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1, BEVEZETES

Amikor a dolgozat alapjdul szolgélé kisérletes
munkékba kezdtink, az a laboratériumunkban hosszt ideje
folyé transzplantéciés kisérletek folytatédsa volt, A kisér-
leteknek a lymphomakutatés irényéba torténé kiterjesztését
az indokolta, hogy egyre nagyobb jelent8séguk van a humén
gyakorlatban végzett sikeres szervétiltetéseket kdvetden
halmozottan megjelen§ malignué dtalakulésoknak, kozottuk
a lymphoméknak, Az USA-ban és Nyugat-Eurépéban végzett
elsé felmérés sordn 6297 vesetranszplantédlt beteg adatait
dolgozték fel. A Hoower és Fraumeni &ltal 1973-ban k&zzé-
tett adatok (1) szerint a férfiak 350-szer, a nf6k 700-szor
gyakrabban betegedtek meg malignus lymphoméban, mint az
vérhaté lett volna, Azéta szémos Ujabb adat témasztja alé
a fenti megfigyeléseket, bér valamivel kisebb el8fordulasi
gyakoriségokrél szémolnak be (2, 3, 4, 5, 6)., E lymphomék-
nak a transzplantécié korilményeivel, a transzplantéciét
kévet8 kildk8dési reakcidkkal, az immunszuppressziv keze-
lésekkel, vagy a kialakuldé specifikus toleranciédval valé
kapcsolaténak a koézvetlen, befegeken valé elemzése csak
korlétozottan lehetséges, Ennek ellenére nagyon kevés
dllatkisérleten alapulé modellrfl szémol be az irodalom (7).
A beltenyésztett egértdrzseken laboratériumunkban végzett
transzplantéciés kisérletek éppen az egerek izogenitésa
miatt jél definiélt transzplantécidés modellnek tekintheték,

E kisérletek sorén (hasonléan a klinikai tapasztalatokhoz)



malignus lymphomék halmozott megjelenésére figyeltunk fel,
Ugy itéltuk meg, hogy e modell alkalmas lehet arra, hogy
esetleges Osszefliggéseket keressink a lymphomék megjelenése
és a transzplantécibék eredményessége ké6zétt, E vizsgédlatok
anndl is inkébb indokoltak voltak, mert tisztézatlan a
transzplantéciékat kovet8en megjelend lymphomédk etiolégidja.
Szémos elképzelés alapja az, hogy a transzplantécidét kove-
t6 folyamatos antigéninger inditja el a lymphoid sejtek '
proliferéciéjét. ami kedvez a malignus étalakulédsoknak (8).
Més elképzelések szerint a transzplantécidkat kévet§
massziv immunszuppreséziv kezelés a felel8s a lymphomék és
egyéb malignomégk mégjelenéséért, mert csdkken a "természe-
tes immuholégiai védekezfkészség"” (immune surveillance)
hatékonysédga (9). Az éltalunk haszndlt uUjsziléttkori
tolerancia-indukciés modell ez utébbi szempontbél “"tiszté-
nak"™ tekinthet&, hiszen semmiféle immunszuppressziv keze-
lést nem alkalmazunk, igy kizérhaték azok a feltételezések,
amelyek az immunszuppressziv szerek (azathioprin, steroi-
dok, chlorambucil, cyclophosphamid vagy lGjabban a cyclo-
sporin A) direkt vagy indirekt tumorkelt6 hatését tartjék
elsf6dlegesnek (10),

Szélesebb alapra helyezik a lymphoma-keletkezés
problémakdrét azok a megfigyelések, melyek szerint nemcsak
a transzplantécidkat kovet8en jelentkeznek gyekrabban '
malignus lymphomék, hanem egyéb abnormé&lis immunolégiai

4llapotokban is, mint pl, a primer immundeficiencidkban

/ataxia teleangiectasia, Wiscott-Aldrich syndroma (5, 11)/,



az autoimmun megbetegedésekben és a’posztirradiéciés
éllapotokban (12), s6t az Gjabban hirhedtté vélt AIDS
soran is (13),

Ma még nincs olyan &tfogé elmélet, amely a lymphomék
keletkezését egységes alapon tudné magyarézni, hiszen nem-
csak a lymphomék keletkezése torténik ennyire kilonboz6
esetekben, hanem maga a lymphoma kifejezés is egy igen
heterogén betegségcsoportot -takar, A klinikai és patolégiai
megfigyelések a nem Hodgkin-lymphomék esetén hérom, a lympho-
ma vérhaté malignitését meghatédrozé f& csoportot kilonitettek
el, Azok a lymphomék, amelyekben apré, érett lymphocyték
alkotjédk a malignus klént, arénylag jé prognézisutak, A ko-
zepesen malignus csoportba példéul a centrocytés, centro-
blastos lymphomék tartoznak, amelyek mér éretlenebb lymphoid

elemeket jelentenek, A nagyon malignus lymphomék csoport-
‘Jéba az igen éretlennek tartott lymphoblastos, immunoblastos
lymphomékat soroljék (14). Ennél a felosztédsndl, illetve

az egyes osztélyok alcsoportjainak meghatérozésénédl elsb-
sorban hisztolégiai és morfolégiai adatokra témaszkodtak.

Ez a jelenlegi klinikai igényeket tSbbé-kevésbé kielégiti
(14).

Szémunkra sokkal fontosabb a generikus elv szerint
valé lymphoma'osztélyozés. Ennek az alapja az, hogy az
egyes lymphomzk a normélis lymphocyta differenciélédés.
egy;egy jél definiglt szintjének a tumoros transzformélé-
désat képviselik, Ez azt is jelenti, hogy a transzformélt

sejtek eredeti, normédlis immunfunkciéi, valamint az adott-



érési fokon &116 normélis sejtekre jellemz8 antigének
(markerek) megmaradnak (15). A lymphomdk komplex, szdvet-
tani, morfolégiai, valamint a megtartott funkciét és a
sejtfelszini markereket figyelembevevd osztélyozédséval a
lymphomék egy olyan rendszeréhez jutunk, amely szinte
tukrozi a normél lymphoid differenciécid egyes lépéseit

(16, 17, 18). A malignus transzformélédéds pedig ligy szerepel,
mint a differencisdlédés egy adott szinten tértént blokko- )
l6désa (19)., Az igy elhatérolt humén lymphoma kategdérigk
szinte teljesen megfelelnek @ hdzigllatokban (szarvasmarha,
juh, kutya), valamint az egerekben megfigyelt lymphoma
kategéridknak (7, 20).

Ez a megéllapités is azt témasztja aléa, hogy értékes
adatokat nyerhetink a malignus lymphomék keletkezésérél,
tulajdonségairél kisérletes egérmodelleken, Az dltalunk
kialakitott kisérletes egérlymphoma-modelleken végzett

vizsgélatainkkal - ismerve a rendszer okozta korlé&tokat

is - ehhez kivéntunk hozzéjérulni,



2., ANYAG ES MODSZER

2.1. Kisérleti allatok

2.1.1. Egértdrzsek

Kisérleteinkben A, A/Ph, A,TH, A,TL, C57BL/10 ScSn
(B10O), CBA, C3H/Di, C3H.SW izogén egértorzseket hasznél-
tunk, Az A, Bl0O és CBA egértérzseket a SZOTE Kisérletes
Sebészeti Intézet &llathézédban tenyésztjik és tartjuk fenn,

a tobbi egértdrzsb8l a szikséges allatokat az MTA SzBK
Kézponti Allath4zé&bél szereztik be, Az egerek a LATI
(Godollg) éltal e16éllito;t konvencionélis egértépot és csap-

vizet fogyasztanak ad libitum.

Az egértorzsek izogenitését a Silvers-féle kérbegraf-
toldsi médszerrel (21) kétévente ellenbrizzik, Az A egér-
torzs két alvonala (A és A/Ph) a SZOTE Kisérletes Sebészeti
Intézet &éllathézéban (A), illetve az SzBK-ban fenntartott
alvonal (A/Ph) a korbegraftolédsi teszt alapjén izogén,

A kisérleteinkben felhaszndlt egértoérzsek H-2 geno-
tipusédnak (az egerek f8 hisztokompatibilitési komplexének)
fébb jellemzfit Klein osszefoglaléja alapjén (22) az
1, téblézat tartalmazza,

A tolerancia-indukcidékhoz lépsejtdonorként hasznélt

L4

F, hibrid egereket - (CBAxA)Fl, (BleCBA)Fl, valamint

1
(BleA)'Fl hibrideket - a SZOTE Kisérletes Sebészeti Intézet

éllathézdban dllitottuk elS§.



1, tébldzat, A kisérletekben haszndlt egértdrzsek és
H-2 genotipusuk

Toérzs H-2 haplo- H-2 szubrégié allélek
tipus K T D
A és A/Pht @ k k/d d
A.BY" b b b b
A, TH* t2(th) s s d
A, TLT t1(tl) s k d
B10O b b b b
CBA k k k k
C3H/Di° k k k k
C3H, sw° b b b b

Az azonos (+, 0) szimbdélummal jeléltek un, H-2 kongenikus
egértorzsek, amelyek egyméstél csak az un, erfs hiszto-
kompatibilitési (H-2) antigénekben kildnbdznek, gyenge

hisztokompatibilitési antigénjeik egyformék,

2,1.2, Nyulak
Helyi tenyészt8t8l beszerzett, 2-4 kg sulyu Gjzélandi

fehér nyulakat vésédroltunk és az éllatokat felhasznédlés
eldétt legaldbb 10 napig megfigyelés alatt tartottuk,

A nyulak a LATI éltal el6dllitott nyultédpot és csapvizet



fogyasztottak ad libitum,

2,2, Tépfolyadékok és a kiegészitésikre hasznélt anyagok,

pufferek és egyéb anyagok

Dulbecco-féle PBS (GIBCO, USA)

Hanks’-féle BSS (GIBCO, USA)

Eagle-féle MEM (GIBCO, USA) Hanks' alapu minimélisan

szlikséges tédpfolyadék 0,35g/1 NéHCOs-tal

kiegészitve

RPMI 1640 (GIBCO, USA), 10 mmol HEPES-sel, 2 mmol L-Gluta-

minnal, 2 g/1 NaHCO3

mycinnel, 105NE penicillinnel és 10%

-tal, 100 mg/l strepto-

- fotélis borjusavéval (FCS) kiegészitve,

A fentiek por alakban kiszerelt médiumok, melyeket héromszor
desztillédlt vizben oldunk fel, A tédpfolyadék pH-jét 7,3-ra
éllitjuk be és és 0,2 ym pérusméretl Millipore membrén-
sz(ir6n sterilre szlrjuk. A mar sterilre sz(rt médiumot
egészitjiuk ki az antibiotikumokkal és a steril, 56°C-on 30
percig dekomplementélt FCS-sel, A kész téfolyadékokat
5°C-on téroljuk, l
- Hemoliz&lé puffer (TRIS-NH,Cl puffer), pH 7,2

A) 20,6 g/1 tris-(hidroxi-metil)-amino-metén

B) 8,3 g/1 NH,Cl i

A fenti tdérzsoldatokbél 10 ml A-t és 90 ml

B-t kell 6sszemérni, a pH-t sésavval 7,2-re

bedllitani és sterilre szlrni,



- Tengerimalac komplement, liofilezett (HUMAN)

A felhaszndlés el6tt az egyes poolok
komplement aktivitésdt teszteltiik.

- Tripénkék oldat, sejtvitalités vizsgélatokhoz (trypan
blue, Edward Gurr Ltd, Anglia): O,l4%-os
torzsoldat héromszor desztilldlt wvizben,
4 részhez 1 rész 4,25%-o0s NaCl oldat
(NaCl, REANAL, alt) héromszor desztillélt .

vizben, A higitott tripénkék oldat frissen

készitend§.

