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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

adenovirus

antitest fiigg8 celluldris citotoxicitéds
(antibody-dependent cellular citotoxicity)
birkavsrosvértest
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kemilumineszcencia

concanavalin A

count per minute
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humén interferon
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natural killer citotoxikus faktor
forbol-mirisztédt-acetdt
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phosphate buffered saline
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II. IRODALMI ATTEKINTES
1. A természetes citotoxicitds effektor sejtjei

A természetes, sejtkozvetitett citotoxicitéds megfogal-
mazds szdmos effektor sejtet foglal magédba. Ide tartoz-
nak az un. nagy granulumi limfocitdk (LGL), a polimorfb—
nukledris sejtek (PMN), és a monocitdk/makrofdgok. Ezek
a sejtek kiilonbsz8 tipusu természetes citotoxikus reak-
cidkat kozvetitenek: Az un. natural killer (NK) (Kiess-—
ling 1975), antitest-fiigg§ celluldris citotoxicités
(ADCC), 1limfokin-aktivdlt killer (LAK) (Grimm és mtsai
1982) és a natural cytotoxic (NC) (Patek és mtsai 1988)
aktivitdst. A legrészletesebben ezek koziil a natural kil-

ler (NK) sejtek bioldégiai aktivitdsdt tanulmdnyoztidk.
2. Az NK aktivitéas

Tsbb mint 10 év telt el, amidta az egészséges humén
egyedek periférids limfocitdinak héattércitotoxicitdséat
folyamatosan fenntartott tumoros sejtvonalakkal szemben
azonositottdk, ¢é&s a spontdn citotoxicitdst mutaté sejt-
csoportot natural killer sejteknek (NK) nevezték el (Ro-
senberg és mtsal 1974; Herberman és mtsai 1973,1975; Ta-
kasugi és mtsai 1973). Az elnevezés alapjidt az a megfi-
gyelés képezi, miszerint olyan sejpopuldciérdél van sz,

amely spontdn médon, minden el8zd8 immunizidlds nélkiil
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képes Dbizonyos célsejteket elpusztitani. Az NK reakcid

kvantitativan mérhetdvé és standardizdlhatévd akkor
vdlt, amikor a vildgszerte elterjedt daganatos sejtvona-

lakat target sejtként kezdték haszndlni. Ilyen pl. a leg-
gyakrabban haszndlt, a citotoxikus reakcidkban igen érzé-
kenynek bizonyuldé K562 jelli erythroleukémids sejtvonal
(Lozzio és mtsai 1975), amelyet krdénikus mieloid leuké-
mids Dbeteghb8l izoldltak. A reakcid mérése 4&dltaldban a
target sejt lizisének kimutatdsdn alapul. A leggyakrab-
ban haszndlt technikdban a célsejt lizisének detektdldsi-
ra, az un. 5/]CI'—I'elease médszert (Brunner és mtsail
1968) alkalmazzdk, amelyet kidolgozdsa éta mér tovébb
fejlesztették mikromddszerré. A teszt folyamdn kiildnbdzd
szédmi NK effektor sejtprepardtumot kevernek ossze, dllan-
d6 szamé, el6zbleg ° Cr (n&trium—kromdt) izotéppal je-
161t target sejttel, {gy kiilonboz8 effektor:target ardny
érhet8 el. 3-4 dra egyiittes inkubdcid utdn a célsejtek-—
b8l a feliildyszdba kiszabaduld izotdp mennyiségébdl (ter-—
mészetesen figyelembe véve a spontdn izotdép kieresztést)

kovetkeztethetiink a citotoxicitds mértékére.
3. Az NK aktivitdsért felelbs sejtek

Azt a kérdést, hogy mi is az a NK sejt nehéz egyetlen
mondatban megvédlaszolni. Egy eredeti definicié szerint:
Egészséges egyedekben taldlhatd olyan limfocita szubpopu-
l4cidé, amely képes minden elfz8leges immunizdlds nélkiil,

elpusztitani daganat sejtvonalakat. Ez a defindicid
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azonban nem hatdrolja el kozvetleniil ezeket az effektor
sejteket a természetes sejtkdzvetitett citotoxicitds tob-—
bi effektor sejtjét8l. Sokdig a "0" limfocita elnevezést
viselte. A szepardldsi technikdk fejldédésével mint pl. a
Percoll gradiensen vald szepardlds (Timonen és Saksela
1980; Timonen és mtsai 1981), majd kés8bb a monoklondlis
ellenanyagok felhaszndldsa, lehet8vé tették ennek a sejt—
csoportnak a nagy foku izo0ldldsat, s igy a részletes mof—
foldgiai jellemzését is. A monoklondlis ellenanyagok fel-
hasznélésévél nagy tisztasdgd NK sejtpopuldcid izoldlésa
vdlt lehetévé.
Morfolégidjukra jellemz&: Az NK aktivitdssal rendelkezd
sejteknek kb. 80%-a az un. nagy granulumi limfocitdk
(LGL) kozé tartozik, jellegzetes azurofil granulumokkal
a citoplazmédban.
-12-20 pam nagysédggal a kézépméretli limfocitdk populdcid-—
jdt alkotjak.
-magas citoplazma/mag ardny.
~az esetek jé részében jellegzetes bab vagy vese alaku
mag.
Az ember periférids limfocitdinak 2-6 %—&t alkotjdk. Az
NK sejtek nem adherensek, nem fagocitédlnak és megtaldl-
haték a legtosbb eml8s és maddr faj egyedeiben.
Majdnem az 6sszes NK sejt rendelkezik a feliiletén FcR re-
ceptorral és kb. 50%-uk a birka virdsvértestekkel (Bvvt)
4 °C-on alacsony affinitdsd rozettdt alkot, de csak kis
résziik képez nagy affinitédsud rozettdt 29 C-on (Santoli

és mtsai 1976; West és mtsai 1977). Az FcR receptorok se-
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gitségével, amelyek az IgG Fc fragmentumdt ismerik fel
az NK sejtek kapcsolatba léphetnek az immunglobulin G
kozvetitésével a target sejtekkel, és igy az ellenanyag-
gal fedett célsejtek 1izisét okozhatjdk (Kay és mtsai
1977; Perussia és mtsai 1979; Benczur és mtsai 1979). Ko-
rébban azt a limfocita alcsoportot, amely medidlja az
ADCC-t, funkciondlisan killer (K) sejteknek definidlték.
Ezek azonosak vagy nagyrészben 4dtfeddek az NK sejt alcso-—
portjaival (Koren és mtsai 1978; Kay és mtsai 1977; Nel-
son és mtsai 1977).
Az LGL sejtek ultrastrukturdlis jellemzése:
a nukleusz kerek vagy bab alakid, a kromatin kondenzdlt,
kiemelkedd (Grossi és Ferrarini 1982; Grossi és mtsai
1982). A citoplazma bdséges és kiilonféle sejtorganellumo-—
kat tartalmaz. Ezek kozé tartozik a kiterjedt Golgi-appa-
rdtus ¢és a nagy mennyiségli szétszértan elhelyezked8 un.
coated vezikulumok. Az un. PTA (paralell +tubular
arrays), amely cs8szerfi kotegekb8l 411, csak szdérvényo-
san fordul el8 az LGL sejtjeiben. Valédszini, hogy a
coated-vezikulumok felelnek meg a fénymikroszkdéppal meg-
figyelhet8 granulumoknak (Grossi és mtsai 1982). Az LGL
vezikulumai és granulumai hidroldzokat, mint pl.
Lnaftilacetdt é&s P -butirdtészterdzt, savanyifoszfatézt,
B-gliikoroniddzt (Grossi és mtsai 1982) és szerin-észte-
rézt (Young 1988) tartalmaznak. A granulumokban sohasem
taldlhaté, a granulocitdkra és a monocitdkra jellemzd8 pe-—

roxid4z aktivitds (Ferrarini és mtsai 1980).
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L. A LGL sejtek feliileti jellemzése

Az el8z8leg mér emlitett Bvvt és Fc receptorokon ki-
viil szdmos egyéb receptor taldlhaté az NK aktivitdsért
feleld8s sejtek felszinén, amelyek utalhatnak ezen sejtek
szdrmazasdra is. A legtobb LGL sejt receptorral rendelke-—
zik a C3b komplement komponenssel szemben (Perussia ¢€s
mtsai 1983). Monoklondlis ellenanyagok felhaszndlésa,
amelyek a humédn NK sejtek felszinén elhelyezked8 marke-
rekhez kot8dnek, eld8segitik a fenotipikus jellemzést ¢és
az alcsoportok elkiilonitését. A humén NK sejtekrdl hid-
nyoznak a B sejtekre jellemz8 feliileti markerek, mint
pl. a HLA-DR antigén (Ng és mtsai 1980). Az a monoklond-
lis ellenanyag, amelyrd8l kimutattdk, hogy az NK sejtek
FcR receptoraival reagdl, a B73.1 jelli IgG1 alosztédlyba
tartozé ellenanyag volt (Perussia és mtsai 1983). Az NK
sejtek és a mielomonocita eredetii sejtek kapcsolatat az
OKM1 és Mac1 mindkét sejtcsoporttal vald reagdlédsa, mig
a T sejtvonallal valdé rokonsdgdt az OKT8 30-50 %-ban be-
kovetkez8 kiot8dése Dbizonyitja (Perussia és Fanning
1983). Az OKT10 alacsony sflirfiségben a legtobb NK sejten
(Ortaldo J.R. és mtsai 1981) elé8fordul. Bdr a limfoid
sejtek kiilonbsz8 alcsoportjai mutathatnak NK aktivitést,
ezen sejtek nagy tsbbsége az LGL sejtpopuldcidkhoz tarto-
zik, amit els8sorban a Leu 11a (HNK-15), a Leu 7 (HNK-1)
B73.1 monoklondlis ellenanyagok segitségével azonosita-
nak (Abo és mtsai 1981; Lanier és mtsai 1983; Perussia

és mtsai 1983).



_'7_..

5. A szoveti el8fordulds és az NK sejtek eredete

Morfolégiailag a normdl donorok periférids vérében az
LGL sejtek a limfocitdk &tlagosan kb. 3,6 %4t alkotjdk,
de a B73.1 jel{i monoklondlis ellenanyag segitségével na-
gyobb szazaléku el8fordulédst mutatnak. Az Osszes
B73.1(+) sejt LGL morfoldégidval rendelkezik és felsziné-.
r8l hidnyoznak a B és T mdrkerek (Perussia & Starr és
mtsai 1983). A férfi donorok magasabb NK aktivitdst mu-
tatnak mint a ndi egyedek (Santoli és mtsai 1976), és a
B73.1(+) sejtek szdma is magasabb, bdr nem szignifikdn-
san. A lépben és a csontvelfben a monoklondlis ellenanya-
gokkal detektdlhatdé NK és LGL sejtek szdma alacsony, de
kimutathaté, ¢és ldthatdan hidnyoznak a normdl timuszbdl
és nyirokcsomékbél (Herberman és mtsai 1979).

Hirom hipotézis létezik az NK sejtek eredetére vonatko-
zban:

1./ Mieloid eredetre utal a morfolégia, néhény, a
PMN-ekre ¢é€s a monocitdkra jellemzd8 enzim jelenléte, és a
CR3 és FcR2 jelenléte.

2./ A T sejt eredetre utal négy feliileti antigén (T10;
T8; HNK-1 &és E-R) és az a tulajdonsdg is, hogy IL-2 je-
lenlétében proliferdlnak.

3./ Végiil, lehetséges, hogy az NK sejtek egy iddig még
nem definidlt sejtvonalhoz tartoznak, amely felszinén
mgs vonalak feliileti mdrkerei is jelen vannak, kiildnosen
utalva a citotoxikus T sejtekre. (Trinchieri és mtsai

1984).
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6. A human granulocitik természetes citotoxikus

aktivitédsa

A polimorf magvd leukocitdk, irodalom szerinti elsdd-
leges, klasszikus funkcidéja a szervezet antibakteridlis
védelme. Amig a gyulladdsos folyamatokban valé részvéte-—
liilk hosszd id8 6ta aprd részletekig ismert, addig a tu-
mor ellenes védekezésben betsltstt szerepitkkel csak az
utébbi évtizedekben kezdtek foglalkozni. Lundgren ¢és
mtsai (1968) és Takasugi és mtsai (1975) polimorf magvy
leukocitdk 4ltal okozott adherens sejtkulturdk kdrosoda-
sdt 1rtdk 1le. Korec és mtsai 3H--‘timidin felvételével
tobbféle target sejtet haszndlva, granulocitdk &ltal ki-
vadltott citosztdzist d{rtak le (Korec és mtsai 1980).
Ezek a szerzd8k arra is felfigyeltek, hogy ennek a reak-
ciénak nem volt kapcsolata a peroxiddz termeléssel,
amely viszont dont8 szerepet jadtszik az antibakteridlis
védekezésben. Az 4dltalunk tanulmdnyozott irodalmak egyi-
kében sem irtak le "NK"-szer{i, 4 dra alatt spontdn (eld-
z8leges aktivdcidé nélkiill) lezajlé citotoxikus reakcidt.
Ugy tfinik, hogy a nyugvé sejtek csak citosztatikusak le-—
hetnek (Korec 1980), de bizonyos aktivalé &gensek hatid-
sdra citotoxikussd is vdlhatnak. Az aktivdcié hatdsédra
mobilizdl6dik a peroxidédz rendszer, amely ezutédn részt-
vesz a tumor destrukcidban (Clark é&s Klebanoff 1975). A
granulocitdk aktivdcidéja in vitro leggyakrabban phorbol-
észterekkel kezelve, vagy opszonizdlt zimozdn partikuldk

fagocitézisa nyomdn térténhet. Lukdcs és mtsai (1985)
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limfokinekkel valdé elbkezelés nyomdn hoztak 1létre granu-
locita aktivdcidét xenogén vorosvértestekkel szemben. Ké-
s6bb ezt a limfokint a ¥ interferonnal azonositottdk
(Steinbeck és mtsai 1986). A vizsgidlatokndl bovin granu-
locitdkat haszndltak. Mds immunomoduldns anyagok és bak-
tériumkivonatok nugyancsak citotoxikusséd tehetik a nyugvé
sejteket, szintén az un. "oxidativ burst" aktivAdldsén ke-
resztiil (Morikawa és mtsai 1985). Cameron megfigyelése,
amely spontdn citotoxikus granulocitdkrél szdmol Dbe
(Cameron 1983; Cameron 1985), teljesen egyediildllénak
mondhaté, ba&r ezt a hatdst csak 24 briés 3H—timidin inkor-
pordcidbéval végzett kisérlettel tudtdk detektdlni.

