott szerepiik és antimikrobialis sajatsagaik mellett szamos mas biologiai
folyamat stimuldldsaban is részt vesznek: fagocitdzist, opszonizaciot, enkapszulacidt és
sebgybdgyulast valtanak ki.

A foldigiliszta citotoxikus és antimikrobidlis aktivitdsa szorosan kapcsolddik az
aggregacios, hemolitikus, opszonizacids folyamatokhoz (Roch 1996; Valembois és mtsai
1982; Milochau és mtsai 1997; Lasségues és mtsai 1997). Kisérletek szerint az E. fetida
coelomocitak L. terrestris-bol szarmazd coelomocitakra kifejtett citotoxicitasa anti-CCF
monoklonalis antitestekkel gatolhatd, a CCF tehat a sejtmedialt citotoxikus reakciokban is
szerepet jatszhat a foldigilisztakban (Bilej €s mtsai 1998). A CCF agglutindlja a sima
felszinli Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumokat (Beschin és mtsai 1998), s6t a
coelomafolyadék opszoninjai kozé is tartozik (Bilej és mtsai 1995). Onmagdban nem,
hanem csak H3 jelenlétében hemolitikus hatast (Eue és mtsai 1998). A coelomafolyadék
hemolitikus aktivitasa megsziinik, ha a CCF-t eltavolitjak, vagy a coelomafolyadékot -
1,3-D-glukannal preinkubaljak. A CCF tehat pleiotrop hatasu mintazatfelismerd molekula:
bakteriosztatikus, hemolitikus, proteolitikus, citolitikus.

Tumor6lé aktivitasa alapjan analogiat feltételeztek a gerincesek TNF-o (tumor
nekrozis faktor) citokinjével, ami szintén ilyen funkcioval rendelkezik. Az anti-TNF
monoklonalis antitestek viszont nem gatoljak a CCF aktivitasat, ami azt jelenti, hogy a két
fehérje kiilonbozik egymastol.

A két protein hasonld sejtekben szintetizalodik: a TNF-a makrofagokban, a CCF
makrofagszeri coelomocitakban LPS stimulaciora termelddik (Bilej ¢és mtsai 1998).
Ko6z06s tulajdonsaguk az opszonizacidban vald részvétel. A CCF és TNF-o egyarant
lektinszer(i interakcioval kotddik a B-1,3-D-glukanokhoz, N,N’-diacetilketobidéz ezt a
kotést gatolja. Ez ugyanakkor forditva is igaz: a B-1,3-D-glukédnok blokkoljak a N,N’-
diacetilketobidznak a fehérjékhez vald kapcsolddasat (Beschin és mtsai 1998, 1999). A
TNF-a lektinszeri doménje (TIP domén) elleni monoklonalis antitestek keresztreakciot
mutatnak a CCF-el, ezért lehet, hogy a két protein hasonlit: B-1,3-D-glukan és N,N’-
diacetilkitobi6z-kotd lektinszerti aktivitassal/doménnel bir. Ezen alapszik az is, hogy mind
a CCF, mind a TNF-a hatasos az afrikai tripanoszoma (Trypanosoma brucei) ellen

(Beschin és mtsai 1999, Olivares Fontt és mtsai 2002). A coelomafolyadék és a tisztitott
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CCF tripanolitikus hatasa anti-CCF monoklonalis antitesttel, N,N’-diacetilketobidzzal és
anti-TIP TNF-a antitesttel egyarant gatolhato. Vice versa a TNF-a medialta tripanolizist
az anti-CCF blokkolja. A funkciondlis analdgiak ellenére a CCF ¢és a TNF-a kdzott nem
talaltak génhomologiat, ami a kdzos evolicid hianyat jelzi (Beschin és mtsai 1999). A
citokin és gerinctelen megfeleldje tehat inkabb konvergens evolucid eredménye, ami

strukturélisan nagyon hasonl¢6 lektinszer(i felismeré domént hozott 1étre.

Lizozim

A bakteridlis sejtfal B-1,4-D-glikozidos kotéseit hidrolizald 13 kDa tomegl
ubiquiter enzim, amely a Gram-pozitiv baktériumfertdzések elleni hatékony védelem része.
A coelomocita extraktumbol és a coelomafolyadékbol is kimutattdk (Cotuk és Dales 1984).
Az E. fetidabol kivont lizozim N-terminalis aminosavszekvenciaja nagyfoku homologiat

mutat mas gerinctelen allatok lizozimjével (nematodak, puhatestiiek, tiiskésboriiek)

Lysenin CCF-1 TNF-o. Eiseniapore

\/ ||] L_lies v

[3-1,3-glucan

Sphingomyelin

Prophenoloxidaz
Necrosis | ! (ProPO kaszkad)
Ceramid
Apoptosis

10. abra. A Kiilonb6z6 citolitikus (antimikrobialis) peptidek mas-mas sejtalkotéhoz kotddnek
a célsejt felszinén. A giliszta CCF-1 ¢és a gerinces TNF-a hasonlo gliikozszarmazékhoz kotédik,
amibdl a mitkodésbeli hasonlosagra kovetkeztetiink (Cooper és mtsai 2002 alapjan).

4. 2. 5. Antigénkoto proteinek, antigén feldolgozas

Régota a kutatdsok eldterében van az a kérdés, hogy antigén stimuldciora
képzddnek-e antigén felismerd molekuldk a gerinctelenekben?
Rovarokban mar sikeriilt kimutatni adaptiv molekuldkat, ezek a molekuldk

nincsenek meg eleve az ¢él6lényekben, antigén stimulusra képzdédnek ¢és specifikusan
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ismerik fel az adott idegen molekulat. Lumbricus terrestris-be juttatott szintetikus haptén
kivéltja a sejtek fehérje termelését, ez a fehérje, pedig megkdti az adott haptént. Mind
elsddleges, mind pedig masodlagos reakcié kivalthatd. Az els§ stimuldcid6 utan a
legmagasabb szintet az 6todik illetve a nyolcadik napon érte el a fehérje. A masodik
beadas joval gyorsabb és intenzivebb valaszt eredményezett. Az antigént kiillonb6zo
hordozohoz (carrier-molekula) kapcsolva juttattak be az allatba (KLH, BSA). Rejnek és
Tuckova arzénsav-HSA komplexet vitt be az allatokba. Egy antigén-ko6té-protein (ABP)
képzddését tapasztaltdk, mely rendelkezett specifikus régioval is (Bilej és mtsai 1993;

Rejnek és mtsai 1993).

Ez az ABP a coelomafolyadékon kiviil bizonyos coelomasejtek felszini
membranjaban is kimutathat6é volt. A legmagasabb proteinszint az elsddleges stimulacid
utani negyedik és nyolcadik napon jelentkezett.

Az ABP molekulastlya 56 kDa, redukalt allapotban két molekulat talaltak egy 31
¢és egy 33 kDa sulyut. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy a pontos természetét
megismerjék, de az mar ismert, hogy két diszulfid hid altal 6sszekotott polipeptid lanc vesz
részt az antigén megkotésében, hasonldan az emldsokben leirt tobblanct antigén-felismerd
receptorokhoz (MIRR). A gytrtisférgekben az antigén prezentacioé konkrét mechanizmusa
sem ismert jelenleg. Az antigén stimulalta sejtekben magas a proteolitikus aktivités, igy
valoszintileg itt torténik az antigén lebontésa és egy kovetkezd fazisban bemutatdsa az

ABP-t hordoz6 sejtek szamara (Bilej és mtsai 1990; 1992; Tuckova és Bilej 1994).
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5. CELKITUZESEK

Intézetiinkben évek ota folyik a természetes immunitas vizsgalata, Eisenia fetida
gilisztan, mint gerinctelen allatmodellen. Kutatasi célkitiizéseink az alabbi témakorok

vizsgalatat jelentették:

1. Kisérleteinkben eldszor a coelomasejteken immunmorfoldgiai és immunszeroldgiai
osszehasonlito vizsgalatokat végeztiink monoklonalis ellenanyagokkal. Az antitesteket
korabbi munkdak soran az intézetben kiilonb6zd konzervativ emlds antigénekre allitottak
eld: citokinekre (TNF-a, TGF-a), enzimekre (Cu/Zn SOD), sejtfelszini molekuldkra (Thy-
1 [CD90], CD24) és hormonokra (TSH-a,-f,-dimer) (Németh P., Bebok Zs, Balogh P). A
feladatot annak tisztazasa jelentette, hogy kimutathatok-e ezekkel az ellenanyagokkal a

magasabbrendiiekben konzervéltnak tartott struktarak a foldigilisztaban is.

2. Hibridéma technika segitségével specifikus monoklonalis ellenanyagokat
allitottunk eld a giliszta immunsejtekre. Célunk az volt, hogy a sejtpopulaciokat
molekularis markerekkel (un. CD kényvtar) tudjuk vizsgalni és az alpopuldcidkat az
immunologiai differencialoddsi markerek alapjan tudjuk elkiiloniteni. Coelomasejt
specifikus ellenanyagokkal lehetdség nyilik arra is, hogy a sejtek leszarmazéasat nyomon
tudjuk kovetni, szoveti elhelyezkedésiiket, eredetiikket ¢és kompartmentaliziciojukat

vizsgalni tudjuk, a funkcionalis szempontokat is figyelembe véve.

3. A foldigiliszta coelomasejtek ellen aldallitott monoklonalis ellenanyagaink
antigén specifitasanak meghatarozasat is el kivantuk végezni, els6 1épésben random
peptid konyvtart hordozé filamentozus fagot hasznaltunk az ellenanyagok epitopjanak

meghatarozasara.

4. Vizsgaltuk a coelomasejtek lizoszomalis enzim (savi foszfataz) aktivitasanak
jellemz6it  (sejtcsoportok kozotti  savi  foszfatdz  enzimaktivitds, enzimtartalom
kiilonbségeket) és aktivalhatésagat. Nyomon kovettiik a mikrobialis hatasra torténd

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

ezen molekulak termelésében, raktarozasaban.

39



6. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteinkben Eisenia fetida giliszta kifejlett példanyait hasznaltuk fel. A sejtizolalasok
eldtt két napig az allatokat nedves vattan tartottuk.

6. 1. Sejtizolalas

A coelomasejteket izolaltuk, izolalo puffer (71,2 mM NaCl, SmM EGTA, 50,4 mM
guaicol glyceryl ether, 5% ethanol, pH: 7,3) segitségével, melynek hatisara a gilisztak
védekezési reakcioként dorzélis porusukon keresztiil kipréselik magukbol a sejteket
(Diogené és mtsai 1997). LBSS (Lumbricus Balanced Salt Solution) (71,5 mM NaCl,
4,8mM KCI, 3,8mM CaCl,, 1,1mM MgS04X7 H,0, 0,4mM KH,PO4, 4,2mM NaHCOs3,
0,3mM Na,HPO4X7H,0, pH: 7,3) pufferben felvéve kétszer (100g x Sperc) centrifugaltuk

a coelomasejteket.

