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1. BEVEZETES

A daganatos megbetegedéseket mar igen koran megprébaltak
"immunolégiai” médszerekkel gydgyitani. Jenner felfedezését
kévetten, aki pusztan tapasztalati alapon készitett a himl§
ellen hatasos vakcinat, hasonléan az immunrendszer és az
immunoldgiai torvényszeriliségek ismerete nélkil mér a mualt
szdzadban megkisérelték a daganatos betegeket tumorkivonatokkal
végzett immunizdlassal megmenteni (1). Néhany esetben a siker
teljes volt, a betegek meggydgyultak, sok esetben azonban éppen
ellenkezé hatast értek el, a daganatok novekedése meggyorsult.
E kudarcok okanak kideritéséhez hiényoztak az ismeretek, igy a
tumorral szembeni “immunizaléds"” Otlete egy idére feledésbe
merilt,

Szazadunk elején, amikor kezdték feltarni az immunoldgia
alapvet$ torvényszerliségeit, a daganatos betegségek immunolé-
giai vonatkozisai is az érdekl@dés elterébe keridltek, Megfi-
gyelték ugyanis, hogy ha az egyik &llat tumorat a masik &llatba
atoltottak, az abban megfogant daganat sokszor &tmeneti ndveke-
dés utan visszafejlédott. Ha a recipienst eldzetesen immuni-
z4ltak a tumorral szemben, a daganat gyorsabban loékgdott ki.

A kisérleteket azonban random tenyésztett allatokon végezték,
nem voltak izogén allattdrzsek, nem tudtak, hogy léteznek
hisztokompatibilitasi antigének, és nem ismerték a transzplan-
tacids immunitids legelemibb t&érvényszerlségeit sem (2). Nem-

sokara kiderult, hogy a normdl szdvet ugyanigy kilokédik, igy

a daganatok visszafejldédéseckor az immunvélasz sokkal inkabb az



ezeken is meglévd transzplantdcids antigének ellen iranyul és
nem pedig a tumorantigének ellen. Ez megint csalédast okozotrt,
és a "tumorimmunoldgia” egy idére ismét mellézotté valt.

A tumorimmunolégia a tumorspecifikus transzplantéacios
antigének létezésének kisérletes bizonyitésat (3) és az immu-
nolégiai surveillance hipotézisének kidolgozését kovetben fog-
lalta el véglegesen a helyét a modern tudomanyok koézott.
Ehrlich volt az, aki ennek az elméletnek a magvat eliltette (4),
majd az otvenes években Thomas gondolt arra, hogy a bonyolult
nisztokompatibilitédsi antigénrendszer és azok a reakciodk,
amelyek ellene iré&nyulnak, azért léteznek, hogy megvédjék a
szervezetet a daganatok ellen (5). Burnet pontositotta és ki-
terjesztette ezeket az elképzeléseket (6). Eszerint a szerve-
zetben az &llanddan keletkez$ malignusan transzformélt sejtek
antigenitéasa eltér azokétdl a normédlis sejtekétdl, amelyekbdl
szdrmaztak, és a gazda immunrendszere, amely a thymus-dependens
limfociték révén folyamatosan ellen6rzi a szervezetet, az
ujonnan létrejott, idegen antigenitésu daganatsejteket elpusz-
titja. Ez a hipotézis a daganatkutatas Uj tévlatait nyitotta
meg.

Elmondhatjuk azonban, hogy az immunoldégiai surveillance
elmélet létrejottét kdvetden a tumorimmunoldégidhoz flzott
tulzott lelkesedés napjainkra mar elult, nem sikerilt ugyanis

a daganatok keletkezésének, gydégyitasdnak alapvet8 problémdit

immunolégiai Uton megoldani., Ugyanakkor az e teruleten vegzett
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antigenitédssal rendelkeznek, amelyek a tumorral szemben, s6t
a tumor védelmében (12, 13, 14) mlko6ds immunvalaszok széles
skdlajat képeselk indukdlni. Ha ma mér bizonyosra is vehetd,
hogy a Burnet tedria eredeti forméjaban nem tekintheté altaléa-
nos érvénylinek, még mindig fennadll annak a lehet@sége, hogy
mas, nem a T-sejtek kozremikodésén alapuld surveillance
mechanizmus mikoédik (15).