A granulociték Fc receptorokkal is rendelkeznek, amelyek
antigenitds szempontjédbdl kidzelebb dllnak az NK sejtek
hasonlé receptoraihoz mint a monocitdk Fc receptoraihoz
(Perussia 1982). fgy aktiv szerepet jédtszanak az ADCC me-
didlédsdban. A target sejtekkel szemben termelt ellen-
anyag hidat képez a granulocita és a célsejt kozott, ak-
tivdlva egyben az effektor sejteket is.

Mindezek alapjdn, udgy tlinik, hogy az aktivdldé Adgensek hi-
dnya esetén a granulocitdk nem mutatnak az NK sejtekhez
hasonlé 3-4 déra alatt spontdn 1lezajld, 51Cr—release

teszttel mérhetd reakcidt.
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7. Az NK reakcié mechanizmusa

Az effektor-target sejtek kapcsoldddsdt - amely nem
esik MHC restrikcié ald (Reynolds és mtsai 1987) ~ kiove—
t8en a bekovetkez8 sejttoxikus lépés a mai napig sem is-—
mert pontos részletekig. Szdmos elmélet létezik, amelyek
irodalma jelent8sen kiterjedt. Ezen elméletek koziil a
legfontosabbnak Jjelenleg az tinik, amely szerint az ef-
fektor sejt egy protein természet{i anyagot bocsajt ki,
az effektor-target kapcsoldéddst kovetlen, amely azutdn a
célsejt 1lizisdt okozza (Marx 1986). Egyes szerzdk azonos-—
nak tekintik a citolizin (mé&snéven perforin) nevfi pro-
tein természetli anyagot és a komplement rendszer C9 kom-
ponensét, mivel mindkett8 hatdsdra membrdnperfordcidk ke-
letkeznek (Zalman é&s mtsai 1986; Young és mtsai 1988).
Wright (1982) az un. NKCF (natural killer cytotoxic fac-
tor) kibocsdjtdsdt irja le, amely nem bizonyult azonos-
nak a fent emlitett ©protein szekrétummal (Goldfarb
1986). Més szerzbdk a citolizist okozd anyagot proteédz
ill. foszfolipéz—A2 aktivitdsd enzimmel azonositjidk. Az
bizonyos, hogy a citotoxikus anyagok kibocsdtédsdt az ef-
fektor és a target sejt specifikus kapcsoldéddsa elézi
meg (Goldfarb és mtsai 1982). Az ultramikroszkdépos megfi-

— e
gyelés szerint az effektor sejtben a Golgi appardtus é€s
a mikrotubuldris rendszer a target sejt felé orientdlé-
dik, kapcsolédédsuk esetén. Igy a granulumok Aramlidsa é€s
tartalmuk kiiiriilése a kozvetlen kontaktus helyére ird-

nyul (Kupfer &s Dennert 1984). Erdekesség, hogy az a

- N
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monoklondlis ellenanyag, amely az NK sejtek, a monocitédk
és még az aktivdlt T sejtek litikus aktivitédsdt is fel-
fliiggeszti, ugyanigy csokkenti az LGL-sejtek ADCC reakcié-—-
jédt is (Burns és mtsai 1983). EbbSl ksvetkezik, hogy bér
a target—effektor kot8dés kiilonbszik a két reakcidban,
ugyanakkor a 1lizis utolsd lépésének kozel hasonldé vagy
ugyanazon mechanizmus alapjédn kell lejdtszdédnia.

A granulocitdk természetes citotoxicitdsdrdsl szdbld iroda-—
lom méginkdbb szegényes és ellentmonddsos. Eddig a perfo-
rinhoz ¢és az NKCF-hez hasonldé proteint nem mutattak ki,
az irodalom alapjdn azonban gy tlinik, hogy a klasszikus-
nak mondhatdé granulocita citotoxikus faktorok -az oxida-
tiv burst folyamdn létrejovl oxidativ medidtorok-, csak
bizonyos stimuldlé hatédsokra jonnek 1étre (Clark 4és
Klebanoff 1975; Weiss és Slivka 1982; Dallegri és mtsai
1983). Az egyik leggyakrabban haszndlt aktiv4l$ 4gens a
PMA, a protein kindz C aktivédldsdn keresztiil fejti ki ha-
tidsdt, amely H202 keletkezéséhez vezet. Az aktivdlt gra-
nulocitédk citolitikus aktivitdsdban a neutrdlis szerin-
protedzok is _féifiligﬁiﬁ?k (Pontremoli és mtsai 1986).
M{ig a mieloperoxidéz, H202, halid rendszer a mikroorga-
nizmusok fagocitézisdban vesz részt, addig az eukaridta

sejtek esetében, amelyek elpusztitdsa extracelluldrisan

|

tsrténik, d{gy mds mechanizmusok 1étezését kell feltéte—:

P
lezni. Nem ismert, hogy a granulocitdk milyen mechaniz-

mus szerint fejtik ki a citosztatikus hatdsukat a tumor

sejtekkel szemben. Inoue és Sendo (1983) szerint a
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citosztdzis és a citolizis kdzott csak kvantitativ kii—
lonbség 1létezik, mivel a metabolizmusukban gétolt sejtek
el8bb-utébb elpusztulnak. Igy a granulocitdk ill. az ak-
tivélt granulociték csak hosszabb, 24-48 dérds inkubdcid
utdn fejtik ki citolitikus aktivitdsukat (Inoue és Sendo

1983).
8. A szidrnyasok természetes citotoxicitésa
A szdrnyas tumorimmunolégia és a sejtkozvetitett cito-

toxicitds 1irodalma az eml8sckéhez képest jéval szegénye-

sebb. A csirke lépsejtek aktivitdsdt in vitro iddig tobb-
_(___/______—__

féle target sejttel szemben vizsgdltdk. Sharma és Okaza-—
ki szerint a vizsgdlt target sejtek koziil az LSCC-RP9-es
sejtkultdira bizonyult a legérzékenyebbnek. Ez a sejt-
vonal limfoblasztoid -eredetd, amely RAV-2-vel (Rous
associated virus) oltott csirke burzdlis tumorbdl szér—
mazik (Sharma és Okazaki 1981), de bebizonyitotték, hogy
a citotoxicitds nem a virusspecifikus antigénekkel szem-—
ben jon 1létre. Az is bebizonyosodott, hogy az effektor
sejtek nem T sejt eredet{iek és az anti-B savé sem befo-
lydsolja a citotoxicitést.

A csirke fehérvérsejtek ADCC reakcidét mutatnak, de a kon-
taktus az csak avian eredetli ellenanyag segitségével jon
lé;;;/’;;‘_;ffektor és a target sejtek kozott. Az emlds
eredeti ellenanyagok nem ismerik fel, és {igy nem kapcso-—
16dnak a csirke target sejtekhez (Imir és mtsai 1977).

Chi és Thorbecke szerint az ADCC reakcidéban f8leg az Fc
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receptor pozitiv adherens sejtek heterogén populdcidja
vesz részt, és csak kis szdzalékban az Yn. "O" sejtek.
Természetes citotoxicitdst medidlsdé sejteket, amelyek az
eml8sck NK sejtjeihez hasonldéak, tébb szerzd kivdnt azo-
nositani, de csak megkozelit8 pontossdggal utalnak egyik
vagy méasik sejtcsoportra. Sharma és Coulson szerint a
természetes citotoxicitds <c¢sak a 1lépben taldlhatéd, de

7 £

ezek a sejtek h&érzékenyek (Sharma és Coulson 1979).
Fleischer (1980) ezzel szemben adherens, nagy sfirfiségl
sejteket d1rt le, amelyek NK-szer(i funkciéval rendelkez-—
tek, mind csirkékben mind fiirjekben. Az effektor sejte-
ket javarészt a periférids vérb8l izoldlta és csak ki-
sebb szdzalékban a 1épb8l. Ujabban kimutattak hasonlé ak-—
tivitdsd sejteket a csirke intestinumbél (Chai és mtsail
1988). Lucas és Jamroz (1961) megdllapitottdk, hogy a

szdrnyasok periférids vérében is megtaldlhatéak az

LGL-hez hasonlé limfocitédk.
9. Az NK reakcidé modulicidja

A natural killer aktivitdst moduldldé &gensek szdma

igen kiterjedt. A szervezetet ér8 véltozdsokra az NK sej-
S W e S TN

tek igen élénken reagélnak (kulonbozo kornyezeti ténye-

z8kre, pl.stresszre, hormondlis vdltozdsokra, erds do-
hé&nyzédsra, alkoholizmusra, és ezek mellett még cirkadidn

(Fernandes é&s mtsai 1979.) és cirkaannudlis (Pati és

mtsai 1987) ritmussal is rendelkeznek). Ezen tényezlk
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mellett az NK aktivitds még egy szigorud genetikai kont-
S T~— T

roll alatt is 411 (Petrdnyi és mtsai 1975). M{ig a pozi-
tiv irdnyd stimuldcidé leggyakrabban az interferon induk-
cién keresztiil valdsul meg, addig a negativ irdnyd modu-
1l4cid szdmos dton keresztiil valdsulhat meg. Ezenkivil
igen érzékenyen reagdlnak a szuppresszor sejtek aktivitd-

sdra is (Herberman 1982; Brunda és mtsai 1982). Az aldb-

bi tabldzatban a moduldld dgensekr8l csak egy vdzlatos

a—
felsoroldst adunk a teljesség igénye nélkiil.

I. tadbléazat.

Az NK aktivitdst serkentd anyagok

Interferonok (Herberman 1977)
Poly I:C (Goldfarb 1981)
Lektinek (Brunda 1980)
IL-2 (Henney 1981)
Retinol (Goldfarb 1981)
TNF (Ostensen 1987)
Szelénium (Petrie 1989)
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IT. téblazat.

Az NK aktivitdst gdtld anyagok

Tripszin (Bundy 1980)
PMA (Goldfarb 1981)
cAMP (Goto 1983)
PGE,, (Droller 1978)
Cholera toxin (Goldfarb 1981)
Mannose 6-P (Ortaldo 1984)
Hydrocortison (Glassman 1985)
Monensin (Carpen 1982)

10. Az interferonok hatdsa az NK aktivitdsra

Az interferon egy glikoprotein természetli anyag, me-
o ot A
lyet a szervezet sejtjei termelnek kiilonbczd8 tipusd indu-
cerek hatdsdra (virus, baktérium, antigén, mitogén stb.).
Az interferonok antigenitdsuk, pH érzékenységiik, valamint
a termeld8dési mddjuk alapjdn hdrom kiilonbodzd8 csoportba ki-
lsnithet8ek el (Stewart és mtsai 1980):

1./ A leukocita interferon (IFN-xX) virus fert8zések &ltal
indukéléd%kka B és az LGL sejtekben valamint/;.makrofégok~
ban.

2./ A fibroblaszt interferon (IFN-B) termel8dését virusok

és polinukleotidok valtjék ki fibroblaszt sejtekben.
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3./ Az un. immun-interferon (IFN-JX), amely fizikokémiai
tulajdonsédgaiban jelet8sen eltér az eldz8 kettdtél,- mito-
gének és antigének hatdsdra T sejtekben termelddik.

Az interferonok hatdsai kdzé tartozik, hogy moduldljédk az
immunrendszer (NK, ellenanyag termeld) sejtjeit (Bloom
1980). Az IFN tipusok bioldégiai hatdsukban is kiilonboznek
egymdstél. Mig az IFN-e£ &s B virusszaporoddst gdtlé hatid—
sa kifejezettebb, addig a sejtosztdédédst gdtlé hatds az
IFN-¥ esetében erfsebb. Mindhdrom IFN tipus stimuldlja az
NK és az ADCC aktivitdst (Trinchieri és Santoli 1978 a,b;
Herberman €s mtsai 1978 a,b; Senik és msai 1980; Friedman
s Vogel 1983). Legtobbszdr az effektor és a target sej-—
tek egyiitt inkubdldsa esetén is termelddik interferon
(Trinchieri és mtsai 1978). Természetesen nem csak az in-
terferon, hanem az interferon inducerek is, mint pl. a
Poly I:C és a kiilonbozd virusok is fokozzdk az NK reak-
ciét. Fontos megemliteni, hogy az IFN kezelés nyomdn beks-
vetkezd NK stimuldcié de novo protein szintézishez kotott

(Bishop és Schwartz 1982).