6. 2. Enzimcitokémiai festések coelomasejteken

A sejteket (5x10°/ml) citocentrifugaval targylemezre iilepitettiik.

(a) Nem-specifikus észteraz (a-naftil-acetat-észteraz) kimutatasa

A fixéalas formalingdzben tortént 10 percig, a formalint tobbszori csapvizes
mosassal tavolitottuk el (2-3 perc). Foszfat pufferben (pH 7.4) vettik fel a
dimetilformamidban oldott naftil-acetatot, majd Fast Blue RR-t adtunk hozzd. Az

inkubalas szobah6n tortént.

(b) Alkalias foszfataz kimutatasa

A sejteket fixalas nélkiil, nitro tetrazolium kék (NBT) és bromo-kloro indolil
fosztat (BCIP) (dimetilformamidban oldva) festéoldataval (100mM TRIS-HCI, 100mM
NaCl, 5mM MgCl,, pH 9,5) reagaltattuk. Az inkubalast szobahdn végeztiik.

(c) Savi foszfatdz kimutatasa
A lemezeket 0,1 M Na-acetatos (pH 5,2) oldattal mostuk 5-10 percig. A reakcid
keverékkel harom oran keresztiil inkubaltuk a sejteket. A reakcidelegy 10 mg naftol-AS-

BI-foszfat dimetilformamidos és natrium-nitrites oldatat tartalmazta.
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(d) Endogén peroxidaz kimutatasa
A reakcidt 3-amino-9-etil-karbazol (AEC) acetat pufferes (AEC, H,O,) oldataval
(pH: 5,2) végeztiik.

6. 3. Immunizalas, sejtfuzio, hibridoma eldallitas

Izolalt coelomasejteket (10°/ml) LBSS-s mosas utdn adtunk be intraperitonealisan nyolc
hetes Balb/c egerekbe. Az ujraimmunizalds harom hét elteltével tortént, a mdasodik
immunizalast kovetden probavért vettiink, a szérum titerét megteszteltiik. Két nappal az
utols6 immunizalas utdn végeztiik el a sejtfuziot.

A hibridomakat Kohler és Milstein (1975) mddszere alapjan allitottuk eld. A
1épsejteket Sp-2/0-Agl4 egér myeloma sejtvonallal (Flow Labs, UK) fuzionaltattuk 4:1
aranyban, polietilén glikol-t hasznalva (Mr: 6000, Sigma). A sejteket DMEM+10% FCS
tartalma tapoldatban novesztettiik. A hibridomakat hypoxanthin (0,1mM) thimidin
(0,016mM) és aminopterin (4x10*mM) tartalmi DMEM + 20%FCS (Gibco) tapoldaton
szelektaltuk. A hibridoma feliilluszokat ELISA-val (enzyme linked immunosorbent assay)
teszteltiilk, majd a pozitiv vonalakat indirekt immuncitokémiaval karakterizaltuk tovabb,
coelomasejt citoprepeken. A kivélasztott hibridomékat véghigitasos mddszerrel klonoztuk.
Coelomasejteket (80 pl- 5x10°/ml) iilepitettiink targylemezre Cytospin 3 (SHANDON,
USA) citocentrifugaval ill. sejteket (8 ul-5x10°/ml) pipettaztunk a 12-lyuka ,,multiwell”
lemezekre (ICN) majd szobahdn inkubéltuk a lemezeket 20-30 percig, hogy a

coelomasejtek megfelelden kitapadhassanak.

6. 4. Gilisztak prepardlasa, szovetek elokészitése

Az elokészitett allatokat narkotizaltuk (alkoholban, szodavizben), majd a tulaltatas
utan kivagtuk a clittelum kozeli szovetrégiot.

A blokkokat TissueTech-be agyaztuk be, lefagyasztottuk majd 10um vastag
metszeteket készitettiink kriosztattal. Az immunofluoreszcencias protokoll eldkezeléseként
a metszeteket 15 percig 0,05 M NH4Cl oldatban inkubaltuk, hogy lecsokkentsiik az auto-

fluoreszcenciat, majd PBS-ben mostuk (de Eguileor és mtsai 2000a, b).
6. 5. Immuncitokémia

A coelomasejteket acetonban fixaltuk, az endogén peroxidaz aktivitast fenil-

hidrazin-hidrokloriddal (1mg/ml PBS-ben) gatoltuk, a nem specifikus kotéhelyek
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blokkolasat 5%-os BSA-val végeztiik 20 percig. A szdveteket és az izolalt coelomasejteket
hasonldan kezeltiik az aldbbiaknak megfeleléen. Hibridoma feliiluszokkal (a-EFCC
klonok), tisztitott antitestekkel inkubaltuk a mintakat 1 6ran keresztiil szobahémérsékleten.
Kontroll ellenanyagként nem immunizalt egér szérumat hasznaltuk (1:500). HRP konjugalt
anti-egér IgG specifikus antitestet hasznaltunk masodik ellenanyagnak. Az eléhivashoz

AEC-t hasznaltunk. A magfestés Mayer-hematoxilinnal (Reanal) tortént.

6. 6. Immunofluoreszcencia

A citoprepek nem specifikus kotohelyeit blokkoltuk BSA-val, majd hibridoma
feliiliszokkal inkubaltuk a sejteket/szoveteket, FITC wvagy biotin jelolt anti-egér
ellenanyagot adtunk masodik reagensként. Streptavidin-R-fikoeritrint hasznaltunk a
harmadik Iépésben a biotinalt ellenanyag esetében. A reagenseket 1:100 higitdsban
hasznaltuk, az inkubéci6 szobahdn tortént 1 6rdn at. Propidium-jodid (Sigma) és DRAQS

(Biostatus Lim.) festéket alkalmaztunk a sejtmagok jeldlésére.

6. 7. Mikroszkopia
A festett sejteket, szoveteket a Bio-Rad MRC-1024 konfokalis rendszeri Nikon
Eclipse TE-300 és Olympus BX61 mikroszkoppal vizsgaltuk.

6. 8. Sejthomogenizalas

1. A sejteket lizalopufferben (0,5% Triton X-100, S0mM TRIS-HCIL, 300mM NacCl, pH:
7,6) proteazgatlok (1ug/ml aprotinin, 1pg/ml leupeptin, ImM phenyl-methannesulphonyl-
fluoride) jelenlétében homogenizaltuk (4 °C, 45 perc).

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

hataroztuk meg (Bradford 1976).

6. 9. ELISA

Coelomasejt lizatumokat, coelomafolyadékot (Spug/ml) kotottiink ki ELISA lemez

aljara (Nunc, Microelisa) egy ¢éjszakan at 4°C-on, a nem specifikus kotdhelyek blokkolasat
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0,5% zselatinnal végeztiik 20 percig 37°C-n. A mintdkat inkubdltuk az antitestekkel (a-
EFCC antitestek [hibriddma szupernatansok higitatlanul], 1 6rdn at 37°C-n. A mosasi
1épések utdn HRP konjugalt mésodlagos ellenanyagokat (Dakopatts) hasznaltunk (a-EFCC
esetében: a-egér IgG, a tobbi egér ellenanyag esetében: a-egér Ig polivalens). Az el6hivast
orthofenilén-diamin-nal (OPD) végeztiik, citrat-fosztat pufferben (pH: 5,0), a reakciot 4M
kénsavval allitottuk le. Minden lépes kozott a mosast 0,05% Tweent tartalmazd PBS-sel

végeztiik. A lemezeket Dynatech MR7000 fotométerrel mértiik le.

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

meg, kovetve a cég utasitdsait.

6. 11. Immunprecipitdacio

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

membranra blottoltuk.

6. 12. SDS-poliakrilamid gél elektroforézis és Western blot

Az immunprecipitdtumok fehérjéit 10%-os gélen valasztottuk el Laemmli alapjan
(1970) Mini-Protean 3 apparatussal (Bio-Rad). Az elvalasztott fehérjéket nitrocelluldz
membranra (Schleicher & Schuell) blottoltuk 4°C-on egy ¢&jszakan at. A Dblottolas
hatékonysagat Ponceau festéssel ellendriztiik a membranokon. A nitrocellulozt 2%-os
sovany tejporral (Sigma) blokkoltuk PBS-ben egy oran keresztiil. A blottokat biotinalt a-
EFCC klonokkal reagéltattuk (1:1000). Alkalikus foszfatdz konjugalt avidin vagy HRP
konjugalt Streptavidin reagenseket hasznaltunk a kovetkezd 1épésekben. Az eldhivashoz az
alkalikus foszfataz enzim esetében NBT-BCIP festék elegyet szubsztrat pufferben (100
mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH 9,5) vagy ECL (Amersham) reagenst
hasznaltunk a HRP esetében. PBS/0,5% Tween oldattal mostuk a nitrocelluloz papirokat, a
reakcio 1épések kozott. Festett molekulasuly proteineket (Sigma) hasznaltunk standardként.
A Dblottokat Scionlmage szoftverrel (Windows) analizaltuk. Kontroll ellenanyagként

biotinalt a-FITC monoklonalis antitestet hasznaltunk.
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6. 13. Aramldsi citometria

Az izolalt coelomasejteket DMEM 1640+10% FCS (Sigma Chem. Co., USA)
tapoldatban vettiik fel. Egy 6ra médiumos inkubacio utan a sejteket lecentrifugaltuk (500
rpm, 5 min) és LBSS pufferben vettiik fel (10° sejt/minta). A mintikat 4%-os PFA/LBSS
elegyben fixaltuk. 0,1% NaNs; tartalmi LBSS-ben mostuk a sejteket, melyet a
permeabilizalé pufferben (LBSS/0,1% szaponin/0,1 % NaN3) valdé mosas kovetett. Az
antitesteket (FITC konjugalt a-EFCC mAt-k) ebben a permeabilizalé pufferben adtuk a
sejtekhez, majd 30 perc inkubacié kovetkezett 4°C-on. Az inkubacid letelte utan
megmostuk a mintakat kétszer szaponin pufferben ¢és egyszer LBSS/BSA/NaNs-ban. Végiil
0,1% formalint tartalmazé LBSS-ben fixaltuk a mintdkat és egy Becton Dickinson

FACSCalibur citométerrel mértiik és FCS Express szoftverrel analizaltuk.

i

6. 14. Monoklondlis ellenanyag epitop-meghatarozdasa ,,phage-display’
segitségével

