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I. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE
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ii. irodalmi Áttekintés

1. A természetes citotoxicitás effektor sejtjei

A természetes, sejtközvetített citotoxicitás megfogal­

mazás számos effektor sejtet foglal magába. Ide tartoz­

nak az un. nagy granulumú limfociták (LGL), a polimorfo- 

nukleáris sejtek (PMN), és a monociták/makrofágok. Ezek 

a sejtek különböző típusú természetes citotoxikus reak­

ciókat közvetítenek: Az un. natural killer (NK) (Kiess­

ling 1975)

(ADCC), limfokin-aktivált killer (LAK) (Grimm és mtsai 

1982) és a natural cytotoxic (NC) (Patek és mtsai 1988)

antitest-függő celluláris citotoxicitás

aktivitást. A legrészletesebben ezek közül a natural kil­

ler (NK) sejtek biológiai aktivitását tanulmányozták.

2. Az NK aktivitás

Több mint 10 év telt el, amióta az egészséges humán

egyedek perifériás limfocitáinak háttércitotoxicitását

folyamatosan fenntartott tumoros sejtvonalakkal szemben

azonosították, és a spontán citotoxicitást mutató sejt­

csoportot natural killer sejteknek (NK) nevezték el (Ro­

senberg és mtsai 1974; Herberman és mtsai 1973,1975; Ta- 

kasugi és mtsai 1973)* Az elnevezés alapját az a megfi­

gyelés képezi, miszerint olyan sejpopulációról van szó

amely spontán módon, minden előző immunizálás nélkül
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képes bizonyos célsejteket elpusztítani. Az NK reakció 

kvantitat ívan mérhetővé és standardizálhat óvá akkor

amikor a világszerte elterjedt daganatos sejtvona-vált,

lakat target sejtként kezdték használni. Ilyen pl. a leg­

gyakrabban használt, a citotoxikus reakciókban igen érzé­

kenynek bizonyuló K562 jelű erythroleukémiás sejtvonal 

(Lozzio és mtsai 1975), amelyet krónikus mieloid leuké-

általában amiás betegből izoláltak. A reakció mérése

target sejt lízísének kimutatásán alapul. A leggyakrab­

ban használt technikában a célsejt lízisének detektálásá-

Cr-release módszert (Brunner és mtsai51ra, az un.

1968) alkalmazzák továbbamelyet kidolgozása óta már

fejlesztették mikromódszerré. A teszt folyamán különböző

számú NK effektor sejtpreparátumot kevernek össze, állan—

Cr (nátrium-kromát) izotóppal je-51dó számú, előzőleg 

lölt target sejttel, így különböző effektor:target arány 

érhető el. 3-4 óra együttes inkubáció után a célsejtek­

ből a felülúszóba kiszabaduló izotóp mennyiségéből (ter­

mészetesen figyelembe véve a spontán izotóp kieresztést)

következtethetünk a citotoxicitás mértékére.

3. Az NK aktivitásért felelős sejtek

Azt a kérdést, hogy mi is az a NK sejt nehéz egyetlen 

mondatban megválaszolni. Egy eredeti definíció szerint: 

Egészséges egyedekben található olyan limfocita szubpopu-

amely képes minden előzőleges immunizálás nélkül,láció,

sejtvonalakat. Ez a definícióelpusztítani dagana n

К 0303ZS В
&
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azonban nem határolja el közvetlenül ezeket az effektor

sejteket a természetes sejtközvetített citotoxicitás töb-

effektor sejtjétől. Sokáig a "0" limfocita elnevezéstbi

viselte. A szeparálási technikák fejlődésével mint pl. a 

Percoll gradiensen való szeparálás (Timonen és Saksela 

1980; Timonen és mtsai 1981), majd később a monoklonális 

ellenanyagok felhasználása, lehetővé tették ennek a sejt­

csoportnak a nagy fokú izolálását, s így a részletes mor­

fológiai jellemzését is. A monoklonális ellenanyagok fel-

használásával nagy tisztaságú NK sejtpopuláció izolálása

vált lehetővé.

Morfológiájukra jellemző: Az NK aktivitással rendelkező 

sejteknek kb. 80%-a az un. nagy granulumú limfociták 

(LGL) közé tartozik, jellegzetes azurofil granulumokkal 

a citoplazmában.

-12-20 /um nagysággal a középméretű limfociták populáció­

ját alkotják.

-magas citoplazma/mag arány.

-az esetek jó részében jellegzetes bab vagy vese alakú

mag.

ember perifériás limfocitáinak 2-6 %-át alkotják. AzAz

sejtek nem adherensek, nem fagocitálnak és megtalál-NK

hatók a legtöbb emlős és madár faj egyedeiben.

Majdnem az összes NK sejt rendelkezik a felületén FcR re­

ceptorral és kb. 50%-uk a birka vörösvértestekkel (Bvvt)

4 eC-on alacsony affinitásé rozettát alkot, de csak kis 

részük képez nagy affinitásé rozettát 29 "C-on (Santoli 

és mtsai 1976; West és mtsai 1977). Az FcR receptorok se-
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f elamelyek az IgG Fc fragmentumát ismerikgítségével

az NK sejtek kapcsolatba léphetnek az immunglobulin G

közvetítésével a target sejtekkel, és így az ellenanyag­

gal fedett célsejtek lízisét okozhatják (Kay és mtsai 

1977; Perussia és mtsai 1979; Benczúr és mtsai 1979). Ko­

rábban azt a limfocita alcsoportot, amely médiái ja az 

funkcionálisan killer (К) sejteknek definiálták.ADCC-t

Ezek azonosak vagy nagyrészben átfedőek az NK sejt alcso­

portjaival (Koren és mtsai 1978; Kay és mtsai 1977; Nel­

son és mtsai 1977).

Az LGL sejtek ultrastrukturális jellemzése:

a nukleusz kerek vagy bab alakú, a kromatin kondenzált, 

kiemelkedő (Grossi és Ferrarini 1982; Grossi és mtsai 

1982). A citoplazma bőséges és különféle sejtorganellumo-

kat tartalmaz. Ezek közé tartozik a kiterjedt Golgi-appa-

és a nagy mennyiségű szétszórtan elhelyezkedőrátus un.

(paralell tubularcoated vezikulumok. Az PTAun.

arrays) amely csőszerű kötegekből áll, csak szórványo-

az LGL sejtjeiben. Valószínű, hogy asan fordul elő

felelnek meg a fénymikroszkóppal meg-cоated-vezikulumok

figyelhető granulumoknak (Grossi és mtsai 1982). Az LGL

vezikulumai és granulumai hidrolázokat, mint pl. 

o<-naftilacetát és ß -butirátészterázt, savanyúioszf atázt, 

j8-glükoronidázt (Grossi és mtsai 1982) és szerin-észte- 

rázt (Young 1988) tartalmaznak. A granulumokban sohasem

a granulocitákra és a monocitákra jellemző pe-találhat ó

roxidáz aktivitás (Ferrarini és mtsai 1980).
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4. A LGL sejtek felületi jellemzése

Az előzőleg már említett Bvvt és Fc receptorokon kí­

vül számos egyéb receptor található az NK aktivitásért

sejtek felszínén, amelyek utalhatnak ezen sejtekfelelős

származására is. A legtöbb LGL sejt receptorral rendelke­

zik a C3b komplement komponenssel szemben (Perussia és

mtsai 1983). Monoklonális ellenanyagok felhasználása

amelyek a humán NK sejtek felszínén elhelyezkedő marke­

rekhez kötődnek, elősegítik a fenotipikus jellemzést és

alcsoportok elkülönítését. A humán NK sejtekről hiá-az

nyoznak а В sejtekre jellemző felületi markerek, mint

a HLA-DR antigén (Ng és mtsai 1980). Az a monokloná-pl.

lis ellenanyag, amelyről kimutatták, hogy az NK sejtek

FcR receptoraival reagál, а B73.1 jelű IgG1 alosztályba 

tartozó ellenanyag volt (Perussia és mtsai 1983). Az NK

sejtek és a mielomonocita eredetű sejtek kapcsolatát az

míg0KM1 és Mád mindkét sejtcsoporttal való reagálása

a T sejtvonallal való rokonságát az 0KT8 30-50 %-ban be-

(Perussia és Fanningkövetkező kötődése bizonyítja

1983). Az 0KT10 alacsony sűrűségben a legtöbb NK sejten 

(Ortaldo J.R. és mtsai 1981) előfordul. Bár a limfoid

különböző alcsoportjai mutathatnak NK aktivitást,sejtek

ezen sejtek nagy többsége az LGL sejtpopulációkhoz tartó- 

amit elsősorban a Leu 11a (HNK-15) a Leu 7 (HNK-1)zik,

B73-1 monoklonális ellenanyagok segítségével azonosíta­

nak (Abo és mtsai 1981; Lanier és mtsai 1983; Perussia

és mtsai 1983)-
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5. A szöveti előfordulás és az NK sejtek eredete

Morfológiailag a normál donorok perifériás vérében az

sejtek a limfociták átlagosan kb. 3,6 %-át alkotják,LGL

de a B73-1 jelű monoklonális ellenanyag segítségével na-

előfordulást mutatnak. Azgyobb százalékú 

B73-1(+) sejt LGL morfológiával rendelkezik és felszíné-.

összes

ről hiányoznak а В és T márkerek (Perussia & Starr és 

mtsai 1983). A férfi donorok magasabb NK aktivitást mu­

tatnak mint a női egyedek (Santoli és mtsai 1976), és a

B73•1(+) sejtek száma is magasabb, bár nem szignifikán-

A lépben és a csontvelőben a monoklonális ellenanya-san.

gokkal detektálható NK és LGL sejtek száma alacsony, de

kimutatható, és láthatóan hiányoznak a normál timuszból 

és nyirokcsomókból (Herberman és mtsai 1979).

Három hipotézis létezik az NK sejtek eredetére vonatko­

zóan :

1./ Mieloid eredetre utal a morfológia, néhány a

és a monocitákra jellemző enzim jelenléte, és aPMN-ekre

CR3 és FcR2 jelenléte.

2. / A T sejt eredetre utal négy felületi antigén (T10; 

T8; HNK-1 és E-R) és az a tulajdonság is, hogy IL-2 je­

lenlétében proliiéráinak.

3. / Végül, lehetséges, hogy az NK sejtek egy idáig még

nem definiált sejtvonalhoz tartoznak, amely felszínén 

más vonalak felületi márkerei is jelen vannak, különösen 

utalva a citotoxikus T sejtekre. (Trinchieri és mtsai

1984).
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granulociták természetes citotoxikus6. A humán

aktivitása

A polimorf magvú leukociták, irodalom szerinti elsőd­

leges, klasszikus funkciója a szervezet antibakteriális

védelme. Amíg a gyulladásos folyamatokban való részvéte­

lük hosszú idő óta apró részletekig ismert, addig a tu­

mor ellenes védekezésben betöltött szerepükkel csak az

utóbbi évtizedekben kezdtek foglalkozni. Lundgren és 

mtsai (1968) és Takasugi és mtsai (1975) polimorf magvú

leukociták által okozott adherens sejtkúltúrák károsodá-
3 felvételévelsát írták le. Korec és mtsai H-timidin

többféle target sejtet használva, granulociták által ki­

váltott citosztázist írtak le (Korec és mtsai 1980).

Ezek a szerzők arra is felfigyeltek, hogy ennek a reak­

ciónak nem volt kapcsolata a peroxidáz termeléssel >

amely viszont döntő szerepet játszik az antibakteriális

védekezésben. Az általunk tanulmányozott irodalmak egyi­

kében sem írtak le "NK"-szerű, 4 óra alatt spontán (elő­

zőleges aktiváció nélkül) lezajló citotoxikus reakciót. 