11. Az NK sejtek in vivo szerepe

Novekedik azon Dbizonyitékok szdma, amelyek igazolni
igyekeznek, hogy az NK sejtek fontos szerepet jadtszanak a
szervezet természetes védekezésében bizonyos daganattipu-
sokkal (Bloom és mtsai 1982) és virus fert8zésekkel
(Ausiello és mtsai 1983; Bukowski és mtsai 1983) szemben.

Az el8zdbnek ugyan ellentmond az a megfigyelés, hogy
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olyan Dbetegekben ahol a rdkos 4dllapot eldrehaladott, az
NK aktivitds gyakran alacsony (Cunningham-Rundles és
mtsai 1981; Kadish és mtsai 1981; Takasugi és mtsai
1977), bdr ez mdsodlagosnak tiinik a rdk terjedésével szem-
ben, és kovetkezménye lehet, akdr az NK és tumor sejtek
egymdsra hatdsdnak, akdr szuppresszor sejtek jelenlétének
(Allavena ¢és mtsai 1981; Herberman és mtsai 1980). Bigzo-
nyitékok vannak arra is, hogy az NK sejtek szabdlyozzdk a
vérképzést (Hansson és mtsai 1982) és az immunfunkcidkat
vagy direkt sejtkoslcsonhatdsokon, vagy a termeldd8 limfo-
kinek hd&lézatdn keresztiil. Ugyanakkor bizonyitékok az NK
sejtek din vivo szerepére a emberben csak indirekten kon-—
————e
kldizivok, alapvet8en a kiilonbozd8 patoldgids esetekben meg-
figyelt NK sejt aktivitds eltéréseken alapul. A direkt
bizonyitékok f8leg az NK sejtek sokféle in vivo szerepére

a kiilsnboz8 kisérleti 4llatokban végzett kisédrletek ered-

ményeib8l szédrmaznak.
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III. ELOZMENYEK ES CELKITGZESEK

Az Intézetiinkben Béladi és Pusztal kozdlte az els8 adato-
kat arrél, hogy a humén adenovirusok interferon indukcié

e NS e, T

k%Pességéve}\ rendelkeznek csirkékben (Bélédiﬁés Pusz;éi
1967)ww Ez a gépességﬁk nem c¢sak in vitro sejtkultidirdkban
(Bé1l4di és mtsai 1970; Mucsi és mtsai 1970), hanem in
vivo koriilmények kozott (Pusztai és mtsai 1969; Bél4di
és mtsai 1979) is érvényesiil. A humdn adenovirus ugyanak-—
kor immunoszuppressziv hatast is'kifejt a csirkék primer
és szekunder immunvédlaszdra (Bél4di 1973) é€s ennek hdtte-
rében az indukdlt interferon &llhat (Bél4di és mtsail
1979; Bél4di 1979). Az Intézetben adenovirus fert8zés mo-
dellezésére haszndlt csirkék természetes citotoxicitédsd-
r6l és ennek adenovirusok és az 4dltaluk indukdlt interfe-—
ronok citotoxicitdst moduldldé hatédsardél, az adatok na-
gyon hidnyosak voltak. Kordbbiakban munkatédrsaink a csir-—
ke LGL sejtek 4ltal kifejtett ADCC aktivitdst mér tanul-
manyoztdk, de hidnyzott ennek az aktivitdsnak a humén
rendszer LGL sejtjei 4ltal medidlt '"piarja'", az NK aktivi-
tés.

Az Intézetiinkben munkatdrsaink &dltal el8411litott humédn
interferonok bioldégiai hatdsédnak ellendrzése is szilksé-
gessé v&lt ADCC és NK aktivitdsra. Ez ugyan c¢sak in
vitro korilmények kozotti hatdsrdél adott informdacidét, de
esetleges 1in vivo felhaszndldshoz is prognosztikus tém-

pontot nyujtott.
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Célkitizések:

I. A humdn adenovirus hatdsdnak vizsgdlata csirke NK ak-—
tivitédsra

1. Az NK aktivitds kimutdsdra alkalmas rendszer kidol-
gozésa.

2. A humén adenovirus fertdzés NK aktivitésra
kifejtett hatdsdnak vizsgidlata.

3. Az adenovirusok 4dltal indukdlt interferonok szere-—
pének tisztidzdsa a citotoxicitds stimuldcidbdjdban.
II. Az adenovirus hatdsédnak vizsgélata az NK reakcidra
humdn rendszerben.

1. A virus esetleges kozvetlen hatdsdnak kimutatédsa in
vitro humdn renszerben.
ITII. A c¢sirke interferon hatdsdénak vizsgdlata a csirke
NK aktivitdsra.

1. Az interferonok hatdsdnak vizsgdlata az NK aktivi-
tésra.

2. Az interferonok hatdsdnak vizsgdlata a target sejt-
re.
IV. Hu-IFN~ és Hu—IFNﬂ' prepardtum NK aktivitdsra kifej-
tett hatdsénak mérése.
V. A csirke é€s humédn NK aktivitds tulajdonsdgainak ossze-—

hasonlitésa.
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IV. ANYAGOK

>Ter Mr C-5 (LNK)
Yer ¢.J.5. (Amersham)
Density Marker Bead (Pharmacia)
DMSO (sigma)
EDTA (Reanal)
Eagle tédpfolyadék
FCS (Foetal Calf Serum) G&5doll8
Ficoll 400 (Pharmacia)
Heparin (Serva)
Komplement——tengerimalac savébsél 1:20 higitédsd
Kataldz (Sigma)
Luminol (Sigma)
PBS pH 7,2
Percoll (Pharmacia)

PMA Phorbol-12-myristate-13-acetate (Sigma)
RPMI 1640 tapfolyadék
SOD szuperoxid-dizmutdz (Sigma)

Tripszin 1:250 (Difco)
Tryptose Phosphate Broth (Difco)

Uromiro (Bracco)
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V. MODSZEREK

1. Effektor sejtek
1.1. Csirke fehérvérsejtek izoldlasa

A c¢sirkékb8l szivpunkciéval nyert heparinos (jO
NE/ml) periférids vért PBS-sel 3x-ra higitottuk, majd
1,085-6s sfrfiségli Ficoll-Uromiro gradiensre rétegeztik
évatosan. Ezt kovetden 806 g-vel 20'-ig centrifugdltuk
16-18 °C-on. Az interfédzisban 1év8 fehérvérsejteket Pas-
teur pipettdval ©Osszegylijtottiik, 3x mostuk PBS-el 600
g-el 10'-ig centrifugdlva. Az iiledéket RPMI téapfolyadék-
ban szuszpenddltuk, a sejtek életképességdét tripdnkék se-

gitségével ellendriztik, majd a sejtszdmot Biirker kamra

segitségével hatdaroztuk meg.
1.2. Pulyka fehérvérsejtek

A vért szdrnyvéndbdél nyertiik, majd az eldbbiekhez ha-

sonléan dolgoztuk fel.
1.3. Granulocita szepardléas

Az 1.1. fejezetben leirt fehérvérsejteket tovdbbi sze-
pardldsnak vetettik ald, hogy granulocitdkat nyerjiink,
Hjorth és mtsai (1981) médszerét kisebb médositdsokkal

alkalmazva. A fehérvérsejtszuszpenzidt kétlépcs8s Per-
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coll gradiensre rétegeztiikk. A fels8 1lépcs8 60 %—os, az
alsé pedig 80 %—os higitdsd izoténids Percoll volt. A
centrifugdlds 450 g-n tortént, 30 percig 18 C-on. A fel-
s8 interfédzisbdél a mononukledris sejteket, az alsébdl pe-
dig a PMN sejteket nyertilkk. A szeparidldst egyszeri PBS-

sel torténd mosds kovette, az eldzbleg leirtak alapjén.

1.4. LGL szepardlds

Az elbz8leg kétlépcsbs grddiens 60 %~os higitdsd in-—
terfdzisédbdl kinyert mononukledris sejteket 5x106
sejt/ml-re bedllitva, plasztik petricsészébe kiiiltettiik.
45 perc inkubdcid utdn a nonadherens sejteket Osszegylij-
tottik, és S6vatosan tobblépcsds Percoll gradiensre réte-—
geztik (Timonen és Saksela 1980). A lépcsbk kiilonbségei
esetenként 2,5-5 %-osak voltak. A sfirfiségbeli kiilénb-
séget Density Marker Bead segitségével &llapitottuk meg.
Az LGL sejteket az 1,062-1,064 s{irliségli rétegek interfi-
zisdbdl izoldltuk. A frakcidk tisztasdga  LGL sejtekre

nézve 30-50 % kozott mozgott.

1.5. Humdn fehérvérsejtek

Heparinnal alvadédsgdtolt periférids vért 1,075-6s sli-
riiségi Ficoll-Uromiro gradiensre rétegeztiikk Boyum leird-
sa alapjén, ¢és a sejteket 1.1. pontban leirtak alapjén
szepardltuk ¢és mostuk. A monocitdkat plasztikra vald ki-

iltetéssel tavolitottuk el. A humd&n granulocitdk szepard-
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ldsa a csirkéknél leirtndl sokkal egyszer{ibb volt a vér-
kép\alapvet6 kiilonbségei miatt. A teljes vért 3x—os higi-
tds utén kétlépcsdés Percoll gradiensre rétegeztiik
(Hjorth és mtsai 1981). A granulocitédkat az alsé interfa-

zisbél nyertiikk kb. 90 %-os tisztasdgban.
2. Target sejtek
2.1. NK reakcidk target sejtjei

— K562: erythromyeloid leukémids eredet@i humédn sejtek
(Lozzio és Lozzio 1975).

- LSCC-H32: avian limfoid leukémia virussal transzfor-
m&lt (ALL) csirke fibroblasztoid sejtek (Kaaden és mtsai
1982).

— LSCC-RP9: Rous sarcoma virussal transzformdlt limfo-
blasztoid csirke sejtek (Sharma és Okazaki 1981).

A K562 jeli sejteket szuszpenzids kultdrdban tartottuk
fent RPMI-1640 t4pfolyadékban, amelyet 10 % foetalis bor-
jusavéval (FCS) egészitettiink ki. A sejteket 5 % CO2 ten-
zié mellett termosztédtban inkubdltuk. Az LSCC-RP9 sejte-
ket ugyancsak szuszpenzidéban tartottuk fenn, de itt az
el8bb leirt tépfolyadékhoz még 5 % csirke savdét is ad-
tunk. Az LSCC-H32 jelll sejteket Eagle tdpfolyadékban
(+10 % Tryptose Phosphate Broth) szaporitottuk 15 %-nyi
FCS-sel kiegészitve, egy sejt rétegli, adherens kulturd-

ban.
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2.2. A csirke ADCC target sejtje

Birka vorssvértest (Bvvt; Phylaxia), Alsevehr oldat-
ban tédrolva (egy hetesnél régebbi vért nem haszndltunk
fel).
A sejteket felhaszndldsuk alkalmdval 3x mostuk PBS-ben,
majd 3,8%-os Na-citrdt oldatban 5%-os vvt szuszpenzidt
készitettiink.
Az ADCC kisérletekhez birka vorosvértest ellen termelt
csirke ellenanyagra volt sziikségilink, amelyet 3-4 hdénapos
kakasbél nyertiink. Az immunizdlds 3-5 alkalommal 30%-os
Bvvt szuszpenzidét iv. oltva (0,1ml/100g) tortént. Préba-
véreztetds utédn az utolsd oltédst kovetd 1-2 héttel nyert
inaktivdlt (56 C 30 perc) savét hasznidltuk fel mint hemo-
lizint. A savé ellenanyag titerét 1%-os Bvvt szuszpenzid
agglutindciéjdt tesztelve hatdroztunk meg, és a kisérle-
tekben az agglutindcids titernek megfeleld koncentrdcidé

felét haszndltuk fel.
3. Citotoxicitdsi tesztek
3.1. Target sejtek jelclése

A spontdn citotoxicitédsok mérésére az un. ‘'chrom-
release" tesztet haszndltuk.
a) NK reakcié

A c¢sirke NK aktivitds mérésére target sejteknek az

LSCC-H32-es ¢és az LSCC-RPS-és jelli sejtvonalakat haszndl-
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tuk. A humédn rendszer tesztelésére a K562-es target sej-
teket haszndltuk. A szuszpenzids sejtkulturdban 1év8 sej-
tekb8l egyszeri moséds utédn 0,5 ml +térfogatban 3—5x106
sejtet jeloltiink 200 pCi (7.4 MBqg) 51Cr izotéppal (Amer-

sham v. LNK), és 45 percig 37 C-on inkubdltuk CO ter-

2
mosztdtban. Az inkubdcids id8 letelte utdn a sejteket 3x
mostuk PBS-ben, majd 1x105/m1 sejtszdmra All{itottuk Dbe.
Az adherens sejteket 1—2x105/m1 szdmmal inditottuk a te-
nyészt8 flaskdkban uUgy, hogy a kisérletek napjira folya-
matos monolayert alkossanak. A jelslés céljdra 0,25%
tripszin és 0,02% EDTA keverékével tripszineztiik kb. 5
percig 37 °C-on mig a sejtek a flaska aljidrél el nem vial-
tak. Ekkor savé tartalmi hideg tadpfolyadék hozzdaddsidval
ledllitottuk a tripszin hatédsdt. A sejteket centrifugidl-
tuk, 10% FCS tartalmdi RPMI 1640 tépfolyadékban szuszpen-—
ddltuk, majd a szuszpenzids sejtekhez hasonldan 3—5x106
sejtet izotdppal jéldltﬁk.
b) A csirke ADCC reakcié