A filamentozus fag (M13) pVIlI-as kopenyfehérjén megjelenitett kilenc aminosavas
random peptid konyvtar Alessandra Luzzago (IRBM, Roma) nyujtotta rendelkezésiinkre.
A fagok dusitasat a korabban leirtak szerint (Felici és mtsai 1995) végeztiik. Egy Petri-
csészét egy éjszakan at érzékenyitettiink a-EFCCI ellenanyaggal (40 pg/ml az elsd, 4
ng/ml a masodik dusitasi ciklusban). 0.05 % Tweent tartalmaz6 PBS-es mosas majd 3%-o0s
BSA-PBS-el valé blokkolas és (ijabb mosés utan, 10'° fagot (1% BSA/PBS-vel blokkolva)
adtunk a lemezhez. 2 6ras 37 °C-on végzett inkubécio és Tweent (0,05% az elsd és 0.5% a
masodik ciklusban) tartalmazé PBS-el tortént mosas utan, a fagokat elualtuk (1 mg/ml
BSA, 0.1M glicin pH 2.2), majd neutralizalast kovetéen (2 M Tris Base) XL-1 Blue E.
coli-t fertztiink veliik. M13KO7 helper faggal tortént feliilfert6zés utan a fagokat
kicsaptuk (16,7 % PEG 8000, 3.3 M NaCl) ¢és egy masodik dusitasi ciklust kezdtiink. A
masodik ciklus utan a fagokkal fert6zott majd M13KO7 helper faggal feliilfert6zott XL1-
Blue E. coli telepeket nitrocelluloz membranokra emeltiilk. A membranokat blokkolas utan
(TBS/0,05% Tween20/5% tejporral) 2 o6ran at inkubaltuk a-EFCC1 ellenanyaggal (1
ug/ml), majd 1 6ran at alkalikus foszfatdz konjugalt anti-egér Ig masodlagos antitesttel.
Pozitiv kloénokat valasztottunk ki, amelyeket ELISA-val tovabb teszteltiink, oly modon,
hogy a fagokat kotottiik ki a lemezre. Az ELISA alapjan a legerdsebb reakciot mutato
klénokbol DNS-t izolaltunk, amit egy ABI Prism 310-es késziiléken megszekvenaltunk.
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Annak bizonyitdsara, hogy ez az ellenanyagunk epitopja, indirekt ELISA-ban
teszteltiik a fagokat. Triton-X 100-al készitett coelomasejt lizdtumot kotottiink ki ELISA
lemezre egy ¢jszakan at, majd az ellenanyagot (a-EFCCC1 [3/C2klén]) 6sszekevertiik a
fagokkal és egy oran at szobahdn inkubaltuk. A 43-as fagklon mellett egy irrelevans
epitopot (CD45RC) hordozd (CA3 fag, Czompdly és mtsai 2003) és a vad tipusu fagot
(M13KO7) is 6sszehoztuk az ellenanyaggal.

Az inkubacios 1d6 letelte utan az oldatot (fag + ellenanyag) rapipettaztuk az ELISA
lemezre. Peroxiddz konjugalt anti-egér immunglobulinnal tortént inkubdlds utan orto-

fenilén-diamin szubsztrattal el6hivtuk a lemezeket.

6. 15. ,,In vitro” fagocitozis assay (,quenching”)

Izolalt coelomasejteket (10°) inkubaltunk FITC jelzett hé-inaktivalt Staphylococcus
aureus (OKI I12001) és Escherichia coli (ATCC 25922) baktériumokkal (107) szobahdn
»end-over-end” rotacios késziilékkel. A fagocitdzis utdn megmostuk a sejteket LBSS-ben,
centrifugaltuk 1000 rpm, 5 perc. A mosasi [épés utan citocentrifugaval Cytospin (Shandon,
USA) targylemezekre iilepitettilk a sejteket. A lemezeket fixaltuk, majd megjeloltik a
coelomasejt-alpopulaciokra specifikus biotindlt a-EFCC3 ill. a-EFCC4 ellenanyagokkal,
majd Streptavidin-R-Phycoerithrin konjugdtumot adtunk a sejtekhez. A mikroszkopizalas
elétt propidium-jodid és DAPI (4°,6- diamidino-2-phenylindole) festékkel inkubéltuk a
lemezeket (a fagocitalt és sejten kiviil 1évé baktériumok elkiilonitése), majd PBS-es mosas
és glicerines lefedés kovetkezett (Drevets és Campbell 1991).

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

Fagocitozis index = Bekebelezett baktériumszam / teljes coelomasejt szam

6. 16. ,,In vitro” enkapszuldacios assay

Coelomasejteket (4x10%) helyeztiink ki 96 lyukd sejttenyészté lemezre 100 pl
DMEM+10% FCS médiumban, a tdpoldathoz mértiink streptomycin és penicillin
antibiotikumokat is. Enkapszulacios ,,célsejtként” 150-200 Sephadex G25 gyongyot
tettiink a lyukakba. A lemezt szobahén 130 rpm-mel forgattuk 24 oran keresztiil (Pech és
Strand 1996). A mintakat targylemezre centrifugaltuk (elétte LBSS-ben mosva hagytuk
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letilepedni a gyongyoket fél percig ¢és az iilepitményt hasznaltuk fel) és

immuncitokémiaval vizsgaltuk.

6. 17. Keresztreakciok mas fajokon

Az ellenanyagok reaktivitdsit megnéztik mas gilisztafajok coelomasejtjein
(Lumbricus rubellus, Tubifex tubifex) és mas gerinctelen allatfajok (Mollusca, Arthropoda)
hemocitain, szovetein (Planorbarius corneus, Drosophila melanogaster). A csigafajbol
kriosztatos metszetet készitettiink illetve hemocitait a talpbol Pasteur pipettaval izolaltunk,
Drosophila hemocitakhoz a larva bérének feltépésével és hemolimfajanak kimosasaval
jutottunk (Franceschi és mtsai 1991, Vilmos ¢és mtsai 2004). Emlés fajokbol (egér,
patkany, human) izolaltunk leukocitdkat, melyeken immuncitokémiai ¢&és 4aramlasi
citometriai méréseket végeztiink az EFCC specifikus ellenanyagokkal. Patkany szoveteken

(1ép, mdj, timusz, agy, vese) végeztliink immunhisztokémiai festéseket.

6. 18. Lizoszomadlis aktivitas nyomon kovetése

Az izolalt coelomasejteket enzimcitokémidval karakterizaltuk (1d. feljebb), majd a
sejteket immuncitokémidra festettilk a-huméan AcP (1: 50 nytl, Sigma) ellenanyaggal. A
fixalast 4% PFA-val végeztiik 20 percig, permeabilizaltuk a sejteket 0,5% Triton X-100-
zal, majd az ellenanyag inkubacié kovetkezett. A-AcP-vel éjszakan at, a-nyul HRP-val
(1:100) 1 éran at tortént az inkubacio, majd el6hivas AEC-vel. Aramlasi citometridban a
mar leirt mdédon tortént a jelolés. Ellenanyagok, reagensek az aramlési citometridhoz: a-
AcP (1:50), biotinalt a-nyal (1:100), Streptavidin-FITC (1:100). Coelomasejteket
fagocitaltattunk hével eldlt baktériumokkal (leirt modon) majd lizatumot készitettiink a
sejtekbdl, melyet Western blottal vizsgaltunk.
Ellenanyagok, reagensek Western blothoz: a-AcP (1:500), biotindlt a-nyul (1:1000),
Straptividin-HRP (1:1000). Az eléhivast ECL reagenssel végeztiik.
A fagocitalt mintak feliiluszojat, coelomafolyadék ELISA-ban teszteltiik, reagensek: a-AcP
(1:500), a-nyal HRP (1: 1000). Az el6hivashoz OPD-t hasznaltunk.
A fehérjemeghatarozast (Bradford 1976) a Western-blot vizsgélat és az ELISA vizsgalatnal

végeztiink, a mintakbdl egyenlé mennyiségli fehérjét hasznaltunk fel a vizsgalatokhoz.
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6. 19. Citotoxicitdasi tesztek

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

A sejteket egynapos coelomasejt feliiluszoval, ultrahanggal homogenizalt
sejtlizatummal, coelomafolyadékkal inkubdltuk a targetsejteket. — Kontrollként
DMEM+10% FCS tenyésztdémédiumot ill. a lizalémédiumot (LBSS) hasznaltuk. A
citotoxicitas gatlasaként a coelomasejt lizatumokat megkezeltiik (hddenaturacio 95 °C-on,
tripszin €s proteindz K emésztés). Az inkubdacios id6 letelte utan a sejtekhez MTT oldatot
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetraz6liumbromid) adtunk (5mg/ml, PBS-ben,
pH7,2), majd a lemezt 4 6ran at, 37°C-on inkubaltuk. A reakci6 ledllitasa izopropanol-HCl
(24:1) oldattal tortént, majd a kivalt formazan kristalyok abszorbanciajat 560nm-en mértiik
Dynatech MR 7000 fotométerrel. WST-1-el is végeztiink fotometrids méréseket 460 nm-
en. A targetsejtek morfologiai valtozasait Olympus C-4040 mikroszkoppal kovettiik
nyomon. A statisztikai analizisek sordn a kezelések szignifikancidjat Student-féle t-

probaval hasonlitottuk dssze. P <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
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7. EREDMENYEK

7. 1. A coelomasejtek fizikai paraméterek alapjdan torténdo elkiilonitése

A Dbevezetésbdl kitlint, hogy a coelomasejtek csoportositasa, karakterizalasa a
klasszikus mikroszkopos morfologiai eljarasokkal nem konnyli feladat. Szerzénként és
kisérletenként is eltérhet a megnevezés, amely adodhat az eltérd sejt izolalasi és festési
protokollokbol is. Munkankban ezen ellentmondésok feloldasara is igyekeztiink megoldast

talalni.

Aramlasi citometriaval, a fizikai paraméterek alapjan (nagysag és granularitas)
karakterizalhatok a sejt alcsoportok. Harom csoportot tudtunk elkiiloniteni a coelomasejtek
kozott, melyek a kovetkezok: R1, R2 és R3 (11.A é&bra). Az R1 csoport megfelel a
granuldris-, az R2 a hialin amdbocitdknak. A harmadik (az R3) csoport intenziv
autofloureszcenciaval rendelkezd, granulalt sejttarsasag, e tulajdonsagok alapjan a

chloragogén sejtekkel hozhato fedésbe (11.B abra).