Úgy tűnik, hogy a nyugvó sejtek csak citosztatikusak le­

hetnek (Korec 1980), de bizonyos aktiváló ágensek hatá­

sára citotoxikussá is válhatnak. Az aktiváció hatására

mobilizálódik a peroxidáz rendszer, amely ezután részt-

a tumor destrukcióban (Clark és Klebanoff 1975). Avesz

granulociták aktivációja in vitro leggyakrabban phorbol- 

észterekkel kezelve, vagy opszonizált zimozán partikulák 

fagocitózisa nyomán történhet. Lukács és mtsai (1985)
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való előkezelés nyomán hoztak létre granu-limfokinekkel

locita aktivációt xenogén vörösvértestekkel szemben. Ké­

sőbb ezt a limfokint a £ interferonnal azonosították 

(Steinbeck és mtsai 1986). A vizsgálatoknál bovin granu-

használtak. Más immunomoduláns anyagok és bak-locitákat

tériumkivonatok ugyancsak citotoxikussá tehetik a nyugvó

sejteket, szintén az ún. "oxidativ burst" aktiválásán ke­

resztül (Morikawa és mtsai 1985). Cameron megfigyelése

granulocitákról számol beamely spontán citotoxikus

(Cameron 1983; Cameron 1985)
3bár ezt a hatást csak' 24 órás H-timidin inkor-

teljesen egyedülállónak

mondható,

porációval végzett kísérlettel tudták detektálni.

A granulociták Fc receptorokkal is rendelkeznek, amelyek

antigenitás szempontjából közelebb állnak az NK sejtek 

hasonló receptoraihoz mint a monociták Fc receptoraihoz 

(Perussia 1982). így aktív szerepet játszanak az ADCC me-

A target sejtekkel szemben termelt ellen-diálásában.

anyag hidat képez a granulocita és a célsejt között, ak­

tiválva egyben az effektor sejteket is.

Mindezek alapján, úgy tűnik, hogy az aktiváló ágensek hi­

ánya esetén a granulociták nem mutatnak az NK sejtekhez
513-4 alatt spontán lezajló, Cr-releasehasonló óra

teszttel mérhető reakciót.
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7- Az NK reakció mechanizmusa

Az effektor-target sejtek kapcsolódását - amely nem 

esik MHC restrikció alá (Reynolds és mtsai 1987) - köve-

a bekövetkező sejttoxikus lépés a mai napig sem is-tően

mert pontos részletekig. Számos elmélet létezik, amelyek

irodalma jelentősen kiterjedt. Ezen elméletek közül a

legfontosabbnak jelenleg az tűnik, amely szerint az ef-

fektor sejt egy protein természetű anyagot bocsájt ki

az effektor-target kapcsolódást követően, amely azután a 

célsejt lízise't okozza (Marx 1986). Egyes szerzők azonos­

nak tekintik a citolizin (másnéven perforin) nevű pro­

tein természetű anyagot és a komplement rendszer C9 kom­

ponensét, mivel mindkettő hatására membránperforációk ke­

letkeznek (Zalman és mtsai 1986; Young és mtsai 1988). 

Wright (1982) az un. NKCF (natural killer cytotoxic fac­

tor) kibocsájtását írja le, amely nem bizonyult azonos­

nak a fent (Goldfarbprotein szekrétummalemlített

1986). Más szerzők a citolízist okozó anyagot proteáz

foszfolipáz-Ag aktivitású enzimmel azonosítják.

hogy a citotoxikus anyagok kibocsátását az ef-

Azill.

bizonyos,

fektor és a target sejt specifikus kapcsolódása előzi 

meg (Goldfarb és mtsai 1982). Az ultramikroszkópos megfi- ' 

gyelés szerint az effektor sejtben a Golgi apparátus és 

a mikrotubuláris rendszer a target sejt felé orientáló-

/

dik, kapcsolódásuk esetén. így a granulumok áramlása és

tartalmuk kiürülése a közvetlen kontaktus helyére irá­

nyul (Kupfer és Dennert 1984). Érdekesség, hogy az a
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monoklonális ellenanyag, amely az NK sejtek, a monociták1

és még az aktivált T sejtek lítikus aktivitását is fel­

függeszti, ugyanígy csökkenti az LGL-sejtek ADCC reakció­

ját is (Burns és mtsai 1983). Ebből következik, hogy bár

a target-effektor kötődés különbözik a két reakcióban

ugyanakkor a lízis utolsó lépésének közel hasonló vagy

ugyanazon mechanizmus alapján kell lejátszódnia.

A granulociták természetes citotoxicitásáról szóló iroda­

lom méginkább szegényes és ellentmondásos. Eddig a perfo-

rinhoz és az NKCF-hez hasonló proteint nem mutattak ki ,

az irodalom alapján azonban úgy tűnik, hogy a klasszikus­

nak mondható granulocita citotoxikus faktorok -az oxida­

tiv burst folyamán létrejövő oxidativ mediátorok- csak>

létre (Clark ésbizonyos stimuláló hatásokra jönnek

Klebanoff 1975', Weiss és Slivka 1982; Dallegri és mtsai

1983). Az egyik leggyakrabban használt aktiváló ágens a

PMA, a protein kináz C aktiválásán keresztül fejti ki ha-

amely HgOg keletkezéséhez vezet. Az aktivált gra­

nulociták citolítikus aktivitásában a neutrális szerin-

tását >

proteázok is résztvehetnek (Pontremoli és mtsai 1986).

a mieloperoxidáz, HgOp, halid rendszer a mikroorga-Míg

nizmusok fagocitózisában vesz részt, addig az eukarióta
Гlsejtek esetében, amelyek elpusztítása extracellulárisan

így más mechanizmusok létezését kell feltété-;történik

lezni. Nem ismert, hogy a granulociták milyen mechaniz­

mus szerint fejtik ki a citosztatikus hatásukat a tumor 

sejtekkel szemben. Inoue és Sendo (1983) szerint a



-1 2-

citosztázis és a citolízis között csak kvantitatív kü­

lönbség létezik, mivel a metabolizmusukban gátolt sejtek

elpusztulnak. így a granulociták ill. az ak-előbb-utóbb

tivált granulociták csak hosszabb, 24-48 órás inkubáció 

után fejtik ki citolítikus aktivitásukat (Inoue és Sendo

1983).

8. A szárnyasok természetes citotoxicitása

A szárnyas tumorimmunológia és a sejtközvetített cito-

toxicitás irodalma az emlősökéhez képest jóval szegénye­

sebb. A csirke lépsejtek aktivitását in vitro idáig több-

target sejttel szemben vizsgálták. Sharma és Okaza-f él e

szerint a vizsgált target sejtek közül az LSCC-RP9-eski

sejtkultúra bizonyult a legérzékenyebbnek. Ez a sejt-

amely RAV-2-vel (Rousvonal limfoblasztóid eredetű

associated virus) oltott csirke burzális tumorból szár-

(Sharma és Okazaki 1981), de bebizonyították, hogymazik

a citotoxicitás nem a vírusspecifikus antigénekkel szem­

ben jön létre. Az is bebizonyosodott, hogy az effektor

bef o-se jtek nem T sejt eredetűek és az anti-B savó sem

lyásolja a citotoxicitást.

A csirke fehérvérsejtek ADCC reakciót mutatnak, de a kon­

taktus az csak avian eredetű ellenanyag segítségével jön

Az emlőslétre az effektor és a target sejtek között.

eredetű ellenanyagok nem ismerik fel, és így nem kapcso­

lódnak a csirke target sejtekhez (Imir és mtsai 1977). 

Chi és Thorbecke szerint az ADCC reakcióban főleg az Fc
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receptor pozitív adherens sejtek heterogén populációja

és csak kis százalékban az ún. "0" sejtek.részt,vesz

Természetes citotoxicitást mediáló sejteket, amelyek az

emlősök NK sejtjeihez hasonlóak, több szerző kívánt azo-

de csak megközelítő pontossággal utalnak egyiknosítani

másik sejtcsoportra. Sharma és Coulson szerint avagy

csak a lépben található, determészetes citotoxicitás

ezek a sejtek hőérzékenyek (Sharma és Coulson 1979). 

Fleischer (1980) ezzel szemben adherens, nagy sűrűségű

sejteket írt le, amelyek NK-szerű funkcióval rendelkez­

tek, mind csirkékben mind fürjekb'en. Az effektor sejte­

ket javarészt a perifériás vérből izolálta és csak ki­

sebb százalékban a lépből. Újabban kimutattak hasonló ak­

tivitású sejteket a csirke intestinumból (Chai és mtsai

és Jamroz (1961) megállapították, hogy a1988). Lucas

is megtalálhatóak azszárnyasok perifériás vérében

LGL-hez hasonló limfociták.

9- Az NK reakció modulációja

A natural killer aktivitást moduláló ágensek száma

igen kiterjedt. A szervezetet érő változásokra az NK sej-

igen élénken reagálnak (különböző környezeti tényé­tek

hormonális változásokra, erős do-zőkre, pl.stresszre 

hányzásra, alkoholizmusra, és ezek mellett még cirkadián 

(Fernandes és mtsai 1979.) és cirkaannuális (Páti és 

mtsai 1987) ritmussal is rendelkeznek). Ezen tényezők
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mellett az NK aktivitás még egy szigorú genetikai kont­

roll alatt is áll (Petrányi és mtsai 1975). Míg a pozi­

tív irányú stimuláció leggyakrabban az interferon induk­

ción keresztül valósul meg, addig a negatív irányú modu-J

láció számos úton keresztül valósulhat meg. Ezenkívül

igen érzékenyen reagálnak a szuppresszor sejtek aktivitá­

sára is (Herberman 1982; Brunda és mtsai 1982). Az aláb­

bi táblázatban a moduláló ágensekről csak egy vázlatos

felsorolást adunk a teljesség igénye nélkül.

I. táblázat.

Az NK aktivitást serkentő anyagok

(Herberman 1977) 

(Goldfarb 1981)

Interferonok

Poly I:C

(Brunda 1980)Lektinek

(Henney 1981) 

(Goldfarb 1981) 

(Ostensen 1987)

IL-2

Retinol

TNF

(Petrie 1989)Szelénium
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II. táblázat.

Az NK aktivitást gátló anyagok

(Bundy 1980) 

(Goldfarb 1981) 

(Goto 1983) 

(Droller 1978)

Tripszin

PMA

cAMP

pge2
Cholera toxin (Goldfarb 1981)

(Ortaldo 1984) 

(Glassman 1985) 

(Carpen 1982)

Mannose 6-Р

Hydrocortison

Monensin

10. Az interferonok hatása az NK aktivitásra

Az interferon egy glikoprotein természetű anyag me­

lyet a szervezet sejtjei termelnek különböző típusú indu- 

cerek hatására (vírus, baktérium, antigén, mitogén stb.).

Az interferonok antigenitásuk, pH érzékenységük, valamint

a termelődési módjuk alapján három különböző csoportba kü-

lönithetőek el (Stewart és mtsai 1980):

1./ A leukocita interferon (IFN-p<0 vírus fertőzések által

indukálódik а В és az LGL sejtekben valamint a makrofágok-

ban.

2./ A fibroblaszt interferon (IFN-£) termelődését vírusok

és polinukleotidok váltják ki fibroblaszt sejtekben.
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3./ Az un. immun-interferon (IFN-J9, amely fizikokémiai 

tulajdonságaiban jeletősen eltér az előző kettőtől,- mito-

gének és antigének hatására T sejtekben termelődik.

Az interferonok hatásai közé tartozik, hogy modulálják az

immunrendszer (NK, ellenanyag termelő) sejtjeit (Bloom

1980). Az IFN típusok biológiai hatásukban is különböznek

egymástól. Míg az IFN-®£ és ß vírusszaporodást gátló hatá­

sa kifejezettebb, addig a sejtosztódást gátló hatás az

IFN-£ esetében erősebb. Mindhárom IFN típus stimulálja az 

NK és az ADCC aktivitást (Trinchieri és Santoli 1978 a,b; 

Herberman és mtsai 1978 a,b; Senik és msai 1980; Friedman 

és Vogel 1983)- Legtöbbször az effektor és a target sej­

tek együtt inkubálása esetén is termelődik interferon

(Trinchieri és mtsai 1978). Természetesen nem csak az in-

hanem az interferon inducerek is, mint pl. aterf erőn

és a különböző vírusok is fokozzák az NK reak-I: CPoly

ciót. Fontos megemlíteni, hogy az IFN kezelés nyomán bekö­

vetkező NK stimuláció de novo protein szintézishez kötött

(Bishop és Schwartz 1982).

11. Az NK sejtek in vivo szerepe

Növekedik azon bizonyítékok száma, amelyek igazolni

igyekeznek hogy az NK sejtek fontos szerepet játszanak a

szervezet természetes védekezésében bizonyos daganattípu­

sokkal (Bloom és mtsai 1982) és vírus fertőzésekkel 

(Ausiello és mtsai 1983; Bukowski és mtsai 1983) szemben.