Az ADCC méréséhez csirke hemolizinnel érzékenyitett
Bvvt—-t haszndltunk. 5%—-os Bvvt szuszpenzidbdl 2—5x107
sejtet jeloltink 200 uCi 51Cr—-mal 75 percig 37°C-os ter-
mosztadtban. Az inkubdcids id8 utolsé 30 percében adtuk a
sejtekhez a szenzibilizdld ellenanyagot a jelslt sejt
térfogatival azonos mennyiségben. Az inkubdcié végén 3x

PBS-sel kimostuk a meg nem kot8dstt izotépot és ellena-—

nyagot. A moséds utdn a sejteket 1—5x105/m1—re d4llitottuk.
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3.2. A citotoxicitdsi reakcidék mérése

4 tesztet mlilanyag mikrotiter lemezekben végeztikk. Az
effektor sejtekb8l 100-100 pl-et mérve a lyukakba 4 fele-
AN
z8 higitdsi 1épcsét készitettiink. Mindegyik higitdsbsl 3
parhuzamosunk volt. A jelolt 1x105/m1 target sejtekbdl
mindegyik lyukhoz konstansan 100-100 pl-t mértink. A
spontédn release ellenbrzésére 3 parallelben a target sej—
tekhez csak tdpfolyadékot adtunk (az sp. release mértéke
minden esetben 10 % alatt maradt). Az inkubdcids id8 4
éra volt 37 °C-on CO2 termosztdtban. Ezutédn a feliiliszdk-
ba kiszabadult izotdép mennyiségét mértilkk gamma szdamld-
146n. A krém kiszabadulds mért értéke (cpm) egyenesen ard-
nyos a citotoxicitdsi %-kal. A citotoxicitdsi %-ot az

aldbbi képlet alapjidn szdamoltuk:

feliildszdé cpm—spontdn cpm

teljes beépiilt aktivitds cpm
4. A leukocita elbfkezeléseknél felhasznidlt készitmények
4.1. Csirke interferonok

A c¢sirke leukocita interferon 12. tipusd humén adeno-
virussal indukdlt volt, amelynek a tisztitdsi eljdrdsok
utén 105 NE/mg fehérje specifikus aktivitdsa volt. A

csirke interferonok antivirdlis értékmérése csirke em-—

briondlis fibroblaszt (CEF) sejtek szekunder tenyészetén
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vesicular stomatitis virus (VSV) citopdtids hatdsénak

gdtldsa alapjin tortént (Puszai és mtsai 1986).

4.2. Humén interferonok

Az oL interferonok termelése Cantell és mtsai (1971)
d4ltal kidolgozott médszer médositdsdval (BEladdi és mtsai
1980) +tortént Sendai virussal fert8zott leukocitdkban. A
tisztitatlan o< interferon specifikus aktivitésa 2—3x104
NE/mg fehérje, a tisztitott készitményeké (Téth és

mtsai 1985) 1x106

NE/mg fehérje volt.

Az TIFN-X termelése Con-A indukciéval tortént, specifikus
aktivitdsa 10° NE/mg fehérje, a tiszt{tott pedig 1x10°
NE/mg fehérje specifikus aktivitdssal rendelkezett (Téth
és mtsai 1985).

A humd&n interferonok antivirdlis hatdsanak mérése MDBK
(borjui vese) ¢és WISH (humdn amnion) sejteken tortént,
VSV citopdtids hatdsdnak gdtldsédt tesztelve (Téth és

mtsai 1985).

4.3, Virusok

A humdn adenovirus 6. és 12. tipusdt haszndltuk. A vi-
rusokat HEp-2 sejten szaporitottédk és CsCl gr&édiensen
tiszt{tottdk, tdroldsuk -70 °C-on toértént (Tarédi é&s

mtsai 1977).
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4.4, Monoklondlis ellenanyagok

A monoklondlis ellenanyagok a hagyomdnyos hibridizéd-
cidés technikdval (Kohler és Milstein 1975) elddllitottak
voltak (Méndi és mtsai 1987).

A munkdhoz az immunfluoreszcencidval tesztelt hibriddémék
koziil az 1C3-at (amely granulocita specifikus volt) és
2B1-t (burzdlis sejtekkel és monocitdkkal reagidlé) va—
lasztottuk ki. Ezen ellenanyagok nagyobb mennyiségben va-—
186 termelését a kldénozott sejtek Balb/c egerek hasiiregé-
be oltédsdval ill. a kifejld8d8 ascites visszanyerésével

érték el. A h8inaktivdlt ascitest 1:100 véghigitédsban
haszndltuk.

5. Az effektor ill. target sejtek elbSkezelése

5.1. Csirke effektor sejtek kezelése monoklonalis
ellenanyagokkal
A szeparilt csirke periférids fehérvérsejteket

(1x107/m1), vagy pedig a tisztitott granulocitédkat
(1—2x106m1) 30 percig kezeltitk 37 °C-on 1C3-as vagy né-
hidny esetben 2B1 monoklon&lis ellenanyagot tartalmazé
Balb/c egér ascites 1:100 higitdsdval. Ezutdn a sejteket
1x megmostuk PBS-ben, majd tengerimalac komplement (C')
1:20 higitéds4t adtuk a sejtekhez, mellyel 45 percig inku-—
bdltuk. Ezutdn djabb mosds kovetkezett, amely utédn a

sejtszdmot Dbedllitva a sejteket effektor sejtekként ad-



-29-

tuk a citotoxicitédsi tesztekhez. A kontroll mintdkat ha-
sonléan kezeltiikk, kivéve, hogy csak a higitdsra hasznilt
tdpfolyadékot adtunk a mintdkhoz ellenanyag és komple-—

ment kezelés nélkil.
5.2. A csirke fehérvérsejtek kezelése tripszinnel

Az 1x107/m1 sejtszdmra bedllitott csirke fehérvérsejt-
szuszpenziét 37 °C-on 45 percig inkubdltuk 0,1 %—os trip-
szin jelenlétében. Ez a tripszin koncentricié a sejtek
életképességét nem Dbefolydsolta, amit a kezelés uténi
tripdnkékkel végzett exklizidbs sejtszdmldlds is bizonyi-
tott. Ezutdn a sejteket 10 % FCS tartalmd tdpfolyadékban
mostuk, majd egyrésziiket ugyanebben a kdzegben 1x107/m1~
re &llitva a sejtszdmot a citotoxicitdsi reakcidhoz
hozzdadtuk, mint effektor sejtek. A tripszinnel kezelt
sejtek mdsik felét autoldg plazmdban vettilk fel és 4
‘C-on inkubdltuk egy 6rén keresztiil. Ez kovetSen, hason-—
l6an az eldz8ekhez mostuk a sejteket és 1x10//ml-re &l-
1itva a sejtszdmot az NK és ADCC aktivitdsra teszteltiik.
A kontrollt a tripszinnel és autoldg savéval torténd ke-—

zeléds helyett csak tdpfolyadékban inkubdltuk és a kezelt

sejtekhez hasonldan mostuk.
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5.3. Az effektor sejtek fertfzése in vitro humédn

adenovirussal

Az effektor sejtek (humdn periférids limfocitdk, csir-

ke ¢és pulyka periférids fehérvérsejteket) fertbzésekor

7 7

1072 TCID., 12. t{pusi hu-

mén adenovirussal és 24-72 érén keresztiill inkubdltuk.

10" sejtet/ml-t kezeltiink 10

(Humdn kisérleteknél 10%22-10772 TCID. . kozstt valtoztat-

50
tuk a virus mennyiségét). Az inkubdcids id8 letelte utédn
a feliiliszdékat centrifugdlédssal (600 g, 10 perc) eltdvo-
1itottuk illetve IFN értékmérésre félretettilk. A sejte-—
ket 10 % FCS-sel kiegészitett RPMI 1640 té4pfolyadékban
szuszpenddltuk és a citotoxicitdsi teszt target sejtjei-
hez adtuk. Egyes kisérletekben ezt a 1lépést megeldzte a
csirke fehérvérsejtek kezelése 1C3 vagy 2B1 jelli mono-
klondlis ellenanyaggal és komplementtel, az eld8bbiekben
ismertetett médon. A termelddctt csirke interferonok ér-

tékmérése CEF szekunder tenyészetén a VSV citopdtids ha-

t4sédnak gdtlédsa alapjdn tortént (Pusztai és mtsai 1986).
5.4. Az effektor sejtek ellfkezelése interferonnal

A humdn vagy csirke effektor sejteket 5x106/m1—re al-
litottuk, és 1-18 érdn keresztil nyers vagy tisztitott
interferon kiilonbsz8 koncentrdcdéival kezeltiik. Ezutén
sejteket PBS-sel 1x mostuk és a citotoxikus reakcidkban

mint effektor sejteket hasznidltuk.
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5.5. A target sejtek elbkezelése interferonnal

A sejtkultira tripszinezésekor 2x105/m1 sejtszédmmal
ind{itottuk az 1djabb tenyészeteket 20-20 ml +térfogatban
flaskd&nként. Egy-két S6ra inkubdlds utdn mialatt a sejtek
a tenyészt8 edények aljira kitapadtak, csirke interfe-
ront adtunk a tenyészetekhez kiilonbsz8 koncentricidban,
majd 24-48 6rén keresztiil tovdbbinkubdltuk azokat. Az in-
kubdcids 1id8 leteltével a sejteket a szokvdnyos mdédon
tripszineztiikk és izotdéppal jelsltiik, de a 45 perces jeld—
lés inkubdcidjdnak ideje alatt is a sejteket tartalmazé
tédpfolyadékban hasonlé koncetrdcidban volt jelen az in-
terferon. Az interferon jelenléte a feliildiszdkban nem be-—
folydsolta sem az izotdp felvételt sem a spontdn izotdp

felszabadulédst.

6. A kisérleti d4llatok, és azok oltéasa

6.1. Csirkék

White Leghorn torzsb8l szdrmazd 6-12 hetes &4llatokat
alkalmaztunk kisérleteinkben. Ezeket az &dllatokat i.v.

szdrnyvénsba oltottuk 101972 TCID.. 6. vagy 107’2 TCID

50 50
12. tipusd humdn adenovirussal, amelyeket 0,2 ml fiziold-
gids NaCl-ben szuszpenddltunk. A nyers csirke interfe-
ront ugyancsak i.v. oltottuk (2000 NE/2ml). A csirkékbél
szivpunkcidéval nyertiikk a periférids vért 10 NE/ml hepa—

rinnal gdtolva a véralvaddst.
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6.2. Pulykék

A 6-8 hetes kanadai gydngypulykdkbsél (Szentes, Lrpi4d
MGTSZ) a periférids vért a szdrnyvéndbdl nyertiik 10

NE/ml heparinnal gdtolva a véralvaddst.
7. Festési eljardsok

A fehérvérsejtek €&s a target sejtek é&letképességét
minden esetben tripdnkék kizdrdsos mdédszerrel ellenbriz-
tik, és d1gy dllapitottuk meg a sejtszdmokat is Biirker
kamra segitségével.

A kvalitativ vérkép ellendrzésekor a csirke fehérvérsej-—
tek szdmlildsdra a Natt-Herrick (1952) festést végeztiik,
mivel ennek a festdknek a segitségével a trombocitdk el-
kiilonithet8k voltak a fehérvérsejtektdl, illetve a mono-
nukledris sejtek is elkiilonfiltek a granulocitdktdél (Natt
és Herrick 1952).

A keneteket Dbeszdritva fixdltuk, majd May-Griinwald
Giemsa szerint festettik. E festés segitségével morfold-
giailag azonosithattuk az LGL sejteket, a monocitdkat és

a granulocitédkat.
8. A sejtek kemilumineszcencidjdnak (CL) mérése
A humdn és csirke granulocitdkat szepardlds utén

5x106/m1 sejtszdmra 411itottuk be RPMI 1640 t&pfolyadék-

ban és felhaszndlds eldtt jégben téroltuk.
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A Luminolbé1l 10 mg/ml torzsoldatot készitettiink
DMSO-ban, majd ezt -20 °C—on tédroltunk. Alkalmazdsa sordn
100x higitdst készitettiink PBS-ben, amelybd8l 10-10 pml-t
a szcintilldciés flaskdkba mérve 10_6 M végkoncentrdcidét
értiink el. A flaskdkba eld8zd8leg 2-2 ml PBS-t mértiink min-
tdnként. A PMA-b61 (Phorbol-12-Myristate—13-Acetate)

10 mg/ml DMSO-ban oldott torzsoldatot készitettiink,
amelyb8l a kisérletektdl filiggdéen 5-10-15 ng/ml-es végkon-—
centrdcidt készitettiink a flaskdkban. A mérést a sejtek
hozzdaddsdval inditottuk el gy, hogy a lehfitott sejt-
szuszpenzidkbdél 100-100 ul-t mértiink mintédnként a flas-
k&dkhoz. A mérést PACKARD TRI-CARB folyadékszcintilldciés
szdml&dléban végeztiikk, "Chemiluminescencia on" ilizemmédban
25 °C~on. Az egyes mintédkat 1-1 percig mértiik, majd a mé-
rések ismétlésére 5-7 perc mulva keriilt sor a mintaszdm-
tél fliggben. A SOD és a kataldz hatdsdt a humdn granulo-
citdkra gy vizsgdltuk, hogy 100-400 pl/ml végkoncentré-
cidét készitettiink a flaskdkba mérve.