Turk-oldat leukocyta szémoléshoz (BIOGAL)

/Methyl 3H/ Thymidinie, 40 MBq/ml aktivitdsty (UVVVR,
Csehszlovékia)

Concanavalin A (Con A; PHARMACIA, Svédorszég):
0,5 mg/ml koncentréaciéju toérzsoldat PBS-ben,

sterilre szlrve

Bakteridlis lipopoliszaccharid E, colibél (LPS; SIGMA):
0,5 mg/ml koncentréciéju térzsoldat PBS-ben,

sterilre sz(irve

Pokeweed mitogén (PWM; SIGMA): 0,25 mg/ml koncentrécidju

torzsoldat PBS-ben, sterilre szlirve,

2.3, Sejtszuszpenzidk készitése

A'donor éllat elvéreztetése utén aszeptikus koérialmények
kézt kipreparéljuk a megfelelé szerveket vagy szdveteket:

a thymust, a lépet, a nyirokcsomdékat vagy a tumoros



szbveteket és par csepp 10% FCS-taréalmu médiumban homo-
genizéljuk (olléval apré darabokra vagjuk, hajlitott
Uveglapédttal szétnyomkodjuk és tovébbi kb, 5 ml médium
hozzéaddsa utén Pasteur-pipettédval tovébb szuszpenddljuk,
A szuszpenzidét 4 rétegld gézen 15 ml-es centrifugacsébe
szlirjuk, majd a gézt tovédbbi 4-5 ml médiummal &tmossuk,

A szlirt szuszpehziét 350 g-vel 10 percig 25°C-on centri-
fugédljuk, Az tGledéket 2x10 ml médiumban mossuk centrifu- v
géléssal és végul 1-2 ml médiumban reszuszpendéljuk,
Meghatérozzuk a sejtkoncentréciét és a tripénkék festék-
kizédrédsi teszt segitségével a vitalitédst, majd bedllitjuk
a kivént sejtkoncentréciét. A kisérletekhez csak olyan
szuszpenzibkat hasznéltunk fel, amelyek kiindulé vitalité-
sa meghaladta a 85%-ot, Az esetek tulnyomé tobbségében

90% feletti vitalitésuak voltak a szuszpenziék,

2.4, A sejtszuszpenzidk ultrahangos feltérésa

Az elBkészitett és 0°C-ra hatott sejtszuszpenzidbkat
az MSE PG-120 tipusu ultrahangos dezintegrétorba helyeztik
ugy, hogy a dezintegrédtor fej része a szuszpenzié felszi-
néhez ért, Az ultrahangkezelést 3xl1 percig, folyamatos
h(ités mellett alkalmaztuk a leger8sebb fokozatban, )
A dezintegréléds hatékonysigét mikroszképpal ellenbriztik,
meghatgroztuk az épen maradt sejtek koncentrécidjat, Az

ultrahangkezelést kovetfen a sejtek tulnyomd része

dezintegrilédott, legfeljebb minden milliomodik maradt épen,
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Az ultrahanggal feltért sejtszuszpenzidébdl feliluszét
7000 g-vel 20 percig 0°C-on végzett centrifugédléssal

nyertink,

2.5. Az alloantisavdk elfallitédsa

A donorként hasznédlt feln8tt n8stény és him egerekbél
@ thymus, a lép és a nyirokcsomék kipreparélésa és Ossze-
gyGjtése utén a mér ismertetett médon sejtszuszpenzidt '
készitettunk, A recipiens egereket 3x107 sejttel intra-
peritonedlisan immunizéltuk, Az oltésokat egy hetes id&-
kézékben hatszor ismételtik, majd prébavéreztetést végez-
tink és teszteltik a savék komplement-dependens cytotoxikus
aktivitését, Amennyiben a savé nem ért el megfeleld titert,
ugy tovébbi négy ismétlf oltéds kovetkezett, A megfeleld
cytotoxikus titer elérése utén az egereket elvéreztettik,
a véruket gylijtottik és 2 érén &t szobah8n &1llni hagytuk,
majd egy éjszakén &t 5°C-on tartottuk, Az alvadékrél le-
szivott savét elBszor 620 g-vel 10 percig, majd 970 g-vel
szintén 10 percig centrifugéltuk, A tiszta savékat
Wassermann-vizfirdében 56°C-on, 30 percig dekomplementdl-
tuk. A kész dekomplémentélt savékat 1-2 ml-es mennyiségekre
osztottuk szét és -20°C-on téroljuk,

Az alébbi alloantisavékat készitettik:

- anti-H-2% savék elBallitdsihoz BlO, valamint CBA egereket

vel,
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"~ anti-H-2P

savok elBallitdedhoz A és B1O,D2 egereket
immunizéltunk B1O egerek lép-, thymus- és nyirokcsomé-
sejtjedivel,

- anti-H-Zk savék elB4llitésdhoz A és BlO egereket immu-
nizéltunk CBA, C3H,SW egereket pedig C3H/Di egerek lép-,
thymus- és nyirokcsomésejtjeivel,

- anti-Ia savdé készitéséhez A,TL tdrzsl egerek lép-,
thymus- és nyirokcsomésejtjeivel A,TH egereket immunizél- :
tunk, '
- anti-Thy 1,2, savé elBéllitdséhoz CBA egerek thymocytdi-
val immunizéltunk AKR egereket, Mivel az AKR egerek
70-90%-éban féléves koruk utén spontén lymphoma keletkezik,

recipiensként csak fiatal, 2-3 hénapos egereket hasznéltunk.

2,6, Xenogén antithymocyta savd (ATS) elBédllitédsa

A kisérleteinkben hasznélt xenogén antithymocyta
savékat Levey és Medawar (23) médszerét Végh szerint mé-
dositva &llitottuk el6 (24). Thymocyta donorként 3-6 hetes
CBA egereket hasznaltunk. A thymusok kipreparélésa és
Osszegylijtése utén a mér ismertetett médon sejtszuszpen-
ziét készitettink, Ezzel a médézerrel egerenként 1-2x108
thymocytéat sikeridlt nyerni, A nyulakat 3x107 thymocyta/tesf-
stilykilogramm dézissal immunizéltuk intravénééan. Az gx‘
immunizdlést 14 nap mulva megismételtik, A masodik oltés
uténi 7, napon & nyulakat az a, carotis &atvéagsséval el-

véreztettuk, Az Osszegylijtétt vért az allogén savék
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készitésénél ismertetett médon dolgoztuk fel és téroltuk.

2.7. Ujszildttkori transzplantécids tolerancia-indukcid

Him és n8stény Fy hibrid egerek 1épéb8l a mér ismer-
tetett médon sejtszuszpenzidt készitink, A sejtkoncentra-
ciét 4x10°8 sejt/ml-re éllitjuk be, Recipiensként valamely
parentélis tdrzs Ujszilott egereit haszndljuk (legkésébb ,
24 ¢éraval a szlletésik utén), Az ujszulétteket intravénésan
(vena facialis anterior) 2x107 Fy lépsejttel oltjuk. Az
oltés helyére papirvattét szoritunk mindaddig, amig a vér-
zés meg nem sz(nik, A'toleranciakeltésen‘étesett egereken
ugy teszteljik a tolerancia-indukcié sikerességét, hogy az
egerek kb, 2 hénapos korukban farokb8r allotranszplanté-
tumot kapnak annak az egértorzsnek az egyedeit8l, amelynek
alloantigénjeivel szemben a toleranciakeltést végeztiik,
Sikeres tolerancia-indukcidé esetén az allograftok megnydlt

tulélési id6t mutattak, vagy permanensen megmaradtak,

2.8, Farokbfr allotranszplantécid

Az alkalmazott b6rallotranszplantéciés médszer
Billingham és Medawar technikéjén alapul (25). Recipiens:
ként 1,5-2 hénapos egerek szoigéltak. Az aktiv szérnéveke-
dési ciklusban 1év6 dllatok nem alkalmasak a transzplanté-
ciéra, Az dllatokaet O,77%-os pentobarbitéllal (NembutalR)

ip oltva narkotizéltuk., A dbézis az egértérzs érzékenységétfl
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figgben 50-77 mg/kg. Az altatott &llatokat gumigylrlvel
mitSpadra rogzitettiuk és elektromos hajnyirégéppel lenyir-
tuk a szfért a hétukrél. A mtéti teriletet 70%-o0s alkohol-
lal, majd jédoldattal dezinfici&ltuk. Az igy elBkészitett
éllatok steril fulkébe kerultek, Steril, hajlitott szemé-
szeti olléval négyzet vagy téglalap alaku 1-1,5 cm2 teri-
let(G graftégyat preparéltunk a h&tb8rbe, gondosan igyelve
arra, hogy a bérkimetszések sorén a panniculus carnosus

a benne futé erekkel épen maradjon,

A cervikélis diszlokécidéval meg6lt donor egér farkat
alkoholos majd jédos lemosédssal dezinficidljuk,., A farok
tovénél és a farok végét8l kb, 1 cm-re egy-egy korkérés
metszést ejtink, majd egy hosszanti metszéssel végig végjuk
a bért, Erfs anatémids csipesszel leréntjuk a felpreparalt
farokb8rt és Petri-csészébe helyezett, steril fiziolégiés
s6oldattal megnedvesitett szlr8papirkorongra teritjuk,

A farokbérecsikot 0,7-0,8 cmz-es darabokra szabdaljuk,
A frissen elfkészitett bérdarabokat a kicsivel nagyobb alap-
teruletl graftédgyakba helyezzik,

A mltét utédn a recipiensek toérzsét paraffin-?iasz-
lanolin 40-45°C h6mérsékletl olvadékaba mértott kaliké-
pélyéba burkoltuk, A keverék ésszefétele: 2 rész szilérd
paraffiﬁ, 3 rész méhviasz, 4 rész lanolin, 4 rész folyékony
- paraffin, Az igy készitett keverék 40°C-on folyékony, a ’
b8r h8mérsékletén viszont megdermed, Hasznélatéra azért
van szikség, mert védi a transzplantatumot a kisz&radéstél,

A kaliké folé gipszpblyét helyezink, igy a mechanikai
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sérilések lehet8ségét a minimdlisra ‘csékkent juk, Hogy az
egereket a narkotizalds okozta lehiilést8l megévjuk, ébre-
désig infravords lémpéval enyhén melegitjuk 8ket,

A védbBkotést a 7-8. napon tévolitjuk el, A transz-
plantétumot és kornyékét hajlitott szemészeti csipesszel
évatosan megtisztogatjuk a porkt8l és a kotés alatt vékony
hértya formajéban felhalmozédott, elhalt feliletes hémréteg-
tﬁl; majd b6rpuhité krémmel kenjik be. A védékotés elté- )
volitésa utén naponta megszemléljik a transzplanté&tumot
visel8 éllatokat és feljegyezzik a transzplantédtum &llapo-
téban‘észlelt véltozédsokat, A kilok6dés idBpontjénak azt
a népot tekint jik, amikor megszemléléssel és tapintéssal
€16 b6rrészt mér nem taldlunk, Az étultetett bér elhalt,
voroses-barna szinlivé, szérez, kemény tapintatuvéd vélik,

A fent leirt, legtobbszér 1-2, de legfeljebb 4-7 nap
alatt lejétsiédé akut tipust rejekciéval szemben valamivel
nagyobb gondot okoz az immunszupprimélt &llatokon észlelt,
un, krénikus tipusu graftkilok8dés végpontjédnak megitélése,
Ez utébbi esetben ugyanis a tdmeges nekrézis helyett apré,
tGszurasnyi-szines gombostlfejnyi nekrotikus gécok jelent-
keznek, Ezek piciny heg hétramaradéséval gyégyulhatnak is,
Lassu, folyamatos szfrhulléds jelentkezik, & bdr hémlik,

a farokbér jellegzetes szerkezete lassanként eltlnik - végil
a transzplantétum helyén sima, fényl§, zsugorodd hegszavét |
marad hétra., A rejekcid befejez8déséig 1-2 hénap is eltelhet,
Kildk8dési id8pontnak azt a napot tekintjuk, amikor a transz-

plantétum helyén mér csak hegszdvetet lehet létni,
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2.9. Ellenanyag kézvetitette komplement-dependens

cytotoxicitési teszt

A vizsgélatokat Haughton‘és McGhee kétlépéses eljé-
rését (26) kis mértékben médositva és mikrotitrédld lemezre
adaptélva végeztik,

A mikrotitrélé lemezen két péarhuzamos savéhigitési
sort készitink a vizsgédlni kivént savébél FCS-mentes
Eagle-féle MEM-ben, Minden lyukba 25 pl megfeleld higitésu
savé keriul, kivéve a sorban a legutolsé lyukat, Ebben csak
25 pl MEM van, A higitési sor minden elemébe 25 pl
5x10° sejt/ml koncentrécidju targetsejtszuszpenzidt mérink,
és a mikrotitrdld lemezt lefedve termosztétban 37°C-on
30 percig inkubé&ljuk. Az inkubécidés id6 leteltével minden
lyukba 150 ul 5% FCS tartalmu médiumot mérink, majd a
lemezt szobahfmérsékleten 300 g-vel 10 percig centrifugédl-
juk. A lecentrifugélt lemez lyukaibél évatosan leszivjuk
az el6zéleg bemért 150 pl moséfolyadékot, A liofilezett
tengerimalac komplementb8l FCS-mentes MEM-ben elkészitjuk
a megfelelf higifést és a felsB savéhigitési sorba lyukan-
ként 50-50 yl-t mérunk bel6le, ez a tesztsor., Az alsé
sorba 50 ul 5% FCS-t tartalmazé MEM-et mérink lyukanként,

Ez a kontroll sor, A fels® sor végén a komplementet igen, .