A daganatos betegségek rendkivili heterogenitésa miatt
sok minden tisztdzatlan még ezen a téren. Ez adta az inditékot
arra, hogy intézetUnk, amelynek jél megalapozott transzplanta-
cidés immunolégiai hagyoményai vannak, bekapcsolédjon a tumor-
immunolégiai kutatasokba. A dolgozatomban targyalt munkdinknak
az volt a f& célkitlizése, hogy dllatkisérletes korulmények
kozétt a tumorok immunogenitasédt, a veluk szemben fellép immu-
nolégiai reakcidkat és azok Osszefliggéseit prébdljuk pontcsab-
ban megismerni, valamint ezen ismeretek birtokéban a tumor-
ellenes immunvélaszt megkiséreljuk befolyédsolni, fokozni. Ehhez
j6l kidolgozott modellekre van szikség. Vizsgalatainkat izogén
egértorzsek segitségével kialakitott szingén tumor-gazda rend-
szerben végezzik, amelynek lényege, hogy a tumor és a gazda-
szervezet kozétti antigénkildonbség a tumorantigénekre korléato-
zédik, és igy legalédbbis immunoldégiai szempontbdél alkalmasak
a human daganatok modellezésére is. Ezenkivil elényik, hogy
nagyszamu, konnyen reprodukslhaté vizsgdlatot tesznek lehetdvé.
A dolgozatomban osszefoglalt eredmények egy ilyen, metil-

kolantrénnel A torzsli egérben indukalt és in vivo, ascites

formaban fenntartott szingén egérsarcoman (A/Ph MC.8l.) alapulé



tumortranszplantécids rcndszerben végzett kiscérletekre épalnek.

Az A/Ph MC.S1, fibrosarcoma vonalat a Szegedi Bioldgiai
Kézpont Genctikai Intézeténck Immungenetikai Munkacsoportjséban
hoztak létre és fébb immunbioldgiai tulajdonsagait Intézetiunk
Immunolodogiai Munkacsoportjdval egylitt tanulmanyoztak (16, 17,
18). Megédllapitottak, hogy €16 tumorsejtek oltasat kévetéen,
alacsony sejtdézisok alkalmazasakor az &llatok egy részén nem
ered meg a tumor (tumornegativ allatok), s még viszonylag magas
sejtdbozisok bevitele esetén is a tumoroussé valt &llatok jelen-
tdés részén a tumor atmeneti ndévekedés utan regredidl (regresszor
gdllatolk). A tumornegativ és a regresszor egereken a tumor ujra-
oltésakor igen erfs tumorral szembeni rezisztencia mutathato
ki, ami arra utal, hogy ennek a tumornak - a kémiailag indukalt
tumorok tdbbségéhez hasonldan - van tumorhoz asszocialt transz-
plantaciés antigénje (TATA), és ez meglehet8sen erbsnek tlnik
(18).

Nem tisztaztak azonban, hogy e tumor TATA-jénak erds
immunogenitéasa az ép, él6, osztoddképes tumorsejtek beviteléhez
kotétt-e vagy sem. Osztoédésukban gatolt tumorsejtek (19) és
szubcelluldris tumorsejtszarmazékok (20, 21) rezisztenciakeltd
képességére talédlhatunk ugyan adatokat az irodalomban, de ossze-
hasonlité, elemz8 vizsgdlatok nem tdrténtek, kilondsen olyan
tekintetben nem, hogy ezek immunogenitésa hogyan viszonyul az
é18 tumorsejtekéhez. Megoszlanak a vélemények az ilyen prepa-
rdtumok immunterapids hatasédt illet@en is (22, 23). E kérdések-
nek mind elméleti, mind gyakorlati jelent8ségét figyelembe véve,

kisérleteink egy részében czekrc kerestik a vélaszt. Ebb6l a



célbdél osztéddasukban gatolt tumorsejtekkel, illetve ultra-
hanggal feltart tumorsejtszuszpenzisval kiséreltik meg immﬁni-
zdlni az &llatokat, tovabba adatokat probéltunk nyerni az igy
kialakithaté immunités jellegérdl. Kulén figyelmet forditottunk
arra, hogy a progressziv tumornovekedést feltart tumorsejtekkel
visgza lehet-e¢ forditani, azaz a tumoros dllatok sorsat immun-
terapia révén tudjuk-e befolyasolni.