9. Eredmények matematikai értékelése
A kisérletek eredményeinek valddisdgdt Student-féle

kétmintds T-prdébdval szdmolt szignifikancia szintekkel

ellend8riztik.
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VI. EREDMENYEK

1. A csirke natural killer rendszer effektor sejtjeinek

azonositésa

A csirke natural killer rendszerben két sejtvonal bizo-—
nyult érzékenynek a sejttoxikus hatdssal szemben. Mindkét
target sejtvonal virussal transzformidlt volt. Mig az
LSCC-H32 fibroblaszt eredet{i volt, addig az LSCC-RP-9 lim-
foblasztbdél szdrmazott (Sharma és Okazaki 1981; Kaaden és
mtsai 1982). Az 1,085-6s sfirfiségli Ficoll-Uromiron szepa-
rdlt fehérvérsejtek 4 6rds inkubdcids id8 alatt is cito-
toxikusnak bizonyultak mindkét target sejttel szemben. Az
LSCC-H32 jelfi sejtvonal esetében 4dtlagosan 30-35 %-ot ért
el a citolizis, az LSCC-RP-9 esetében azonban alacso-
nyabb: 15-20%-o0s volt. Az 1,075-6s sfirfiségfi Ficoll-
Uromiron szepardlt mononukledris sejtek nem mutattak reak-
cidét, ezért tovdbbi 1lépések vdltak szitkségessé az effek-
tor sejtpopuldcidé azonositédsdra. Igy az 1,085-6s fajsilyu
Ficoll-Uromiron vald vvt. mentesités utédn kétlépcsds, 60
ill. 80 %-os Percoll gradiensen a fehérvérsejteket tovabb
szepardltuk. A 60 %-os rétegen a mononukledris sejteket,
a 80 %-os rétegen pedig fd8ként a granulocitdkat izoldl-
tuk. Az effektor sejteknek a 80 %-os Percoll rétegrél izo-
1841t granulocitdk Dbizonyultak. Morfoldégiai azonositdsuk
els8dlegesen May-Griinwald Giemsa festéssel tortént, amely

70-80 %-os tisztasdgud granulocita populdcid Jelenlétét
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1. &bra. Szeparidlt csirke granulociték morfolégiai képe

May-Grinwald Giemsa szerint festett keneten,

U e a** N

2. dbra. Szeparélt csirke LGL sejtek morfoldégiai képe

May—-Griinwald Giems festett keneten,
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3. dbra. Csirke granulocitdk, limfocitdk és LGL sejtek

spontdn citotoxikus aktivitdsa .

4., Zdbra. A csirke granulocitdk rozettaszerfien helyez-—
kednek a target sejt (LSCC-H32) korfl ,



5. 8bra. A csirke granulocitdk és az elpusztitott tar-
get sejt (LSCC-H32),

6. 4dbra. Csirke LGL sejtek és target sejtek (LSCC-H32),



_35_
bizonyitotta (1. &bra). A réteg szennyezddése a kis limfo-
citédktél, a trombocitdktdl és a vvt-t8l eredt. Az effek-
tor populdcié legbiztosabb azonositdsat az Intézetiinkben
munkatdrsaink 4dltal el84&llitott csirke granulocita elleni
monoklonédlis ellenanyag biztositotta. Ennek specifitééét
citofluorometridsan is igazoltdk (M&ndi és mtsai 1987).
Bebizonyosodott, hogy a polimorfonukledris sejteknek, a
granulocitdknak tulajdonithaté a spontdn, 4 dérdban kifeje-
z8d8 citotoxikus aktivitds. A fels8 interfdzisban (60
%—o0s Percoll) azonos{itottuk az LGL sejtek jelenlétét (2.
dbra). Igen gyakran monocita mentesitettiitk ezt a réteget
egy 6rén 4t inkubdltuk plasztik Petri csészében, hogy az
adherens sejtek kiiiljenek. Az izoldtum kontamindcidjat
kis 1limfocitdk ¢és trombocitdk okoztdk. Az LGL sejtekben
felddsitott 60 %—os Percoll réteg interfdzisa nem bizo-
nyult citotoxikusnak a target sejtekkel szemben (3. 4&4b-
ra), mig a granulocita dus fdzis els8sorban az LSCC-H32
target sejttel szemben kifejezetten citotoxikus volt (8
kisérlet 4tlaga). A granulocitdk sejttoxikus aktivitédsit
a féziskontraszt mikroszkdép alatt megfigyelt target sej-
tekkel valdé konjugdtum képzés is igazolta. Az effektor és
a target sejteket egy kémcsd aljédn kis mennyiségli tépfo-
lyadékban 10:1 arédnyban dsszekevertiik majd 1/2-1 6ra inku-
bdcibé utédn megfigyelhettitk hogy a granulocitdk rozettasze-—
riien koril vették a target sejteket (4. dbra), majd tovdb-
bi 1-2 bra eltelte utdn a target sejteket elpusztitottdk
(5. 4&dbra). Az LGL sejtekben felddsitott frakcidé nem muta-

tott hasonldé aktivitdst (6. dbra). A monoklondlis ellena-
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nyagokkal végzett vizsgdlatok tovdbbi bizonyitékot nyij-
tottak a granulocitdk spontédn citotoxicitdsban jatszott
szerepére. Az 1C3 jell monoklondlis ellenanyag, amely mun-—
katdrsaink vizsgdlata szerint (Mandi és mtsai 1987) a gra-
nulocitdk 93-97%-val reagdlt, bizonyult els8dlegesen al-
kalmasnak erre a célra. Az effektor sejtpopuldcidét eldke-
zeltik az 1C3-as ellenanyaggal, majd komplement kezelés
utdn LSCCH-32 target sejttel szembeni aktivitdst vizsgdl-
tuk (7. 4dbra). A kezelés hatdsdra a citotoxicitds jelentd-
sen c¢sokkent a kontrollhoz viszonyitva. Az 1C3 a komple-
ment hozzdaddsa nélkil is majdnem hasonlé mértékfi cito-—
toxicitds csdkkenést eredményezett (3 kisérlet eredményé-
nek 4tlag értékeixSD). Ezt a hatdst csak a granulocita
specifikus 1C3 ellenanyag haszndlatdndl figyelhettik meg
(az 1C3 granulocita specifikusnak bizonyult és nem rea-
gdlt egyéb szérmazésﬁ sejtekkel mint pl. mononukledris,

csontveld, timusz stb.).

2. A csirke granulocitik szerepe az ADCC reakcidéban

A csirke granulocitdk NK citotoxicitédsban vald szerepé-
nek tisztdzdsa utdn kisérletet végeztiink arra vonatkozé-
an, hogy a granulocitdk szerepet jédtszanak-e az ADCC reak-
cié medidlédsdban is. A citotoxicitds tesztelésére csirke
hemolizinnel érzékenyitett Bvvt-eket alkalmaztunk target
sejtekként. A Ficoll-Uromiro gradiensen nyert fehérvér-
sejt frakcidé a 10-15 hetes 41llatokndl 20-30%-os, az 5-10

hetes 41latokndl pedig 40-50 %-os értékeket mutatott.
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A fehérvérsejt frakcid a Percoll gradiensen mononukledris
s granulocita frakcidkra volt bonthaté. A mononukledris
sejtek plasztikra valé kililtetésével az adherens sejteket
(monbcitékat) t4volitottuk el. Az LGL sejteket a mononuk-
ledris frakcid Percoll gradiensen valé tovdbb szeparidldsd-
val nyertiikk. A NK reakcidét nem mutatdé LGL sejtek az ADCC
reakcidban jelentds aktivitdst mutattak, bdr a legaktivab—
baknak a granulocitdk bizonyultak (8. 4bra). Az 1C3-as el-
lenanyag felhaszndldsédval a granulocita frakcié ADCC akti-
vitdsa jelent8sen csokkenthetd8 volt (p<0,001) mind komple-
ment kezeléssel, mind anélkiil (3 pdrhuzamos kisérlet ered-

ményének 4tlagértékei®sn).

3. Tripszin kezelés hatdsa a csirke granulocitdk ADCC és

NK aktivitdasira

Az eld8zB8ekben leirtak alapjdn felmeriilhet az a kérdés,
hogy vajon amikor a granulocitdk NK aktivitdsdt mértiik,
akkor nem egy esetleges ADCC reakcidrdél volt-e sz8? Ennek
a feltételezdésnek az ellenbrzését a kovetkezd médon végez-—
tiik el: Az effektor sejteket 0,1%-o0os tripszin jelenlété-
ben inkubdltuk 45 percig 37 °C-on, hogy a feliileti, target-
hez kot8d8 receptor strukturdkat eltdvolitsuk. Mivel az
ADCC-ben részvev8 Fc¢ receptorok +tripszin rezisztensek
(Perussia és mtsai 1979), igy az ADCC reakcidé nem, vi-
szont az NK reakcid jelent8sen csskkent a kezelés hatdsd-
ra (9. &bra). A tripszin kezelés esetleg eltdvolitja az

“effektor sejtekre passzivan adszorbedldédott ellenanyago-
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kat. E feltételezés ellenfrzésére alkalmaztuk az effektor
sejtek egyrészénédl az utédlagos autoldg plazma kezelést.
Megdllapithaté volt, hogy a tripszin kezelés hatédsa nem
reverzibilis az autoldg plazma alkalmazdsa esetén. Minde-
zek alapjédn valdszin{i, hogy nem ADCC specifikus citotoxi-
kus mechanizmus 2zajlik le, hanem egy tényleges NK reak-—

cié.
4. Humdn adenovirusok hatdsa a csirke NK aktivitésra

Az adenovirusok citotoxicitds moduldldé hatdsat a kovet-
kez8 médon vigzsgdltuk: a 10-11 hetes csirkéket ip. oltot-
tuk (6-6-0t egy csoportban) 6. ill. 12. tipusd humén.ade—
novirussal, majd a megfeleld8 inkubdcids id8 utdn szivpunk-
cidval vérmintdt véve, a periférids fehérvérsejtek citoxi-
citdsdt meghatdroztuk (10. 4bra) az érzékenyebbnek Dbizo-
nyult LSCC-H32 target sejtet haszndlva.

Mindkét virusoltdst kiovet8 24 Srdn beliil jelentds (az
alapértéknél 30-40%-kal magasabb) citotoxicitds emelke-
dést észleltiink, amely azonban hamarosan Ilecsokkent a
kontroll értédk ald és csak a 10-14. napon érte el 1Ujbdl
az eredeti alapértéket. A 12. tipusd virusbdl, 1évén jobb
interferon inducer (Mucsi és mtsai 1970) kevesebb is elég -
volt a citotoxicitéds fokozdddsdnak kivdltédsdra. 8 OSraval
a 12. tipussal vald oltds utédn az dllatok szérumdbdl &tla-
gosan O,5—ﬂ,2x103NE/m1 interferon mennyiséget tudtunk ki-
mutatni. Ellendriztiik, hogy az adenovirusok okozta cito-

toxicitds novekedés valdban a granulocitédknak tulajdonit-
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haté-e (11. &bra). Ezért osszehasonlitottuk az ugyanabbdl
a vérb8l nyert fehérvérsejtek és a tovdbbi tisztitaskor
nyert granulocitdk aktivitdsdt 6. tipussal valdé oltdst ko-
vet8en. L&thaté, hogy az oltast kovetd 24. Srdra a cito-
toxicitds jelentdsen emelkedik, de a granulocitidké lénye-—
gesen magasabb, mind a kontroll, mind az oltott 4&Allatok
esetében. Megfigyelhet8 viszont, hogy a szepardlatlan fe—
hérvérsejteknél is ¢€s a tisztitott granulocitdkndl is a
stimuldcidénak a kontrollhoz viszonyitott értéke kdzel azo-

nos (3 kisérlet 4tlaga).
5. Az adenovirus fert6zés hatidsa a kvalitativ vérképre

Az ip. virusoltast (10777 TCDI., az adenovirus 12.-b6l
vagy 1010’5 TCDI50 az adenovirus 6.-os virusbél) megeld-
z8en, valamint az oltédst kovet§ napokban meghatdrozott
id8kszoskben éz dllatok szadrnyvéndjidbdl vett néhdny csepp
vérb8l vizsgdlatot végeztiink, hogy a virusoltdst milyen
vérképbeli vdltozdsok kovetik. A fehérvérsejteket Natt-
Herrick festékkel festettilk majd Biirker kamrdban szdmldl-
tuk, a kvalitativ vérképet pedig May-Griinwald Giemsa fes-
téssel készitett keneteken &llapitottuk meg. Az oltdst ko-
vet8 3-4. naptdél leukocitézist tapasztaltunk. Az oltést
kovetd8 24. Sbrdban granulocitézis kdvetkezett be 4dtmeneti
limfocitopéniival, amely csak a 48. 6ra koriil normalizi-
l6dott. Ezt azutédn limfocitdzis kovette, amely csak las-—

san tért vissza a normdl 4llapotra (12. &bra). Az &brin a

12. tipussal tortént oltds utdni eredmények ladthatdk.
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A 6.-0os tipusndl kisebb eltérésekkel hasonldak voltak a

tapasztalatok.