L4

de savét nem tartalmazé lyuk a komplementes kontroll, mig

az alsé sor végén a sem savét, sem komplementet nem tartal-

mazé médiumos kontroll van, A lemezt évatosan rézogatva

felszuszpendéljuk a targetsejteket és ismét 37°%C-on
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inkubéljuk 45 percig. A cytotoxikus ‘aktivitést festék-
kizérésos médszerrel értékeljuk, A 0°C-ra h(itétt lemezen
egy-egy lyukba 50 pl tripénkék oldatot mérink, majd 2-3
perc elteltével meghatérozzuk a fest8doétt sejtek arényst,
Csak a sérult vagy elpusztult sejtek veszik fel a festéket,
Az értékelést mikroszkép segitségével 320-szoros nagyitéds-
sal, Blrker-kamrédban 100 sejt leszémoldséval végezzik,

Az ismertetett cytotoxicitési értékeket legalabb
kett§, éltaléban hérom, egyméstél fiiggetlen vizsgélat alap-
jén hatéroztuk meg, Ha egy kisérlet sorén a fentiekben
emlitett kontrollok értéke eltért a normdtél (15%-ndl toébb
fest6d6, elpusztult sejt), a vizsgédlatot értékelhetetlennek

tekintettik,

2,10, Poliklondlis T és B seijt mitogének stimulédlé

hatdsénak vizsgélata

A tesztelendf6 egerek lépéb8l 10% FCS-tartalmu, azaz
komplett RPMI 1640 médiumban 2,5x106 sejt/ml koncentréciéju
szuszpenzidét készitettink, A gzuszpenziékbél LINBRO gyért-
manyu, szbvettenyésztési minfségl, mikrotitrélé lemezre
lyukanként 100-100 ul-t mértunk, majd a komplett RPMI 1640
médiumban higitott mitogénoldat megfelelf higitésébél
tovébEi 100 pl-t adtunk az nges mikrokulturékhez, Az eg§es
mitogének optimélis stimuldlé effektusu koncentrécidjét
elékisérletekben hatéroztuk meg: Con A esetében ez

2,5-5‘Pg/m1, PWM-b8l 2,5 pg/ml, LPS-b8l 25-30 Pg/ml volt,
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A kulturékat 5% széndioxiddal dusitott leveg8jl, 100%
relativ pératartalmi termosztédtban 72 érén &t inkub&ltuk,

A sejtek mitotikus aktivitédsét triciummal jeldlt timidin-
nek a sejtekbe valé beépllésével jellemeztik: az inkubdlési
id6 letelte elStt 8 éréval 1 pCi tricidlt timidint adtunk
minden mikrokulturéhoz, A sejteket a mikrotitrélé lemez-
r61 hézi készitésl harveszterrel Whatman GF/C filterre
vittik és lyukanként 10-10 ml fiziolégiéds séoldattal mostuk%
hogy a sejtekbe be nem épult, izotéppal jeldlt timidint
eltévolitsuk, A filteren lévé sejteket 110°C-on sz&rité-
szekrényben fix&ltuk és viztelenitettuk, majd az egyes
mikrokultirék sejtjeit hordozé sz(répapirkorongokat Wheaton
gyértményl szcintillécids uUvegkivettékba helyeztik és

4-4 ml szcintillécidés koktélt mértink réjuk (a szcintilléa-
ciés koktél 0,5 g/1 1,4 di(2-(5-fenil)=-oxazoil )benzol
(POPOP) és 5 g/1 2,5 difenil-oxazol (PPO) toluclos oldata),
A mintak aktivitését Beckman gyértményld, LS-100C tipusu
szcintilldcids spektrofotométerrel mértik, A minték akti-

vitédsédt a mért cpm (belités/perc) értékekkel jellemeztik.
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3. EREDMENYEK

3.1, Malignus lymphomdk Uiszuléttkori transzplantéciés

tolerancia-indukcidt kévet8 halmozott megjelenése

Szemiallogén (Fl) hibrid egerek lépsejtjeivel uj-

szGlottkori transzplantéciés tolerancidt indukdltunk A,

B10 és CBA egerekben., A tdrzskombindciékat és az egyes

térzskombindciék jelclési médjsét a 2, téblézat tartal-

mazza,

2, tablézat., A transzplantéciés tolerancia-indukcié

torzskombinécidi, jeldlésik, és a fé

hisztokompatibilitési komplexbeli kulénb-

ségek
Lépsejtdonor Recipiens To6rzskombindcié A tolerogén
toérzs torzs jelolése H-2 antigének
(CBAxA)Fl A CBA~-» A részleges H-2k
(H-20K, - H-21K)
(CBAXA)F, CBA A—> CBA részleges H-2°
(H-209, H-219)
(BLOXCBA)F;  BLO CBA—> BIO teljes H-2K
(BLOXCBA)F,  CBA B10-> CBA teljes H-2°
(BleA)Fl A Bl10— A teljes H-2b
(B1OxA)F; B10 A-» B1O teljes H-2%
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A tolerancia-indukciét kdvetBen az egerek hatéra
kb. két hénapos korukban a megfeleld (tolerogén) hiszto-
kompatibilitdsi antigéneket viself térzsG egerek farok-
bbérét Gltettik, igy e “"tesztgraftok" tulélési idejét meg-
figyelve kévetkeztethettink a tolerancia-indukcié sike-
rességére,

A tolerancia-indukcié eredményességének tesztelése
sorén tébb mint 300 napos korukig naponta figyeltik a
transzplantédlt egereket., Ennek sorén észleltik, hogy egyes
egerek fokozatosan leromlottak, mikdzben lépik tapinthatdvé
vélt,’er6sen megnagyobbodott, majd ezek az egerek elhul-
loftak.

Felt(in6en nagyarényu elhullést figyeltink meg a
Bl10— A torzskombinécidéban, amelyben az egereknek tébb mint
a fele nem élte meg az egyéves kort, E tdrzskombinécidban
az elhullédsok a tolerancia-indukciét koévet8 mésodik hénap-
tél jelentkeztek, és kb. egyenletes (temben halmozédtak
egyéves korig, amikortél az elhullédsok szédma csékken,
azaz az elhullésokat leiré goérbe ellaposodik (1., é&bra).

A B1lO — CBA térzskombinédcidéban is megfigyeltink
hasonlé tinetek fellépését kovetd elhullédsokat, azonban
ezek gyakoriséga jéval kisebb volt, alig haladta meg a
7%-ot. A kisebb gyakorisdg mellett ezek az elhullésok csak
arénylag rovid ideig jelentkeztek: az els6 elhullédsokat ;tf
is a tolerancia-indukciét koévet8 mésodik hénap koral fi-
gyeltik meg, de az 5, hénap utédn mér nem hullottak el uUjabb

egerek, Az Osszes tobbi torzskombinéciéban elhullésokat



Elhullé = B0 =
egerek (%)

504

B1C — CBA
A —Bl0O

‘_,_f—I _ CBA— A

I, A— CBA

Ll LI L 1 L) 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 hénap

1, ébra. Az elhulldsok alakulésa a kilénbéz8 tolerancia-

indukciéds térzskombindcidkban

A boncolési leletek szerint az elhullésok oka
generaliz&léddé nyirokrendszeri daganat,
lymphoma wvolt.
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csak az id&sebb egerek kozott és ledfeljebb néhény
szézalékos gyakorisédggal észleltink,

Az elhullott vagy a megfigyelési id6 (a tesztgraftolés
utédn legalébb 240 nap) elteltével kiselejtezett egereket
felboncoltuk, Ennek sorén az elhullott &llatokban kife-
jezett hepato-splenomegaliét figyeltink meg (2. ébra),

A beteg éllatok lépének a sulya 800-2500 mg kdzétt volt,
szemben a normédlisnak tartott 60-130 mg-os értékkel,

A beteg éllatok lépe nagy, szirkésfehér gdécokkal iﬁfilt-
rélt, méllékony volt, Majuk gyakran er8sen megnagyobbodott,
benne - kilénésen a B1lO —CBA torzskombindciéban - fehéres
gécokat lehetett megfigyelni., Esetenként generalizélt,

igen nagymérvli nyirokcsomé-megnagyobbodésokat is talélfunk:
a hénalji és inguinélis nyirokcsomék lencsényi, a mesen-
terialis nyirokcsomék akér babnyi nagységuak is voltak,
Jellemz8 volt a Peyer-plakkok megnagyobbodédsa., A thymus
néhény kivételt8l eltekintve normélis méretld volt,

Esetenként a perifériéds vérben a leukocytaszém drasz-
tikus emelkedését észleltik: a normédlis 6000-10 0OOO

3 helyett 150-500 000/mm>-t taldltunk. A fenti

leukocyta/mm
boncolédsi leletek alapjén tgy véljuk, hogy az elhullésok
oka generalizélt nyirokrendszeri daganat, lymphoma volt,
Ezt a diagnézist a Dr, Németh Péterrel (POTE Kérbonctani
Intézet) kollaboréciéban végzett szdvettani €s immun- '
hisztokémiai vizsgélatok is megerfsitették (lésd a 3.2,
fejezetben).

A tolerancia-indukciét koévetBen a.fenti tunetek mellett



2. &bra, BlO—-A torzskombinéciéban megfigyelt
lymphomés hepato-splenomegalia

A kép bal oldalén a kezeletlen, a jobb oldalén
egy BlO— A tolerancia-indukcidén étesett és
lymphomésséd v&lt 4 hénapos A egér léthaté.,
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elhullott, valamint a megfigyelési id8 elteltével fel-
boncolt és 1ympﬁomésnak bizonyult &llatok adatainak
figyelembevételével megkiséreltik meghatérozni az egyes
torzskombinécidékban jelentkez8 lymphomék gyakoriségét
(3. ébra), Megéllapitottuk, hogy a BlO— A tdrzskombindcié-
ban igen magas, 61,9%-os a lymphoméra utalé elvéltozésok
incidenciéja, A BlO— CBA térzskombinéciéban az egerek
. 7,6%-énél talédltunk lymphomét, mégpedig Ugy, hogy az 6sszes'
lymphomés &llat elhullott,a tolerancia-indukcié uténi 5,
hénapnél id&sebb egerekben mér nem mutatkozott lymphomés
elvaltozés,

Hasonld lymphoma-gyakoriségot (7,2%) éllapitottunk
meg az A—CBA torzskombinécidéban is, azonban e csoportban
kevesebb egér hullott el a megfigyelési id6 alatt, mivel
a lymphomék arénylag késén, az idfsebb, legalébb 8-12
hénapos egerekben manifesztélédtak, Az A— BlO és a CBA—A
térzskombinécidkban is taldltunk lymphomés egereket, még-
pedig 3,6, illetve 1,2%-o0s arényban, E lymphomék is arénylag
kés6n jelentkeztek, hasonléan az A —CBA torzskombinédcidban
megfigyeltekhez,

A normél, kezeletlen egerekre vonatkozé adataink
szerint a BlO tdrzsinkben eddig még lymphomés egeret nem
talaltunk, Ez a megbetegedés A és CBA egerekben is ritka
jelenség, legfeljebb ezrelékes nagységrendben fordult élé
az id6s egerekben, A lymphomédknak a tolerancia-indukciéhoz
lépsejtdonorként hasznélt F, egerekben valé eléfordulésara

vonatkozé adatainkat a 3, tédblézat tartalmazza, Ebb8l



Lymphoma
incidencia (%) - 24 -

AR

V. = aa)

Bl0 —~A BlO—CBA A—CBA A—Bl0O CBA—A
91/147 25/328 11/152 2/55 3/244

3., dbra, Az ujszuloéttkori transzplantéciés tolerancia-
indukcién étesett egerek lymphoma incidenciéja
a kiloénboz6 torzskombindcidkban

A szédzalékosan kifejezett lymphoma-incidencidk:
B10 — A: 61,9%, B10—CBA:7,6%, A—CBA: 7,23,
A—Bl0: 3,6% és a CBA—A: 1,2% volt,
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l4thaté, hogy a (BleA)Fl és a (BlO)&CBA)Fl hibrid egerek
k6zott lymphomésat a felboncolt 298, illetve 385 kézil
egyet sem talaltunk, A (CBAxA)Fl torzskombindcidban a
fiatal, 100-200 napos egerekben szintén nem taléltunk
lymphoméra utaldé elvéltozéast, azonban a 200, illetve 300
napnél id6sebb csoportokban mér egy-két esetben el6fordult
lymphoma, Ezek k&zil egyet izolé&ltunk is, és L/III néven
(CBAxA)F1 hibrid egerekben sorozatos &toltéssal tartjuk

fenn,

3, téblézat, A lymphomék el6fordulédsa a kiloénbozé torzsl
Fqi hibrid egerekben

F, hibrid Allatok kora LymEhoma- Usszesen
térzs (napok) gyakoriség

(BLOxA)F, 100-200 0/92

201-300 0/67

301~ 0/139 0/298
(BleCBA)Fl 100-200 0/153

201-300 ~0/211

301- : 0/21 0/385
(CBAXA)F, 100-200 0/50

201-300 1/173

301- 2/146 3/369 '

A lymphomékon kivil az id6s him CBA egerekben spontén



= DE =

méjtumorokat (hepatomédkat) taldltunk, ami a CBA tdrzs
egyik jellemz§ sajétosséga (27)., Ez nem jar kifejezett
lépmegnagyobbodéssal, a nyirokcsomék, Peyer-plakkok
szintén normalisak maradnak, Az idfs (CBAxA)F1 him egerek
(300 napnél idSsebb) k6zott 5 egér mdjén hepatomds el-
véltozésokat figyeltunk meg,

Kisérleti eredményeink szerint a norm&l A, BlO és
CBA, valamint a lépsejtdonor Fy egereken megfigyeltekhez
képest minden ujsziléttkori tolerancia-indukcids térzs-
kombind&ciéban a lymphoma gyakoriségs jéval magasabb volt,
E tekintetben az egyes kombinéciék kéz6tt azonban lényeges
eltérés mutatkozott, ami még ismeretlen immungenetikai

tényez6k fontossédgéra hivja fel a figyelmet,

3.2, A lymphomdk immunhisztokémiai vizsgdlata és

klasszifikécidbija

A tolerancia-indukciét kévet8en megfigyelt makrosz-
képikus elvéltozdsok regisztrilésa mellett az egerek
egy részéb6l kérszévettani vizsgélatok is toérténtek,
E vizsgédlatokat Dr, Németh Péterrel (POTE Kérbonctani
Intézet) kollaboréciéban végeztik.