A

Laaa o b o a o 1o ol a1l

11. abra. Coelomasejtek fizikai paraméterek alapjan harom nagyobb csoportra kiilonithetoek
el: (R1, R2, R3) (A), FL-1 csatornaban vizsgalva a fluoreszcenciat, szembetiind az R3 csoport erds
autofluoreszcenciaja (B). A sejtek aggregalodasat megakadalyozandd az aramlasi citometriai
jelolések el6tt DMEM tapoldatban inkubaltuk a sejteket.
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7. 2. Konzervativ emlds antigénekre specifikus monoklondlis antitestek
reakcidja giliszta immunsejt lizatummal

Az izolalt coelomasejteket kiillonb6zd emlds konzervativ antigénekre eldallitott
monoklondlis ellenanyaggal, immunszerologiai ¢és immunmorfoldgiai eljarasokat
alkalmazva jeloltiik. Indirekt ELISA-ban a coelomasejt fehérjékkel intenziven reagilt az
anti-TNF-a, anti-TGF-a és az anti-Cu/Zn SOD monoklonalis ellenanyag. A legerdsebb
reakciot az anti-TSH-dimer ellenanyag mutatta, emellett a tobbi TSH izoformat (TSH-

o, TSH-B) felismeré monoklonalis antitest is reagalt a lizatummal (12. abra).

0,45 -

0,40

OD 490

TSH-a TSHb TSH«d Insulin TNF-a TGF-a SOD HBx-AgGalanin
Antitestek

12. abra. Emlés antigénekre eléallitott monoklonalis ellenanyagok reakcidja coelomasejt

lizatumon indirekt ELISA rendszerben.

Kontroll ellenanyagként az anti-galanin (IgG1) ellenanyagot hasznaltuk. Ezt a
konzervativ peptidhormont mar korabban kimutattak a gilisztak neuronjaiban (hasduclanc),
de mi a coelomasejtekben nem taldltunk immunreaktivitast. Negativ kontrollként
hasznaltuk a Hepatitis B virus X proteinje (HBx-Ag) ellen eldallitott monoklonalis
ellenanyagot (IgGl), mely nem mutatott specifikus reakciot. Inzulin-szerli ndvekedési

faktort mar kimutattak és izolaltak Eisenia fetida valamint Lumbricus terrestris
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szovetekboOl, am coelomasejtekbdl készitett lizitumban mi nem taldltunk inzulin-szeru

molekulat ELISA modszerrel.

7. 3. Emlos sejtfelszini antigéneket felismero monoklondlis ellenanyagok
reaktivitasa coelomasejteken

Az egér sejtfelszini molekuldkra (CD90, CD24) specifikus ellenanyagokkal
aramlasi citometridban markans festddéseket kaptunk a coelomasejtek felszinén. Az anti-
TNF-o mAt szintén jelolte a coelomasejtek membranjat. Mindharom, kiilonb6zo
ellenanyag esetében az R1 és R2 populacidé bizonyult pozitivnak, az R3 sejtekkel nem

reagaltak az ellenanyagok.

R1 R2
a-CD90 24,61+ 10,10% |20,20+2,15%
a-CD24 42,75+ 0,89% |34,15+8,12%

a-TNF-a 38,04+ 4,64% |26,03£3,11%

3. tablazat. Emlos sejtfelszini antigénekre specifikus ellenanyagok coelomasejteken mutatott
reakcidja.

A tablazatban az immunpozitiv sejtek szazalékos aranya van feltiintetve.

7. 4. Intracellularis festédés coelomasejteken a-TNF-a, a-TSH-c, -f,-
dimer, a-Cu/Zn SOD monoklondlis ellenanyagokkal. A-TNF-a reaktivitas
mezodermalis szoveteken.

Intracellularis jeloléseket alkalmazva kaptunk egyértelmii festédést hormon (a-
TSH), citokin (a-TNF) és enzim (a-Cu/Zn SOD) specifikus monoklonalis ellenanyagokkal
a coeclomasejtek citoplazmdjaban (13. abra). Hasonloan a sejtfelszini festédéshez az R1 és

R2 populacio bizonyult pozitivnak, mig az R3 konzekvensen negativ volt.
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13. abra. Coelomasejtek aramlasi citometriai analizise intracellularis jelolés alapjan. Az a-
TNF-a, a-Cu/ZnSOD monoklondlis ellenanyagok mutattak a legerésebb festddést az R1 és R2
populacioban. Az a-TSH ellenanyagok koziil a dimer format felismerd mutatta a legerdsebb

reakci6 az izotipus kontrollhoz képest.
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14. abra. Immncitokémiai és -hisztokémiai reakciok anti-TNF-o mAt-tel giliszta sejteken és
szoveteken. Izolalt coelomasejtek intracellularis festédése (nyillal jelezve) anti-TNF-a
monoklonalis ellenanyaggal. Konfokalis mikroszképos felvétel, propidium-jodid magfestés (A, B).
Kriosztatos metszeteken az anti-TNF-o mAt specifikusan a bél egyes sejtjeit (mezodermalis
sejteket) jeloli (C). A kontroll reakcion (D) csak a bél feliiletén talalhaté chloragogén sejtek
mutatnak gyenge aspecifikus reakciot (endogén peroxidaz, csillaggal jeldlve). Hematoxilin
magfestés. Méretarany: 50 um (A), 5 um (B), 100 um (C), 200 um (D). Jelmagyarazat: c-coeloma,
g-bél, mu-izomrétegek, n-hasduclanc, t-typhlosolis.
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Immuncitokémiai festésekkel a citokin, hormon és enzim specifikus ellenanyagok
jelolédése jol kovethetd volt a coelomasejtekbdl késziilt citoprepeken. A konfokalis
mikroszkopos képeken latszik az intracelluléris festddés a coelomasejtek citoplazmajaban
anti-TNF-a monoklonalis ellenanyaggal tortént festés utan (14.A és B abra). Kriosztatos
giliszta keresztmetszeteken alkalmazva ezt az ellenanyagot a bél belsd sejtrétege mutatott
specifikus jelolodést (14.C abra). Kontroll reakcidoban (normal egér szérumot hasznalva)
nem kaptunk festddést az emlitett szoveti struktirdkban. Halvany reakcid latszik a bél
felszinén, amit a chloragogén szévet endogén peroxiddz aktivitdsadnak tulajdonitunk (14.D
abra). A szoveteken tortént peroxidaz gatlas, mind a TNF-a-val festett, mind a kontroll

metszeten latszik egy gyenge aspecifikus jelol6dés a bél felszinén.

7. 5. Lizoszomadlis enzim (savi foszfataz) eloszlisa coelomasejt
populdciokban

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

Enzimcitokémiai mddszerrel sikeriilt kimutatnunk az enzim jelenlétét (15.A és B
abra) coelomasejtekben. Az enzimreakciot elsOsorban lizoszomalis strukturakban
tapasztaltuk, néhdny alkalommal extracellularisan is kaptunk festddést. A sejtcsoportok
kozott  enzimreaktivitasi  kiilonbségeket tapasztaltunk, ezeket a  kiilonbségeket
immunoldgiai modszerrel is sikeriilt reprodukalni (15.C és D abra). Anti-human savi
foszfataz poliklonalis ellenanyaggal festettiik a sejteket aramlasi citometrids analizisre. A

sejtpopulaciok kiilonbozo savi foszfataz tartalmat a 4. tablazat mutatja be.

R1 19,38 £10,74%
R2 43,3 +19,15%
R3 11,0+ 11,69%

4. tablazat AcP enzimtartalom eloszlisa coelomasejt alpopulaciékban. Aramlasi citometridban
a hialin sejtekben talaltuk a legmagasabb AcP tartalmat.
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A citokémiai festések és az aramlési citometriai mérések sordn a granularis (R1) és
hialin (R2) sejtekben talaltuk a magasabb savi foszfatdz enzimtartalmat, reaktivitast. A

chloragogén sejtekben nem tapasztaltunk szdmottevo reakciot.

Tovabbi adatként szolgdl az is, hogy humdn savi foszfatdzra specifikus
ellenanyaggal festve a sejteket, €élénk granularis festddést tapasztalunk kisebb sejtek
citoplazmajaban, amelyet a bazofil sejtekként (hialin altipus) azonositottunk (15.D é&bra).

Chloragogén sejtek nem festddtek szamottevden az ellenanyaggal.

15. 4bra. Savi foszfatiz Kkimutatidsa enzimcitokémiai és immuncitokémiai médszerrel
coelomasejtekben. A coelomasejtek koziil a hialin és granularis sejtek voltak pozitivak (nyil), a chloragogén
sejtek negativnak (csillag) bizonyultak. Az enzimcitokémiai reakcid soran egyértelmil a granularis aktivitas
(A, B). Anti-AcP ellenanyaggal szintén granularis lokalizaciot mutatott az enzim (C, D). Méretarany: 10pum.
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7. 6. A coelomasejtek aramldsi citometriai analizise specifikus monoklonadlis
ellenanyagokkal

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

sejteket tiintettiik fel.

Az A csoport egy kozos epitopot (EFCC1) ismer fel az Osszes coelomasejt
populécioban, az a-EFCC 1/1 (3/C2) jelt klon mindegyik alcsoportot (R1, R2 és R3) jeloli
(16.A, B abra). Ezzel szemben kiilonb6z6é sejttarsasagokat jellemez az a-EFCC2, a-
EFCC3, a-EFCC4 ellenanyaggal valo reaktivitds. Az a-EFCC2 klon (B csoport) foleg az
erdsen granulalt sejtpopulaciot festi (R3 populacid), melyiknek nagy az auto-

fluoreszcencidja (16.C abra).

A két masik ellenanyag csoport (C és D) az effektor coelomasejtekkel (hialin és
granularis amdbocitdk) reagdl. Az immunhisztokémidban aggregalodo, Osszetapado
sejteket fest6 EFCC3 ellenanyag markansan festette aramlasi citometridban az R2

populécié sejtjeit (16.D abra).

Az a-EFCC4 kis jelolodést mutatott aramlasi citometridban, féleg az R1 csoport

sejtjeit festette meg (16.E abra).
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16. abra. Kiilonb6z6 coelomasejt populaciok aramlasi citometrias analizise. Az analizalo
program segitségével a dot-plotokon (B, C, D, E) a festés utdni immunpozitiv populaciokat
mutatjuk be.