6. Az adenovirusok &dltal kivaltott interferon indukcid és

a citotoxicitds stimulaicidjdnak Gsszefiiggése

Az adenovirusok okozta citotoxicitds novekedés feltehe-
t8en nem a virus direkt hatdsa, hanem interferon induk-
cién keresztiil kovetkezik be. A stimuldcié idd8rendileg
jél koveti az interferon szint maximumdt, és nem vélet-
len, hogy a jobb interferon inducernek bizonyuldé adenovi-
rus 12. tipus nagyobb mérték{i stimuldcibét okoz. Mindezek
tanulmdnyozdsdra az in vitro koriilmények bizonyulfak a
legmegfelel8bbnek. A periférids vérsejteket in vitro ko-
riilmények kozott inkubdltuk tisztitott adenovirus jelenlé-
tében. Meghatdrozott (13. &bra) id8kozokben megdllapitot-
tuk a sejtek feliiliszdéinak interferon tartalmat, és a ci-
totoxikus aktivitdst. A virus indukdlta interferon mennyi-
sége paralell ndvekedett a citotoxicitds mértékével. A
12. tipusd humdn adenovirus jobb interferon inducernek bi-
zonyult, d{gy feltehetfen ennek tulajdonithatéd a magasabb
szint{i citotoxicitds stimuldcidé. A virus valdészinlileg a
limfocitdkat indukél ja interferon termelésre, amely
viszont pozitiv iridnyba modulédl ja a granulocitédk
citotoxicitdsdt. Ezt 14tszik bizonyitani az a kisérlet
is, amelyben az 1 percig 56 °C—on h8inaktivdlt adenovirus
elveszitette interferont indukdldé képességét és ezzel par-

huzamosan a citotoxicitds stimuldcidéja is elmaradt a kont-
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roll értékekhez viszonyitva. A korédbban leirt 1C3-as mono-
klondlis ellenanyag és komplement segitségével a citotoxi-
citdsért felelds granulocitédkat ki lehetett z4drni a rend-
szerb8l, de az adenovirusok hatdsdra termeldd8 interferon
szint v&ltozatlan maradt (14. 4dbra). A médsik monoklonédlis
ellenanyag (2B1) segitségével, amely monocita és burzdlis
sejtekkel reagdlt, kizdrhatdk voltak az interferon terme-
lésért felelds sejtek. A 2B1 és komplement toxikus haté-
sé&n keresztiil elimindlta a interferont termeld8 sejtek igy
a granulocitdk stimuldcidéja elmaradt a virusfertfzés hata-
sadra (14. 4bra). Ez bizonyitotta, hogy a granulocitdk a
csirke esetében nem vesznek részt az interferon termelés-—
ben, a spontdn citotoxicitdsban viszont effektor sejtként

szerepet jatszanak.

7. Pulykdk natural killer aktivitdsdnak vizsgdlata

A csirke rendszer vizsgdlata utdn kivédncsiak voltunk,
vajon méds szdrnyas faj esetében is igaz, hogy a granuloci-
tdk jatsszadk az effektor szerepet a natural killer aktivi-
tdsban. Ezért vdlasztottunk egy nagyobb testli szdrnyast,
a pulykdt, amely bdr a csirkékkel azonos rendbe (Gallifor-
mes) tartozik, de foldrajzi elkiiloniilésiik miatt jelentd-
sen divergdlédtak a torzsfejlb8dés folyamdn. A csirkékhez
hasonléan ebben a rendszerben is Gsszehasonlitottuk a gra-
nulocitdk és a mononukledris sejtek citotoxikus aktivita-
sdt, wvalamint vizsgdltuk az humédn adenovirusok in vitro

stimuldldé hatdsa ¢€és az interferon termel8dés Osszefiiggé-
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sét. A kapott eredményeket a 15. dbra mutatja. A csirke
rendszerhez viszonyitva szerényebb citotoxicitidst kap-
tunk, de itt kell megemliteniink, hogy a target sejtként
felhaszndlt sejtvonalak c¢sirke eredetfiek voltak. A két
target sejt kozil ezdttal is az LSCC-H32-es Jjelli Dbizo-
nyult érzékenyebbnek, kiilondsen a granulocitdkban feldusi-
tott frakcidval szemben. Az adeno 12. virussal -

(107’5TCDI50) a csirkéhez hasonléan 1x107

fehérvérsejt
szuszpenzidét fertdztiink, majd a meghatdrozott inkubdcids
id8 utdn vizsgdltuk a citotoxikus aktivitédst és a sejtek
feliildszdinak interferon tartalmit. Megdllapitottuk, hogy
a citotoxicitds 24 S8rédn beliil jelent8sen névekedett és ev-

vel péarhuzamos interferon termelddés (4tlagosan 3x’IO3

NE/ml) indult meg (6t kisérlet &dtlageredményei).

8. Adenovirus fert6zés hatdsa a humdn limfocitak

citotoxicitdsara

A  humdn rendszerben in vitro koriilmények kozott vizs-
gdltuk az adenovirusok hatédsat a citotoxicitdsra. A peri-
férids vérb8l mononukledris sejteket izoldltunk, melyeket
1x107/m1 szdmban fertdztiink 104’5—107’5TCD150 mennyiségi
tisztitott humédn 12. adenovirussal 24-72 déréan keresztil,
majd meghatdroztuk a feliiliszdék interferon tartalmdt és a
sejtek K562 target sejttel szembeni citotoxicitdsédt. A vi-
rus nem indukdlt interferont a humdn mononukledris sejtek-
ben in vitro, és az NK aktivitdst sem fokozta. A +tiszti-

tatlan (a fiberek és az irodalom szerinti interferon-
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dependens citotoxicitdst moduldldé virusspecifikus gliko-
proteidek nagyobb valészinliséggel épen maradtak) viruspre-
pardtum felhaszndldsdval (1x102’5—1x104’5TCD150 virus
’lx'lO7 limfocitdt fert8zve) nem kaptunk sem interferon in-
dukcidt, sem citotoxit4ds noveld hatdst. Igy kimondhatjuk,
hogy a humdn adenovirus in vitro nem indukdl interferont
a humédn mononukledris frakcidkban és NK aktivitdsukat sem

stimul4l ja.
9. Az interferonok hatdsa a csirke NK aktivitésra

Az interferonokat az emlds rendszerekben &4ltaldnosan
mint citotoxitdst stimuldld anyagokat irjédk le. Az el8zb-
ekben 1leirt kisérleteink sordn csirke rendszer esetében
csak az adenovirusok 4dltal indukdlt interferon hatésat
vizsgdltuk. A kovetkez8 fejezet az interferonok direkt ha-

tdsdnak kisérletei eredményeit mutatja be.

10. A csirke interferonok hatdsa az NK aktivitdsra az

effektor sejtek kezelése esetén

A szepardlt csirke leukocitdkat és a tovdbbi szeparéd-
1l4s sordn nyert granulocitdkat 5x106 sejt/ml-re 4ll{itot-
tuk ¢€és 18 8ran keresztiil nyers csirke leukocita interfe-—
ronnal kezeltiik eld, majd teszteltik citotoxikus aktivita-
sukat. Az interferon kezelés az alkalmazott koncentrdcid-—
t61 figgl8en a citotoxicitds emelkedéséhez vezetett (16.

dbra). A citotoxicitds szdzalékos értékei a tisztitott
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granulocitdk esetében természetesen magasabbnak bizo-

nyult.

11. Az interferonok hatdsa az NK aktivitdsra a csirke

target sejt elbkezelése esetén

Azon irodalmi hivatkozdsok alapjdn, melyek szerint a
humédn rendszerben az interferon~a target sejt eld8kezelésé-
nek hatdsdra kevésbé valik érzékennyé az effektor sejtek
4ltal medidlt citolizisre, felmerult a kérdés, vajon ez a
tapasztalat érvényes-e a csirke rendszerben is. Az LSCC-
H32 target sejtek passzdldsakor a tTripszinezés utén
2x105/m1—e1 djra ind{itottuk a tenyészeteket, amelyeket a
kés8bbiekben kiilonbodz8 mennyiségli csirke leukocita inter-
feron jelenlétében a meghatdrozott idejli el8kezelés utan
target sejtként haszndltunk a citotoxikus reakcidban. Az
17. &brdn l4dthaté, hogy a 24 és 48 6rds inkubdcidé utdn je-
lent8sen csdkkent a citoxicitds szintje az interferon kon-

centricidétdél fiiggden.

12. Az interferonok in vitro hatésa a hum&dn NK

aktivitdsra

Az Intézetiinkben elgdllitott interferon készitmények
(HuIFN-« ¢&s HulFN-Y) felhaszndldsdval az interferonoknak
a humdn NK aktivitdsra in vitro kifejtett hatdsidt tudtuk
tanulmédnyozni. A tisztitatlan készitmények 18 6réds eldin-

kubdcidéban valéd felhaszndldsa esetén mindkét interferon
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tipus Jjelentfsen fokozta a human NK aktivitdst, Dbi4r a
HuIFN- X stimuldldé hatédsa kifejezettebb volt: ugyanolyan
mértéki citotoxicitdsi % eléréséhez 100x tobb nyers
HulFN-eo< -4t kellett a sejt szuszpenzidkhoz adni,mint nyers
HulFN- ¥ -4t. Az 18. &brdn ldthatdé eredmények 3 kisérlet
dtlagdbdl sZé;ﬁaénak. Az Intézetiink munkatidrsai 4ltal ki-
dolgozott interferon tisztitdsi el jidrdsoknak koszonhetden
rendelkezésiinkre &lltak olyan tisztitott készitmények,
amelyek nagyobb specifikus aktivitdssal rendelkeztek. Az
el8kezelés hatdsdra azt tapasztaltuk, hogy a 1x106 NE/mg
fehérje aktivitdsd HulFN-o£ és az 1x105 NE/mg fehérje spe-—
cifikus aktivitdsd HulFN- Y az antivirdlis egységekre vo-—
natkoztatva kodzel azonos stimuldldé hatdst fejtett ki, te-
hdt a nyers interferon készitményeknél tapasztalt kiildnb-
ség hozzdvet8legesen itt nem érvényesiilt (III. tdbldzat).
A tisztitott készitményeknél egy bra eld8inkubdcid is ele-—
gend8nek bizonyult ahhoz, hogy minden effektor:target
arédny esetén j6l1 kimutathatd stimuldcidé kovetkezzen be.
Az 19. &brédn l4thaté, hogy az interferonok stimuldlé hatd-
sa koncentrdcidé-dependens, de csak egy bizonyos koncentri-
cidig, ahol mér telitddés kdvetkezik be. A kontroll érté-
keknél 4ltaldban egy 33 %—os citotoxicitdst 50:1 effek-
tor:target ardnyndl tudtunk elérni, mig a 15 NE/ml HuIFN-«£
-val 12:1, az 1000 NE/ml HulFN-e{-val valé ellkezelésnél
pedig 6:1 ardny is elegendd8nek bizonyult a kontroll érték-
nek megfeleld citotoxicitds eléréséhez (20. 4bra). Az
egészséges véraddktdl szdrmazdbd vérmintdkndl a citotoxici-

tds ¢€s az interferonra adott vdlasz természetesen egyedek
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HuIFN-of és HuIFN-§* hatdsa az NK akti-

vitdsra
Effektor Citotoxicitdsi %%
el8kezelés
1 4éra 18 d4ra

- 52 41
HuIFN-ol o4 71
HuIFN-X 90 64
¥ 200 NE/ml *% E:7=50:1

IV. T&4bléazat

Humdn limfocitdk és granulocitdk spontdn citotoxi-
kus aktivitdsdnak vizsgdlata 4 46réds 510r felszaba—

duldsi tesztben.

Citotoxicitdsi %~ E:T=50:1

Target sejt Limfocitdk Granulocitdk
K 562 33,0%5,2 3,1%0,6
HEp-2 0g, 05k ,1 1,5%0,9
293 28,0%2,1 0,7%0,2
YAC—1 2,8%1,0 1,3%0,3
LSCC-H32 0,7%0,1 2,1%0,4
LSCC—RPY 1,2%0,6 0,7%0,2

* Harom kisérlet &tlagértékeiisD
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szerinti eltérést mutatott az irodalomban lefirtaknak meg-

felel8en (Pross é€s Baines 1982)

13. A humédn és a csirke granulocita funkcidk ©Osszehason—

litésa

Az el8z8 eredmények alapjédn ugy tint szémunkra, hogy a.
csirke granulocitdk az eml8sokétdl erdsen eltér8 funkcidk-
kal rendelkeznek, hiszen az eml8stcknél az LGL sejtek 4l1-
tal medidlt NK funkcidt dgyszdédlvan "&dtvallaltdk". A tovab-
bi kisérletek sordn azt vizsgéi%uk, hogy vajon az egyéb
funkcidkndl 1is tapasztalhaté—e a kétféle eredetli granulo-—
cita kozott eltérés. El8sz6r megvizsgdltuk, hogy a humén
granulocitdk a rovid 4 S6réds citotoxicitdsi tesztben mutat-

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

tabolizmus miikodését vizsgdltuk.
14. Humdn granulocitdk NK aktivitdsdnak vizsgidlata

Az egészséges véraddktdl nyert vérb8l mononukledris
sejteket €s granulocitdkat szepardltunk két fédzisd Per-
coll gradiensen, majd mindkét frakcidét 4 Obrés 51Cr
release tesztben mint effektor sejtet felhaszndltuk a IV.
tdbldzatban 1ladthatd target sejtekkel szemben. Az effektor
sejtek egy részét el8inkubdltuk 1000 NE/ml HulFN-&£ vagy
HuIFN- ¥ -val 1-18 érdig terjed§ id8tartamban. Az eredmé-
nyek kiértékelésénél azt tapasztaltuk, hogy csak a humédn

mononukledris sejtek bizonyultak aktivnak, és még az in-
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terferon el8kezelés sem aktivdlta az NK aktivitdsban néma

granulocitédkat.