Az előzőnek ugyan ellentmond az a megfigyelés, hogy
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olyan betegekben ahol a rákos állapot előrehaladott, az

alacsony (Cunningham-Rundles ésNK aktivitás gyakran

mtsai 1981; Kadish és mtsai 1981; Takasugi és mtsai 

1977), bár ez másodlagosnak tűnik a rák terjedésével szem­

ben, és következménye lehet, akár az NK és tumor sejtek 

egymásra hatásának, akár szuppresszor sejtek jelenlétének 

(Allavena és mtsai 1981; Herberman és mtsai 1980). Bizo-

vannak arra is, hogy az NK sejtek szabályozzák a 

(Hansson és mtsai 1982) és az

nyitékok

immunfunkciókatvérképzést

direkt sejtkölcsönhatásokon, vagy a termelődő limfo-vagy

NKkinek hálózatán keresztül. Ugyanakkor bizonyítékok az
7sejtek in vivo szerepére a emberben csak indirekten kon-
/klúzívok, alapvetően a különböző patológiás esetekben meg­

figyelt NK sejt aktivitás eltéréseken alapul. A direkt 

bizonyítékok főleg az NK sejtek sokféle in vivo szerepére 

a különböző kísérleti állatokban végzett kísérletek ered-

í
!
I

ményeiből származnak.
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III. ELŐZMÉNYEK ÉS CÉLKITŰZÉSEK

Az Intézetünkben Béládi és Pusztai közölte az első adato­

kat arról, hogy a humán adenovírusok interferon indukció 

képességével rendelkeznek csirkékben (Béládi és Pusztai 

1967). Ez a képességük nem csak in vitro sejtkultűrákban 

(Béládi és mtsai 1970; Mucsi és mtsai 1970) 

vivo körülmények között (Pusztai és mtsai 1969; Béládi 

és mtsai 1979) is érvényesül. A humán adenovirus ugyanak­

kor immunoszuppresszív hatást is kifejt a csirkék primer 

és szekunder immunválaszára (Béládi 1973) és ennek hátte-

hanem in

indukált interferon állhat (Béládi és mtsairében az

1979; Béládi 1979). Az Intézetben adenovirus fertőzés mo­

dellezésére használt csirkék természetes citotoxicitásá-

ról és ennek adenovírusok és az általuk indukált interfe-

moduláló hatásáról az adatok na-ronok citotoxicitást

gyón hiányosak voltak. Korábbiakban munkatársaink a csir­

ke LGL sejtek által kifejtett ADCC aktivitást már tanul­

mányozták, de hiányzott ennek az aktivitásnak a humán

rendszer LGL sejtjei által médiáit "párja", az NK aktivi­

tás .

Az Intézetünkben munkatársaink által előállított humán

interferonok biológiai hatásának ellenőrzése is szüksé-

és NK aktivitásra. Ez ugyan csak ingessé vált ADCC

vitro körülmények közötti hatásról adott információt, de>

esetleges in vivo felhasználáshoz is prognosztikus tám­

pontot nyújtott.
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Célkitűzések:

A humán adenovirus hatásának vizsgálata csirke NK ak-I.

tivitásra

Az NK aktivitás kimutására alkalmas rendszer kidol-1 .

gozása.

NK aktivitásrahumán adenovirus fertőzés2. A

kifejtett hatásának vizsgálata.

Az adenovírusok által indukált interferonok3. szere­

pének tisztázása a citotoxicitás stimulációjában.

II. Az adenovirus hatásának vizsgálata az NK reakcióra

humán rendszerben.

A vírus esetleges közvetlen hatásának kimutatása in1 .

vitro humán renszerben.

III. A csirke interferon hatásának vizsgálata a csirke

NK aktivitásra.

1. Az interferonok hatásának vizsgálata az NK aktivi­

tásra .

Az interferonok hatásának vizsgálata a target sejt-г.
re.

IV. Hu-IFNtxí és Hu-IFN-^ preparátum NK aktivitásra kifej­

tett hatásának mérése.

V. A csirke és humán NK aktivitás tulajdonságainak össze­

hasonlítása.
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IV. ANYAGOK

51Cr Mr C-5 (LNK)

^Cr C.J.S. (Amersham)

Density Marker Bead (Pharmacia)

DMSO (sigma) 

EDTA (Reanal). «' •

Eagle tápfolyadék 

FCS (Foetal Calf Serum) Gödöllő 

Ficoll 400 (Pharmacia)

Heparin (Serva)

Komplement—tengerimalac savóból 1:20 hígítású 

Kataláz (Sigma)

Luminol (Sigma)

PBS pH 7,2 

Percoll (Pharmacia)

PMA Phorbol-12-myristate-13-acetate (Sigma) 

RPMI 1640 tápfolyadék 

S0D szuperoxid-dizmutáz (Sigma)

Tripszin 1:250 (Difco)

'v Tryptose Phosphate Broth (Difco)

: Uromiro (Bracco)
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V. MÓDSZEREK

1. Effektor sejtek

1.1. Csirke fehérvérsejtek izolálása

heparinos (10

NE/ml) perifériás vért PBS-sel Зх-ra hígítottuk, majd

A csirkékből szívpunkcióval nyert

1,085-ös sűrűségű Ficoll-Uromiro gradiensre rétegeztük 

óvatosan. Ezt követően 800 g-vel 20'-ig centrifugáltuk 

16-18 °C-on. Az interfázisban lévő fehérvérsejteket Pas­

teur pipettával összegyűjtöttük, 3x mostuk PBS-el 600

10'-ig centrifugálva. Az üledéket RPMI tápfolyadék-g-el

ban szuszpendáltuk, a sejtek életképességét tripánkék se­

gítségével ellenőriztük, majd a sejtszámot Bürker kamra

segítségével határoztuk meg.

1.2. Pulyka fehérvérsejtek

A vért szárnyvénából nyertük, majd az előbbiekhez ha­

sonlóan dolgoztuk fel.

1.3- Granulocita szeparálás

Az 1.1. fejezetben leírt fehérvérsejteket további sze­

parálásnak vetettük alá, hogy granulocitákat nyerjünk, 

Hjorth és mtsai (1981) módszerét kisebb módosításokkal

alkalmazva. A fehérvérsejtszuszpenziót kétlépcsős Per-
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coll gradiensre rétegeztük. A felső lépcső 60 %-os, az 

alsó pedig 80 %-os hígításű izotóniás Percoll volt. A 

centrifugálás 450 g-n történt, 30 percig 18°С-оп. A fel­

ső interfázisból a mononukleáris sejteket, az alsóból pe­

dig a PMN sejteket nyertük. A szeparálást egyszeri PBS-

sel történő mosás követte, az előzőleg leírtak alapján.

1.4. LGL szeparálás

Az előzőleg kétlépcsős grádiens 60 %-os hígításű in-

5x1 06terfázisából kinyert mononukleáris sejteket

sejt/ml-re beállítva, plasztik petricsészébe kiültettük.

45 perc inkubáció után a nonadherens sejteket összegyűj­

töttük, és óvatosan többlépcsős Percoll gradiensre réte­

geztük (Timonen és Saksela 1980). A lépcsők különbségei 

esetenként 2,5-5 %-osak voltak. A sűrűségbeli különb­

séget Density Marker Bead segítségével állapítottuk meg.

LGL sejteket az 1,062-1,064 sűrűségű rétegek interfá-Az

zisából izoláltuk. A frakciók tisztasága' LGL sejtekre

nézve 30-50 % között mozgott.

1.5. Humán fehérvérsejtek

Heparinnal alvadásgátolt perifériás vért 1,075-ös sű­

rűségű Ficoll-Uromiro gradiensre rétegeztük Böyum leírá-

és a sejteket 1.1. pontban leírtak alapjánalapján,sa

szeparáltuk és mostuk. A monocitákat plasztikra való ki­

ültetéssel távolítottuk el. A humán granulociták szepará—
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lása a csirkéknél leírtnál sokkal egyszerűbb volt a vér­

kép alapvető különbségei miatt. A teljes vért Зх-os hígí­

tás után kétlépcsős gradiensre rétegeztük 

(Hjorth és mtsai 1981). A granulocitákat az alsó interfá-

Perc oil

zisból nyertük kb. 90 %-os tisztaságban.

2. Target sejtek

2.1. NK reakciók target sejtjei

K562: erythromyeloid leukémiás eredetű humán sejtek 

(Lozzio és Lozzio 1975).

avian limfoid leukémia vírussal transzfor-LSCC-H32:

máit (ALL) csirke fibroblasztóid sejtek (Kaaden és mtsai

1982).

LSCC-RP9: Rous sarcoma vírussal transzformált limfo-

blasztoid csirke sejtek (Sharma és Okazaki 1981).

A K562 jelű sejteket szuszpenziós kultúrában tartottuk

fent RPMI-1640 tápfolyadékban, amelyet 10 % foetalis bor­

júsavóval (FOS) egészítettünk ki. A sejteket 5 % C0^ ten- 

mellett termosztátban inkubáltuk. Az LSCC-RP9 sejte-zió

két ugyancsak szuszpenzióban tartottuk fenn, de itt az

leírt tápfolyadékhoz még 5 % csirke savót is ad-előbb

tunk. Az LSCC-H32 jelű sejteket Eagle tápfolyadékban 

(+10 % Tryptose Phosphate Broth) szaporítottuk 15 %-nyi

FCS-sel kiegészítve, egy sejt rétegű, adherens kultúrá­

ban .
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2.2. A csirke ADCC target sejtje

Birka vörösvértest (Bvvt; Phylaxia), Alsevehr oldat­

ban tárolva (egy hetesnél régebbi vért nem használtunk

fel) .

A sejteket felhasználásuk alkalmával 3x mostuk PBS-ben,

majd 3,8%-os Na-citrát oldatban 5%-os vvt szuszpenziót

készítettünk.

Az ADCC kísérletekhez birka vörösvértest ellen termelt

csirke ellenanyagra volt szükségünk, amelyet 3-4 hónapos

30%-oskakasból nyertünk. Az immunizálás 3~5 alkalommal

Bvvt szuszpenziót iv. oltva (0,1ml/100g) történt. Próba-

után az utolsó oltást követó' 1-2 héttel nyertvéreztetés

inaktivált (56 *C 30 perc) savót használtuk fel mint hemo-

lizint. A savó ellenanyag titerét 1%-os Bvvt szuszpenzió 

agglutinációját tesztelve határoztunk meg, és a kísérle­

tekben az agglutinációs titernek megfelelő koncentráció

felét használtuk fel.

3- Citotoxicitási tesztek

3.1. Target sejtek jelölése

A spontán citotoxicitások mérésére az un. "chrom-

release" tesztet használtuk.

a) NK reakció

A csirke NK aktivitás mérésére target sejteknek az

és az LSCC-RP9-és jelű sejtvonalakat használ-LSCC-H32-es
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A humán rendszer tesztelésére a K562-es target sej-tuk.

teket használtuk. A szuszpenziós sejtkulturában lévő sej-

3-5x106 

Cr izotóppal (Amer-

tekhől egyszeri mosás után 0,5 ml térfogatban 

sejtet jelöltünk 200 /uCi (7-4 MBq)

LNK), és 45 percig 37 eC-on inkubáltuk COg ter­

mosztátban. Az inkubációs idő letelte után a sejteket 3x 

PBS-ben, majd 1x10 /ml sejtszámra állítottuk 

Az adherens sejteket 1-2x10 /ml számmal indítottuk a te­

nyésztő flaskákban úgy, hogy a kísérletek napjára folya­

matos monolayert alkossanak. A jelölés céljára 0,25%

51

sham v.

be.mostuk

0,02% EDTA keverékével tripszineztük kb. 5tripszin és

37 °C-on míg a sejtek a flaska aljáról el nem vál-percig

Ekkor savó tartalmú hideg tápfolyadék hozzáadásávaltak.

a tripszin hatását. A sejteket centrifugál-leállítottuk

10% FOS tartalmú RPMI 1640 tápfolyadékban szuszpen-

3-5x106

tűk

majd a szuszpenziós sejtekhez hasonlóandáltuk,

sejtet izotóppal jelöltük, 

b) A csirke ADCC reakció

Az ADCC méréséhez csirke hemolizinnel érzékenyített
7Bvvt-t használtunk. 5%-os Bvvt szuszpenzióból 2-5x10 

sejtet jelöltünk 200 /uCi '^Cr-mal 75 percig 37°C-os ter-

Az inkubációs idő utolsó 30 percében adtuk amosztátban.