7. 7. Monoklonadlis ellenanyagok festési mintdzata izoldlt coelomasejteken

Az a-EFCCI1 ellenanyag a coelomasejtek membranjan mutat reakciot,
amint azt a fény- és konfokalis mikroszkopos felvételeken lathatjuk (17.A, B abra). Ez a
klon elsdsorban a sejtmembrant festi, bar némi reakcid tapasztalhatd intracellularisan
(magmembran) is. Fixalatlan, ¢l6 coelomasejtek is jelolddnek a sejtfelszinen ezzel az
antitesttel. Az a-EFCC2 (1/B1) intracellularis granulumokat fest egy coelomasejt
alpopulacioban (17.C, D abra), erre a sejttipusra jellemzd, hogy citoplazmajuk nagyon
granuldlt és sejtmagjuk viszonylag kicsi. A konfokélis képen nagyon jol latszik a

granularis jelolédés (17. D abra).
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Ezek a sejtalkotok kitoltik a citoplazmat és méretiik 1-6 pum kozé tehetd. E
jellemzok alapjan a chloragogén sejtpopulacidval tudjuk fedésbe hozni ezeket a sejteket. A
fénymikroszkopos képen harom chloragocitat lathatunk melyek pozitivan festddnek, mig a
korilottik 1évé coelomasejtek negativak (17.C abra). Az a-EFCC3 monoklonalis
ellenanyag intracellularisan olyan coelomasejteket fest, melyek hajlamosak egyméashoz
tapadni. Ezek a hialin amdbocitak, melyek adherencidt mutatnak tlivegfeliiletekhez, ezt
mutatja a szamos pseudopodium (17.E ¢és F édbra) is. Az a-EFCC3 ellenanyaggal szemben
a a-EFCC4 ellenanyag egy sokkal ritkabb sejtpopulaciot jellemez. Intracelluldrisan
festddnek a sejtek, feltlind a periféridlis elhelyezkedésti sejtmag (17.G és H abra). Kis

méretl sejtek, a morfologiai jellegek alapjan ezek a granularis amdbocitak lehetnek.

57



17. abra. Coelomasejt alpopulaciok immuncitokémiai és immunfluoreszcens festése
monoklonalis ellenanyagokkal (a-EFCC klonokkal). Az anti-EFCC1 ellenanyag (A, B) a
membranokat jeldli (nyil), az a-EFCC2 mAt (C, D) intracellularisan festi a chloragogén sejtek
granulumait (nyil), a sejtekhez hozzatapadva negativ sejt is lathato (csillag, C). Az a-EFCC3 mAt
(E, F) nagy aggregalodd sejteket festenek (nyilhegy), melyek pseudopodiumokat is ndvesztenek
(nyil), koriilottiik szamos negativ sejt is lathato (csillag). Az a-EFCC4 (G, H) kevés sejtet (nyilak)
fest a coelomasejt citopreparatumokon.

Magfestés: hematoxilin, propidium jodid, DRAQS. Méretaranyok: 20 um (A-D), 50 um (E, F), 200
um (G), 20 pm (H).
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7. 8. Monoklonadalis ellenanyagok reakcidja giliszta metszeteken

Kriosztatos metszeteket készitettiink gilisztaszovetekbol a kozépbéli régidban, hogy
tisztdzzuk az ellenanyagok specificitasait nem csak izolalt sejteken, hanem teljes
gilisztaszoveteken is. Elészor az a-EFCCI klont hasznaltuk a festésekhez Eisenia
szoveteken. Az ellenanyag reakciot adott a legkiilonbozobb szovetek (béltraktus,

izomszovet, hasduclanc) felszinén (18.A és B ébra).

Az EFCC2 antigén a festések sordn a bél coelomaiireg fel6li falan mutatott
festodést, ez a régio felel meg a letapadt/rogzitett chloragogén sejtek helyének (18.C abra).
Az ellenanyag nem csak a bél kiilso felszinén, hanem a typhlosolisban is mutatott gyenge
reakciot. A fluoreszcens festésnél nem kaptunk egyértelmii granularis festodést ellentétben

a citopreparatumokon tapasztaltakkal (18.D abra).

A-EFCC3 klont hasznalva a festésekre, szelektiv jelolodést tapasztaltunk, melyet a
18.E abra mutat be. Reakciot a bél és a coeloma-epithél felszinén tapasztaltunk. Erdekes
megfigyelni a coelomaiiregben meglévd sejtek pozitivitdsat. Immunfluoreszcenciaval
(18.F abra) diszkrét festddést tapasztaltunk a bél felszinén, a coeloma felszinén és a

metanephridiumban.
Az a-EFCC4 klont vizsgalva giliszta szOveten, a reakcio a bél belsd falaban, a

szubepithélialis régioban jelentkezett (18.G ¢és H 4&bra). Nem kaptunk festddést

izomszovetben, idegrendszerben.
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18. abra. Giliszta keresztmetszetek immunhisztokémiai és immunfluoreszcens festése
specifikus monoklonalis ellenanyagokkal. Anti-EFCC1 mAt (A, B) megfesti az dsszes szoveti
struktarat (bél, izomrétegek, metanephridium, idegszdovet), mig az EFCC2 marker (C, D) csak a bél
felszinén 1évé chloragogén populacioban van jelen. Az a-EFCC3 antitest k6zéps6é csiralemez
eredetli szoveteket fest (E, F): bél, metanephridium. Jellegzetes, hogy a coelomaiiregben jol
latszanak a jelolodo coelomasejtek (E). Az EFCC4 marker bél falaban jelen 1évo sejtekben
expresszalodik (nyilak, G, H). Méretarany: 200 pm. Jelmagyarazat: g-bél, c-coeloma, m-
metanephridium, mu-izomrétegek, n- hasduclanc, t-typhlosolis.
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7. 9. Coelomasejtek lizatumdnak immunprecipiticioja monoklondlis
ellenanyagokkal

Protein G immunprecipitacids kit segitségével karakterizaltuk az antitestek altal
felismert coelomasejt/giliszta molekuldk jellegzetességeit. A precipitacio egy jellegzetes
monoklonalisok 4ltal felismert antigén képet eredményezett. Az anti-EFCC1 monoklonalis
antitest (19.C abra) 200 kDa, 149kDa, 100kDa koriili molekulakat ismer fel, ennek a
molekulanak egyeldre nem ismerjiik a glikozilaltsagi fokat. A chloragogén sejteket festo
anti-EFCC2 egy 200 kDa koriili polipeptidet ismer fel (19.D 4&bra). Az effektor
coelomasejtekkel reagald klonok: az anti-EFCC3 40 kDa, az EFFC4 mintegy 55 kDa

molekulastlyu peptidekkel mutatnak reakciot a coelomasejt lizatumokban (19.E, F abra).
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19. abra. Coelomasejt lizitumok fehérjeprofil vizsgalata specifikus ellenanyagokkal.

Teljes coelomasejt lizatum lathaté a molekulasuly marker fehérjék mellett SDS-PAGE-n
elvalasztva (A, B). Az immunprecipitaciot kdvetéen a mintdkat immuno-blot-tal vizsgaltuk. A
kiilonbdz6 monoklonalisok valtozatos festési mintazatot mutattak (C-F). Anti-EFCC1 ellenanyag
harom peptidet ismert fel, amelyek 200 kDa, 149 kDa és 100 kDa koriiliek (C). Anti-EFCC2 csak
egy 200 kDa kortili band-et ismert fel (D). Anti-EFCC3 mAt, mely a hialin amobocitakat festi, egy
40 kDa-os peptidet jeldl a sejtlizatumokban (E), mig az anti-EFCC4 55 kDa-os molekulat ismer fel

(F).
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7. 10. a-EFCCI ellenanyag epitopjanak meghatdarozdasa random peptid
konyvtar segitségével

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

Kisérleti rendszerlinkben egy random 9 aminosavas peptidkdnyvtart hasznaltunk fel
az ellenanyag epitoptérképezéséhez. Ez a konyvtar egy filamentdzus fag felszinen keriilt
tortént dusitasi 1épések utan a fagokat tartalmazd baktérium telepeket nitrocellulozra
emeltiik és immunoblot technikaval teszteltiik az ellenanyaggal, igy 60 klont valasztottunk
ki, amelyeket indirekt ELISA rendszerben teszteltiink tovabb, ebbdl 11 klont talaltunk a
legerésebbnek. Ezek megszekvendldsa utan a kovetkezd szekvencidt tudtuk azonositani:
SLSDSC.

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

a tobbi klonban csak részben talaltuk meg ezt a szekvenciat:

11 klon| LRYTTSLSDSCG
43 klon| CRYTPSLSDSC

Az EFCCI1 specifikus ellenanyagot reagaltatva a fagokkal, majd ELISA
rendszerben tesztelve tapasztaltuk, hogy a 43 fagklon legétolta az ellenanyag kotddését a
sejtlizatumhoz, mig az irrelevans epitopot hordozod (CA3) és a vadtipusu fag (M13KO7)
nem gatolta szamottevOen az ellenanyag-antigén reakciét. Az eredmény alapjan

bizonyitottnak tekintjiik, hogy a 43 fag az EFCC1 epitopot hordozza (20. abra).
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20. abra. EFCC1 epitopot hordozé fag gatolja az anti-EFCC1 ellenanyag kotodését giliszta
sejtlizatumhoz. Random peptideket hordozo és vad tipusu filamentézus fagokat hasznaltunk fel az
indirekt ELISA-ban az epitop térképezés eredményének ellenérzésére. A reakcion lathatd, hogy
csak a 43 fag (EFCCI epitop) gatolja az ellenanyag kotdédését a lizatumhoz.

7. 11. Giliszta coelomasejt specifikus ellenanyagok reakcidja mads fajokon

Az ellenanyagok tovabbi térképezése végett mas fajokon is megnéztiik az antitestek
reaktivitdsat, melynek eredményeit tablazatban foglaltuk 6ssze. Mas gilisztafajokban (L.
rubellus, L. terrestris, Tubifex tubifex) is kaptunk reakciot, a festési mintazat hasonl6 az
Eisenia fetida sejteken, szoveteken tapasztaltakéhoz, viszont az intenzitas joval gyengébb
volt. Az alpopulaci6 szelektivitas megfelelt a korabbiakban targyaltakkal. A Planorbarius
corneus csigafajnal csak az a-EFCCI ellenanyag mutatott pozitivitast, mig Drosophila

esetében nem tapasztaltunk festddést (5. tablazat).

Fajok Reakcié mintazat
Gerinctelen dllatfajok Hemocitak Teljes szovet
Planorbarius corneus + +++

Drosophila melanogaster - NM
Emlosok Limfoid Nem-limfoid
szovetek
egér, patkany, - -
human - NM

5. tablazat. Az a-EFCC 1/1 ellenanyag keresztreakciés mintazata mas fajokon. Egyediil a
csiga fajon adott reakciot ez az ellenanyag, a tobbi antitest negativnak bizonyult. NM: nincs
meghatarozva.
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Gerinces (emlds) sejteken ¢€s szoveteken is megnéztik az a-EFCC antitestek
reaktivitasat, de egyik esetben sem tapasztaltunk pozitiv reakciot.

A csigafajon tanulméanyozva a kiilonboz6 ellenanyag klonokat, egy esetben (a-
EFCCI) kaptunk festddést. Az izolalt hemocitdkon enyhébb, illetve a csiga kriosztatos
metszetén ez az ellenanyag markans reakciot adott. A metszeteken szembetiing az, hogy a
szovet sz€1én a 1ab izomrétegében talalhatd lakundkban lathato a reakcid (21.A és B abra).