15. Humdn ¢és a csirke granulocitdk chemilumineszcencid—

jdnak Osszehasonlitéisa

Az eml8soknél a granulocitédk aktivdldsakor az oxidativ:
metabolizmus ‘termékei okozzdk a citolizist. Ezek a termé-
kek azonban eltérnek az emlds mononukledris sejtek NK ak-
tivitdsdnak citolitikus medidtoraitdél, amelyeknek egy-—
része valdszinfileg az arachidonsav lebontdsdnidl lipoxige-—
ndz hatdsdra alakul ki. Az LGL sejtek NK aktivitdsédban
ugyanakkor nem vesznek részt az oxidativ metabolitok. Meg-
vizsgdltuk, vajon a csirke granulocitédkndl a citotoxikus
folyamat kapcsolatba hozhaté-e az oxiddcidés folyamatok-—
kal, ¢és az egyéb funkcidkban h{iek maradnak-e a humidn gra-
nulocitdkhoz. A humdn granulocitdk oxidativ metabolizmusé—
nak vizsgdlatdra a jél1 bevdlt chemilumineszcencia (CL)
médszert alkalmaztuk. A granulocitdk mobilizdldéddsakor a
hexéz monofoszfédt shunt aktivdldédik, reaktiv gerjesztett
0

oxigén metabolitok keletkeznek (H2O “,0H ,'0), ame-

2 72
lyek egy része alapidllapotba jutdsakor chemilumineszciéds
fényvillandsokat bocsdt ki (Allen és mtsai 1972). A rend-
szerhez adott 1luminol fotoner8sit§ szerepet jédtszik, s
igy a CL jél1 mérhetd8vé valik. Az emlds granulocitdk oxida-
tiv burstjének legjobb aktivitorai a tumor promoter

phorbol-észterek (DeChatelet és mtsai 1976). Az aktivédcié

kovetkeztében keletkezd aktiv oxigén medidtorok elpusztit-
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jédk a kiillonbszd target sejteket és a fagocitdlt partikuléd-
kat. Az oxidativ burst aktivdlédsa igen rovid id8 alatt ko-
vetkezik Dbe és a fennt madr emlitett gyskok felszabaduldsa
miatt chemilumineszcencidval té4rsul (Westrick ¢é&s mtsai
1980, DeChatelet és Shirley 1982). A kisérletek folyamén
a PMA-val stimuldlt csirke és humén granulocitdk CL akti-
vitdsdt hasonlitottuk ©ssze. Az 21. dbrdn jél 14thatd,.
hogy azonos mennyiségii (5x106/m1) sejtet azonos koncentré-
ciéjui PMA-val aktivdlva a csirke granulocitdk CL aktivita-
sa jelent8sen elmaradt a humdn granulocitdké mellett. Az
humdn granulocitdk kinetikdjdnak lefutdsa id&ben lényégé—m
sen lassiubb és elnydjtottabb volt. A PMA-val torténd akti-
vdlds nélkiill a kontroll értékek a humdn granulocitdkndl
néhdny ezres, a csirke granulocitdkndl csak egy-két szd-
zas cpm értéket mutatott. A csirke granulocita a target
sejtként haszndlt LSCC-H32 hozzdaddsdval nem mutatott CL

aktivitést.

16. A SOD, a katalidz, és a PMA hatdsa a csirke granuloci-

t4k CL aktivitédsara

Kisérleteink sorédn a csirke granulocitdkkal végzett CL
vizsgdlatokndl kismértékii aktivitédst tapasztaltunk, ezért
megvizsgdltuk azt, hogy a CL-4t okozd oxidativ gyokok sze-—
repet jdtszanak-e a csirke granulocita medidlta NK aktivi-
tdsban. Az effektor sejteket a SOD (szuperoxid dizmutédz)
100-400 pg/ml  koncentrdcidival eldkezeltilk. Megfigyelé-

siink szerint sem az 5 perces, sem az 1 d&6rds el8kezelés
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nem okozott vdltozdst a citotoxicitds mértékében. A PMA
5, 10, és 100 ng/ml koncentrdcidi stimuldldé hatdst nem
fejtettek ki, ennél nagyobb koncentrdcidkban pedig inkdbb
csbkkenést vdltottak ki.

Mivel a csirke granulocitdk CL szintje igen alacsony volt
az aktivdlds hatdsdra is, ezért a humé&n granulocitdk CL
aktivitdsdban ellendSriztiik az &gensek biocldégiai hatékony—
sédgdt. Kisérleteink eredményei szerint mind a SOD (70
%-ban), mind a kataldz (40 %-ban) nagy mértékben csokken-—
tette a humdn granulocitdk CL aktivitdsit (22. &4bra). En-
nek alapjédn dgy ti{inik, hogy a superoxid anionnak nagyobb
szerepe van a CL-ban, mint a H202 kébz6désnek.

A fenti kisérletekb8l bizonyosnak ldtszik, hogy a csirke
granulocitdk NK-szeri citotoxicitésa nem az oxidativ
burst aktivdlidsdn alapul. A humé&n granulocitdk semmiféle
aktivdlds (IFN és el8inkubdcié) hatdsdra sem fejtettek
ki ilyen rovid id8 alatt érvényre jutdé citotoxicitédst, vi-
szont igen aktiv CL kibocsdtdsdra képesek, ami viszont a

csirke granulocitdkndl lényegesen gyengébb.
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VII. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

1. A szarnyas periferids granulocitdk citotoxicitédsa

A kisérletek folytdn siker{ilt azonositani a csirke na-
tural killer aktivitds effektor sejtjeit, amelyek a hu-
mé&n rendszertdl eltérBen a granulocitdknak feleltek meg.
A spontén citotoxikus reakciéban sem a limfocitdk, sem a
tovédbbi szepardldsi folyamat utdn nyert izoldlt LGL sej—
tek nem bizonyultak citotoxikusnak a kisérletekben hasz-
ndlt target sejtekkel szemben. A granulocitdk gyors, 4
éra inkubdciés i1id8 alatt lezajld aktivitdsa nem igényelt
el8z6leges stimuldcidt, hasonldéan az NK reakcidkban ta-
pasztaltakhoz. B4r a csirke granulocitdk ADCC reakciét
is medidlnak, ez esetben nem errfl a reakcid tipusrdl
volt szdé. Ennek kizdrédsdra kisérletek sordn foetalis
borjusavét haszndltunk, amelyben az el8fordulé ellenanya-—
gok a faji restrikcié miatt nem kotd8dnek az effektor sej-—
tek Fc receptoraihoz (Imir és mtsai 1977). M4s médon is
igazolhaté volt ez a feltevés, ugyanis a humdn kisérleti
rendszerhez hasonléan (Bundy és mtsai 1980; Perussia és
mtsai 1979), csirkékben az effektor sejtek tripszin elé-
kezelése az NK receptorokat eltdvolitva csokkentette az
NK aktivitdst, nugyanakkor mivel az Fc receptorok +trip-
szin rezisztensek ezért az ADCC reakcidét nem befolydsol-
ta. Igy elmondhaté, hogy a csirke granulocitdk gyors
spontdn citotoxicitdsa a humédn illetve az eml8ssk LGL

sejtjeinek NK aktivitdsdhoz hasonlénak tlinik.
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Tovdbbi bizonyitékot szolgdltatott a granulocitdk effek-
tor mivoltdhoz az 1C3-as jelli granulocita-specifikus mo-
noklondlis ellenanyag haszndlata, amely szignifikénsan
(p<0,001) csokkentette az NK aktivitédst, bdr megjegyzen-—
d6, hogy nem 100%—os mértékben. Hasonldé kisérleteknél az
eml8s rendszerben hasonldé mértéki gédtldst drtak le
(Nieminen és mtsai 1982; Rumpold és mtsai 1982), ennek
t5bb magyardzata lehet: vagy sztérikus ok miatt a na-
gyobb sejtszdm el8kezelésénél ( 1x107/m1 sejtet kezel-
tiink el8) az ellenanyag nem tudja befedni az bsszes sej—
tet, vagy pedig az effektor sejtek elpusztuldsdval sejt-
toxikus anyagok szabadulnak fel, elpusztitva a target
sejtek egy részét. Ezen okok mellett természetesen a gra-
nulocitdk dédrettségi foka is eltér8 lehet. Az ellenanyag
komplement hozzdaddsa nélkil is képes volt a citotoxici-
t4st Dblokkolni, ami valészinlisiti, hogy esetlegesen az
NK aktivitdsban fontos szerepet jadtszdé receptorokhoz ko-—-
t8dnek.

A pulyka granulocitdk ugyancsak aktivnak bizonyultak a
hasznédlt csirke target sejtekkel szemben, bdr kisebb mér-
tékben. Ennek oka egy bizonyos szint{i faji inkompatibili-
tds lehet, hiszen az effektor és a target sejt azonos
szdrnyas csalddba tartozdé két kiilonboz8 fajbdl szarma-
zik. Ebb8l az eredménybd8l azt a kdvetkeztetést vonhatjuk
le, hogy valészinfileg a granulocitdk spontdn citotoxici-
tédsa nem csak egy-egy szdrnyas fajra, hanem az -egész

Aves osztdlyra kiterjedhet.



-52—
Fleischer (1980) a spontdn citotoxicitédsban nagy fajsu-
lyd adherens sejteket tartott effektoroknak, de nem azo-
nositotta &ket. Sharma és Okazaki (1981) LSCC-RP9 target
sejtekkel szemben szepardlt lépsejteket talilt aktivnak.
A szepardldst 1,090 slirliségli Ficoll-Uromiron végezték,
amely granulocitédkkal kontamindlt lehetett (1,085-6s ré-
teg granulocitédkkal kontamindlt mar!). B4r a granuloci- .
tdk ardnya a lépben kisebb mint a periférids vérben a
400:1 effektor:target ardny kielégitd szintli citotoxici-

tédst nyidjtott.

2. Humdn adenovirusok hatdsa a csirke natural killer

aktivitdsra

A humédn adenovirus oltéds csirkékben stimuldlta az NK
aktivitdst, de a citotoxicitds emelkedése 24 bréds id8in-—
tervallumon Dbelil 1lezajlott. A gyors alapszintre valéd
visszatérés oka az lehet, hogy a humdn adenovirusok nem
szaporodnak szdrnyasokban. Intézetiinkben végzett kordbbi
munkdkbd8l (Pusztai és mtsai 1969; Béladi és mtsai 1979)
ismeretes, hogy az adenovirus oltédst kovetden az interfe-
ron szint az dllatok szérumdban az els8 8-10 brédban tetd-
zik. Valészinlileg az a tény, hogy a 12. tipusdi virus a
6. +tipusindl jobb inducernek bizonyult, annak tudhaté
be, hogy a két virus koztil a 12. a jobb IFN inducer
(Mucsi és mtsai 1970; Bél4di 1979) Az oltdsi kinetikdt
kovetve azt tapasztaltuk, hogy a citotoxicitds az oltést

kovet8 3-4 napon a kontroll szint ald csokkent és csak a
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10-14. napon tért vissza az eredeti értékre. A szupresz-—
szdlt granulocita funkcidé az eml8sdkben megfigyelt mecha-
nizmusokhoz hasonlit, amely szerint a virus fertdzést
egy 1d8 utdn elégtelen granulocita mihkodés koveti. Az
adenovirus maga is immunoszupresszivnek bizonyult c¢sir-
kékben (Bél4di és mtsai 1979; Bélddi 1979), de lehetsé-
ges hogy ez az interferon hatdsédnak tudhaté be. Einhorn .
IFN +terdpidt kovet8en &tmeneti granulocita aktivécid
utdn egy visszaesésr8l szdmolt be (Einhorn és mtsai
1984). A csirke rendszerhez hasonléan a humdn granuloci-
tdk is aktiv4lddnak &tmenetileg,. de citotoxikus hatédsuk
nincs. Jarstrand pl. influenza A fert6zés utdn kdzvetle-—
niil fokozott NBT redukcidét figyelt meg. In vitro ezt az
IFN kezelés %utén is megfigyelték (Jarstrand és Einhorn
1983).

A citoxicitds emelkedésének adenovirus oltdst kovetlen
tobb oka is lehet. Az oltdst kovetd 24 S6rdban a perifé-
rids vérképben jelentds granulocitézist figyelhetd meg,
de 1lehetséges, hogy a granulocitdk citotoxikus kapacité-
sa nodvekedett, mivel az in vitro kisérletek eredményei
azt mutatjdk, hogy azonos granulocita szdm esetén 1is
emelkedett citotoxicitds volt tapasztalhaté.

In vivo pedig valdészinfi, hogy az NK aktivitds emelkedése
a két hatds egyiittes eredfje lehet. Az IFN hatdsdndl le-—
irtdk, hogy az LGL sejtek proliferdcidjit okozza (Testi
és mtsai 1986). A szuppresszidlt citotoxikus dllapot bedl-
l4sa el8tt granulocitopénidt észleltiink, amely egyrészt

" lehet egyediili okozdéja a szuppresszidnak, vagy pedig a
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virus kozvetlen, ill. a virus dltal termelt IFN hatédsd-
nak tudhaté be (megjegyzend8, hogy a kvalitativ vérkép
vdltozdsai csak hosszabb id6 alatt stabilizdldédtak mint
a csokkent citotoxikus funkcid).