sejtekhez a szenzibilizáló ellenanyagot a jelölt sejt

térfogatával azonos mennyiségben. Az inkubáció végén 3x

PBS-sel kimostuk a meg nem kötődött izotópot és
R

A mosás után a sejteket 1-5x10 /ml-re állítottuk.

ellena­

nyagot .
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3-2. A citotoxicitási reakciók mérése

A tesztet műanyag mikrotiter lemezekben végeztük. Az

effektor sejtekből 100-100 /ul-et mérve a lyukakba 4 fele­

ző hígítási lépcsőt készítettünk. Mindegyik hígításból 3

A jelölt IxIO'Vml target sejtekből 

mindegyik lyukhoz konstansan 100-100 /il-t mértünk. A

párhuzamosunk volt.

spontán release ellenőrzésére 3 parallelben a target sej­

tekhez csak tápfolyadékot adtunk (az sp. release mértéke 

minden esetben 10 % alatt maradt). Az inkubációs idő 4 

óra volt 37eC-on CO2 termosztátban. Ezután a felülúszók- 

ba kiszabadult izotóp mennyiségét mértük gamma számlá­

lón. A króm kiszabadulás mért értéke (cpm) egyenesen ará­

nyos a citotoxicitási %-kal. A citotoxicitási %-ot az

alábbi képlet alapján számoltuk:

felülűszó cpm-spontán cpm

Citotoxicitási%= x1 00

teljes beépült aktivitás cpm

4. A leukocita előkezeléseknél felhasznált készítmények

4.1. Csirke interferonok

A csirke leukocita interferon 12. típusú humán adeno- 

vírussal indukált volt, amelynek a tisztítási eljárások 

105 NE/mg fehérje specifikus aktivitása volt. Aután

csirke interferonok antivirális értékmérése csirke em-

fibroblaszt (CEF) sejtek szekunder tenyészeténbrionális
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vesicular stomatitis virus (VSV) citopátiás hatásának

gátlása alapján történt (Puszai és mtsai 1986).

4.2. Humán interferonok

interferonok termelése Cantell és mtsai (1971)Az

kidolgozott módszer módosításával (Béládi és mtsaiáltal

1980) történt Sendai vírussal fertőzött leukocitákban. A

2-3x104tisztítatlan interferon specifikus aktivitása

(Tóth ésNE/mg fehérje 

mtsai 1985) 1x10^ NE/mg fehérje volt.

Az IFN-3 termelése Con-A indukcióval történt, specifikus 

10^ NE/mg fehérje, a tisztított pedig 

NE/mg fehérje specifikus aktivitással rendelkezett (Tóth

a tisztított készítményeké

1x105aktivitása

és mtsai 1985).

A humán interferonok antivirális hatásának mérése MDBK

(borjú vese) és WISH (humán amnion) sejteken történt,

VSV citopátiás hatásának gátlását tesztelve (Tóth és 

mtsai 1985).

4.3. Vírusok

A humán adenovirus 6. és 12. típusát használtuk. A ví­

rusokat HEp-2 sejten szaporították és CsCl grádiensen

tisztították, tárolásuk -70 °C-on történt (Taródi és 

mtsai 1977).
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4.4. Monoklonális ellenanyagok

A monoklonális ellenanyagok a hagyományos hibridizá-

technikával (Köhler és Milstein 1975) előállítottak 

voltak (Mándi és mtsai 1987).

ciós

A munkához az immunfluoreszcenciával tesztelt hibridómák

közül az 1C3~at (amely granulocita specifikus volt) és 

2B1-t (burzális sejtekkel és monocitákkal reagáló) vá­

lasztottuk ki. Ezen ellenanyagok nagyobb mennyiségben va-

termelését a klónozott sejtek Balb/c egerek hasüregé-ló

ill. a kifejlődő ascites visszanyerésévelbe oltásával

érték el. A hőinaktivált ascitest 1:100 véghígításban

használtuk.

5- Az effektor ill. target sejtek előkezelése

5.1 . Csirke effektor sejtek kezelése monoklonális

ellenanyagokkal

A szeparált csirke perifériás fehérvérsejteket
7(1x10 /ml), vagy pedig 

(1-2x106ml) 30

tisztított granulocitákata

percig kezeltük 37 “C-on 1C3-as vagy né­

hány esetben 2B1 monoklonális ellenanyagot tartalmazó

Balb/c egér ascites 1:100 hígításával. Ezután a sejteket

(C )1x megmostuk PBS-ben, majd tengerimalac komplement 

1:20 hígítását adtuk a sejtekhez, mellyel 45 percig inku-

báltuk. Ezután újabb mosás következett, amely után a

sejtszámot beállítva a sejteket effektor sejtekként ad-
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a citotoxicitási tesztekhez. A kontroll mintákat há­tuk

sonlóan kezeltük, kivéve, hogy csak a hígításra használt

tápfolyadékot adtunk a mintákhoz ellenanyag és komple­

ment kezelés nélkül.

5-2. A csirke fehérvérsejtek kezelése tripszinnel

7Az 1x10 /ml sejtszámra beállított csirke fehérvérsejt- 

37°C-on 45 percig inkubáltuk 0,1 %-os trip-szuszpenziót

szin jelenlétében. Ez a tripszin koncentráció a sejtek

életképességét nem befolyásolta, amit a kezelés utáni

végzett exklűziós sejtszámlálás is bizonyí-tripánkékkel

Ezután a sejteket 10 % FOS tartalmú tápfolyadékban
7

majd egyrészüket ugyanebben a közegben 1x10 /ml-

t ott.

mostuk,

re állitva a sejtszámot a citotoxicitási reakcióhoz

mint effektor sejtek. A tripszinnel kezelthozzáadtuk

sejtek másik felét autológ plazmában vettük fel és 4

*C-on inkubáltuk egy órán keresztül. Ez követően, hason-
7

lóan az előzőekhez mostuk a sejteket és 1x10 /ml-re ál­

lítva a sejtszámot az NK és ADCC aktivitásra teszteltük. 

A kontrollt a tripszinnel és autológ savóval történő ke-

helyett csak tápfolyadékban inkubáltuk és a kezeltzelés

sejtekhez hasonlóan mostuk.
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5-3- Az effektor sejtek fertőzése in vitro humán

adenovirussál

Az effektor sejtek (humán perifériás limfociták csir­

ke és pulyka perifériás fehérvérsejteket) fertőzésekor 

107 sejtet/ml-t kezeltünk 107-107’5 TCID 12. típusú hu-50
és 24-72 órán inkubáltuk.mán adenovírussal keresztül

4,5 7,5(Humán kísérleteknél 10 TCID között változtat—-10 50
tűk a vírus mennyiségét). Az inkubációs idő letelte után 

a felülúszókat centrifugálással (600 g, 10 perc) eltávo-J

lítottuk illetve IFN értékmérésre félretettük. A sejte­

ket 10 % FCS-sel kiegészített RPMI 1640 tápfolyadékban

szuszpendáltuk és a citotoxicitási teszt target sejtjei­

hez adtuk. Egyes kísérletekben ezt a lépést megelőzte a

csirke fehérvérsejtek kezelése 103 vagy 2B1 jelű mono-

klonális ellenanyaggal és komplementtel, az előbbiekben

ismertetett módon. A termelődött csirke interferonok ér­

tékmérése CEF szekunder tenyészetén a VSV citopátiás ha­

tásának gátlása alapján történt (Pusztai és mtsai 1986).

5-4. Az effektor sejtek előkezelése interferonnal

g
A humán vagy csirke effektor sejteket 5x10 /ml-re ál­

lítottuk, és 1-18 órán keresztül nyers vagy tisztított 

interferon különböző koncentrácóival kezeltük. Ezután

sejteket PBS-sel 1x mostuk és a citotoxikus reakciókban

mint effektor sejteket használtuk.
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5-5- A target sejtek előkezelése interferonnal

<5
A sejtkultúra tripszinezésekor 2x10 /ml 

indítottuk az újabb tenyészeteket 20-20 ml térfogatban

se jtszámmal

Egy-két óra inkubálás után mialatt a sejtekflaskánként.

a tenyésztő edények aljára kitapadtak, csirke interfe­

ront adtunk a tenyészetekhez különböző koncentrációban

majd 24-48 órán keresztül továbbinkubáltuk azokat. Az in­

kubációs idő leteltével a sejteket a szokványos módon

tripszineztük és izotóppal jelöltük, de a 45 perces jelö­

lés inkubációjának ideje alatt is a sejteket tartalmazó

tápfolyadékban hasonló koncetrációban volt jelen az in­

terferon. Az interferon jelenléte a felülúszókban nem be­

folyásolta sem az izotóp felvételt sem a spontán izotóp

felszabadulást.

6. A kísérleti állatok, és azok oltása

6.1. Csirkék

White Leghorn törzsből származó 6-12 hetes állatokat

alkalmaztunk kísérleteinkben. Ezeket az állatokat i. v.
10,5 7,5TCID^q 6. vagy 10 

, amelyeket 0,2 ml fizioló-

TCIDszárnyvénába oltottuk 10 50
12. típusú humán adenovírussal

giás NaCl-ben szuszpendáltunk. A nyers csirke interfe­

ront ugyancsak i.v. oltottuk (2000 NE/2ml). A csirkékből

szívpunkcióval nyertük a perifériás vért 10 NE/ml hepa-

rinnal gátolva a véralvadást.
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6.2. Pulykák

A 6-8 hetes kanadai gyöngypulykákból (Szentes, Árpád 

MGTSZ) a perifériás vért a szárnyvénából nyertük 10 

NE/ml heparinnal gátolva a véralvadást.

7. Festési eljárások

A fehérvérsejtek és a target sejtek életképességét

esetben tripánkék kizárásos módszerrel ellenőriz-minden

tűk, és így állapítottuk meg- a sejtszámokat is Bürker

kamra segítségével.

A kvalitatív vérkép ellenőrzésekor a csirke fehérvérsej­

tek számlálására a Natt-Herrick (1952) festést végeztük

ennek a festéknek a segítségével a trombociták el-mi vei

különíthetők voltak a fehérvérsejtektől, illetve a mono­

sejtek is elkülönültek a granulocitáktól (Nattnukleáris

és Herrick 1952).

majd May-Grünwald 

Giemsa szerint festettük. E festés segítségével morfoló-

fixáltuk,A keneteket beszárítva

giailag azonosíthattuk az LGL sejteket, a monocitákat és

a granulocitákat.

8. A sejtek kemilumineszcenciájának (CL) mérése

A humán és csirke granulocitákat szeparálás után 

5x10^/ml sejtszámra állítottuk be RPMI 1640 tápfolyadék­

ban és felhasználás előtt jégben tároltuk.
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mg/mlA Luminolból 10 törzsoldatot készítettünk

majd ezt -20eC-on tároltunk. Alkalmazása soránDMSO-ban

100x hígítást készítettünk PBS-ben, amelyből 10-10 yul-t
0

M végkoncentrációt 

értünk el. A flaskákba előzőleg 2-2 ml PBS-t mértünk min­

tánként. A PMA-ból (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate)

a szcintillációs flaskákba mérve 10

10 mg/ml DMSO-ban oldott törzsoldatot készítettünk

amelyből a kísérletektől függően 5-10-15 ng/ml-es végkon­

centrációt készítettünk a flaskákban. A mérést a sejtek

hozzáadásával indítottuk el úgy, hogy a lehűtött sejt-

szuszpenziókból 100-100 Jd 1-t mértünk mintánként a flas­

kákhoz. A mérést PACKARD TRI-CARB folyadékszcintillációs

számlálóban végeztük, "Chemiluminescencia on" üzemmódban 

25 °C-on. Az egyes mintákat 1-1 percig mértük, majd a mé­

rések ismétlésére 5-7 perc múlva került sor a mintaszám­

tól függően. A S0D és a kataláz hatását a humán granulo- 

úgy vizsgáltuk, hogy 100-400 yul/ml végkoncentrá­

ciót készítettünk a flaskákba mérve.

citákra

9- Eredmények matematikai értékelése

A kísérletek eredményeinek valódiságát Student-féle

kétmintás T-próbával számolt szignifikancia szintekkel

ellenőriztük.
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VI. EREDMÉNYEK

1. A csirke natural killer rendszer effektor sejtjeinek

azonosítása

A csirke natural killer rendszerben két sejtvonal bizo--

nyúlt érzékenynek a sejttoxikus hatással szemben. Mindkét

target sejtvonal vírussal transzformált volt. Míg az

LSCC-H32 fibroblaszt eredetű volt, addig az LSCC-RP-9 lim-

foblasztból származott (Sharma és Okazaki 1981; Kaaden és 

mtsai 1982). Az 1,085-ös sűrűségű Ficoll-Uromiron szepa­

rált fehérvérsejtek 4 órás inkubációs idő alatt is cito-

toxikusnak bizonyultak mindkét target sejttel szemben. Az

jelű sejtvonal esetében átlagosan 30-35 %-ot értLSCC-H32

az LSCC-RP-9 esetében azonban alacso-el a citolízis,

15-20%-os volt. Az 1,075-ös sűrűségű Ficoll-nyabb:

Uromiron szeparált mononukleáris sejtek nem mutattak reak-

ezért további lépések váltak szükségessé az ef fék­eiét,

sejtpopuláció azonosítására. így az 1 ,085-ös fajsúlyútor

60Ficoll-Uromiron való vvt. mentesítés után kétlépcsős

80 %-os Percoll gradiensen a fehérvérsejteket továbbill.

szeparáltuk. A 60 %-os rétegen a mononukleáris sejteket,

a 80 %-os rétegen pedig főként a granulocitákat izolál­

tuk. Az effektor sejteknek a 80 %-os Percoll rétegről izo­

lált granulociták bizonyultak. Morfológiai azonosításuk

elsődlegesen May-Grünwald Giemsa festéssel történt, amely

70-80 %-os tisztaságú granulocita populáció jelenlétét
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1. ábra. Szeparált csirke granulociták morfológiai képe 

May-Grünwald Giemsa szerint festett keneten .