Mas strukturakban nem kaptunk reakciot, ezekben a lakundkban hemolimfa aramlik.

21. abra. Planorbarius corneus csiga metszet immunfluoreszcens és immunhisztokémiai
festése az a-EFCC1 ellenanyaggal. Az ellenanyag a talp alatti sinusoidokban (nyilak, A és B)
mutat festddést. Magfestés: DAPI (A) és hematoxilin (B). Méretarany: 100um.

7. 12. Coelomasejt alpopuldaciok fagocitozisa

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a kiilonb6zd csoportba tartozd coelomasejtek
eltéré modon vesznek részt a fagocitdzisban. FITC konjugalt baktériumokat (S. aureus és
E. coli fajokat) hasznaltunk in vitro kisérleteinkhez. A fagocitozis diagramon jol lathato,
hogy 3-4 o6ra eltelte utan jelentékeny mennyiségli baktérium taldlhatdé a sejtekben. A
fluoreszcens képeken lathatéak a fagocitald sejtek. Magfestéket haszndlva jol
elkiilonithetéek a sejtre tapadt baktériumok a bekebelezettektdl. A S. aureus-t fagocitalo
sejt a bekebelezett baktériumon kiviil még harom baktériumot kotott meg a felszinén (22.A
abra). E. coli-t is fagocitalnak a coelomasejtek, bar kisebb mértékben, mint a Gram-pozitiv

baktériumokat (22.B dbra). A fagocitozis idédiagramja a 22.C abran.
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A coelomasejtek funkciondlis karakterizalasa céljabol a fagocitald sejteket
immuncitokémiara festettiik az a-EFCC3 ¢és az a-EFCC4 ellenanyaggal. Fluoreszcens
mikroszkdpiaval megallapitottuk a fagocitalt és a sejtekhez tapadt partikulumok szdmat, a
két ellenanyaggal jelzett sejtekre lebontva. Ennek az eredményét dbrazolja a 22.D abra.
Szembetiind, hogy az EFCC4 antigént hordozo6 sejtek inkdbb megkdtik a baktériumokat,
kevésbé fagocitalnak, mely az inkubécios id6 eldrehaladtaval bedllt egy allandd szintre,
ezzel szemben az a-EFCC3 ellenanyaggal festett sejtek aktivan fagocitalnak, harom ora
elteltével jelentésen megnd a bekebelezett partikulumok szdma. Az EFCC2-vel jelzett
sejtek (chloragogének) inaktivak voltak a tesztek sordn, bar a baktériumok egy részét

megkotottek.

7. 13. Enkapszulacios folyamatok vizsgalata

A bejutott koérokozd mennyiségétol ill. méretétdl fiiggéen az immunsejtek a
fagocitdzis mellett mas védekezési mechanizmusokra (tokképzddés, enkapszulacio) is

képesek.

Kisérleteinkben in vitro hoztuk 0Ossze a coelomasejteket Sephadex G25
gyongyokkel. Elozetesen az ellenanyagok tesztelésénél mar feltiint az, hogy az egyik klon
altal jellemzett sejtek (EFCC3) hatarozott struktirakat alkotnak, mely elhatarol egy
ellenanyaggal nem festddo sejttomeget (23A és B abra).
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In vitro fagocitozis assay FITC konjugalt baktériumtorzsekkel C
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22. abra. A coelomasejtek fagocita aktivitisa, a sejtcsoportok funkcionalis kiilonbségének
azonositasa mAt-ek segitségével. A coelomasejtek Gram+ (S. aureus, A) és Gram- (E. coli, B)
baktériumot is bekebeleznek. A fluoreszcens magfestés ,,quencheli” (zold-sarga) a sejtmembranhoz
kotodott baktériumok fluoreszcenciajat (extracellularis) (nyil, A). A coelomasejtek mintegy 10-
12%-a vesz részt a fagocitdzisban 5 6ras inkubacié utan (C). A mAt-k altal jelolt coelomasejtek
funkcionalisan kiilonb6z6 populacioknak bizonyultak. Az anti-EFCC3 immunpozitiv sejteknek
(hialin amobocitak) van a legnagyobb fagocita aktivitdsa. Granularis amdbocitdk anti-EFCC4
antitesttel festve gyengébb fagocita aktivitast mutatnak; bar ezek a sejtek jol hozzakotédnek a
baktériumokhoz (D). Méretarany: 10 um (A), 5 um (B).
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Inverz mikroszkopiaval jol lathato, amint a sejtek ratapadnak a gyongyokre 12-16
ora elteltével, egy Oridsi sejttomeg jon létre (23.C és D 4abra). Gyongyodket adva a
sejtekhez, megfigyeltiik, hogy az a-EFCC3 ellenanyag altal jelzett sejtek koriilhataroljak,
teljesen izolaljak a kdrnyezetbdl a gyongyoket (23.F abra), ezzel szemben az a-EFCC4 jelii
ellenanyagunk altal felismert sejtek (granuléris sejtek) felismerik az idegen objektumot és

bizonyos helyeken kapcsolodnak hozza (23.E ébra).

23. abra. Coelomasejtek enkapszulaciés folyamata. Az izolalt coelomasejtek kozott gyakran
lathatdak nagyobb sejtcsoportosulasok, melyekben (a-EFCC3 antitesttel festve) lathatoan
elkiiloniilnek a jeldletlen strukturdk (A, B). Anti-EFCC3 pozitiv sejtek enkapszulacios reakcioval
izolaljak a tobbi sejtet (csillag, B) a kdrnyezetiikb6l. In vitro enkapszulacios assay-ben Sephadex
G-25 gyongyoket hasznaltunk célobjektumként. A coelomasejtek a gyongyok felszinére tapadnak
(nyil, C) majd egy nagyméretii sejttomeg jon létre, ahogy az invert mikroszkopids képeken is
latszik (D). Mintegy 20 Ora utan, az antitestek segitségével demonstralhatd, hogy a hialin és
granularis populaciok részt vesznek az enkapszulacios folyamatban. Anti-EFCC4 antitest jelzett
coelomasejtek hozzakapcsolodnak a gydongyokhoz (nyilak, E). Anti-EFCC3 mAt-tel festett hialin
coelomasejtek izolaljak a Sephadex gyongyoket egyiittmitkodésben a tobbi coelomocitaval (nyil,
F). Méretarany: 200pum (A), 50um (B), 50pum (C), 20pum (D), 100um (E), 100pum (F).
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7. 14. Savi foszfataz enzim vdltozdasok coelomasejtekben fagocitozis utin

Baktériumokat fagocitaltattunk coelomasejtekkel, majd lizatumokat készitve egy 39

kDa koriili fehérjefrakcidt azonositottunk Western blotban anti-AcP ellenanyaggal (24.A

abra). A kezelt és kontroll mintdk kozott kiilonbség mutatkozott az enzimtartalomban. A

fagocitaltatott mintdkban jelentdsen lecsdkkent az enzimmennyiség a kontrollhoz képest

(24.A és B éabra).

Megvizsgalva a fagocitaltatott mintdk feliiliszojat ELISA-ban megfigyeltiik azt,

hogy az enzim immunreaktivitds megndétt a kontrollhoz képest a kezelt mintakban (24.C).

CTRL E. coli S aureus A
Anti-AcP Western blot denzitometrias B
) értékelése
£ 800
B
‘s 600
2 400
k=
a
0
CTRL E. coli S. aureus

A coelomafolyadék anti-AcP immunreaktivitisa €

fagocitozis utan (ELISA)

0,4
0.3
= ¢ {
0,1 ‘ \
0 |
CTRL L. coli S. aureus

24. abra. Coelomasejtek AcP tartalom valtozasa fagocitézis hatasara. Egy 39 kDa koriili AcP
immunoreaktiv fehérje expresszidja intracellularisan lecsokken (A és B), extracellularisan pedig

mintakbol a kisérletek soran.

srer
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7. 15. Coelomasejtek citotoxicitdsa

Kiilonboz6 emlds sejtvonalakon (HeLa, HEp-2, HepG2, PC-12, PA317, MDCK)
végeztiink citotoxicitasi kisérleteket. Vizsgalatainkban coelomafolyadékot, coelomasejtek
lizatumat, in vitro tenyésztett coelomasejtek feliiliszojat hasznaltuk. Mindharom esetben
azt tapasztaltuk, hogy a target sejtek (mas-mas id6tartam alatt) elpusztultak. Inverz
mikroszkoppal vizsgalva a targetsejtek (HEp-2) morfologiai valtozédsait a
coelomafolyadék, sejtlizdtum hozzaadésa utan hasonld jelenségeket tapasztaltunk. A
kitapad6 sejtek 5-10 perccel a minta addsa utdn felszakadoztak a Petri csésze aljarol,
elvesztették adherald képességiiket (25.A abra), a sejtek Osszezsugorodnak, a sejtmagok
megduzzadnak. A sejtlizditum esetében néhany ora alatt a sejtek elpusztulnak, a lizatum
hatdsa dozisfiiggd (25.C é&bra). A kontroll mintakban (médium, LBSS) nem latszik
semmiféle véltozas, a sejtek tokéletesen életképesek (25.B, C éabra), kitapadnak a szilard
felszinre.

Az ultrahanggal készitett sejtlizatumokat parhuzamosan kiilonbozoen kezeltiik,
hogy a citotoxikus anyag kémiai természetéhez kozelebb keriiljink. A lizatumokat
denaturaltuk 100 C°-on, tripszinnel és proteindz K-val emésztettiik. A kezelések utan a
targetsejteket a mintdkkal inkubaltuk a megfeleld kontrollok kiegészitésével. A
hédenaturalas és a proteinaz K emésztés hatékonyan meggatolta a sejtlizatum citotoxikus
aktivitasat. Erdekes modon a tripszines emésztés nem gatolta meg a hatast. A targetsejtek
elpusztultak, az eredmény korreldlt a pozitiv kontrollndl (nativ coelomasejt lizdtum)
tapasztalttal (25.D é4bra).

Izolalt coelomasejteket tenyésztettiink egy éjszakdn at emlés médiumban, majd a
sejteket lecentrifugalva a feliiluszot a targetsejtekhez adtuk. A sejtpusztulas idétartama a
sejtlizatumokhoz hasonlitva elnytjtottabb, hosszabb volt.