Zakany és mtsai (18) az A/Ph MC.S1l. tumorral szembeni
rezisztencia mechanizmusara vonatkozdé vizsgalataik soran meg-
dllapitottak, hogy abban els@sorban cellularis immuntényezék
jatszanak szerepet. Megfigyelték, hogy a regresszor egerekbél
szarmazd limfoid sejtek erfés tumornévekedést gatlo hatasuak
és ez a T-limfocitakhoz kotott. A regresszor egerek Gjraoltésst
kovetben a tumorban mér igen koran jelentés mértékd makrofag-
infiltréciot észleltek. A makrofagokra nézve toxikusnak tartott
carrageenan-kezeléssel a tumorndvekedést fokozni lehetett. A
regresszor egerek nyirokcsomdésejtjei a daganatsejtek jelenlé-
tében a makrofagok migracidjat gatlsd faktort termeltek, és az
ilyen allatokban lokalis kés8i tipusu tulérzékenységi (a szak-
irodalomban elfogadott roviditése: DTH) reakcidét lcehetett ki-
valtani. Ezen eredmények alapjén felvetdédik, hogy az A/Ph FC,S1.
tumorral szembeni rezisztencidban egy limfokintermeld T-sejt-
populacié altal kézvetitett, makrofagfiggb immunvélasz, a DTH
reakcid jatszhat szerepet.

A DTH jelenlétét kimutatték a fert6zd betegségekkel szem-
beni védettségben (24), és mint effektor mechanizmus szerepel-

het az allograftrejekcidban (25), valamint a tumorokkal szembeni



rezisztenciaban is., A tumorantigénckkel szemben kivalthatd

DTH reakciét patkanyokban (26), tengerimalacokban (27) és
egerckben (28, 29) mar a 60-as évek végén leirték, s nem sokkal
késb6bb daganatos betegeken kapott hasonld eredményekrgl is
beszamoltak (30). E korai vizsgalatok, valamint a kilonbozd
szerz6k &dltal kapott tovébbi eredmények (31, 32) alapjan azon-
ban nem alakult ki egységes elképzelés arra vonatkozdan, hogy
van-e ¢sszeflggés a tumorral szembeni rezisztencia és a DTH
kézott. A sajat kisérleti rendszerlinkben tapasztaltak (misze-
rint a regresszor egereken kivalthaté a DTH reakcid), valamint
az egymasnak ellentmondd irodalmi adatok osztdéndztek benninket
arra, hogy ezzel kapcsolathban tovébbi vizsgédlatokat végezzink,
Ezentul arra a kérdésre kerestik a vélaszt, hogy a tumoranti-
génnel szembeni DTH reakci¢é kivélthatd-e a tumoros &llatokon
is, Fokozottan figyeltink arra, hogy a DTH reakcid nagysdga
kapcsolatba hozhaté-e a tumoros &llatok tovébbi sorsdval, azaz
a DTH reaktivitds meghatdrozaésa révén meg tudjuk-e elfére

"jésolni" a daganatos betegség kimenetelét.

{isérleteink sorén szisztémds tulérzékenységi reakcidt

is megfigyeltunk az A/Ph MC.Sl. tumorral szemben., Ez a sok
esetben elhullésokhoz is vezet$ reakcid az egerck hiperimmuni-
z4dlésa soran alakult ki. Ezt a jelenséget idébeli fellépése és
lefolyasa, valamint antithymocyta savéval valé gatolhatoséaga
alapjan DTH reakciénak tartjuk. Tumorantigénekkel szembeni

szisztémés DTH reakcidérdél tudomdsunk szerint eddig még nen

szamoltak be az irodalomban.