1

2. ábra. Szeparált csirke LGL sejtek morfológiai képe 

May-GriinwalcL Giems szerint festett keneten.
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3- ábra. Csirke granulociták, limfociták és LGL sejtek 

spontán citotoxikus aktivitása .

4. ábra. A csirke granulociták rozettaszerűen helyez­
kednek a target sejt (LSCC-H32) körűi .



5- ábra. A csirke granulociták és az elpusztított tar­
get sejt (LSCC-H32).

6. ábra. Csirke LGL sejtek és target sejtek (LSCC-H32).
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bizonyította (1. ábra). A réteg szennyeződése a kis limfo-

effek-citáktól a trombocitáktól és a vvt-től eredt. Az

tor populáció legbiztosabb azonosítását az Intézetünkben

munkatársaink által előállított csirke granulocita elleni

monoklonális ellenanyag biztosította. Ennek specifitását

igazolták (Mándi és mtsai 1987).citofluorometriásan is

Bebizonyosodott, a polimorfonukleáris sejteknekhogy a

granulocitáknak tulajdonítható a spontán, 4 órában kifeje­

ződő citotoxikus aktivitás. A felső interfázisban (60 

%-os Percoll) azonosítottuk az LGL sejtek jelenlétét (2.

ábra). Igen gyakran monocita mentesítettük ezt a réteget

órán át inkubáltuk plasztik Petri csészében, hogy azegy

adherens sejtek kiüljenek. Az izolátum kontaminációját

limfociták és trombociták okozták. Az LGL sejtekbenkis

feldúsított 60 %-os Percoll réteg interfázisa nem bizo­

nyult citotoxikusnak a target sejtekkel szemben (3. áb­

ra) míg a granulocita dús fázis elsősorban az LSCC-H32 

target sejttel szemben kifejezetten citotoxikus volt (8 

kísérlet átlaga). A granulociták sejttoxikus aktivitását 

a fáziskontraszt mikroszkóp alatt megfigyelt target sej-

való konjugátum képzés is igazolta. Az effektor éstekkel

a target sejteket egy kémcső alján kis mennyiségű tápfo­

lyadékban 10:1 arányban összekevertük majd 1/2-1 óra inku­

báció után megfigyelhettük hogy a granulociták rozettasze- 

rűen körül vették a target sejteket (4. ábra), majd továb­

bi 1-2 óra eltelte után a target sejteket elpusztították 

(5. ábra). Az LGL sejtekben feldúsított frakció nem muta­

tott hasonló aktivitást (6. ábra). A monoklonális ellena-
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nyagokkal végzett vizsgálatok további bizonyítékot nyúj-

a granulociták spontán citotoxicitásban játszotttottak

szerepére. Az 1C3 jelű monoklonális ellenanyag, amely mun­

katársaink vizsgálata szerint (Mándi és mtsai 1987) a gra-

93-97%-val reagált bizonyult elsődlegesen al-nulociták

kalmasnak erre a célra. Az effektor sejtpopulációt előke­

zeltük az 1C3-as ellenanyaggal, majd komplement kezelés

után LSCCH-32 target sejttel szembeni aktivitást vizsgál­

tuk (7- ábra). A kezelés hatására a citotoxicitás jelentő­

csökkent a kontrolihoz viszonyítva. Az 1C3 a komple­sen

ment hozzáadása nélkül is majdnem hasonló mértékű cito­

toxicitás csökkenést eredményezett (3 kísérlet eredményé­

nek átlag értékei±SD). Ezt a hatást csak a granulocita

specifikus 1C3 ellenanyag használatánál figyelhettük meg 

(az 1C3 granulocita specifikusnak bizonyult és nem rea­

gált egyéb származású sejtekkel mint pl. mononukleáris 

csontvelő, tímusz stb.).

2. A csirke granulociták szerepe az ADCC reakcióban

A csirke granulociták NK citotoxicitásban való szerepé­

nek tisztázása után kisérletet végeztünk arra vonatkozó­

an, hogy a granulociták szerepet játszanak-e az ADCC reak­

ció mediálásában is. A citotoxicitás tesztelésére csirke

hemolizinnel érzékenyített Bvvt-eket alkalmaztunk target

sejtekként. A Ficoll-Uromiro gradiensen nyert fehérvér-

frakció a 10-15 hetes állatoknál 20-30%-os 5-10sejt az

hetes állatoknál pedig 40-50 %-os értékeket mutatott.



7- ábra.
Granulocita spe­
cifikus monoklo- 

nális ellena­
nyag (1C3) hatá­
sa csirke fehér­
vérsejtek spon­
tán citotoxici- 

tására (target: 

LSCC-H32).
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8. ábra. Az 1C3 monoklonális ellenanyag hatása a csirke 

granulociták ADCC aktivitására ,
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A fehérvérsejt frakció a Percoll gradiensen mononukleáris

és granulocita frakciókra volt bontható. A mononukleáris

sejtek plasztikra való kiültetésével az adherens sejteket 

(monocitákat) távolítottuk el. Az LGL sejteket a mononuk­

leáris frakció Percoll gradiensen való tovább szeparálásá­

val nyertük. A NK reakciót nem mutató LGL sejtek az ADCC 

reakcióban jelentős aktivitást mutattak, bár a legaktívab-- 

baknak a granulociták bizonyultak (8. ábra). Az 1C3~as el­

lenanyag felhasználásával a granulocita frakció ADCC akti­

vitása jelentősen csökkenthető volt (p<0,001) mind komple­

ment kezeléssel, mind anélkül (3 párhuzamos kísérlet ered­

ményének átlagértékeiiSD).

Tripszin kezelés hatása a csirke granulociták ADCC és3-

NK aktivitására

Az előzőekben leírtak alapján felmerülhet az a kérdés,

mértükhogy vajon amikor a granulociták NK aktivitását

akkor nem egy esetleges ADCC reakcióról volt-e szó? Ennek

a feltételezésnek az ellenőrzését a következő módon végez­

tük el: Az effektor sejteket 0,1%-os tripszin jelenlété­

ben inkubáltuk 45 percig 37°C-on, hogy a felületi, target- 

hez kötődő receptor struktúrákat eltávolítsuk. Mivel az

ADCC-ben részvevő Fc receptorok tripszin rezisztensek 

(Perussia és mtsai 1979), így az ADCC reakció nem, vi­

szont az NK reakció jelentősen csökkent a kezelés hatásá­

ra (9. ábra). A tripszin kezelés esetleg eltávolítja az

effektor sejtekre passzívan adszorbeálódott ellenanyago-



;

9. ábra. Tripszin hatása a csirke spontán citotoxikus 

és ADCC aktivitásra. Autológ plazma hatása a 

tripszinezett sejtek citotoxicitására .
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10. ábra. A humán adenovirus hatása a spontán citotoxi-
citásra csirkékben. 
x= p<0,01 xx= p<0,001
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E feltételezés ellenőrzésére alkalmaztuk az effektorkát.

sejtek egyrészénél az utólagos autológ plazma kezelést.

hogy a tripszin kezelés hatása nemMegállapítható volt

reverzibilis az autológ plazma alkalmazása esetén. Minde­

zek alapján valószinű, hogy nem ADCC specifikus citotoxi-

kus mechanizmus zajlik le, hanem egy tényleges NK reak­

ció.

4. Humán adenovírusok hatása a csirke NK aktivitásra

Az adenovírusok citotoxicitás moduláló hatását a követ­

módon vizsgáltuk: a 10-11 hetes csirkéket ip. oltot- 

(б-6-ot egy csoportban) 6. ill. 12. típusú humán ade-

kező

tűk

novírussal, majd a megfelelő inkubációs idő után szívpunk- 

cióval vérmintát véve, a perifériás fehérvérsejtek citoxi- 

citását meghatároztuk (10. ábra) az érzékenyebbnek bizo­

nyult LSCC-H32 target sejtet használva.

követő 24 órán belül jelentős (azvírusoltástMindkét

magasabb) citotoxicitás emelke-alapértéknél 30-40%-kal

amely azonban hamarosan lecsökkent adést észleltünk

kontroll érték alá és csak a 10-14. napon érte el újból

eredeti alapértéket. A 12. típusú vírusból, lévén jobb 

inducer (Mucsi és mtsai 1970) kevesebb is elég •

az

interferon

volt a citotoxicitás fokozódásának kiváltására. 8 órával

a 12. típussal való oltás után az állatok szérumából átla-
3gosan 0,5-1,2x10 NE/ml interferon mennyiséget tudtunk ki­

mutatni. Ellenőriztük, hogy az adenovírusok okozta cito­

toxicitás növekedés valóban a granulocitáknak tulajdonít-
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(11. ábra). Ezért összehasonlítottuk az ugyanabbólható-e

a vérbó'l nyert fehérvérsejtek és a további tisztításkor

nyert granulociták aktivitását 6. típussal való oltást kö-

hogy az oltást követő 24. órára a cito-vetően. Látható

jelentősen emelkedik, de a granulocitáké lénye-toxicitás

gesen magasabb mind a kontroll, mind az oltott állatokJ

esetében. Megfigyelhető viszont, hogy a szeparálatlan fe­

hérvérsejteknél is és a tisztított granulocitáknál is a

stimulációnak a kontrolihoz viszonyított értéke közel azo-

(3 kísérlet átlaga).nos

5- Az adenovirus fertőzés hatása a kvalitatív vérképre

7,5Az ip. vírusoltást (10 

10,5
TCDI az adenovirus 12.-ből50

TCDI^q az adenovirus б.-os vírusból) megelő- 

valamint az oltást követő napokban meghatározott

10vagy

zően,

időközökben az állatok szárnyvénájából vett néhány csepp

vérből vizsgálatot végeztünk, hogy a vírusoltást milyen

vérképbeli változások követik. A fehérvérsejteket Natt-

festékkel festettük majd Bürker kamrában számlál-Herrick

a kvalitatív vérképet pedig May-Grünwald Giemsa fes-tuk,

téssel készített keneteken állapítottuk meg. Az oltást kö-

3-4. naptól leukocitózist tapasztaltunk. Az oltástvető

követő 24. órában granulocitózis következett be átmeneti

amely csak a 48. óra körül normalizá-limfocitopéniával >

Ezt azután limfocitózis követte, amely csak las—lódott.

tért vissza a normál állapotra (12. ábra). Az ábrán asan

12. típussal történt oltás utáni eredmények láthatók.
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12. ábra. Humán adenovirus hatása a perifériás fehér­
vér sejtszámra csirkékben.
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A 6.-os típusnál kisebb eltérésekkel hasonlóak voltak a

tapasztalatok.