A virusfert8zések legtobbszor limfocitézist okoznak, de
egyes fert8zések korai szakaszadban a periférids limfoci-
taszdm csokkensét irtak le (Ndsz &s Kulcsdr 1978). Azok-
ban az esetekben, ahol a virusfertbzés korai szakaszdban
limfocitopénia és granulocitdézis kovetkezik be, ott vald-
szinfi, hogy ez a jelenség a virus dltal induk&dlt interfe-
ronnak kdszonhet8. Az interferon a vérképre kifejtett di-
rekt hatédsdt Degré 1974-ben irta le nem toxikus cirkuld-
cidés hatésként. Az adenovirus fertfzések esetében
Dascomb ¢és Hilleman (1956) 4tmeneti granulocitopénidt

irt le.

3. Az interferonok szerepe a citotoxicitds fokozdsédban

Ismert +tény, miszerint csirkékben a humén adenoviru-
sok interferont indukd&dld hatdssal rendelkeznek, igy ez
igaz az 4dltalunk haszndlt citotoxicitdsi rendszerben is.
Ezt a két 4l1litdst az in vivo kisérletek kinetikdja té&-
masztja ald, valamint az a megfigyelés, hogy in vitro a
h8inaktivdlt virus nem indukdlt interferont, s nem vé&lt
ki ezzel egyiitt citotoxicitds emelkedést sem. A stimuld-
cidhoz szilkkséges interferon jelenlétét monoklondlis el-
lenanyagok felhaszndldsédval lehetne a legmeggy8z8bben bi-

zonyitani. A kisérletek eredményei alapjédn megdllapitot~
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tuk, hogy az adenovirus direkt médon nem, csak az indu-
kdlt interferonon keresztiil vdltotta ki a granulocitédk
stimuldcidjat.

Az IFN-dependens hatds a pulyka citotoxicitdsban szintén
érvényesiilt. In vitro az adenovirus hatdsdra kisebb mér-
tékben ugyan de IFN termelddés indult meg, amely a cito-

toxicitds emelkedését is maga utdn vonta.

4, Az adenovirus hatésa a humén limfocitdk NK

aktivitasara

A kisérletekben alkalmazott K562, jé target sejt 1é-
vén, 1igen érzékenynek bizonyult a humdn NK effektor sej-
teket éré moduldlé hatdsok kimutatdsdra. Igy 4dllapitot-
tuk meg pl. az in vitro IFN kezelés serkent8 hatdsdt. Az
adenovirusok in vivo NK stimuldlé hatdsdrél nincs irodal-
mi adatunk. In vitro koriilmények kozstt, mind az interfe-
ron indukcidé mind az NK stimuldcié elmaradt. Az a tény,
miszerint az interferon termelddés elmaradt, megerdsiti
azt az 41litdst, hogy a virus direkt médon nem stimuldl-
ja az NK aktivitdst. Azt a megdllapitdst, hogy a humédn
adenovirusok nem indukdlnak az emlds sejtekben interfe-
ront kordbban +tobb szerz8 is leirta mdr (Béladi és
Pusztai 1967; Armstrong 1968; Béladi és mtsai 1970;
B&14di 1979).



~56—
5. Az interferon hatdsa az NK aktivitédsra csirkékben

Tisztitott interferon készitményeket haszndlva, mind
a fibroblaszt, mind a leukocita és a mitogén indukdlt in-
terferon hasonldé mérték{i NK emelkedést vAdltott ki. Tard-—
di (1989) feltételezte, hogy a csirkékben a hdrom inter-—
feron +tipus nem kiilonbozik olyan mértékben egymdstdl
mint az emld8s rendszerekben. Az interferon target sejt
el8kezelése, az eml8s citotoxicitési rendszerben tapasz-—
Eéitakhoz hasonléan, csokkenti a target sejtek lizissel
szembeni érzékenységét, 1gy egyfajta targetvédd hatdst
fejtenek ki. Ez a jelenség a monocita citotoxicitds ese-
tében nem Jjelentkezik, mivel az interferonnal torténé
target sejt el8kezelés nem cstbkkentette a cél sejtek ér-
zékenységét (Feinman és mtsai 1986). Ez az in vitro ko&-
riilmények kozott az LGL és a granulocitédk esetében je— -
lentkez8 protektiv hatds in vivo érvényesiilése nem is-

mert.
6. A humdn és szdrnyas NK aktivitds Osszehasonlitésa

A két rendszer kozotti alapvetd kiilonbséget az effek-
tor populdcidkban tapasztaltuk. Mig az eml8scknél &dltald-—
nos végrehajté sejtekként az LGL sejtek vdltak kozismert-
té, gy ezért meglepetést okozott az a felismerés, hogy
a csirkékben és a pulykdkban (és taldn egyébb maddr fa-

jokban is) ugyanezt a gyorsan lezajlé, el8z8leges aktivi-
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ldst nem igényl8 funkcidét a granulocitidk uUgyszdlvén "&t-
vdllaltdk" az ADCC reakcidét tovédbbra is nydjté LGL sej-—
tekt8l. A csirkékben a granulocita/mononukledris sejt
ardny az eml8sckét8l jelentdsen eltér, a granulocitdk a
periférids sejteknek csupdn 20-25 %-4t alkotjdk (Lucas
és Jamroz 1961.). Az emld8s granulocitdkhoz viszonyitva
-bdr fagocita funkcidjukat tovébbra is meglrizték- a
csirke granulocitdk oxidativ folyamatokat témogatdé enzim-
rendszere hidnyosabb. Nincs mieloperoxiddz (MPO) rendsze-—
riik (Penniall és Spitznagel 1975), alkalikus foszfat4-
zuk, hidnyzik a kataldz aktivitédsuk is (Bellavite és
mtsai 1977); és csak kis mértékben termelnek H202—ot
" (Dri és mtsai 1979.). A glitkéz oxiddciéban kulcsszerepet
jétszSé GAPD (gliikéz—6-foszfidt dehidrogendz) koncentricid—
ja magas, 1gy a fagocitdzis sordn a hexdéz-monofoszfat
sént (HMP) aktivdlédédsa tovébbra is megfigyelhetd. Valé-
szinfi, hogy az emlitett okok miatt alacsonyabb a csirke
granulocitdk CL aktivitdsa a humén granulocitdkéhoz ké-
pest. A PMA a csirke granulocitdk CL-t is aktivalta, bar
lényegesen kisebb mértékben mint a humdn PMN sejtekét,
és a granulocitdk citototoxikus aktivitdsa a PMA kezelés
hatdsdra sem névekedett. gy valdészinfinek latszik, hogy
a citotoxikus folyamatban a reaktiv oxidativ metabolitok
nem jétszanak szerepet.

A citotoxicitds a humédn NK reakcidé klasszikus mechanizmu-
sdt kovetheti, mivel hogy a H202 és az O2 stb. felszaba-
dulds elhanyagolhaté (Goldfarb 1986).



-58—

A toxikus oxidativ metabolitok felszabaduldsa inkdbb az
aktivdlt humdn granulocitdk jellemzd8je. A granulociték
citotoxicitdsdnak NK-szerfiségét bizonyitja, hogy az IFN-
nal tdrténd target sejt elb8kezelés (LSCC-H32) cstkkentet-
te a litikus hatédssal szembeni érzékenységiiket, hasonlé-
an a humdn rendszerhez.

A humédn adenovirusokkal végzett kisérletekben a virus az
4ltala induk4lt IFN-on keresztiil stimuldlta in vivo és
in vitro az NK aktivitdst, mivel a 2B1 ellenanyag elimi-
ndlta az interferon termeld sejteket és igy a citotoxici-
t4s stimuldciéja is elmaradt (14. dbra). Az emelkedett
aktivitds f8leg a megnovekedett citotoxikus kapacitdsnak
volt koszonhet8, bar az dtmeneti granulocitézist sem sza-
bad figyelmen kiviil hagyni. Emléscknél a limfocitdzis jJe-
lensége és a limfocitdk antivirdlis védelmében betsltott
szerepe j61 ismert. Ezzel szemben a granulocitdknak vi-
szonylag kevesebb figyelmet szenteltek (Faden és mtsai
1984; Szanton és Sarov 1985). A csirke rendszerben az
LGL sejtek az ADCC funkcidt az NK funkcidval szemben meg-
tartottdk. Ebben a filogenetikailag alacsonyabb rendszer-
ben egyébb effektor sejt funkcidk 1is megfigyelhetdek:
fgy pl. a trombocitdk. Ezek a sejtek csirkékben az é&he—
rens sejtpopuldcié 90 %-4&t alkotjdk (Grecchi és mtsai
1980), és a véralvaddsban betsltstt szerepiik mellet fago-
cita funkcidéval is rendelkeznek. Kisérleti rendszeriink-
ben a trombocitdkat nem taldltuk citotoxikusnak. A peri-
férids 1limfocita frakcidéban az LGL sejtek kis szdédmban

vannak jelen, mérsékelt ADCC funkciét fejtenek ki, morfo-



_59_
légiailag hasonlék a humdn LGL sejtekhez. A granulocitédk
ADCC aktivitdsban valé résztvételiiket az Fc-receptor
pozitivit4suk is igazolja: Igy a szdrnyas granulocitédk
az eml8s NK sejtekhez hasonldé funkcidét 14dtnak el,
ugyanakkor tipikus granulocita funkcidkkal is
rendelkeznek. Az emlds LGL sejteknél leirtdk, hogy mind
T, mind mieloid eredetli feliileti markereket hordoznak,-
igy eredetiikkben sok a vitatott kérdés (Trinchieri és

mtsai 1984).
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VIII. OSSZEFOGLALAS

A kisérleteink sordn megdllapitottuk:

I.

1.

II.

1.

Szérnyas periférids fehérvérsejtek citotoxikus

aktivitédsa:

A spontédn citotoxicitds effektor sejtjeinek az LGL
sejtek populdcidi helyett mind csirkék mind puly-
kdk esetdében a granulocitdk bizonyultak.

A granulocita—-specifikus monoklondlis ellenanyag—
gal torténd effektor eldkezeléssel sordn a spontén

citotoxicitds felfiiggeszthetd.

Humédn adenovirusok hatdsa a csirkék NK aktivitédséra:

A virus in vivo 24 46rén beliil jelent8sen stimuldl-
ja a spontdn citotoxicitédst. |

A citotoxicitds korai, Atmeneti stimuldcidjéért a
granulocitdk fokozott aktivitdsa a felelfs.

A stimuldcidét hosszan tarté (10-14 napos) szup-
presszdlt id8szak koveti, amelynek letelte utédn
tér vissza az eredeti kontroll érték.

A virusoltds &tmeneti granulocitdézis eredménye-—
zett, amely utdn kozvetlenlil granulocitopénia és
limfocitdézis kovetkezett.

A citotoxicitds novekedését nem az adenovirus di-
rekt hatdsa okozza, hanem a virus &ltal induké&lt
interferon immunomoduldns hatédsédnak eredménye.

Az interferon termeld sejtek in vitro monoklondlis
ellenanyagokkal torténd eltdvolitdsa a citotoxici-

t4s alapszinten maraddsdhoz vezetett a virusferté-

zés ellenére.
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6. A humdn adenovirus in vitro a pulyka leukocita ci-
totoxicitdst is fokozta, az aktivitds novekedését
itt is interferon indukcid el8zte meg. Az effektor
sejtek azonositdsakor ebben az esetben is a granu-

locitdkat taldltuk aktivnak.

ITII. Az IFN el8kezelés hatdsa a szarnyas NK aktivitédsra:

1. A csirke leukocita interferon stimuldlta a granu-
locitédk citotoxicitédsdt.

2. A tisztitott csirke leukocita-, fibroblaszt-, és
mitogén-indukdlt interferonok azonos mértékben
stimuldltédk a citotoxicitést.

3. A target sejtet (LSCC-H32) 24-48 6rén keresztiil
csirke leukocita interferonnal elékezelve csck-
kenthetd volt a target sejtek lizissel szembeni
érzékenysége.

4. A humdn limfocitdk NK aktivitdsdt in vitro mind az
& mind a Y interferon stimuldlta. A ¥ IFN abban
az esetben bizonyult hatékonyabb aktivdtornak, ha

tisztitatlan készitményeket alkalmaztunk.

IV. Csirke és humédn granulocitédk néhédny funkcidjdnak
ssszehasonlitésa:
1. A humdn granulocitdk nem képesek a humdn LGL sej-
tekhez és a csirke granulocitdkhoz hasonlé cito-

toxikus aktivitdst kifejteni.
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2. A csirke granulocitdk képesek CL kibocsdtdsdra PMA
aktivdcié hatdsédra, de ennek mértéke jelentd8sen
elmarad a humdn granulocitdk hasonlé képessége
mellett.

3. A csirke granulocitdk citotoxikus funkcidja,
hasonléan a humdn LGL sejtekéhez, nem az oxidativ

metabolizmus aktivédcidjan alapul.

Végs8 konklizidként elmondhatjuk, hogy a csirke granu-
locitdk amellett, hogy humdn LGL sejtek spontdn citoto-
xikus aktivitdsat mutatjdk, tipikus granulocita funkcid-
kat is ellédtnak, mégha kisebb mértékben is.

Az a felismerés, hogy egy phylogenetikailag alacsonyabb
rend{i rendszerben az NK effektor sejt szerepét a
granulocitdk jédtsszdk, taldn hozzdjdrulhat az LGL sejtek

mieloid eredetének bizonyitdsdhoz.
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