Az A— CBA toleranciakeltést kévetBen 16 esetben

sikerolt a mélignus lymphoma diagnézisét egyértelmlen *
megéllapitani, 7 esetben az egerek szérumébdél paraprotein
volt kimutathaté agaréz gélelektroforézissel, A 7 kozul

4 esetben immunelektroforézissel vizsgélva a paraprotein
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IgG, 1 esetben IgM volt, 8 esetben csontvelBkenet is
késziult, A csontvel8ben éretlen, lymphoid karakter( in-
filtrétumok voltek kimutathaték, megtartott erythro- és
myelopoiesis mellett, A nyirokszervek szdvettani feldol-
gozésa sorén feltlnd volt a Peyer-plakkok involvéltséga.
Amig a lépek véltozatos mértékben voltak infiltralva,
addig a Peyer-plakkok minden lymphomds esetben egyértelm(
tumoros &talakulést mutattak (4, ébra), Lymphomés Peyer-
plakkokban és nyirokcsomékban immunperoxidéz technikéval
véaltozatos immunglobulin-termelés volt kimutathaté: intra-
cytoplazmatikusan IgG és IgM volt jelen 8 esetben (5. &bra).
Az A —CBA térzskombindciéban feldolgozott 16 lymphoma
esetén a kieli klasszifikécid alapjén az alébbi diagnézis

szerinti megoszlést taldltuk:

4, tébldzat, Az A—~CBA térzskombinéciéban szévet-
tanilag feldolgozott lymphomdk megoszlésa
a kieli klasszifikédcid szerint

Szbévettani diagnézis ) Esetszém

lymphoplasmocytés immunocytoma 7
polymorph immunocytoma 5
immunoblastoma 1 *
centrocytoma 1

2

nem klasszifikélhaté

Osszesen 16
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4, dbra, A—CBA tolerancia-indukcié kapcsén észlelt
malignus lymphomés elvéltozéds a Peyer-plakkokban

a.) Az 4tnézeti képen a bélfal minden rétegét
infiltrélé nyirokszovet l&atszik (haematoxylin-
eosin, 150x),

b.) Nagyobb nagyités mellett megfigyelhet§,
hogy a mucosa interstitiumat is malignus ’

. lymphomés infiltré&tum foglalja el (haematoxylin-
eosin, 600x),
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5. ébra., Lymphomés nyirokcsomé A—-CBA tolerancia-
indukcién &tesett egérbél

a.) A Peyer-plakkokban létottakhoz hasonlé
cytolégiai megjelenésli, els6sorban plasmocytoid
sejtekb6l, lymphocytakbél, centrocytakbsél 4116
infiltrdtum figyelhet8 meg (Giemsa, 1000x),

b.) Immunperoxidéz technikéval a sejfek egy
részébfl IgM termelés mutathaté ki (1000x).
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A BlO — A toleranciakeltés sorén szovettanilag eddig
megvizsgélt és lymphomésnak bizonyult 4 eset a kieli
klasszifikécidé alapjén polymorph immunocytoma volt,

Tovébbi 10 lymphomés esetet vizsgéltunk meg komple-
ment-dependens cytotoxicitési tesztben, Meghatédroztuk az
egyedi lymphomés lépekb8l készilt sejtszuszpenzidk anti-
Thy 1.2, és anti-Ia savéval reagéld sejtjeinek arénydt,
tovébba igyekeztink eldénteni é lymphomék donor (F;)
vagy recipiens eredetét., Ha a nagy tomegben jelenlévd
lymphomés sejtek donor, azaz (BleA)Fl eredet(iek, akkor
az A torzsre jellemz$ alloantigének mellett a BlO torzsre
jellemz8 alloantigéneknek is rajta kell lennilk a sejtek
felszinén, hiszen a hibrid sejtekben mind a két toérzsre
jellemz6 f6 hisztokompatibilitasi komplex jelen'van és
expresszslédik (5, téblézat),

Az anti-Thy 1,2, és az anti-Ia pozitiv sejtek arényat
normél &llatok lépsejtszuszpenzidjéban 30-35, illetve
55-60 %-nak taldltuk., A Thy 1,2, pozitiv sejtek a T-sejtek-
kel azonosak, mig az Ia antigéneket hordozé sejtek tul-
nyomé része a B-sejteknek feiel meg. Ez utébbi marker més
szubpopulédcidkban is szerepel sejtfelszini antigénként.

A toleranciakeltésen &atesett és lymphomésséd vélt egerek
lépe amellett, hogy erd8sen megnagyobbodott, megbomlott *
T- és Ja-pozitiv (B) sejtarényt mutatott, A T-sejtek aranya
- a 2, és a 8., egér kivételével - csokkent a lépsejt-
szuszpenziékban, s6t a 3, és 6. egér lépében éppen csak

kimutathaté volt a jelenlétilk. Az Ia-pozitiv sejtek aranya
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5. tablézat. A Bl0— A tolerancia-indukcién &tesett és
lymphomédssé vélt egerek lépsejtjeinek allo-
antisavékkal szembeni érzékenysége komplement-
dependens cytotoxicitési tesztben

Target Cytotoxikus effektus (%

anti-H-2° ant i-H-2P anti-Thyl,.2, anti-Iak

Normal A - v
lépsejtek 97 0 33 57

Norméal
(BLOXA)F,
lép- .

sejtek 96 97 32 53

B10 — A tole-

rancia-induk-

cién atesett

egerek
1, 98 0 27 F i<
2a 96 0 34 52
34 g7 0 4 17
4, 96 o 17 29
5. 98 0 16 21
6. d 5 33
7. 28 60
8. 35 23
9. 16 74
10, 19 56

Az alloantisavék bemért higitésa 1:5, a komplement higitésa
pedig 1:8 volt, Minden mintébdl 2-3 pérhuzamost értékeltink
és az atlaguk alapjén hatéroztuk meg a cytotoxikus effektust.
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két esetben jelentfsen magasabb volt a normdlisnial,
hérom esetben nagyjébél védltozatlannak bizonyult, a toébbi
6t egér lépében viszont csokkent., Ez utébbiakban - egy
kivétellel - a T-sejtek arénya is csokkent wvolt,

Az anti-H-2 savékkal végzett tesztek eredményei
szerint a lymphomés egerek lépsejtjeim csak A eredet(
(H-Za) sejtfelszini antigének voltak kimutathaték, ami arra

utal, hogy az e tolerancia-indukciés rendszerben keletke-

zett lymphomék nem donor (Fl), hanem recipiens eredetlek,
Usszefoglalva a 3.2, fejezetben ismertetett eredmé-
nyeket, elmondhatjuk, hogy a malignus lymphomék tulnyomd
részt B-sejtes, az immunglobulin-szintézis irinyédba elké-
telezett, részben aktiv immunglobulin-szekrécidét mutaté
szubtipusuak voltak, Minden esetben felt(int a Peyer-plakkok
involvéltsédga. A korai esetek alapjén feltételezhetd, hogy
ez a lymphomék kiindulési helye, Ezt létszik aldtémasztani
az is, hogy az A — CBA rendszerben megvizsgélt, de még
csak reaktiv hyperplasidnak itélt 13 esetben is folliku-
léris, tehét B-sejtes hyperplesia volt kimutathaté a
Peyer-plakkokban, A keletkezett lymphomék - legalébbis a

B10 — A rendszerben - recipiens eredet(inek bizonyultak,

3.3, A transzplantdcidés immuntolerancia és a lymphomék

eléforduldsénak 6sszehasonlitd vizsgélata

A 3,1, pontban ismertetett megfigyeléseink egyértel-

mien bizonyitjék, hogy az ujszuléttkori transzplantécios
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tolerancia-indukcidn &tesett egereinkben a normdl, keze-
letlen egérpopuléciékhoz mérten sokszorosan magasabb a
malignus lymphomék elgéfordulési aranya. Nagyon fontosnak
tartottuk annak a kérdésnek az eldontését, vajon van-e
valamilyen lényegi 6sszefiiggés az idegen -hisztokompatibi-
litdsi antigénekkel szemben kialakulé immuntolerancia és
a halmozottan megjelend, az egerek elhulléséhoz vezetd
lymphomék kialakulésa k626tt1 Hérom kisérletsorozat &ll
rendelkezésinkre, hogy a két jelenség kozotti esetleges

mélyebb kapcsolatokat ki tudjuk mutatni,

" 3.3.,1., Lymphomak el8forduldsa és az uUjszulottkori

transzplantécidés tolerancia-indukcié eredményes-

sége kulonbozé eqgértorzs-kombindcidkban

A laboratériumunkban végzett kisérletek szerint
Ujszuloéttkori transzplantécids tolerancia sikeresen indu-
kédlhaté nemcsak részleges, hanem teljes H-2 komplexbeli
kiilénbség esetén is, azonban meglehetsen nagy kuldnbségek
figyelhet8k meg az egyes torzskombinécidk kozétt (6, téb-
lézat).

Toleranciat legeredményesebben a részlegesen H-2
inkompatibilis A —CBA térzskombinacidéban lehet elérni.

Itt 2x197 (CBAxA)Fl lépsejt ujszulott CBA egérbe oltéséval
a tesztelt &llatok 95%-&n permaﬁens grafttulélés volt meé-
figyelhet6., A reciprok torzskombinZciéban (CBA-—A) viszont
szignifikénsan alacsonyabb, csak 52,6%-0s volt a permanensen

tolerédns egerek részarénya, de emellett 43%-nyi volt a



6. tdbldzat, Az Ujszuléttkori transzplantéciés tolerancia-indukcié eredményessége
a kiulénb6z6 egértorzs-kombindcidkban

Torzs- Tesztelt Permanensen Részlegesen Toleranssé
konbindcis egerek tolerans toleréans nem Vvalt
széama éllat- allat- graft=- allat=- graft-
széam % szém % tulélés szém % tulélés
(nap)* (nap)*

1. A ——CBA 853 . 814 95,4 28 3,3 82,5 11 1,3 14,0
2. B10 —CBA 199 75 7.7 102 51,3 122,0 22 ;o A 14,0
3, CBA—A 194 102 52,6 85 43,8 141,0 7 3,6 18,0
4, B10 = A 83 - - 68 81,9 56,0 15 18,1 13,0
5. A—=Bl0O 45 - - 31 68,9 16,0 14 31,1 12,0

6. CBA —BlO 21 - - 13 61,9 17,0 8 38,1 11,0

*a graftok tulélési idejének medidnja



- B35 -

hosszU &tlagos grafttuléléslG (141 ngp) részlegesen
toleréns egé}. E két torzskombindcidéban a lymphomék 7,2
illetve 1,2%-0s gyakoriséggal fordultek elf, ami nem
kilénbozik szémottev8en az A — BlO torzskombinécidéban
megfigyelt 3,2%-tél. Ez utébbiban viszont permanens tole-
rancia ki sem alakult, a részlegesen tolerénsnak bizonyult
egerek is arénylag révid id6é alatt (&tlagosan 16 nap) ki-
loktek a graftjukat, Szembetln& a BlO torzsl egerek rezisz-
tenciéja a toleranciakeltéssel szemben, mivel a CBA —B1lO
térzskombinédciéban is hasonldéan gyenge a tolerancia-induk-
cibé sikeressége,

A B1lO— CBA torzskombingciéban az egerek 37,7%-a
permanensen tolerénssé vélt az Ujsztlottkori tolerancia-
indukcidét kovetben és meglehetfsen magas volt a részlegesen
toleréns egerek arénya is (51%, 122 napos &tlagos graft-
tuléléssel), de a lymphomék gyakoriséga nem tért el az
A —=CBA torzskombinécidéban megfigyeltekt8l (7,6%).

Igen magas arényban fordultak elfé lymphomék a B1l0O —A
térzskombinédcidéban (62%), ahol permanensen tolerédns egér
ugyan nem fordult el§, de a 80%-nyi reészlegesen toleréns-
nak bizonyult egér tesztgraftja lényegesen tovébb elt,
mint az A—BlO kombiné&cidéban.