6. Az adenovirusok által kiváltott interferon indukció és

a citotoxicitás stimulációjának összefüggése

Az adenovírusok okozta citotoxicitás növekedés feltehe­

tően nem a vírus direkt hatása, hanem interferon induk­

ción keresztül következik be. A stimuláció időrendileg

jól követi az interferon szint maximumát, és nem vélet-

hogy a jobb interferon indúcernek bizonyuló adenoví-len

12. típus nagyobb mértékű stimulációt okoz. Mindezekrus

tanulmányozására az in vitro körülmények bizonyultak a

kö-A perifériás vérsejteket in vitrolegmegfelelőbbnek.

rülmények között inkubáltuk tisztított adenovirus jelenlé-

Meghatározott (13- ábra) időközökben megállapítot-tében.

a sejtek felülűszóinak interferon tartalmát, és a ci-tuk

totoxikus aktivitást. A vírus indukálta interferon mennyi­

mértékével. Asége paralell növekedett a citotoxicitás

12. típusú humán adenovirus jobb interferon indúcernek bi- 

így feltehetően ennek tulajdonítható a magasabbzonyult

szintű citotoxicitás stimuláció. A vírus valószínűleg a

amelyinterferon termelésrelimfocitákat indukálja

irányba modulálja granulocitákpozitívviszont a

citotoxicitását. Ezt látszik bizonyítani az a kísérlet 

is, amelyben az 1 percig 56“C-on hőinaktivált adenovirus

elveszítette interferont indukáló képességét és ezzel pár­

huzamosan a citotoxicitás stimulációja is elmaradt a kont-



13- ábra. Adenovirus sal fertőzött fehérvérsejtek inter­
feron termelése és természetes citotoxicitása .
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14. ábra. Monoklonális ellenanyagok hatása a fehérvér­
sejtek oitotoxieitására és az interferon ter­
melésre adenovirus fertőzést követően .
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roll értékekhez viszonyítva. A korábban leírt 1C3~as mono-

klonális ellenanyag és komplement segítségével a citotoxi-

citásért felelős granulocitákat ki lehetett zárni a rend­

szerből, de az adenovírusok hatására termelődő interferon 

szint változatlan maradt (14. ábra). A másik monoklonális

ellenanyag (2B1) segítségével, amely monocita és burzális

sejtekkel reagált, kizárhatók voltak az interferon terme-

hat á-lésért felelős sejtek. A 2B1 és komplement toxikus

sán keresztül eliminálta a interferont termelő sejtek így

a granulociták stimulációja elmaradt a vírusfertőzés hatá­

sára (14. ábra). Ez bizonyította, hogy a granulociták a

csirke esetében nem vesznek részt az interferon termelés-

a spontán citotoxicitásban viszont effektor sejtkéntben,

szerepet játszanak.

7- Pulykák natural killer aktivitásának vizsgálata

A csirke rendszer vizsgálata után kíváncsiak voltunk,

vajon más szárnyas faj esetében is igaz, hogy a granuloci­

ták játsszák az effektor szerepet a natural killer aktivi­

tásban. Ezért választottunk egy nagyobb testű szárnyast, 

a pulykát, amely bár a csirkékkel azonos rendbe (Gallifor- 

mes) tartozik, de földrajzi elkülönülésük miatt jelentő­

sen divergálódtak a törzsfejlődés folyamán. A csirkékhez

hasonlóan ebben a rendszerben is összehasonlítottuk a gra­

nulociták és a mononukleáris sejtek citotoxikus aktivitá-

valamint vizsgáltuk az humán adenovírusok in vitrosát

stimuláló hatása és az interferon termelődés összefüggé-
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A kapott eredményeket a 15. ábra mutatja. A csirkesét.

rendszerhez viszonyítva szerényebb citotoxicitást kap­

tunk, de itt kell megemlítenünk, hogy a target sejtként

kétsejtvonalak csirke eredetűek voltak. Afelhasznált

target sejt közül ezúttal is az LSCC-H32-es jelű bizo­

nyult érzékenyebbnek, különösen a granulocitákban feldúsí-

vírussal•frakcióval Az adeno 12.tott szemben.
77,5TCDI50) a(10 f ehérvérse jt1x10csirkéhez hasonlóan

szuszpenziót fertőztünk, majd a meghatározott inkubációs

idő után vizsgáltuk a citotoxikus aktivitást és a sejtek

felülúszóinak interferon tartalmát. Megállapítottuk, hogy

a citotoxicitás 24 órán belül jelentősen növekedett és ev-
3vei párhuzamos interferon termelődés (átlagosan 3x10

NE/ml) indult meg (öt kísérlet átlageredményei).

humán limfociták8. fertőzés hatásaAdenovirus a

citotoxicitására

A humán rendszerben in vitro körülmények között vizs­

gáltuk az adenovírusok hatását a citotoxicitásra. A peri-

fe'riás vérből mononukleáris sejteket izoláltunk, melyeket
4,5_i07,57 TCDI^q mennyiségű 

tisztított humán 12. adenovírussal 24-72 órán keresztül,

1x10 /ml számban fertőztünk 10

majd meghatároztuk a felülúszók interferon tartalmát és a 

sejtek K562 target sejttel szembeni citotoxicitását. A ví­

rus nem indukált interferont a humán mononukleáris sejtek-

in vitro, és az NK aktivitást sem fokozta. A 

tatlan (a fiberek és az irodalom szerinti interferon-

tiszti­ben
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dependens citotoxicitást moduláló vírusspecifikus gliko-

proteidek nagyobb valószínűséggel épen maradtak) víruspre-
2,5 4,5(1x10parátum felhasználásával

limfocitát fertőzve) nem kaptunk sem interferon in­

dukciót, sem citotoxitás növelő hatást. így kimondhatjuk,

-1x10 TCDI vírus50
71x1 0

hogy a humán adenovirus in vitro nem indukál interferont

a humán mononukleáris frakciókban és NK aktivitásukat sem'

stimulál ja.

9. Az interferonok hatása a csirke NK aktivitásra

Az interferonokat az emlős rendszerekben általánosan

mint citotoxitást stimuláló anyagokat írják le. Az előző­

ekben leírt kísérleteink során csirke rendszer esetében

hatásátcsak az adenovírusok által indukált interferon

vizsgáltuk. A következő fejezet az interferonok direkt ha­

tásának kísérletei eredményeit mutatja be.

10. A csirke interferonok hatása az NK aktivitásra az

effektor sejtek kezelése esetén

A szeparált csirke leukocitákat és a további szepará- 

lás során nyert granulocitákat 5x1 0U sejt/ml-re állítot-

és 18 órán keresztül nyers csirke leukocita interfe-tuk

ronnal kezeltük elő, majd teszteltük citotoxikus aktivitá-

Az interferon kezelés az alkalmazott koncentráció­sukat .

függően a citotoxicitás emelkedéséhez vezetett (16.tói

ábra). A citotoxicitás százalékos értékei a tisztított
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granulociták esetében természetesen magasabbnak bizo­

nyult .

11. Az interferonok hatása az NK aktivitásra a csirke

target sejt előkezelése esetén

Azon irodalmi hivatkozások alapján, melyek szerint a

humán rendszerben az interferon a target sejt előkezelésé­

nek hatására kevésbé válik érzékennyé az effektor sejtek

által médiáit citolízisre, felmerült a kérdés, vajon ez a

tapasztalat érvényes-e a csirke rendszerben is. Az LSCC- 

H32 target sejtek passzálásakor 

2x10 /ml-el újra indítottuk a tenyészeteket 

későbbiekben különböző mennyiségű csirke leukocita inter-

a tripszinezés után

amelyeket a)

férőn jelenlétében a meghatározott idejű előkezelés után

target sejtként használtunk a citotoxikus reakcióban. Az

17. ábrán látható, hogy a 24 és 48 órás inkubáció után je­

lentősen csökkent a citoxicitás szintje az interferon kon­

centrációtól függően.

12. Az interferonok in vitro hatása a humán NK

aktivitásra

Az Intézetünkben előállított interferon készítmények

(HuIFN-e^ és HuIFN-^) felhasználásával az interferonoknak 

a humán NK aktivitásra in vitro kifejtett hatását tudtuk

tanulmányozni. A tisztítatlan készítmények 18 órás előin-

kubációban való felhasználása esetén mindkét interferon
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17- ábra. Csirke interferon hatása a target sejt érzé­
kenységére spontán citotoxicitási reakcióban.

18. ábra. Humán IFN-«*. és IFN-Г hatása az NK aktivitásra.
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típus jelentősen fokozta a human NK aktivitást, bár a

HuIFN-X stimuláló hatása kifejezettebb volt: ugyanolyan

%mértékű citotoxicitási eléréséhez 1OOx több nyers

HuIFN-c^-át kellett a sejt szuszpenziókhoz adni,mint nyers

HuIFN-^-át. Az 18. ábrán látható eredmények 3 kísérlet
. 4,..

átlagából származnak. Az Intézetünk munkatársai által ki­

dolgozott interferon tisztítási eljárásoknak köszönhetően

rendelkezésünkre álltak olyan tisztított készítmények, 

amelyek nagyobb specifikus aktivitással rendelkeztek. Az
r

hatására azt tapasztaltuk, hogy a 1x10° NE/mg 

aktivitású HuIFN-**£ és az 1x10^ NE/mg fehérje spe­

cifikus aktivitású HuIFN-^az antivirális egységekre vo­

natkoztatva közel azonos stimuláló hatást fejtett ki, te­

hát a nyers interferon készítményeknél tapasztalt különb­

ség hozzávetőlegesen itt nem érvényesült (III. táblázat). 

A tisztított készítményeknél egy óra előinkubáció is ele­

gendőnek bizonyult ahhoz

előkezelés

fehérje

hogy minden effektor:target

arány esetén jól kimutatható stimuláció következzen be.

Az 19- ábrán látható, hogy az interferonok stimuláló hatá­

sa koncentráció-dependens, de csak egy bizonyos koncentrá­

cióig, ahol már telítődés következik be. A kontroll érté-

egy 33 %-os citotoxicitást 50:1 effek-keknél általában

aránynál tudtunk elérni, míg a 15 NE/ml HuIFN-*^tor:target

12:1, az 1000 NE/ml HuIFN-a4-val való-val előkezelésnél

pedig 6:1 arány is elegendőnek bizonyult a kontroll érték­

nek megfelelő citotoxicitás eléréséhez (20. ábra). Az

egészséges véradóktól származó vérmintáknál a citotoxici­

tás és az interferonra adott válasz természetesen egyedek
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III. Táblázat

HuIFN-o^ és HuIFN-£* hatása az NK akti 
vitásra

CitotoxicitásiEffektor
előkezelés

1 8 óra1 óra
4152

HuIFN-o4
HuIFN-#

94 71
6490

* 200 NE/ml E:T=50:1

IV. Táblázat

Humán limfociták és granulociták spontán citotoxi- 

kus aktivitásának vizsgálata 4 órás 

dulási tesztben.

51 Cr felszaba-

Citotoxicitási E:T=50:1
GranulocitákLimfocitákTarget sejt

+ 3,1-0,6 

1,5-0,9
0,7Í0,2

1,3Í0,3 

2,1±0,4
0,7Í0,2

К 562 

HEp-2
33,0-5,2
29,0Í4,1
28,0Í2,1 
2,8Í1,0 

0,7-0,1 

1,2-0,6

293
YAC-1
LSCC-H32
LSCC-RP9

* Három kísérlet átlagértékeiiSD
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eltérést mutatott az irodalomban leírtaknak meg­

felelően (Pross és Baines 1982)

szerinti

13. A humán és a csirke granulocita funkciók összehason­

lítása

Az előző eredmények alapján úgy tűnt számunkra, hogy a .

csirke granulociták az emlősökétől erősen eltérő funkciók-

rendelkeznek, hiszen az emlősöknél az LGL sejtekkai ál­

tal médiáit NK funkciót úgyszólván "átvállalták". A továb­

bi kísérletek során azt vizsgáltuk, hogy vajon az egyéb

funkcióknál is tapasztalható-e a kétféle eredetű granulo­

cita között eltérés. Először megvizsgáltuk, hogy a humán

granulociták a rövid 4 órás citotoxicitási tesztben mutat­

nak-e aktivitást, majd mindkét rendszernél az oxidativ me-

tabolizmus működését vizsgáltuk.