2. ANYAGOK (S MODSZEREK

2.1. Kisérleti &llatok

2.1.1. Egerek

Kisérleteinket az Intézetunkben tenyésztett izogén A, CBA,
valamint az MTA SZBK Kézponti Allathazéboél beszerzett A/Ph
egértorzseiken végeztik. Az egerck a LATI (G6dolls) &ltal els-
allitott konvencionalis egértapot és csapvizet fogyasztanak

ad libitum. Az egértorzsek izogenitasat a Silvers-féle korbe-

graftolasi médszerrel (33) kétévente ellendrizzik. Az A eger-
térzs két alvonala (A és A/Ph) a korbegraftolési teszt alapjan

izogen,

2.1.2. Nyulak

Egy helyi tenyészetbdl beszerzett 2-4 kg-os uUjzélandi
fehér nyulakat hasznaltunk. Az &dllatokat a felhasznédléds elftt
sajadt &llathazurikban legalabb 10 napig megfigyelés alatt tar-
tottuk és a LATI &ltal forgalomba hozott nyultappal és csap-

vizzel (ad libitum) tapléltuk.

2.2, Téapfolyadékok és egyéb anvagok

Eagle-féle MEM (Hanks' alaplt minimalisan szikséges tapfolyadék;
GIBCO, USA; 0,35 g/l NaHCOB—tal kiegészitve)

RPMI 1640 (szdévettenyésztd tapfolyadék; GIBCO, USA; 10 mmol
HEPES-sel /GIBCO, USA/, 2 g/l NaHCOs—tal,



2x107° mmol 2-merkaptoetanollal (Sigma, USA),
100 ME/ml penicillinnel, 100 ug/ml streptomycin-
nel és 10% foétélis borjusavéval /FCS, HUMAN,
56°C-on 30 percig dekomplementédlva/ kiegészitve)

A fentiek por alakban kiszerelt médiumok, amelyeket haromszor

desztillalt vizben oldunk fel. A tapfolyadék pH-jat 7,3-ra

a4llit juk be, és 0,2 um pérusatmér$jd Millipore membrénszdrdén

sterilre szlrjik. A kész tépfolyadékot hiltdszekrényben taroljuk.

Komplement (HUMAN, liofilezett tengerimalac komplement)

Mitomycin C (Sigma, USA)

3H—timidin (3H~metil~timidin, UVVVR, Csehszlovékia)

Whatman GF/C filterpapir

Szcintilldcidés koktél (0,5 g/1 1,4 di/2-/5-fenil/-oxazoil/
benzol (POPOP) és 5 g/l 2,5 difenil-oxazol (PPO)
toluolos oldata)

NaCl (Reanal, a.lt.)

A tripankékbsl 0O,14%-o0s, a NaCl-bol 4,25%-o0s torzsoldatot
készitiink haromszor desztilldélt vizben, és ezek-
b8l a felhasznalas elétt 4:1 aranyu keveréket
készitunk.

Turk-oldat (BIOGAL)

Mertioldt (Etilmerkuri-tioszalicilsav Na-so6ja, SERVA, NSZK;
1%-0s torzsoldat fizioldgias sdoldatban)

1 N NaOH (Flow Laboratories, Anglia)

1 N HC1 (Flow Laboratories, Anglia)



2.3. Az antithymocyta savd (ATS) készitése

Az ATS-t nyulakban termeltik CBA thymussejtekkel tértént
immunizaléasokkal Levey és Medawar (34) Végh &dltal médositott
médszere alapjén (35). A nyulakat 3x107 CBA thymussejttel ol-
tottuk iv testsulykilogramonként két alkalommal, két hét
kilonbséggel. A masodik immunizélds utén egy héttel a nyulakat
elvéreztettik, vériket Osszegyljtottik és hagytuk megalvadni.
Az alvadékot 1-2 ¢éra mulva levélasztottuk a csd falarél, majd
egy éjszakéan &t hltfszekrényben &llni hagytuk. Az igy nyert
savot elészor 620g-vel, majd 970g-vel 10-10 percig centrifugéal-
tuk. A tiszta savét 56°C-on 30 percig dekomplementaltuk, majd
konzervalés céljéabol 1%-os mertioldt torzsoldatbdl 1 térfogat-
szézaléknyi mennyiséget adtunk hozza és -20%C-on téroltuk.