Usszegezve a fenti eredményeket, azt mondhatjuk, hogy
nem talédltunk Osszefliggést a kilonbozé térzskombinéciékb;n
végzett Ujszilottkori transzplantédcidés tolerancia-indukcid
eredményessége - vagy éppen eredménytelenseége - €s a

lymphomék el6fordulédsénak gyakoriséga kozott,
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3.3.2, A Bl10 —A transzplantdcids tolerancia-indukcidn

édtesett, lymphoméds és nem lymphomés A egerek

teszt allograftjdnak tulélési ideje

Mivel a BlO— A torzskombinaciéban igen magas a
lymphomés egerek részarénya, lehet@séglink teremtfdétt
arra, hogy 6sszehason1itsuk @ tolerancia-indukcién &tesett,
B10 farokbd8rrel allograftolt, majd a késfbbiekben lympho-
mésnak bizonyult egérek tesztgraftjainak tulélési idejét
a lyﬁphomamentes egerek grafttulélési idejével (6. &bra),

Kisérleti adataink szerint a lymphomés, illetve a
lymphomamentes egerek tesztvallograftjainak étlagos tul-
élési ideje, a graffkilﬁkédések idébeli lezajlésa, a tole-
rénssé ném vélt és a részlegesen tolerans egércsoportok
kozotti arédnyok nem tértek el szémottevbéen., A lymphomés
és a lymphomamentes egércsoportok grafttulélési goérbéje
csaknem parallel fut egyméssal,

E megfigyeléseink alapjén feltételezzik, hogy a
B10— A tolerancia-indukciés rendszerben nincs szoros
0sszefliggés a transzplantéciés immuntolerancia kialakulésa
(vagy a graftrejekcidé) és a malignus lymphomék megjelenése

kézott,

3.3.3., A transzplantécids immuntolerancia adqptiv

sejttranszferrel valg dtvihet8sége és a

malignus lymphomék megijelenése

Az A—=CBA tolerancia-indukciét kdvetben a kezelt

egerek 95%-a permanens grafttuléléslivé vélik. Ha a
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6. &bra,

Grafttulélési id8é a B1lO0—A tolerancia-indukcién
édtesett és lymphomésnak bizonyult, illetve
lymphomamentes A egerekben

A folyamatos vonal a lymphomamentes,

a szaggatott a lymphoméds egerek grafttulelési
idejét mutatja. A pontozott vonal a BlO-es
graftok normdl A egereken megfigyelt tulélését
jeloli.
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permanensen toleréns egerek lépsejtjeibfl 50-50 millidt

A farokbérrel allograftolt, a graftolést kévetd 2, és 5.
napon j6é immunszuppressziv hatdsu antithymocyta savéval
(ATS) kezelt, feln8tt szingén egerekbe oltottunk a grafto-
léds uténi 12, napon, az immuntolerancia sikeresen &tviheté-
nek bizonyult: a recipiens egerek kb, 40%-Znak graftja

nem 1ok6dott ki, Az Ujsziléttkori toleranciakeltésen &tesett
egerek lépsejtjeinek allograftolt, ATS-kezelt, felnétt,
szingén egerekbe valé &toltédsédval (a toleréans lépsejtek

I. passzédzséval) kialakitott feln8ttkori tolerancia is
tovébbvihetd volt ujabb, ATS-sel immunszupprimdlt, felnftt
szingén egerekbe., Ezt nevezzik a tolerancia II, passzé-
zsdnak, Hasonlé médon a II, passzdzsbdl nyert lépsejtek
Ujabb immunszupprimélt, felnétt, szingén egerekbe toérténd
oltéséaval eredményes volt a III., majd a IV, passzézs is,
és az egerek legalébb 40%-a ismételten permanensen tole-
rénssé vélt (7. ébra), tehét a tolerancia-&tvitel eredmé-
nyessége nem csdkkent a passzézsok sorén,

A sejttranszferek tovébbi folytatdsénak azonban
gétat vetett az, hogy a passzézsék sorén - egyre nagyobb
-szémban, és egyre malignusabb formédban - lymphomZk jelentek
meg az adoptiv lépsejttranszferben részesult egerekben,

A 8., dbrén léthaté, hogy nyolc hénapnyi megfigyelési
id8 elteltével sem hullott el egyetlen egér sem az A-—»CEA
tolerancia-indukciét kévetden, Ugyanigy nem taléltunk
lymphoma okozta elhullést az allograftolt, ATS-sel immun-

szupprimdlt egerek kézt sem, Azonban a tolerancia-indukcidn
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7. ébra, A grafttulélések alakulésa az A—CBA
ujszuléttkori transzplantéciés tolerancia-
indukcién atesett és permanensen tolerinssé
valt egerek lépsejtjeinek I,, II., III, és
IV, passzézsét kovetfen

A recipiensek A farokbérrel allograftolt,
ATS-sel immunszupprimélt, feln6tt, szingén (CBA)
egerek voltak,

A pontozott vonallal jel6lt csoport sejt-
transzfert nem kapott, allograftolf és ATS-sel '
immunszupprimélt CBA egerek grafttulélését
ébrazolja,
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8. ébra, Lymphomék halmozédésa és a lymphomés egerek
tulélési idejének csokkenése az uUjsziléttkori
transzplantécids tolerancia-indukciodn &tesett
és permanensen tolerénssé vélt egerek lépsejt-
jeinek I,, II,, III, és IV, passzé&zsét kovetben
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atesett, makroszképikusan normélisnak itélt 1épl egerek
lépsejtjeinek I, passzézsét kovetSen a recipiensek majd
10 sz&dzaléka 9 hénapon beldl lymphoméban elpusztult.
Annak ‘ellenére, hogy a donorként hasznédlt egerek lépeit
maximélis gondosséggal ellenfriztik, és csak a normélis
morfolégidjuakbdl készult szuszpenzidkat oltottuk tovébb,
a mésodik passzézsban az egerek 25, a harmadik passzézs-
ban pedig tébb mint 35%-a pusztult el lymphoma kévetkez-
tében, A negyedik passzézst mar nem kavéthette ujabb, mert
az O0sszes egér megbetegedett és elhullott. Nemcsak a
lymphomék szédma novekedett az egyes passzézsok sorén,
hanem jelentfs mértékben csokkent a beteg egerek tulélési
ideje is, azaz a iymphomék melignitésa erétéljesen foko-
zédott (8., é&bra).

Hasonléan a korébbiakban a B1O —+ A tolerancia-induk-
cibés rendszerben mé&r elvégzett analizishez az adoptiv sejt-
transzfert kévetfen is Osszehasonlitottuk & lymphoméssé
vélt, valamint a lymphomamentesnek bizonyult egerek
graftjainak tulélését,

A 9, ébrén az els6 passzédzst kovetd grafttuléléseket
tintettuk fel, J61 léthaté, hogy a sejttranszferben is
részestlt egerek &tlagos grafttulélése lényegesen meg-
haladja a csak ATS-kezelt, A farokbérrel allotranszplan-
télt egereken kapott értékeket., E kisérletben - hasonléa;
a BlO—+A tolerancia-indukciés rendszerben tapasztaltakhoz -
a lymphoméssd vélt és a lymphomamentes egércsoportok sem

az &tlagos grafttulélési idejikben, sem a graftok kilok&dési
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9. abra. A lymphoméssd vélt és lymphomamentes egerek
grafttulélésének alakulésa az A —CBA tolerancia-
keltésen 4tesett és permanensen tolerénssa vélt
egerek lépsejtjeinek els® passzézsat kovetben

A lépsejttranszfer recipiensei A farokbérrel
allograftolt, ATS-sel immunszupprimélt, felnétt,
szingén (CBA) egerek voltak,

( lymphomamentes, ———— - lymphoméssé valt
egerek, -.... a sejttranszferben nem részesilt,
csak ATS-sel kezelt egerek grafttulélési idejed)
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Utemében nem tértek el szadmottevéen egyméstél.

Usszegezve a 3,3.1., a 3.3.2, és a 3,3.3., pontok
alatt ismertetett kisérleti eredményeket, kimondhatjuk,
hogy a kiulonb6z6é torzskombinécidkban, a kilénbdz8 immun-
moduléciés beavatkozdsok soran (ujszuléttkori tolerancia-
indukcié, adoptiv sejttranszfer) kialakitott transzplan-
técidés immuntolerancia eredményessége és a malignus
lymphomék halmozott megjelenése kozt nincs direkt &ssze-
fliggés.

Ki szeretném emelni e megéllapitdsunk jelentfségét,

mivel eszerint kilonb6z8 faktorok felelbsek az immuntole-

rancia és a malignus lymphomék kialakuldsdért, tehét
elvileg lehetfségink van arra, hogy a kérdés részletes
analizise utén oly médon alakitsunk ki transzplantécids

immuntoleranciét, hogy azt ne kdvesse a malignus lymphomék

halmozott megjelenése,

3,4, A Bl10 — A tolerancia-indukciét koévet8 lymphoma-

megijelenés feltételei

Mivel a B1l0O —A toérzskombindcidéban az Ujszuléttkori
transzplantéciés tolerancia-indukcidét kovetBen extrémen
.magas lymphoma-gyakoriségot figyeltink meg, alkalmasnak .
tartjuk e kisérleti rendszert a lymphome-keletkezés egyes
tényezfinek a vizsgélatéra,

A 3,2, pontban ismertetett eredményeink arra utalnak,

hogy nem a mér malignusan transzformsélddott (BLOxA)F,



sejtek dtvitele felelfés a lymphomék.gyakori megjelenésé-
ért. A lymphoméknak a sejttranszfert kovetfen a fel-
névekvé A egerekben kell kialakulniuk, hiszen & megvizs-

gélt lymphomékat recipiens eredetlinek talé&ltuk.

Halmozott lymphoma-megjelenést okozhat az is, ha az
ujszulottkorban onkogén virusfertfzésre érzékeny egerekbe
az inokulummal egérleukémia virusokat viszink &t. E lehe-
t8ség ellenbrzésére a kovetkezd kisérletet végeztik,
Elkgszitettﬁk a szokasos 4x10° lépsejt/ml toménységl
szemiallogén lépsejtszuszpenzidét, azonban az oltéds elftt
ultrahanggal elroncsoltuk a sejteket, majd 7000 g-vel le-
centrifugéltuk, és csak a 2x107 sejttel ekvivalens térfo-
gatu (0,05 ml) feluluszét oltottuk be az ujszilott egerekbe
intrévénésan. Ha a kiindulési, intakt sejtszuszpenzid az
in vivo transzformélédsra képes virust tartalmaz, akkor
annak a feltluszdban is jelen kell lennie,

Négy alkalommal, Osszesen 42 ujszlulott A egeret oltot-
tunk (BleA)Fl sejtek ultrahanggal végzett feltarésa utén
nyert feluluszéval, ezekb8l 16-ot sikerilt felnevelni, a
tobbi az oltéds napjén, vagy kozvetlentul az oltést kovetd
néhény napon beltl elhullott; A 2 hénapos kort elért
egereket a szokésos médon BlO farokbérrel meggraftoltuk,

Az egerek tesztgraftjai nem éltek hosszabb ideig, mint azt
a normél, kezeletlen A egereken megfigyeltik, a 9-10, °
napon valamennyi tesztgraft kilck6édott. Az egereket 10
hénapig figyeltiuk meg: ez alatt sz id6 alatt egyetlen

lymphoma okozta elhulléds sem tortént. (Az intakt lépsejtekkel
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veégzett toleranciakeltésen &tesett egércsoportokban ez

id6 alatt a mortalitéds elérte az 50%-ot!) Mivel a (BleA)Fl
sejtek ultrahanggal feltért szuszpenziéjénak feliluszdjat
UjszUloétt A egerekbe oltva nem lehetett lymphoma-keletke-
zést provokélni, arra kovetkeztettink, hogy a BlO—A

tolerancia-indukciét kovetBen megjelend lymphoproliferativ

elvédltozésokat nem lehet egyszerfien az Ujszildottkori onkogén

virusokra érzékeny egerek direkt virusfert8zésére vissza-

vezetni,

E kisérlet eredménye & tolerancia-indukcidkor &tvitt
ép, funkcion&ld (BleA)Fl hibrid sejtek fontoséégéravhivta
fel a figyelmet, Megkiséreltik a lymphomék kéletkezését
a lépsejtszuszpenzié egy adott szﬁbpopuléciéjéhoz rendelni,
Ezért ahti-Thy 1.2, savé + komplementkezeléssel eléltik
a Thy 1.2, markert hordozé, funkciondlé T-sejteket a tole-
ranciakeltéshez hasznélt lépsejtszuszpenzidban, majd a
szokasos 2x107 sejtet oltottuk az ujszulottekbe., A beoltott
37 egérbél 26-ot sikeriult felnevelni, majd a szokésos
idében BlO farokbért ultettink a hédtukra., A grafttulélése-
ket megfigyelve megéllapitottyk, hogy & tolerancia-indukcid
sikeres volt: a tesztgraftok tulélési ideje lényegesen
hosszabb volt, mint a normzl &llatokon megfigyelt, de egy
kissé rovidebbnek bizonyult, mint a komplett szuszpenzidval
végzett tolerancia-indukcié esetén (10, ébra). A lxmghomék

megijelenése azonban teliesen elmaradt: a 9 hdénapos meg-

figyelési id6 alatt egyetlenegy egér sem hullott el

lymphomés tinetek .kozoétt, Ezek alapjén feltételezzik, hogy
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10, ébra. A BlO tesztgraftok tulélési ideje anti-Thy 1,2,

savé + komplement kezelt (BleA)Fl lépsejt-
szuszpenzidval végzett tolerancia-indukcién
adtesett A egereken

A folyamatos vonal a kezeletlen lépsejt-
szuszpenzidéval, mig a szaggatott vonal az
anti-Thy 1.2, savé + komplement kezelt lépsejt-
6zuszpenzidéval végzett toleranciakeltésen &tesett
egerek grafttulélését mutatja. A pontozott vonal-
lal & normdl A egereken megfigyelt grafttdlélégi
gérbét jeloltuk.
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a B10—A tolerancia-indukciét kévet6 halmozott lymphoma-

megjelenés egyik fontos oki tényezdje a tolerancia-indukcié
soran az Ujszuldtt A egerekbe oltott, funkciondlé (B1OXA)F,,
Thy 1.2, alloantigén-pozitiv lépsejtpopulécié (T-sejtek).