A feliiltiszos vizsgalatoknal tiz oras inkubacids idétartam alatt lecsokkent az éldsejt
szam (HeLa) (25.E dabra), hasonldé tendencidt mutatott a Hep-2 sejtvonalon tortént
vizsgalat, bar kisebb mértékii volt a sejtpusztulas. Az MDCK sejtvonalon nem
tapasztaltunk hasonl6 citotoxikus hatdst. A kontroll sejtlizatumok (J774, H2kvJUNI,

Jurkat) nem okoztak sejtpusztulést.
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25. abra. Coelomasejtek citotoxikus aktivitasa. Targetsejtekhez coelomasejtlizatumot (CCL)
adva, mintegy 5-10 percen belill a sejtek elvesztik kitapadasi képességiiket, levalnak a szilard
felszinr6l (A), a kontrollsejtek novekedése normalis (B). Fotometridsan mérve jol kdvethetd, hogy
a toményebb sejtlizatummal (CCL 1/10) kezelt sejtek 75%-a 10-12 o6ra alatt elpusztul, mig a
pufferrel kezelt sejtek életképesek (LBSS) a médiumos kontrollhoz (CTRL) viszonyitva (C). A
sejtlizaitumokat megkezelve (a proteindz K emésztés, hddenaturdlas hatdsira) a minta elveszti a
toxikus képességét, mig tripszines emésztésnél a pozitiv kontrollnak (Ctrl) megfeleld a toxikus
hatas (D). A coelomasejtek feliilluszojat (SN) haszndlva mintaként, szintén tapasztaltunk
dozisfiiggden sejtpusztulast HeLa targetsejteket hasznilva (E). (n: 3, "P<0,05, = P<0,005).
Meéretarany: 20pum.

70



8. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

A gerinctelenekben lezajléo immunologiai folyamatokban alapvetd szerepet toltenek
be az immunsejtek (hemocitdk, coelomasejtek) kiilonboz6 funkcidju csoportjai. A
védekezési folyamatokban jatszott szerepiik €s a hematopoesisban résztvevd faktorok
hasonlosdga alapjan parhuzamot lehet vonni a gerinctelen immunsejtek és a gerinces
fehérvérsejtek kozott (Lavine és Strand 2002; Mandal és mtsai 2004).

A legtobb mai irodalomban gerinctelen modellallatként az ecetmuslicat (Meister és
mtsai 1997; Elrod-Erickson és mtsai 2000), illetve legujabban a C. elegans-t (Millet és
Ewbank 2004) hasznaljak a természetes immunitas vizsgalatara. Mindkettd genetikailag jol
feltérképezett modellallat, ennél joval kevésbé ismertek a puhatestli, rak és gylriisféreg
fajok. Az el6z6 két csoportot elsdsorban a human taplalkozasban betdltott fontos szerepiik
miatt vizsgaljak (Cerenius és mtsai 2003; Bacheré és mtsai 1995), mig a gytlrisférgek
immunitasa a kornyezeti toxikologiai vizsgalatok soran keriilt elétérbe (Cooper és Roch
2003).

A gytrtsféreg fajok koziil a gilisztak immunitasa a legismertebb, a transzplantacios
vizsgalatok (bOrizomtomlo atiiltetése) soran vildgossa valt, hogy az 4allatok képesek
elkiiloniteni, felismerni a ,sajat” struktardkat. A folyamatban szerepet jatszanak a
testiiregben aramlo coelomasejtek (Cooper 1968; Cooper 1969; Cooper 1975). A giliszta
immunsejtek karakterizalasa el6szor morfologiai és citokémiai kritériumok alapjan tortént
meg (Stein és Cooperl1977; 1978). A csoportositdas modosult emlds antigénekre eldallitott
ellenanyagokkal mutatott keresztreakciok alapjan (Roch ¢és mtsai 1983; Roch és Cooper
1983), kiegészitve funkcionalis kiillonbségekkel is (Cossarizza és mtsai 1996, Cooper mtsai
1999).

A legutobbi csoportositdas szerint két sejttipust kiilonitettek el, melyek
funkcionalitas €s sejtfelszini topologia alapjan is kiilonboznek: a kisebb sejtpopulaciod
membranfehérjéi festddést mutatnak: [,-microglobulin, CD45RA, CD45RO, CD54,
CDl11a, CDw49b, CD54, Thy-1 (CD90) specifikus ellenanyagokkal (Cossarizza és mtsai,
1996; Cooper és mtsai, 1999). Ezek a sejtek részt vesznek a sejtes citotoxicitasban. A

nagyobb sejtek csak fagocitalnak, nem mutatnak fest6dést a felsorolt ellenanyagokkal.

Sajat aramlasi citometrids méréseinkben harom populacidt azonositottunk (R1, R2,

R3), melyek koziil kettd (R1, R2) mutatott reakciot sejtfelszini és intracellularis emlds
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antigénekre specifikus ellenanyagokkal. A populaciok kozil az R1 és R2 populacio
festddott, az R3 negativ volt (6. tablazat).

Az egyik legérdekesebb a monoklonalis ellenanyagokkal kapott reakciok kozil a
TNF-a kimutatdsa, szamos adat mutatja azt, hogy citokin-szerli molekuldk (gyulladasos

citokinek) mar a gerinctelen szervezetekben is megfigyelheték (Ottaviani és Franceschi
1991).

Antitestek R1 R2 R3
a-Thy-1, a-CD24, a-TNF-a, a-Cu/ZnSOD + + -
a-TSH-a, a-TSH-, a-TSH-dimer + + -

a-CD3, a-CD4, a-CDS, a-CD13 - - -
a-CD45, a-CD45RA, a-CD69 - - -

6. tablazat. Aramlasi citometriai méréseink soran hasznilt ellenanyagok tablizata,
feltiintetve az ellenanyagok reakcioit a kiilonb6zo sejtcsoportokkal.

A TNF-a esetében a molekularis azonossag még nem ismert, bar egyre tobb adat
bizonyitja azt, hogy az immunsejtek kommunikéciojaban szerepet jatszo szoveti peptidek
igen konzervaltak (Hughes ¢s mtsai 1990). A gerinctelen allatokban el6forduld
citokinekrél sz6l6 adatok elsdésorban immunolégiai és funkciondlis vizsgalatok
eredményeire szoritkoznak (Beck 1998; Beschin ¢s mtsai 1999, Beschin és mtsai 2001;

Ottaviani és mtsai 1995; Ottaviani és Franceschi 1997, Tettamanti és mtsai 2003).

A sejtfelszini molekuldkra specifikus antitestek koziil festddést mutatott az a-
CD90 (Thy-1). Ez az adat korrelal egy masik munkacsoport eredményeivel (Cossarizza €s
mtsai 1996), bar mas kozos sejtfelszini marker festddést nem tapasztaltunk. A Thy-1
immunreaktivitdst mar mas gerinctelen fajok immunsejtjeirdl is leirtdk (Mansour és

Cooper 1984, Mansour ¢s mtsai 1985).

A gerinctelen immunsejtek vizsgalata feltételezi (hasonléan a gerinces
fehérvérsejtekéhez) a preciz sejt-specifikus molekuldk azonositasat. Ez elképzelhetetlen
specifikus monoklonalis ellenanyagok hasznalata nélkiil. Jelenleg csak néhany

modellallatra, fajra korlatozodik a Iétrehozott monoklonalis ellenanyagok ,,tara”.
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Leggyakoribb a kiilonb6zé rovarfajok hemocitaira eldallitott monoklonalis
ellenanyag készlet (Chain és mtsai 1992; Gardiner és Strand 1999; Kurucz és mtsai 2003;
Pech és Strand 1996; Strand és Johnson 1996; Willott és mtsai 1994), bar az elso
gerinctelen immunsejtekre specifikus ellenanyag termeléd hibridomakat puhatestii

immunsejtekre allitottak eld (Reinisch és mtsai 1981, Yoshino és Granath 1983).

A coelomasejtek pontos karakterizalasara allitottunk eld specifikus monoklonalis
ellenanyagokat (a-EFCC klonok) hibridoma technikaval. Citokémiai és hisztokémiai
festodések alapjan négy csoportra osztottuk az ellenanyag-csaladot. Az EFCCI antigén egy
kozos molekulanak bizonyult, amely nemcsak a coelomasejtekben, de mas eredetli
szovetekben (idegszovet, izom, metanephridium) is jelen van. Az EFCC1/1 jelti antigén a
coelomasejtek membranjaban expresszalodik, mig a tobbi EFCC1 antigén elsésorban
intracellularisan fordul eld. Immunprecipitacié utdni Western blotban harom bandet (200,

149, 100 kDa) adott az a-EFCCI1 ellenanyag.

A masik harom ellenanyag csoport mas-méas sejtcsoportot jellemez. A
chloragogénsejtekre (R3) jellemz6 az EFCC2 antigén, mely citoplazmatikus expresszidju.
Az a-EFCC2 ellenanyag szOvettanban is egyértelmiien a kozépbéli szakaszon, a bél
felszinén jelen 1évd chloragogén szovetet festi meg. A masik két ellenanyag az effektor
funkciokban szerepet jatszo sejtcsoportokat (hialin [R2] és granularis [R1] amdbocita)

jeloli meg.

A szdvettani festések soran egyértelmiivé valt, hogy az ellenanyagok (a-EFCC2, 3,
4 ellenanyaggal) elsdsorban mezodermalis eredeti antigéneket ismernek fel. Korabbi
vizsgalatokban (transzplantacios kisérletek, mitogének bejuttatdsa) mar feltételezték, hogy
a coelomasejtek a mezodermabol eredeztethetoek. A sajat eredményeinkkel megerdsitve,
azt feltételezziik, hogy a gilisztdkban 1évé immunsejtek hasonléan mas gerinctelen
immunsejtekhez (Mori 1979; Tepass ¢és mtsai 1994; Mandal és mtsai 2004), kozépso

csiralemez eredetiiek.
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26. abra. A coelomasejtek kettés immunfluoreszcenciai és immuncitokémiai festése. A kis
chloragogénsejt egyértelmiien festédik az EFCC1 sejtfelszini antigént jeldlo ellenanyaggal (voros),
az a-EFCC2 intracellularis granulumokat (zo6ld) fest (A). A kettds immunhisztokémiai képen
Osszetapadd sejteket fest az a-EFCC3 ellenanyag (vords), mig az EFCC4 kisebb granularis
sejtekben van jelen (kék) (B). Koriilottiik négy negativ sejt is lathatd (csillag). A magfestés
metilzolddel tortént. Méretarany: 2pum (A), Sum (B).

A coelomasejtek nem csak fenotipusban, funkcionalisan is kiilonboznek egymastol.
A cellularis védekezés vizsgalatara, FITC konjugalt Gram+ (S. aureus) és Gram- (E. coli)
baktériumokat fagocitaltattunk a giliszta immunsejtekkel.