14. Humán granulociták NK aktivitásának vizsgálata

Az egészséges véradóktól nyert vérből mononukleáris

sejteket és granulocitákat szeparáltunk két fázisú Per-

51Crcoll gradiensen, majd mindkét frakciót 4 órás

release tesztben mint effektor sejtet felhasználtuk a IV.

táblázatban látható target sejtekkel szemben. Az effektor

sejtek egy részét előinkubáltuk 1000 NE/ml HuIFN-e^ vagy

1-18 óráig terjedő időtartamban. Az eredmé-HuIFN- J-val

nyék kiértékelésénél azt tapasztaltuk, hogy csak a humán

mononukleáris sejtek bizonyultak aktívnak, és még az in-
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terferon előkezelés sem aktiválta az NK aktivitásban néma

granulocitákat.

Humán és a csirke granulociták chemilumineszcenciá—15.

jának összehasonlítása

Az emlősöknél a granulociták aktiválásakor az oxidativ

metabolizmus termékei okozzák a citolízist. Ezek a termé-

azonban eltérnek az emlős mononukleáris sejtek NK ak-kek

tivitásának citolítikus médiátóraitól amelyeknek egy-

része valószinűleg az arachidonsáv lebontásánál lipoxige-

alakul ki. Az LG-L sejtek NK aktivitásábannáz hatására

ugyanakkor nem vesznek részt az oxidativ metabolitok. Meg­

vizsgáltuk, vajon a csirke granulocitáknál a citotoxikus

folyamat kapcsolatba hozható-e az oxidációs folyamatok-

és az egyéb funkciókban hűek maradnak-e a humán gra-kal

nulocitákhoz. A humán granulociták oxidativ metabolizmusá— 

nak vizsgálatára a jól bevált chemilumineszcenciá (CL)

módszert alkalmaztuk. A granulociták mobilizálódásakor a

hexóz monofoszfát shunt aktiválódik, reaktív gerjesztett

oxigén metabolitok keletkeznek (HgC^, Og ,OH ,'0) 

lyek egy része alapállapotba jutásakor chemilumineszciás 

fényvillanásokat bocsát ki (Allen és mtsai 1972). A rend-

ame-

luminol fotonerősítő szerepet játszik, sadottszerhez

így a CL jól mérhetővé válik. Az emlős granulociták oxida­

tiv burstjének legjobb aktivátorai a tumor promoter

(DeChatelet és mtsai 1976). Az aktivációphorbol-észterek

következtében keletkező aktív oxigén mediátorok elpusztít-
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ják a különböző target sejteket és a fagocitált partikulá­

kat. Az oxidativ burst aktiválása igen rövid idő alatt kö­

vetkezik be és a fennt már említett gyökök felszabadulása 

miatt chemilumineszcenciával társul (Westrick és mtsai

1980, DeChatelet és Shirley 1982). A kísérletek folyamán

a PMA-val stimulált csirke és humán granulociták CL akti­

vitását hasonlítottuk össze. Az 21. ábrán jól látható,- 

hogy azonos mennyiségű (5x10 /ml) sejtet azonos koncentrá­

ciójú PMA-val aktiválva a csirke granulociták CL aktivitá­

sa jelentősen elmaradt a humán granulocitáké mellett. Az

humán granulociták kinetikájának lefutása időben lényege­

sen lassúbb és elnyújtottabb volt. A PMA-val történő akti­

válás nélkül a kontroll értékek a humán granulocitáknál

néhány ezres, a csirke granulocitáknál csak egy-két szá­

zas cpm értéket mutatott. A csirke granulocita a target

sejtként használt LSCC-H32 hozzáadásával nem mutatott CL

aktivitást.

16. A SOD, a kataláz, és a PMA hatása a csirke granuloci—

ták CL aktivitására

Kísérleteink során a csirke granulocitákkal végzett CL

vizsgálatoknál kismértékű aktivitást tapasztaltunk, ezért 

megvizsgáltuk azt, hogy a CL-át okozó oxidativ gyökök sze­

repet játszanak-e a csirke granulocita mediálta NK aktivi­

tásban. Az effektor sejteket a SÓD (szuperoxid dizmutáz)

100-400 /ug/ml koncentrációival előkezeltük. Megfigyelé­

sünk szerint sem az 5 perces, sem az 1 órás előkezelés
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nem okozott változást a citotoxicitás mértékében. A PMA

5, 10, és 100 ng/ml koncentrációi stimuláló hatást nem

fejtettek ki, ennél nagyobb koncentrációkban pedig inkább>

csökkenést váltottak ki.

Mivel a csirke granulociták CL szintje igen alacsony volt

az aktiválás hatására is, ezért a humán granulociták CL>

aktivitásában ellenőriztük az ágensek biológiai hatékony­

ságát. Kísérleteink eredményei szerint mind a SÓD (70 

%-ban), mind a kataláz (40 %-ban) nagy mértékben csökken­

tette a humán granulociták CL aktivitását (22. ábra). En­

nek alapján úgy tűnik, hogy a Superoxid anionnak nagyobb 

szerepe van a CL-ban, mint a H2O2 képződésnek.

A fenti kísérletekből bizonyosnak látszik, hogy a csirke

nem az oxidativgranulociták NK-szerű citotoxicitása

burst aktiválásán alapul. A humán granulociták semmiféle

aktiválás (IFN és előinkubáció) hatására sem fejtettek

ki ilyen rövid idő alatt érvényre jutó citotoxicitást, vi­

szont igen aktív CL kibocsátására képesek, ami viszont a

csirke granulocitáknál lényegesen gyengébb.
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VII. AZ EREDMÉNYEK MEGBESZÉLÉSE

1. A szárnyas perifériás granulociták citotoxicitása

A kísérletek folytán sikerűit azonosítani a csirke na­

tural killer aktivitás effektor sejtjeit, amelyek a hu­

mán rendszertől eltérően a granulocitáknak feleltek meg.

A spontán citotoxikus reakcióban sem a limfociták, sem a

további szeparálási folyamat után nyert izolált LGL sej­

tek nem bizonyultak citotoxikusnak a kísérletekben hasz­

nált target sejtekkel szemben. A granulociták gyors, 4

óra inkubációs idő alatt lezajló aktivitása nem igényelt

előzőleges stimulációt, hasonlóan az NK reakciókban ta­

pasztaltakhoz . Bár a csirke granulociták ADCC reakciót

is médiáinak, ez esetben nem erről a reakció típusról

volt szó. Ennek kizárására kísérletek során foetalis

borjusavót használtunk, amelyben az előforduló ellenanya­

gok a faji restrikció miatt nem kötődnek az effektor sej­

tek Fc receptoraihoz (Imir és mtsai 1977). Más módon is

igazolható volt ez a feltevés, ugyanis a humán kísérleti 

rendszerhez hasonlóan (Bundy és mtsai 1980; Perussia és 

mtsai 1979), csirkékben az effektor sejtek tripszin elő­

kezelése az NK receptorokat eltávolítva csökkentette az

ugyanakkor mivel az Fc receptorok trip-NK aktivitást,

szin rezisztensek ezért az ADCC reakciót nem befolyásol­

ta. így elmondható, hogy a csirke granulociták gyors

spontán citotoxicitása a humán illetve az emlősök LGL

sejtjeinek NK aktivitásához hasonlónak tűnik.
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További bizonyítékot szolgáltatott a granulociták effek-

mivoltához az 1C3~as jelű granulocita-specifikus mo­tor

noklonális ellenanyag használata, amely szignifikánsan

(p<0,001) csökkentette az NK aktivitást, bár megjegyzen­

dő, hogy nem 100%-os mértékben. Hasonló kísérleteknél az

mértékű gátlást írtak leemlős rendszerben hasonló

(Nieminen és mtsai 1982; Rumpold és mtsai 1982), ennek

több magyarázata lehet: vagy sztérikus ok miatt a na-
П

gyobb sejtszám előkezelésénél ( 1x10 /ml sejtet kezel­

tünk elő) az ellenanyag nem tudja befedni az összes sej­

tet, vagy pedig az effektor sejtek elpusztulásával sejt­

toxikus anyagok szabadulnak fel, elpusztítva a target

sejtek egy részét. Ezen okok mellett természetesen a gra­

nulociták érettségi foka is eltérő lehet. Az ellenanyag

komplement hozzáadása nélkül is képes volt a citotoxici-

tást blokkolni, ami valószínűsíti, hogy esetlegesen az

aktivitásban fontos szerepet játszó receptorokhoz kö-NK

tődnek.

A pulyka granulociták ugyancsak aktívnak bizonyultak a

használt csirke target sejtekkel szemben, bár kisebb mér­

tékben. Ennek oka egy bizonyos szintű faji inkompatibili-

hiszen az effektor és a target sejt azonoslehettás

tartozó két különböző fajból szárma­szárnyas családba

Ebből az eredményből azt a következtetést vonhatjukzik.

le, hogy valószínűleg a granulociták spontán citotoxici- 

tása nem csak egy-egy szárnyas fajra, hanem az egész

Aves osztályra kiterjedhet.



-52-

Fleischer (1980) a spontán citotoxicitásban nagy fajsú­

lyú adherens sejteket tartott effektoroknak, de nem azo-

őket. Sharma és Okazaki (1981) LSCC-RP9 targetnosította

sejtekkel szemben szeparált lépsejteket talált aktívnak.

A szeparálást 1,090 sűrűségű Ficoll-Uromiron végezték, 

amely granulocitákkal kontaminált lehetett (1,085-ös ré­

teg granulocitákkal kontaminált már!). Bár a granuloci- •

ták aránya a lépben kisebb mint a perifériás vérben a

400:1 effektor:target arány kielégítő szintű citotoxici-

tást nyújtott.

2. Humán adenovírusok hatása a csirke natural killer

aktivitásra

A humán adenovirus oltás csirkékben stimulálta az NK

de a citotoxicitás emelkedése 24 órás időin­aktivitást

tervallumon belül lezajlott. A gyors alapszintre való

oka az lehet, hogy a humán adenovírusokvisszatérés nem

szaporodnak szárnyasokban. Intézetünkben végzett korábbi

munkákból (Pusztai és mtsai 1969; Béládi és mtsai 1979)

ismeretes, hogy az adenovirus oltást követően az interfe­

ron szint az állatok szérumában az első 8-10 órá.ban tető­

zik. Valószínűleg az a tény, hogy a 12. típusú vírus a

6. típusúnál jobb inducernek bizonyult tudhatóannak

be, hogy a két vírus közűi a 12. a jobb IFN inducer 

(Mucsi és mtsai 1970; Béládi 1979) Az oltási kinetikát

követve azt tapasztaltuk, hogy a citotoxicitás az oltást

követő 3-4 napon a kontroll szint alá csökkent és csak a
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10-14. napon tért vissza az eredeti értékre. A szupresz-

szált granulocita funkció az emlősökben megfigyelt mecha­

nizmusokhoz hasonlít, amely szerint a vírus fertőzést

idő után elégtelen granulocita működés követi. Azegy

adenovirus maga is immunoszupresszívnek bizonyult csir­

kékben (Béládi és mtsai 1979; Béládi 1979). de lehetsé->

ges hogy ez az interferon hatásának tudható be. Einhorn

követően átmeneti granulocita aktivációIFN terápiát

után egy visszaesésről számolt be (Einhorn és mtsai

1984). A csirke rendszerhez hasonlóan a humán granuloci-

hatásukis aktiválódnak átmenetileg,- de citotoxikusták

Jarstrand pl. influenza A fertőzés után közvetle-ninc s.

nűl fokozott NBT redukciót figyelt meg. In vitro ezt az 

után is megfigyelték (Jarstrand és Einhorn
V..

IFN kezelés

1983).

A citoxicitás emelkedésének adenovirus oltást követően

több oka is lehet. Az oltást követő 24 órában a perifé­

riás vérképben jelentős granulocitózist figyelhető meg,

de lehetséges, hogy a granulociták citotoxikus kapacitá-

mivel az in vitro kisérletek eredményeisa növekedett )

azt mutatják, hogy azonos granulocita szám esetén is

emelkedett citotoxicitás volt tapasztalható.

In vivo pedig valószínű, hogy az NK aktivitás emelkedése 

a két hatás együttes eredője lehet. Az IFN hatásánál le­

írták, hogy az LGL sejtek proliierációját okozza (Testi 

és mtsai 1986). A szuppresszált citotoxikus állapot beál­

lása előtt granulocitopéniát észleltünk, amely egyrészt

lehet egyedüli okozója a szuppressziónak, vagy pedig a
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vírus közvetlen, ill. a vírus által termelt IFN hatásá­

nak tudható be (megjegyzendő, hogy a kvalitatív vérkép

változásai csak hosszabb idő alatt stabilizálódtak mint

a csökkent citotoxikus funkció).