3.5, A BlIO0—A toleranciakeltésen atesett egerek

immunoldgiai &dllapoténak megvéltozdsa

A BlO—A Ujszilottkori tolerancia-indukciét kévetd
2. hénaptél folyamatosan hullanak el az egerek a recipiens
eredet(i, generaliz&ldéddé nyirokrendszeri daganatok kévet-
keztében (3.2., 3.3, fejezet). Az egérekben egyhdénapos
korukban még semmilyen makroszképos elvéltozést nem taldl-
tunk, normélisan fejlédtek, nyirokszerveik sem tértek el
az azonos koru, kezeletlen egerekétbl. Azonban funkcionédlis
szempontbdél jelentfs eltérést sikerilt kimutetnunk a
toleranciakeltésen &tesett és a kezeletlen egerek koézétt,

A tolerancia-indukcién &tesett, négyhetes egerek
lépéb6l egyedi sejtszuszpenzidkat készitettink és ezeket
poliklonglis T- és B-sejt mitogénekkel stimul&ltuk,
A triciédlt timidin inkorporécidéjét a mintdban mért cpm
értékkel jellemezve, a kapott cpm értékeket az azonos koru,
de kezeletlen (&ltalédban azonos alombdél szérmazd) egerek._
sejtszuszpenzidiban taldlt, stimulécids értékekkel hason-
litottuk 6ssze. A 1l. &bran a kezelt egerek lépsejtszusz-
penzidéiban mért timidin inkorporécidét a kontrollok széza-

lékédban fejeztuk ki,
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11, &bra. Poliklondlis T és B sejt mitogének hatésa
4 hetes, B1l0 —>A tolerancia-indukcién &tesett
egerek lépsejtjeire

Az abréan a kezelt egerek lépsejtjeinek
timidin inkorporéciéjét tintettuk fel az azonos
koru, normél kontroll egerek sejtszuszpenzidiban
mért cpm értékek szézalékéban kifejezve,
Mitogének: a, 2,5 pg/ml Con A
| b. 25 pg/ml LPS .
c. 2,5 pg/ml PWM,
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A T-sejt mitogénként ismert Con A az esetek zdmében
csak nagyon kis mértékben volt képes stimulédlni az Gj-
szulottkori tolerancia-indukcidn &tesett egerek lépsejtjeit.
A megvizsgdlt 18 egér kozul 16 esetében &tlagosan a kont-
rollnak csupén husz szézalékét érte el, Két esetben a
stimuléciés vélasz nem tért el a kontrolltél (1ll/a ébra).

A B-sejt mitogénként ismert LPS a 9 Bl1O—A tolerancia-
keltésen &dtesett: egér lépsejtszuszpenzidjébdél 6tben csak .
10-20%-nyival, egy esetben 30, tovébbi héromban pedig
43-48%-kal kisebb stimulédlé hatédst fejtett ki, mint a
kontroll kulturékban. Az LPS mitogén effektusa tehat a
Con A-val kapott eredményekhez viszonyitva csak kis mérték-
ben csékkent (11l/b ébra),

A PWM hatését vizsgalva ismét a Con A-val végzett
kisérletekben tapasztaltakhoz hasonlé jelenséget figyeltunk
meg: & toleranciakeltésen &tesett egerek lépsejtjeinek
timidin inkorporécidja legtobbszér nem haladta meg a
kontrollok 5-20%-4t; egy esetben 26, - tovébbi kettdben
pedig 42-45 Y%-ot ért el., Ez azt mutatja, hogy a T- és a
B-sejteket is stimuldldé PWM ugyancsak er@sen csdkkent haté-
konységgal indukdlja a toieranciakeltésen étesett egerek
lépsejtjeinek DNS-szintéziseét, illetve proliferéciséjét
(11/c é&bra). .

Mind a Con A-val, mind a PWM-mel vegzett stimulécids
kisérletek eredményei arra utalnak, hogy a B10—A toleran-

cia-indukcién &tesett egerek lépsejtszuszpenzidjénak a

T-sejt mitogénekre adott vélasza er6sen csokkent, vagy
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esetenként csaknem teljesen hidnyzik., Ennek egyik oka
lehetne az is, hogy maguk a T-sejtek csak kis szémban
vannak jelen e lépsejtszuszpenzidkban, vagy hiényoznak
bel6lik. A kérdés eldontésére anti-Thy 1.2, és anti-Ia
savéval komplement-dependens cytotoxicitési tesztben meg-
vizsgéltuk & toleranciakeltésen atesett egerek lépsejt-
szuszpenzidinak T-sejt és Ia-pozitiv sejt tartalmdt. Azt
taldltuk, hogy a mitogén tesztben (Con A, PWM) "néménak"
bizonyulé lépsejtszuszpenziékban a Thy 1.,2,-pozitiv (T)

sejtek aranya nem tér el szémottev8en az azonos koru, keze-

letlen egerek szuszpenziéjéban megfigyelt értékt8l (7. téb-
lézat), legfeljébb csak néhény szézalékkal kevesebb Thy 1,2,-
pozitiv sejtet tealélunk, de ez a cytotoxicitési teszt
érzékenységét ismerve nem szignifikéns kuldnbség. Ennek
alapjén feltételezzik, hogy a T-sejt mitogénekkel szemben
tapasztalt érzéketlenség funkcionélis eredetli és nem a
T-sejtek hiédnya okozza.

A 7. téblézaton tuntettik fel az anti-H-22 ¢s az
anti-H—2b savékkal végzett cytotoxicitési tesztek eredmé-
nyeit is, Minden megvizsgélt 4 hetes egér lépsejtszuszpen-
zidja gyakorlatilag lOO%—banlreagélt az anti-H-2% savéval.
A (BleA)Fl sejtek jelenlétére utald BlO-re jellemz§ sejt-
felszini antigének a 10 megvizsgélt egér koziul négyben
egyértelmlen kimutathaték voltak, TovéBbi hérom egérben &
cytotoxicitds a kimutathatéség hatérértéke kordl volrt,
hérom esetben pedig nem tal&ltunk pozitivitésra utalé cyto-

toxicitédst. Ezek alapjén a B1O —A tolerancie-indukciot
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7. téblézat., Bl1O— A toleranciakeltésen &tesett 4 hetes

egerek lépsejtjeinek érzékenysége alloanti-

savékkal szemben a komplement-dependens

cytotoxicitési tesztben

Target Cytotoxikus effektus (%)
] a b i X k
anti-H-2 anti-H-2 anti-Thyl.2, anti-Ia
Norm&al A : _ v
lépsejtek 95-100 o 30-35 55-60
Normél
(BleA)Fl lép-
sejtek 95-100 95-100 30-35 55-60
Tolerancia-
indukcién
dtesett 1. 100 3 32 63
24 Q7 O 29 49
3. 100 2 34 57
4, 97 20 28 53
5. 100 0 33 55
6. 100 0 25 55
e 83 43 34 51
8. 13 27 53
S. 4 29 47
10, 11 32 52
1l. 33 57
12, 32 53
13 29 55

Alloantisavék: anti-H—2a

L 3
B1O anti-A; anti-H-2P= A anti-B10;

anti-Thy 1.2.= AKR anti-CBA; anti-Iak= ATH arnti ATL.
Higitdsuk 1:5, a komplementhigitéds 1:8 volt,
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kévetéen az egerek kb. egyharmadéban egy hénapos korban
még jelentds a lymphoid chimerismus, A (BleA)F1 sejtek
esetenkénti magas arényban valé jelenléte (43%, 20%) arra
utal, hogy az F1 eredetl sejtek nemcsak életben maradnak
az ujszulottkori toleranciakeltésen &tesett egerekben,
hanem szaporodnak is,

Visszatérve arra a megéllapitédsunkra, miszerint a
T-sejt mitogénekkel szembeni vélaszképtelenség funkcioné-
lis eredetlnek tlnik, tovébblépésként azt préb&ltuk tisz-
tézni, hogy vajon aktiv szuppresszor sejtek &ltal fenn-
tartott jelenséggel &llunk-e szemben, vagy valamilyen egyéb
folyamat gdtolje & mitogén indukélta proliferécids vilaszt.

Ha a gétlést szuppresszor sejtek tartjék fenn, akkor
ezek hatésénak az uUn, szuppresszor tesztben kimutathatdénak
kell lennie, tehét ha a feltételezett szuppresszor aktivi-
téssal biré sejteket a kulturékhoz adjuk, gétolniuk kell
a normdl sejtek mitogénekkel szembeni vélaszét is, ElBzetes
eredményeink szerint a Con A-val norm&l A egér lépsejteken
kivéltott stimuldcidés vélasz ujszilottkori tolerancia-
keltésen &tesett egerek lépsejtjeivel térténd egyltt inku-
béléssal nem volt gétolhatéd. | .

A kisérlet soran 2,5x105 normél lépsejthez ugyanannyi,
toleranciakgltésen éteseft egérb8l szédrmazd lépsejtet
kevertink, majd 2,5 pg/ml koncentrécioju Con A-val stimu:
14ltuk a sejtszuszpenzidkat., A harom napig tartdé inkubdlés

utén a szokésos médon 1 pCi timidinnel jeloltuk a kultu-

rékat. Kontrollként olyan kulturgkat inditottunk, amelyek
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csak normél sejteket tartélmaztak: 2:5x105, illetve

5x10° sejtet lyukanként, tovébbé olyat, amelyben csak
2,5x105 toleranciakeltésen &tesett egérb8l szérmazé sejt
volt. A toleranciakeltésen &4tesett egerek lépsejtjeibsl
készilt szuszpenziébdél higitési sort is készitettiink és
véltoz6 keverési aréanyban adtuk hozzéd a 2,5x105 normél
sejtet tartalmazd kulturédkhoz., Az eredményeket a 12,&ébrén
tuntettuk fel,

Ebb6l léthaté, hogy & toleranciakeltésen atesett
egerekbfl szérmazéd sejtek nem gétolték a normél kulturak
aktivitésédt, Megéllapithaté az is, hogy a normél sejtek
sem fliggesztették fel a tolerancia-indukcién éteseft ege-
rekb8l szérmazé lépsejtek Con A-val szembeni vélaszképte-
lenségét, hiszen a tesztkulturdk timidin inkorporéciés
értékei messze alatta maradtak az ugyanolyan sejtszémot
tartalmazé normél sejtes kulturék értékeinek, A mért cpm
a toleranciakeltésen dtesett és a normél kulturék cpm
értékeinek az 6sszegével volt egyenl, azaz a két sejt-

féleség tesztkultursdkban nem hatott egymésra.
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12, &bra. B1lO0 —A toleranciakeltésen atesett 4 hetes
egerek lépsejtjeinek hatésa normél A lépsejt-
szuszpenzié Con A-val indukélt T-sejt proli-
ferécidjéra

Toleranciakeltésen &tesett egérbél szérmazd,
kilénbozé szamu lépsejtet adtunk 2,5x10° normal
A lépsejthez (©) és 72 6rés inkubdlast kovetden
mértik a timidin inkorporaciét.

Kontrollok: 2,5x105 normél A lépsejt (0O ),
2,5xlO5 tolerancia-indukcidén &tesett egérbél
szérmazé sejt (@), és a tesztkulturékkal azonos

.

szédmlu, de normdl sejttel kiegészitett lépsejt-
kulturék (@ ). A Con A koncentracié 2,5 ug/ml
volt,
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4, DISzZKUSSZIO

A tolerancia-indukcidét kévetfen megjelend lymphomak

eredete. Az ujszuldttkori transzplantéciés tolerancia-induk-
cidé é16, osztdéddoképes Fi hibrid sejtek Gjszildtt egerekbe
valé oltasaval torténik, Igen kézenfekvd volt a gyanu,
hogy a tolerancia-indukciét koévetfen azért jelentek meg
halmozottan a lymphomék, mert az Ujszildtt egerekbe méf
eleve malignusan transzformé&lt sejteket'oltottunk. Ennek
a lehetfsége a spontédn lymphomék ritkaséga-folytén a
B10 —A torzskombinZciéban szinte kizért, hiszen a (BleA)Fl,
de a (BlOxCBA)F, hibridek k&zétt sem talaltunk lymphoméban
megbetegedett egeret, (CBAxA)Fl hibridekben‘ugyan kis gyako-
risédggal manifesztélédott a lymphoma, de ebben az esetben
is erfsen csokkentette & lymphoma-&tvitel lehetfségét az,
hogy csak a makroszképosan normélis 1lép( Y egereket
hasznéltuk fel lépsejtdonorként,

Tovébbi direkt bizonyitékaink is vannak a lymphomdk
F, hibrid eredetével szemben. Az F, hibrid egerek sejtjei-
nek felszinén mind a két sziléi térzsre jellemzd f& hiszto-
kompatibilitési antigének manifesztélédnak (28) és ez
agltaléban lymphomés sejtek esetében sem véltozik meg., Ezt
a (CBAxA)Fl hibrid egérbél izol&lt lymphoma (L/III. jeldl,
lésd 3.1, fejezetben) esetében igazoltuk is, Ez a lymphoéa-
vonal Komplement-dependens cytotoxicitési tesztben egya-
rant reagalt anti-H-Zk é€s antieH-Za savéval, A CBA—A

tolerancia-indukcidét kévetden megjelent, majd izoldlt
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L/XXXIII. jell lymphoménk azonban csak anti-H-22, az

A —CBA tolerancia-indukcié utén izol&lt L/1-4 Asc. és L/VI.
lymphomavonalaink kizarélag anti-—H-zk savékkal reagédltak
(itt nem ismertetett adatok), A 3,2, fejezetben ismertettik
a Bl0O—A tolerancia-indukciét kévetS8en megjelent lymphomék
fé& hisztokompatibilitési antigénjeire vonatkozd tesztek

eredményeit, Ebben az esetben is csak a recipiensre jellemz§

(H-Za) antigének jelenléte volt kimutethaté, ami azt bizo-
nyitja, hogy az Ujszuldttkori tolerancia-indukcidt kévetden
megjelen lymphomék nem donor, hanem recipiens eredetlek.
Azt a megfigyeléseinkb6l, valamint az irodalmi adatokbdél

is tudjuk, hogy az A, BlO és CBA egértorzsekben a spontén
lymphomék ritkén fordulnak elé (27), ellentétben e BALB/C
vagy AKR egerekkel, amelyekben gyakorisk a B-sejtes kis
lymphocytés (BALB/c), illetve a T-sejtes lymphoblastos
lymphomék (AKR) (27, 29).