Mind G+, mind G- baktériumokat fagocitalnak a sejtek, vizsgalatainkban lehetové
valt az ellenanyagok segitségével a sejtcsoportok kiilonbségeinek nyomon kovetése a
fagocitozis sordn. A bazofil (hialin) amébocitdk tiintek a leghatékonyabb fagocita
sejteknek. A patogéneket felismeré pontos mechanizmus egyelére nem ismert, de
feltehetdleg ebben a gerinctelenekbdl mar leirt mintazatfelismerd receptorok jatszhatnak
szerepet, melyek beinditjak a patogéneket eltakaritdo pro-fenoloxidaz kaszkadot. Az elmult
években izolaltak Eisenia fetida-bol egy citolitikus faktort (CCF), amely képes a
lipopoliszacharidok és peptidoglikdnok megkdtésére is, ebbdl kovetkezéen mind Gram-
mind Gram+ baktériumok, s6t gombak felismerésére is alkalmas. Ez lehet az a faktor,
amely elinditja a gilisztdkban a fenol oxidaz metabolitok aktivalédasat (Beschin és mtsai
1998).

A fluoreszcens ¢és konfokalis mikroszkopos vizsgédlatok eredményeként
elmondhatjuk, hogy a hialin sejtek (R2) fagocitozisra képesek, a granularis sejtek (R1)
inkabb megkdtik a baktériumot, kevésbé fagocitalnak, mig az eleocitak (R3) mindvégig

inaktivak maradtak.
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Adataink alatdmasztjak azt a megfigyelést, hogy a bazofil, hialin sejtek a
legaktivabb fagocitdk, mig a tobbi sejtcsoport - mas funkcidk mellett - megkoti a

baktériumokat, kivonja a coelomafolyadék keringésébdl.

Nagyobb objektumokat (protozoonok, férgek) az immunsejtek nem képesek
fagocitozissal eltakaritani, ezeket enkapszuldcioval semlegesitik. A mi kisérleti
rendszeriinkben Sephadex gyongyoket (30-90 um) hasznaltunk targetként, a coelomasejtek
ratapadnak a gyongyokre. Hosszabb inkubacié utdn (24 6ra) nagyobb sejttomeg jon 1étre a
gyongyok koril. Immunfestésekkel jol lathatd, hogy az effektor immunsejtek (hialin és
granularis sejtek) aktivan részt vesznek a folyamatban. Tapasztalatunk az volt, hogy a
EFCC4 antigénnel fémjelzett sejtek (granularis sejtek) kevésbé izolaljdk a targeteket,
inkdbb csak ratapadnak bizonyos helyeken a gyongyokre. Az eleocitdk a patogének elleni
védekezésben feltehetdleg kiillonbozé antimikrobidlis molekuldk termelésével vesznek
részt, ennek bizonyitdsdra a sejtekbdl készitett lizatum hatasat kisértiik figyelemmel
prokariota €s eukariota sejteken. Nem tudjuk egyeldre azt, hogy melyik sejttipus képes az
idegen felismerésére, feltételezziik azt, hogy mindharom sejttipus képes erre. Feltehetd,
hogy a sejtek a target felismerése utan, granulumaik kiiiritésével odavonzzak a tobbi sejtet,
melyek teljesen izolaljak, elzarjdk a kornyezetbdl az esetleges parazitat, patogént.
Polychaeta fajokon (Nereis viriens, N. diversicolor) végzett kisérletek azt mutattak, hogy
az egyik granulocita tipus inditja be az enkapszulacids folyamatot a tobbi sejttipus, pedig
egymassal kooperalva képes a behatold parazitat megsemmisiteni. Hasonlé mechanizmust
irtak le Pseudplusia includens lepke fajbol is (Porchet-Henneré 1990, Pech és Strand
1996). Ez ellentétes azokkal a korabbi elképzelésekkel, mely szerint gerinctelenekben
nincs szerepmegoszlas, kommunikacio az egyes effektor sejtcsoportok kozott, ez csak a

gerinces fehérvérsejtekre jellemzo.

Kifejlesztett ellenanyagainkra jellemzé az, hogy els6sorban intracellularis
antigéneket ismernek fel, ez igaz mas fajokra eldallitott monoklonalis ellenanyagokra is

(Yoshino és Granath1983, Dyrynda és mtsai 1997, Gardiner és Strand 1999).

Az EFCCI1 antigént (k6z0s szoveti molekula) felismer6 ellenanyag epitopjat egy 9
aminosavnyi random peptid szakaszt hordozé filamentozus fag (fag-display rendszer)
segitségével hataroztuk meg. A szekvenalasok soran kapott 6 aminosavnyi szakasz (Ser-

Leu-Ser-Asp-Ser-Cys) adatbazisokban tobb érdekes taladlatot adott (patkany membran

75



kofaktor protein, patkany szagloreceptor, human arginin aminopeptidadz), de a pontos a
fehérje meghatarozasra tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Tovabbi érdekesség, hogy a
létrehozott Eisenia fetida giliszta specifikus ellenanyagokat tesztelve mas gerinctelen (D.
melanogaster, P. corneus) ill. gerinces fajokon csak az a-EFCC1 klon mutatott reakciot.
Kizarolag egy P. corneus csigafaj sejtjeit festette meg az ellenanyag. Ez az eredmény egy
kozelebbi fejlddéstani rokonsagot is feltételezhet. Az Gsszajuak allatok két csoportba
oszthatdak: Lophotrochozoa és Ecdysozoa csoportra. Az Ecdysozoa csoportba sorolhatok a
rovarok és hengeresférgek, mig a Lophotrochozoa csoportba a hasonld testtervvel
rendelkezé  gytrisférgek, puhatestiek tartoznak. Monoklonalis  ellenanyagok
keresztreakcids mintazatdit mar mas gerinctelen fajok sejtjein, szovetein is kimutattak
(Willott és mtsai 1995, Van der Braak és mtsai 2001) ezzel alatamasztva a feltételezett

antigenitasbeli rokonsagot.

A sejtek lizoszomalis enzim kiilonbségeire is kivancsiak voltunk a sejtcsoportokon
beliil. A hialinsejtekben taldltuk a legmagasabb savi foszfatdz enzimaktivitast ill.
enzimtartalmat. Savi foszfatdz specifikus ellenanyaggal Western-blotban egy 39kDa kortili
molekulat azonositottunk, hasonld nagysagu savi foszfatazt mar egy masik gilisztafajban is
talaltak (Stubberud és mtsai 2000). Az anti-human savi foszfataz ellenanyag segitségével
tudtuk detektalni, hogy a fagocitozis utan lecsokkent az enzimtartalom a sejtekben mig
megnott extracellularisan. Irodalmi adatokkal kardltve ez arra enged kdvetkeztetni, hogy az
enzim részt vesz extracelluldrisan az idegen strukturdk, szdvetek, patogének, parazitdk,
lebontasaban, eltakaritadsaban (Cheng és Butler 1979; Cheng és Mohandas 1985; Cheng ¢és
Dougherty 1989; Marks és mtsai 1981).

E vizsgalatok aktualitdsat az is biztositja, hogy emlés modellrendszerekben is
sikeriilt bizonyitani a professzionalis antigénprezentalo sejtek (APC) lizoszomalis savi
foszfataz jelentdségét immunologia folyamatokban (Bune és mtsai 2001; Raisanen és mtsai

2001).

Sok adat ismert arr6l, hogy a gilisztak coelomafolyadéka kiilonb6zé antimikrobidlis
¢és citotoxikus anyagokat tartalmaz, azonban a pontos sejtes eredet kevésbé ismert. A
coelomasejtek szerepe a bioaktiv anyagok termelésében részleteiben még nem tisztazott.
Antimikrobidlis és citotoxicitasi assay-ket alkalmaztunk ennek arnyalasara. A toxicitési

tesztekben emlds sejtvonalakat (HEp-2, HelLa, HepG2) hasznaltunk targetként, melyeket
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coelomafolyadékkal, coelomasejt lizatummal, rovid tava coelomasejt tenyészetek
feliiluszojaval kezeltiink. Mindegyik esetben kiilonb6zé mértékli sejtpusztulast

tapasztaltunk.

A coelomafolyadékban talalhato lisenin in vitro, in vivo kisérletekben is
bizonyitottan toxikus volt gerincesekre (Kobayashi és mtsai 2001). A molekula a
sejtmembranban taldlhaté szfingomielinen keresztiil fejti ki hatasat. A lisenin
chloragogénsejtekben termelédik (Ohta ¢és mtsai 2000), vizsgalatainkban arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a coelomasejtekbdl citotoxikus molekulak szabadulnak fel.
Az anyag fehérjetermészetli: denaturalhatdo volt, a tripszines emésztés nem gatolta a
citotoxikus aktivitast. A citotoxikus aktivitas elsdsorban a chloragogén sejtek tulajdonsaga.
Ujabb vizsgalatokban sikeriilt tisztazni a citotoxikus molekuldk (lisenin, fetidin,
eiseniapore, H1, H2, H3 hemolizinek) fébb tulajdonsagait, kapcsolodasi pontokat (Cooper
¢s mtsai 2002, Koenig és mtsai 2003), de még arnyaltabba valik a kép: perforin szerti
molekulakat is kimutattak coelomasejtekbdl (Kauschke és mtsai 2001, Komiyama és mtsai

2002).

Osszegzésiil elmondhaté az, hogy a giliszta cellularis védekezésében résztvevé
coelomasejtek antigenitasban és funkcionalisan is Kiilonb6z6 csoportokat alkotnak.
Sejtfelszinen és intracellularisan is hordoznak olyan molekulikat melyek konzervalt,
gerincesek molekuldira hasonlité antigéndeterminansokat hordoznak. Ezen
molekulak funkcidja gilisztikban egyelére ismeretlen. Ismeretesek molekuldk (pl.
defenzin), melyek az egész ¢éldvilagban megtalalhatdak és hasonld funkcioval birnak. A
giliszta immunitasdnak kutatdsat folytatva remélhetdleg 10j ismeretek birtokaba jutunk,

melyek gazdagitjak a természetes immunitds evoliciojarol eddig felhalmozott tudasunkat.

Az irodalmi adatokat és sajat eredményeinket felhasznalva az alabbi, hipotetikus

sémat allithatjuk fel a foldigiliszta coelomasejtek védekezd funkcioirol.
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27. abra. A coelomasejtek védekezési reakciékban betoltott szerepének hipotetikus sémdja.
Hialin és granularis amobocitak, chloragogénsejtek és szerepiik az immunvélaszban. A kiilonbdz6
sejtcsoportok  karakterizdlasa monoklonalis ellenanyagok segitségével - sejtfelszini  és
intracellularis markerek - tortént. A citotoxikus valaszban feltételezett a kiilonb6zé toxikus
molekulédk sejtekbol vald felszabadulasa (fetidin, lysenin, Eiseniapore, H;, H,, H; lizinek).
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