A vírusfertőzések legtöbbször limfocitózist okoznak, de

egyes fertőzések korai szakaszában a perifériás limfoci-

csökkensét írtak le (Nász és Kulcsár 1978). Azok-taszám

ban az esetekben, ahol a vírusfertőzés korai szakaszában

ott való-limfocitopénia és granulocitózis következik be

színű, hogy ez a jelenség a vírus által indukált interfe-

ronnak köszönhető. Az interferon a vérképre kifejtett di-

hatását Degré 1974-ben írta le nem toxikus cirkulá-rekt

fertőzések esetébenadenovirusciós hatásként. Az

Dascomb és Hilleman (1956) átmeneti granulocitopéniát

írt le.

3- Az interferonok szerepe a citotoxicitás fokozásában

Ismert tény, miszerint csirkékben a humán adenovíru- 

sok interferont indukáló hatással rendelkeznek, így ez

igaz az általunk használt citotoxicitási rendszerben is.

Ezt a két állítást az in vivo kísérletek kinetikája tá­

masztja alá, valamint az a megfigyelés, hogy in vitro a

váltvírus nem indukált interferont, s nemhőinaktivált

ki ezzel együtt citotoxicitás emelkedést sem. A stimulá­

cióhoz szükséges interferon jelenlétét monoklonális el­

lenanyagok felhasználásával lehetne a legmeggyőzőbben bi­

zonyítani. A kísérletek eredményei alapján megállapító!-
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hogy az adenovirus direkt módon nem, csak az indu-tuk,

interferonon keresztül váltotta ki a granulocitákkált

stimulációját.

Az IFN-dependens hatás a pulyka citotoxicitásban szintén

In vitro az adenovirus hatására kisebb mér-érvényesült.

ugyan de IFN termelődés indult meg, amely a cito-tékben

toxicitás emelkedését is maga után vonta.

limfociták NK4. Az humánadenovirus hatása a

aktivitására

A kísérletekben alkalmazott K562, jó target sejt lé­

igen érzékenynek bizonyult a humán NK effektor sej-vén

teket érő moduláló hatások kimutatására. így állapítot-

meg pl. az in vitro IFN kezelés serkentő hatását. Aztűk

adenovírusok in vivo NK stimuláló hatásáról nincs irodal­

mi adatunk. In vitro körülmények között, mind az interfe-5

indukció mind az NK stimuláció elmaradt. Az a tény,ron

megerősítimiszerint az interferon termelődés elmaradt >

az állítást, hogy a vírus direkt módon nem stimulál-azt

ja az NK aktivitást. Azt a megállapítást, hogy a humán

adenovírusok nem indukálnak az emlős sejtekben interfe-

(Béládi ésront korábban több szerző is leírta már

Pusztai 1967; Armstrong 1968; Béládi és 

Béládi 1979).

1970;mt sai
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5. Az interferon hatása az NK aktivitásra csirkékben

Tisztított interferon készítményeket használva, mind

a fibroblaszt, mind a leukocita és a mitogén indukált in­

terferon hasonló mértékű NK emelkedést váltott ki. Taró-

di (1989) feltételezte, hogy a csirkékben a három inter­

feron típus nem különbözik olyan mértékben egymástól

mint az emlős rendszerekben. Az interferon target sejt

az emlős citotoxicitási rendszerben tapasz­előkezelése

taltakhoz hasonlóan, csökkenti a target sejtek lízissel

szembeni érzékenységét, így egyfajta targetvédő hatást

fejtenek ki. Ez a jelenség a monocita citotoxicitás ese-

történőtében nem jelentkezik, mivel az interferonnal

target sejt előkezelés nem csökkentette a cél sejtek ér­

zékenységét (Feinman és mtsai 1986). Ez az in vitro kö­

rülmények között az LGL és a granulociták esetében je­

lentkező protektiv hatás in vivo érvényesülése nem is­

mert .

6. A humán és szárnyas NK aktivitás összehasonlítása

A két rendszer közötti alapvető különbséget az effek-

tor populációkban tapasztaltuk. Míg az emlősöknél általá­

nos végrehajtó sejtekként az LGL sejtek váltak közismert- 

így ezért meglepetést okozott az a felismerés, hogy 

a csirkékben és a pulykákban (és talán egyébb madár fa­

jokban is) ugyanezt a gyorsan lezajló, előzőleges aktivá-

té
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lást nem igénylő funkciót a granulociták úgyszólván "át­

vállalták" az ADCC reakciót továbbra is nyújtó LGL se j-

A csirkékben a granulocita/mononukleáris sejttektől.

arány az emlősökétől jelentősen eltér, a granulociták a 

perifériás sejteknek csupán 20-25 %-át alkotják (Lucas 

és Jamroz 1961.)- Az emlős granulocitákhoz viszonyítva

-bár fagocita funkciójukat továbbra is megőrizték- a

csirke granulociták oxidativ folyamatokat támogató enzim- 

rendszere hiányosabb. Nincs mieloperoxidáz (MPO) rendsze­

rük (Penniall és Spitznagel 1975), alkalikus foszfatá- 

zuk, hiányzik a kataláz aktivitásuk is (Bellavite és

és csak kis mértékben termelnek HgOg-ot 

(Dri és mtsai 1979.)- A glükóz oxidációban kulcsszerepet 

játszó GAPD (glükóz-6-foszfát dehidrogenáz) koncentráció-

mtsai 1977)

ja magas, így a fagocitózis során a hexóz-monofoszfát

sönt (HMP) aktiválódása továbbra is megfigyelhető. Való­

színű, hogy az említett okok miatt alacsonyabb a csirke

granulociták CL aktivitása a humán granulocitákéhoz ké­

pest . A PMA a csirke granulociták CL-t is aktiválta, bár

lényegesen kisebb mértékben mint a humán PMN sejtekét,

és a granulociták citototoxikus aktivitása a PMA kezelés 

hatására sem növekedett. így valószínűnek látszik, hogy

a citotoxikus folyamatban a reaktív oxidativ metabolitok

nem játszanak szerepet.

A citotoxicitás a humán NK reakció klasszikus mechanizmu­

sát követheti, mivel hogy a HgOg és az O2 stb. felszaba­

dulás elhanyagolható (Goldfarb 1986).
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A toxikus oxidativ metabolitok felszabadulása inkább az

aktivált humán granulociták jellemzője. A granulociták

citotoxicitásának NK-szerűségét bizonyítja, hogy az IFN-

nal történő target sejt előkezelés (LSCC-H32) csökkentet­

te a lítikus hatással szembeni érzékenységüket, hasonló­

an a humán rendszerhez.

A humán adenovírusokkal végzett kísérletekben a vírus az

általa indukált IFN-on keresztül stimulálta in vivo és

vitro az NK aktivitást, mivel a 2B1 ellenanyag elimi-in

nálta az interferon termelő sejteket és így a citotoxici- 

tás stimulációja is elmaradt (14. ábra). Az emelkedett

aktivitás főleg a megnövekedett citotoxikus kapacitásnak

volt köszönhető, bár az átmeneti granulocitózist sem sza­

bad figyelmen kívül hagyni. Emlősöknél a limfocitózis je—

és a limfociták antivirális védelmében betöltöttlensége

szerepe jól ismert. Ezzel szemben a granulocitáknak vi­

szonylag kevesebb figyelmet szenteltek (Faden és mtsai 

1984; Szánton és Sarov 1985). A csirke rendszerben az

LGL sejtek az ADCC funkciót az NK funkcióval szemben meg­

tartották. Ebben a filogenetikailag alacsonyabb rendszer­

ben egyébb effektor sejt funkciók is megfigyelhetőek: 

így pl. a trombociták. Ezek a sejtek csirkékben az adhe­

rens sejtpopuláció 90 %-át alkotják (Grecchi és mtsai 

1980), és a véralvadásban betöltött szerepük mellet fago- 

cita funkcióval is rendelkeznek. Kísérleti rendszerünk­

ben a trombocitákat nem találtuk citotoxikusnak. A peri­

fériás limfocita frakcióban az LGL sejtek kis számban

morfo-jelen, mérsékelt ADCC funkciót fejtenek kivannak
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lógiailag hasonlók a humán LGL sejtekhez. A granulociták

ADCC aktivitásban való résztvételüket az Fc-receptor 

pozitivitásuk is igazolja: így a szárnyas granulociták

az emlős NK sejtekhez hasonló funkciót látnak el >

granulocita funkciókkalugyanakkor tipikus is

rendelkeznek. Az emlős LGL sejteknél leírták, hogy mind

mind mieloid eredetű felületi markereket hordoznak,-T,

eredetükben sok a vitatott kérdés (Trinchieri ésígy

mtsai 1984).
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VIII. ÖSSZEFOGLALÁS

A kísérleteink során megállapítottuk:

I. Szárnyas perifériás fehérvérsejtek citotoxikus

aktivitása:

1. A spontán citotoxicitás effektor sejtjeinek az LGL

sejtek populációi helyett mind csirkék mind puly­

kák esetében a granulociták bizonyultak.

2. A granulocita-specifikus monoklonális ellenanyag­

gal történő effektor előkezeléssel során a spontán

citotoxicitás felfüggeszthető.

II. Humán adenovírusok hatása a csirkék NK aktivitására:

1. A vírus in vivo 24 órán belül jelentősen stimulál­

ja a spontán citotoxicitást.

2. A citotoxicitás korai, átmeneti stimulációjáért a

granulociták fokozott aktivitása a felelős.

3. A stimulációt hosszan tartó (10-14 napos) szup-

presszált időszak követi, amelynek letelte után

tér vissza az eredeti kontroll érték.

4. A vírusoltás átmeneti granulocitózis eredménye­

zett, amely után közvetlenül granulocitopénia és

limfocitózis következett.

5. A citotoxicitás növekedését nem az adenovirus di­

rekt hatása okozza, hanem a vírus által indukált

interferon immunomoduláns hatásának eredménye.

Az interferon termelő sejtek in vitro monoklonális

ellenanyagokkal történő eltávolítása a citotoxici­

tás alapszinten maradásához vezetett a vírusfertő­
zés ellenére.
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6. A humán adenovirus in vitro a pulyka leukocita ci-

totoxicitást is fokozta, az aktivitás növekedését

itt is interferon indukció előzte meg. Az effektor

sejtek azonosításakor ebben az esetben is a granu-

locitákat találtuk aktívnak.

III. Az IFN előkezelés hatása a szárnyas NK aktivitásra:

1 . A csirke leukocita interferon stimulálta a granu-

lociták citotoxicitását.

2. A tisztított csirke leukocita-, fibroblaszt-, és

mitogén-indukált interferonok azonos mértékben

stimulálták a citotoxicitást.

3. A target sejtet (LSCC-H32) 24-48 órán keresztül

csirke leukocita interferonnal előkezelve csök­

kenthető volt a target sejtek lízissel szembeni

érzékenysége.

4. A humán limfociták NK aktivitását in vitro mind az

oC, mind a % interferon stimulálta. A % IFN abban 

az esetben bizonyult hatékonyabb aktivátornak, ha

tisztítatlan készítményeket alkalmaztunk.

IV. Csirke és humán granulociták néhány funkciójának

összehasonlítása:

1. A humán granulociták nem képesek a humán LGL sej­

tekhez és a csirke granulocitákhoz hasonló cito-

toxikus aktivitást kifejteni.
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2. A csirke granulociták képesek CL kibocsátására PMA

aktiváció hatására, de ennek mértéke jelentősen

elmarad a humán granulociták hasonló képessége

mellett.

3. A csirke granulociták citotoxikus funkciója

hasonlóan a humán LGL sejtekéhez, nem az oxidativ

metabolizmus aktivációján alapul.

Végső konklúzióként elmondhatjuk, hogy a csirke granu­

lociták amellett, hogy humán LGL sejtek spontán citoto­

xikus aktivitását mutatják, tipikus granulocita funkció­

kat is ellátnak, mégha kisebb mértékben is.

Az a felismerés, hogy egy phylogenetikailag alacsonyabb

rendű rendszerben az NK effektor sejt szerepét a

granulociták játsszák, talán hozzájárulhat az LGL sejtek

mieloid eredetének bizonyításához.
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