Gyanunk a kovetkez8kben az onkogén hatésu egérvirusokra,
az RNS-tartalmu, un, retrovirusokra terelfdott (8. téblézat),
arra, hogy esetleg a lépsejtszuszpenzidkkal nagy szémban
viszink &t leukémia virusokat, amelyek @z Ujszilott egerek-
ben nagyon erés lymphoma- és leukémiakelt6 hatésuak (30, 31).

Mivel a BlO—=A torzskombinéZcidban nagyon korén
kezd6d6 lymphoma okozta elhullésokat figyeltink meg (3.1.
fejezet, l.ébra), e rendszerben prébdltuk tisztézni az '
esetlegeés virusfertfzés szerepét. Ultrahanggal elroncsolt

donor (BIOxA)F, lépsejtek feluluszbjét oltottuk ujszhlott

A egerekbe., A kisérleti eredményeink szerint azonban a
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8. téblézat, Lymphomakeltf egér retrovirusok Mak
szerint (32)

Virus : Az altala induk&lt malignoma
Abelson-leukaemia- pre-B-sejtes leukaenmia,

virus B-immunoblastos lymphoma
Friend-leukaemia- erythroleukaemia, T-sejtes
virus lymphomék

Gross-leukaemia~- T-sejtes leukaemia, lymphoma
virus

Harvey-sarcoma- erythroblastosis, fibrosarcoma
virus

Kirsten-sarcoma- erythroblastosis, fibrosarcoma,
virus lymphoma

Moloney-leukaemia- T-sejtes leukaemia, thymoma
virus

Myeloproliferativ erythroblastosis, myeloproliferativ
sarcomavirus syndroma, lymphoma

lymphoma—keletkezés elmaradt, Egy mésik kisérletinkben
az antf—Thy 1.2, savéval + komplementtel kezelt (BleA)Fl
lépsejtszuszpenzid UGjszilottekbe valé oltésat kovetben is

elmaradt a lymphoma-keletkezés, tehét még a sejtekkel esetleg
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dtvitt virusok sem voltak alkalmasak egymagukban lymphoma-

‘

indukciéra (3.4. fejezet).

A transzplantéciés tolerancia-indukcid és a lymphomék

halmozott megjelenése. A szemiallogén lépsejtekkel végzett
Ujszulottkori transzplantécidés tolerancia-indukcié leg-
szembet(in6bb kévetkezménye az alloantigénekkel szembeni,
specifikus vélaszképtelenség (33). Ennek magyarézata a
klasszikus Burnet-féle teéria (34) szerint az, hogy

elimindlddnak az alloreaktiv lymphocyta klénok,., Azonban a

transzplantéciés tolerancia mechanizmusét vizsgélé kutaté-
sok sorén olyan adatok mertltek fel, amelyek egy aktiv
‘szuppresszor T-sejtes mechanizmus jelenlétérerutalnak

(35, 36, 37). A szuppresszor sejtek jelenléte, illetve
generélhatéséga, és ezédltal esetleg specifikus immuntole-
rancia kialakithatéséga mind elméleti, mind gyakorlati
szempontbél igen jelent®s kérdés, A tolerancia indukélha-
téséga igazi megoldédst adhatna a szervatiltetésekben érde-
kelt klinikusok széméra, akik a mGtéti technikék kidolgo-
zésa és tokéletesitése utén elsBsorban a transzplantdtumok
rejekciéja ellen kizdenek. E .téren - a szuppresszor sejtes
mechanizmusok szerepének felismerése mellett - més igéretes
eredmények is kialakuléban vannak, Feltételezik példéul,
hogy a T-sejtek &ltal termelt interleukin-2 (IL-2) hiényﬁ
igen fontos szerepet jétszik a tolerancia kialakitésaban,
Az ujséﬂlﬁtt egerekben, amelyek egyébként IL-2 deficiensek
és kénnyen indukélhaté bennik tolerancia, k&ls& IL=-2

bevitelre mér elveszitik a tolerancia-indukcidra valé
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készségiket, azaz egy antigéninger IL-2 deficiens &llapot-

ban specifikus vélaszképtelenséget idézhet el (38, 39).

Eppen a specifikus transzplantdcids tolerancia elé-
idézhet8ségének nagy jelentfsége miatt igen fontosnak tar-
tottuk annak a kérdésnek a részletes vizsgédlatét, hogy van-e
valamilyen 6sszefliggés az Ujszuloéttkori, valamint a
. szuppresszor sejtek &tvitelével keltett, felnSttkori tole-
rancia kialakulésa és e beavatkozésokat kovet6en megfigyelt'
halmozott lymphoma-megjelenés kozott.

A3,3.,1.,, 3.3.2,, és a 3,3.3, pontok aslatt ismertetett
kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a transzplantéciés
tolerancia létrejotte és a lymphomék halmozott megjelenése
két, egyméstél fiuggetlen folyamat., Mind az el8bbit (40),
mind az utdébbit befolyésoljék immungenetikai tényez8k, de
ezek szintén nem azonosak, Vizsgélataink a legkevésbé sem
mutatnak arra, hogy malignus lymphomék gyakrabban fordul-
nénak eld azokban az egértorzs-kombinécidkban, vagy egy
adott kombin&cidén bellul azokban az egerekben, amelyekben
a transzplantdtumok hosszabb ideig élnek, vagyis amelyek-
ben a transzplantéciés tolerancia-indukcié sikeresebb volt,
Ebb6l azt a megnyugtatdé kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
elvileg lehetséges transzplantécidés toleranci&t induké&lni
anélkil, hogy megnévelnénk a lymphomdk kialakulésénak
kocké&zatédt. A transzplantécidés tolerancia-indukcié ered—’
ményeséége és a megndéveked6 lymphoma-gyakorisdg kozétti
esetleges Osszeflggésre vonatkozdé publikécidé tudomdsunk

szerint még nem jelent meg.



- 60 =

Az F1 hibrid seitek szerepe a lymphomék kialakulésé-

ban, Kisérleteinkben megéllapitottuk, hogy a BlC—A Uj-
szUléttkori transzplantécidés tolerancia-indukcisét kéveté-
en az egerek egy része (a megvizsgédlt 10 kézil 4 biztosan)
- legalébbis 4 hetes korban - chimerédnak bizonyult (3.4.
fejezet), Hasonldé megfigyelésekr6l szémolt be Hard (41)
(T6T6xRFM)F1 hibrid lépsejtek RFM egerekbe valé oltésa utén,
Simpson pedig a (C57BL/6xBALB/c)Fl——ﬁ>BALB/C térzskombiné-
ciéban (42). Az Ujszilottkori tolerancia-indukciét kovetéen
kialakulé lymphoid chimerismust patkényokban is megfigyel-
ték, s8t ugy taldlték, hogy a toleréns gllatokban a
SZuppresszo T-sejtek‘az Fqi sejtekkel azonosak (43). A fel-
sorolt adatok tanuséga szerint a tolerancia-indukcié kap-
csén az Ujszulottekbe oltott €16 hibrid lymphoid sejtek
tovébb éltek, szaporodtak és funkciongltak az uj koérnyeze-
tikben is, Eppen ezért fontosnak tartjuk azokat a kisérleti
eredményeinket, amelyek szerint az anti-Thy 1,2, savdéval +
komplementtel kezelt (BleA)Fl lépsejtszuszpenzibt Ujszulott
A egerekbe oltva a transzplantédciés immuntolerancia kiala-
kult, de a lymphomék megjelenése teljesen elmaradt (3.4.
fejezet). |

Az Ujszulottkori transzplantéciés tolerancia létre-
jottéhez tehat nem szakséges;hogy a szemiallogén lépsejt-
inokulum é18 T-sejteket tartalmazzon, ugyanakkor ugy '
létszik, hogy a lymphomék kialakuldséban az F; eredet(

T-sejtek igen fontos szerepet toltenek be, Ez az eredméhy

Gjabb, most mar kézvetlen kisérletes bizonyitékot
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szolgéltatott azon feltevésﬁnkre; miézecint a lymphom&k
keletkezése fiuggetlen a specifikus transzplantdciés immun-
toleranciétél, igazolva, hogy gyakorlatilag is lehet
toleranciét kelteni anélkiil, hogy lymphomék keletkezését
idéznénk el§.

Ami a Thy 1.2. markert illeti, valészinlinek tartjak,
hogy ennek a molekuldnak els8dleges funkciéja nem immuno-
légiai, hanem &ltalédban a szorosabb sejt-sejt kézdtti inter-,
akcidkban vesz részt. Az immunregulécidés és a sejtmedidlta
effektor mechanizmusokban részt vevd T-sejtek sziméra ez
ugyancsak fontos lehet (44). A .Thy 1,2, pozitiv T-lymphocyték
elimindléséval eleve kizértuk az F, hibrid donor T-sejtek-és
@ recipiens A egér sejtjei koézotti interakcidk lehetéségét.
A kovetkez6kben a lehetséges kélcsténhatésokat prébaljuk
éttekinteni,

A krénikus graft-versus-host reakciét (GVHR) kévetden
fokozott gyakoriséggal jelennek meg malignus lymphomék.

\E lymphomékat a parentélis toérzs (donor)-—vF1 hibrid
(recipiens) kombinécidéban donor, azaz parentélis térzsbél
szérmazénak taldltak, ami mintegy igazolni létszott azt az
elképzelést, hogy a krénikus antigéninger hatéséra lympho-
mék fejlédnek ki (15, 45).

A transzplantdcidés immunoldégia szabédlyai szerint a .
beltenyésztett egerekben a szemiallogén Fl sejtek vagy
tolerancist induké&lnak, vagy kilokédnek, de graft-versus-host
reakciét (GVHR) elvileg nem okozhatnak, Egy esetben fordﬁl-

hatna el GVHR-szerl reakcié, ha az Fy sejtek olyan antigént
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ismernének fel a parentédlis t6rzsl egérben, amely nem
expresszalédik az Fy sejteken (46).

Esetinkben nem valészinl, hogy ilyen speciédlis, F1
sejtek &ltal okozott erés GVH reakcié jelentkezett volna,
A megbetegedett egerekben sem boncoléskor, sem a szdvettani
vizsgélatokkor nem figyeltink fel gyulladdsos reakcidkra,
a nagy lépl egerekben nem voltak kimutathaték Fy eredet(
lymphocyték. A GVH reakcidét intenziv sejtszaporodés kiséri,
azonban a mitogénekkel végzett stimuléciés kisérletek sorén
nem tapasztaltunk er6s mitotikus (illetve DNS-szintetiz&ld)
aktivitést azokban a négy hetes egerekbdl szérmazé lépsejt-
kulturékban, amelyeket stimuldlatlan kontrollként inkubdl-
tunk, E kulturdk inkorporéciét jelz8 cpm értékei nem tértek
el szémottevfen a megfeleld koru szingén egerek lépsejt-
kulturéiban mért cpm értékektél,

Tobb beszédmolé jelent meg arrdél, hogy a szemiallogén
Fi lépsejtek ujszilott egerekbe oltését kovetden un,
host-versus-graft (HVG) szindréma léphet fel (42, 47, 48).
Az akut HVG szindréma sorén az egerekben silyos immunkomplex
betegség alakul ki, emiatt a vesékben glomerulonephropathia,
a méjban pedig infarktusok fejlédnek ki, amelyek milliméter-
nyi,'vagy akar egész méjlebeny kiterjedésliek is lehetnek.
Er6teljes deplécid észlelhet a 1lép és a nyirokcsomdk
T-dependens érediban, ezzel pérhuzamosan polymorphonuclea;is
és eosinophil leukocytdk fokozott bedramlésa figyelhet6 meg.

A B-sejtes zénékban, a nyirokcsomék és a lép folliculusai-

ban azonban - ellentétben a T-sejtes zénékban megfigyelt



- PR i

sorvadassal - er8teljes hyperplasia fejlédik ki, a centrum
germinativumban a szokésos 24 napoé kor helyett mér 7 napos
korban érett plazmasejtek jelennek meg. A betegségben az
egerek egy része gyorsan elhullik (49). Az akut HVG szindré-
mét tulel® egerekben késEbb igen gyakran recipiens eredetl
B-sejtes lymphomdk fejl&dnek ki, A premalignus és malignus
elvédltozésok a Peyer-plakkokban, nyirokcsomékban és a 1lép-
ben jelennek meg, é thymus viszont soha nem érintett,

| Igen figyelemre mélté a szémunkra az is, hogy a HVG
szindréma "beinduléséhoz” érett, Fy eredetl 1épb6l vagy
nyirokcsomébé6l szérmézé T-sejtek bevitelére van szikség.
Ha éretlen, a thyﬁusbél szérmazé sejtszuszpenzidval oltotték
az ujszﬁlétt.egereket, mind a HVG szindréma tinetei, mind a
lymphoma-keletkezés elmaradt (47).

Az &ltalunk vizsgdlt BlO— A tolerancia-indukciés
rendszerben nem tapasztaltuk az akut HVG szindréma jeleit,
ezek a néhény korai (7-21 nap k6zotti) elhulléds esetén sem
mutatkoztak, A lymphomék azonban a mi esetinkben is B-sejt
eredetlieknek bizonyultak, és a lymphoma-indukciét is Fy
eredetl T-sejt dependensnek taléltuk.

Az uUjszulottkori tolerancia-indukcié sorén &tvitt €16,
érett T-sejtek egy része az eredeti gazdéban immunregulécids
feladatokat toltdétt be (50), Ha idfs egerek lépsejtjeit
oltottéak fiatal, legfeljebb néhény napos szingén egerekbe:
akkor azokban sulyos immunregulécids zavarokat lehetett
provokalni: gatoltté valt a lépsejtek Con A-val szembeni

vélaszképessége, és a Rous-sarcoma virussal vald fertdzést
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kévet8en dtszdrdsére nétt @ primer sadrcomdk incidencidja
(51). Ismeretesek olyan adatok, amelyek szerint az égér-
torzsek "természetes" &llapotukban C tipusu onkogén viru-
sokkal fert86zottek, de ez éltalédban nem jér semmiféle
kovetkezménnyel, mert az onkogenezis bizonyos genetikai
kontroll alatt 4ll (52). A toleranciakeltés soran atvitt
Fq eredetl T-sejtek azonban - esetleges immunregulécids
zavarokat provokélva - hozzédjarulhatnak e virusok aktivalé-
déséhoz, amely azutén lymphomék indukciéjéhoz vezethet,
Ann&l inkébb figyelembe kell venni ezt a lehet8séget, mert
a lymphomék halmozott megjelenésével‘jéré immunreakcidk
sorén (krénikus GVHR, HVG szindrémé, graftkilok6dési reak-
cidk, cyclosporinnal végzett immunszuppresszié) az onkogén
egérleukémia virusok aktivécidjérdél szémoltak be (42, 47,
53, 54),

Azok az immunreguléciés folyamatok, amélyeknek a fel-
borulésa az onkogén leukémia virusok aktivélédésdhoz vezet,
szinte teljesen ismeretlenek. Legtdbben az intenziv sejt-
proliferdciéval hozzék kapcsolatba, de azt, hogy ez oki
tényezf-e vagy csak kovetkezmény, igen nehéz megitélni,
hiszen ismertek olyan adatok is, melyek szerint maguk az
onkogén virusok szintén képesek erfteljes sejtosztédést
kivéltani (55), antivirélis kezelés (acyclovir) haté&séra
pedig esetenként ezek a hiperplézigs folyamatok vissza- '
fordithatdék (56).

Az aktivélédott virusok létrehozhatnak erf6s immun-

szuppressziét is ugy, hogy vagy elpusztitjék az effektor
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lymphocytékat, vagy pedig modulgljék az immunrendszert:
specifikus és nem specifikus szuppresszor sejteket gene-
rélnak (57).

A Bl10— A tolerancia-indukciét koévet8en a T-sejt
mitogénként ismert Con A-val szemben gétolt vélaszképes-
séget taléltunk, azonban nem specifikus szuppresszor sejtek
jelenlétét az eddigiekben nem sikerdlt kimutatnunk (3.4. fe-
jezet), Emellett az anti-Thy 1.2, ellenanyaggal végzett
komplement-dependens cytotoxicitédsi tesztben igazoltuk,
hogy a T-sejtek normélis vagy alig csbkkent mennyiségben
voltak jelen & tolerancia-indukcidén &tesett egerek lépében,
A fentiek figyelembevételével a T-sejt mitogénnel szembeni
er6sen csokkent reakcidéképesség ugy magyarézhaté a legegy-
szerlbben, hogy szémottevBen megvéltozott a lépben 1lévd
T-sejtek szubpopulécidés szinten vald megoszlédsa, Nishimura
és mtsai (58) Percoll slirliséggrédiens centrifugéléssal
hdrom olyan T-sejt szubpopulécidét kiulonitettek el, melyek
kilénbdztek az IL-2 és a Con A &ltal kivélthaté prolifera-
ciés aktivitasukban, Feltételgzték, hogy az &ltaluk F3-nak
nevezett frakciét az a szubpopulédcié alkotja, amely a
thymusban révid életli, még ott elpusztuld, éretlen T-sej-
tekb8l 411. Ezek a sejtek normélis koérilmények kozodtt nem
hagyjék el a thymust, sem Con A, sem IL-2, sem Con A + IC-Z
hatésrd nem proliferdlnak., Tovébbi vizsgélatokra van szik-
ség,'hogy megéllapitsuk, hogy valdban ilyen éretlen T-sejtek
jelenfek—e meg a Bl10—A tolerancia-indukcidén &tesett

négyhetes egerek lépében,
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Kisérleteink folytataséban fonéos célnak tekintjuk
megvizsgalni, hogy milyen immunreguléciés zavarok felel@sek
a lymphomék halmozott megjelenéséért, Az Ujszilédttkori
tolerancia-indukcids rendszert, kilénésen a Bl10O—>=A torzs-

kombinécidéban, alkalmasnak tartjuk e viisgélatok elvégzésére,
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5. AZ EREDMENYEK ROVID USSZéFOGLALASA

Szemiallogén (Fl) hibrid lépsejtekkel ujszulottkori
transzplantécidés toleranciat indukaltunk A, B1O és CBA
torzsli egerekben, A tolerancia-indukciét koévet8en lymphoma
okozta halmozott elhulldsra figyeltunk fel, kilénésen a
Bl0—= A torzskombin&dciéban, ahol az egerek tébb mint 50%-a
meg sem érte az egyéves kort, ‘A toleranciakeltésen &tesett ,
egerek boncolési adatait Osszegylijtve megkiséreltik meg-
hatédrozni az egyes térzskombindcidkra jellemzé lymphoma-
incidencidkat, Eszerint a Bl10O— A kombindciéban 62, a
B10—CBA-ban 7,6, az A—CBA-ban 7,2, az A—Bl0O-ben 3,6
eés a CBA —A-ban 1,2%-o0s a lymphomédk gyakoriséaga.

Adataink szerint a keletkezett lymphomédk (legalébbis
a B10—-A rendszerben) nem Fiv hanem recipiens eredetlek,

A szovettanilag is megvizsgélt lymphomdk kivétel nélkil az
immunglobulin-szintézis irényaba mér elkotelezett, vagy mér
immunglobulint szekret&ld B-sejtes tipusunak bizonyultak.

A szekretdlt immunglobulinok az IgG vagy az IgM alosztélyba
tartoztak,

Megédllapitottuk, hogy az Ujszuldttkori transzplantacids
tolerancia-indukcidé eredményessége és a malignus lymphomék
halmozott megjelenése nem figg szorosan O6ssze, Ezt a kﬁveE-
keztetést a kovetkezd kisérleti eredmények alapjan vontuk le.
1.) Nem‘taléltunk 0sszefliggést az egyes torzskombindcidkban
megfigyelt lymphoma incidencidk és az adott térzskombinééié-

ra jellemz8, a transzplanticiés tolerancia-indukcié
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eredményességét jelz6 tesztgraft tulélési idBk kozott.

2.) A nagy lymphoma-gyakorisagu B1O —A torzskombindcidban
nem volt kilonbség a tolerancia-indukcién dtesett és
lymphoméssé v&lt, valamint a tolerancia-indukcién ugyancsak
atesett, de lymphoméssé nem védlt egerek tesztgraftjainak
tulélési idejében., A tesztgraftok mindkét csoportban azonos
Gtemben és azonos arényban 1lokédtek ki,

3.) Az A—CBA torzskombinédcidéban a tolerancia-indukcidn
&dtesett és a tesztgraftjukat permanensen visel$ egerek lép-
sejtjeit tovabb oltva norm2l, ATS-sel immunszupprimélt,
feln6tt, szingén egerekbe un, feln8ttkori tolerancia alakul
ki. A felndttkori tolerancia sorozatosan tovébbvihetének
bizonyult, ha a lépsejteket ismételten normal, ATS-sel
immunszupprimélt egerekbe oltottuk., Igy az egerek kb. 40%-a
mindig permanens grafttuléléslivé vadlt., Ekézben azonban,
annak ellenére, hogy sejtdonorként csak makroszképosan
normélis 1épl egereket hasznaltunk, egyre halmozottabban
jelentkeztek malignus lymphomék, Az uUjszulottkori toleréns
egerekbfl toértént I, passzdzsban 10, az un. felndttkori
tolerancia ismételt tovébbvitelét kovetden 25, 35, majd
100%-ra emelkedett az egerek lymphoma okozta elhullésa,
Ek6zben a lymphomés egerek tulélési ideje is erdteljesgn
csokkent, azaz egyre malignusabb iymphomék jelentek meg.

A lymphomésséd valt és a lymphomamentes egércsoportok ebben
a kisérleti rendszerben sem tértek el szzmottevfen egymastdl
sem az atlagos grafttulélési idejikben, sem pedig a tole-

rénsséd valt egerek részarényéban.
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A BlO—A torzskombinécidban a iymphomék halmozott
megjelenéséért kdzvetlenul nem az Fq lépsejtszuszpenzidval
esetleg atvitt onkogén virusok &ltal az e virusokra érzékeny
Ujszulott egerekben elfidézett fertbzés a felei6s. Kimutat-
tuk, hogy a tolerancia-indukciéhoz haszné&lt F, lépsejt-
szuszpenzidban 1év6, €16, aktiv, Thy 1.2, antigént hordozé
(T-)sejteknek az ujszulott egerekbe vald jutésa feltétele
az e torzskombindciéban megfigyelt halmozott lymphoma-meg- -
jelenésnek, Thy 1,2, antigénnel szemben termelt alloanti-
savéval + komplementtel térténé kezeléssel élpusztitva az
inokulum T-sejtjeit, elmaradt a lymphomédk halmozott jelent-
kezése, azonban a transzplantécidés toleranciakeltés eredmé-
nyesnek bizonyult: a specifikus tesztgraftok lényegesen
hosszabb ideig éltek, mint az a normél A egerekben megfigyel-
het6 volt,

Jellegzetes immunolégiai elvéltozésokat figyeltink meg
a B1lO —A tolerancia-indukcién &dtesett 4 hetes egereken.
Annak ellenére, hogy lépikben a normélis, kezeletlen egerek-
hez hasonldé arényban vannak jelen a T-sejtek, a T-sejt
mitogénnek tartott Con A csak ‘nagyon gyenge mitogénvélaszt
tud kivéltani, Kisérleteinkben a B10O — A toleranciakeltésen
dtesett egerek lépsejtszuszpenzidéja &ltaldban csak a normél
kontroll 5-25%-&nak megfeleld timidin-inkorporéciét mutatgtt
Con A hatdséra. El8kisérleteinkben nem sikerilt szuppresszor
hatésu ;ejtek jelenlétét kimutatni, amelyek gétolték volna a
mitogén effektust, igy feltételezzik, hogy a lép T-sejt

Osszetétele szubpopulécidés szinten véltozott meg.
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A B-sejt mitogénként ismert bakferiélis LPS mitogén
aktivitédsa nem csdkkent szaémottevden. ,

Kisérleteink eredményeképpen véleménylnk szerint egy
igen hasznos lymphoma-indukciés modellt sikertlt tal&lnunk,
ami lymphomék keletkezésének és az immunregulécidés zavarok-

nak a mélyebb 6sszefliggéseire, valamint a praelymphomatosus

dllapotok kisérletes vizsgadlatéra adhat lehetfséget.
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6. KUOSZONETNYILVANITAS

Készéném Dr, Végh Pélnak a bizalmat, hogy a Kisérletes
Sebészeti Intézet Immunolégiai Laboratériuméban dolgoz-
hattam, és azt a nagyon sok szakmai és emberi segitséget,
ami nélkul hamvéban holt lett volna minden igyekezetem.
Kész6nom Dr, Jénossy-Tamésnak a turelmét, amivel egy
z61dfullG zaklatésait elviselte és azt a sok-sok hasznos
tandcsot, ismeretet, amit t8le kaptam, Készéném tovébbd

az asszisztensnbknek, mindegyiké6juknek, a nélkildzhetetlen
segitségiket és a jokedviket, amivel hasznosabbd és kelle-

mesebbé tették a hétkéznapok hosszu sorat.

Végul tisztelegni szeretnék Petri Gébor professzor ur

példat 411ité emléke elétt.
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