Az 1gy készllt ATS immunszuppressziv hatdsa er6s volt, 2x0,5 al
dézisban sc alkalmazva a bdér allograftok tilélési idejét H-2
antigéneckben eltéré donor-recipiens torzskombindcidkban

(A— CBA, CBA— A) tébb mint kétszeresére fokozta.

2.4, Az A/Ph MC.S1. tumor indukcidija és fenntartésa

A tumorindukciot az MTA SZBK Genetikai Intézetének Immun-
genetikai Munkacsoportja végezte el 1976-ban A/Ph néstény
egerekbe 0,5 mg metilkolantrént oltva im. Egy egérb6l prog-
ressziv novekedést mutatd tumort (A/PH MC,Sl.) izolaltak.

A daganatot a szingén egerekben todrtént O6tszdri sc atoltast

kévetsen ascitesben is novekvé tumorréd alakitotrtdk at (16).



A tumort A szingén, norm&l, felndtt, néstény egerekben tartjuk
fenn ascites formdban 1-2 hetenként térténd ip &toltasokkal.
Az A/Ph MC.S1. tumor szovettanilag fibrosarcoma (17), amely
sc szolid tumorként, ascitesben egyes sejtekb8l 4116 szuszpen-
zidként nd.

.

2.5. A tumorsejtszuszpenzid készitése

Az ip atoltés utani 5-10., nap koézétt a donor &llatot
elvéreztettiuk, az &llat hasat 70%-os alkohollal dezinficidltuk,
majd a bért lehtztuk, A haslri folyadékot tapfolyadékkal higit-
va leszivtuk, majd 4 rétegli gézen 20 ml-es centrifugacsébe
szlirtik. Az igy nyert szuszpenzidt ettdl kezdve 0-4°C-on tar-
tottuk. A szuszpenziét 55g-vel 5 percig centrifugdltuk (K23,
Janetzki, NDK). Az (ledéket friss tépfolyadékban reszuszpen-
daltuk, majd még kétszer mostuk. Burker-kamréban tdrtént sejt-
szamolas alapjan meghataroztuk a sejtkoncentraciét és a tripan-
kék festékkizarasos médszerrel a vitalitast, majd bedllitottuk
a kivént sejtkoncentrécidét. A kisérletekhez csak olyan szusz-
penzidkat hasznaltunk fel, amelyeknek a vitalitésa meghaladta

a 85%-ot. Az esetek tulnyomd tobbségében 95% feletti vitalita-

stuak voltak a tumorsejtszuszpenzidk.

2.6. A tumorsejtek ultrahangos feltérésa

Az el8készitett, 5x107/ml koncentracidra beallitott és

0%°C-ra hiGtétt tumorsejtszuszpenzidt MSE PG-120 tipust ultrahangot



dezintegratorba helyeztik Ugy, hogy a dezintegrator fejrésze

a szuszpenzié felszinéhez érjen., Az ultrahangkezelést 2x1
percig folyamatos hiités mellett alkalmaztuk a legerdsebb foko-
zatban (amplitudé 16-20 um). A lizdtum pH-j&t 7,3-ra &llitot-
tuk be. A dezintegrédlas hatékonyséagat mikroszképpal ellenériz-
tuk, és megéllapitottuk, hogy nem maradt benne €16, integrélt
tumorsejt, Egyes kisérletekhez az ultrahanggal feltart liza-
tumot, majd annak felGliszdjat centrifugéltuk. A centrifugélast
mindkét esetben 10 000 g-vel 20 percig 4°C-on végeztik és az

igy nyert, durva részecskékt8l mentes attetszd feluluszdét gylj-

tottik.

2.7. A tumorsejtek mitomycin C-vel vald kezelése

A tumorsejtekb&l 10% FCS-t tartalmazé MEM-ben 107 /ml
koncentracioju szuszpenzidt készitettink. A szuszpenziodkhoz
0,5 mg/ml koncentracidéju mitomycin C torzsoldatbdél mértik a
megfeleld mennyiséget. Kétféle mitomycin-kezelést alkalmaztunk.
A 107/ml koncentrécidéju tumorsejtszuszpenzidhoz 50 ug mito-
mycint adtunk ml-enként, majd 30 percig 37°C-on inkubaltuk.

A masik esetben az ugyanilyen tomeénységl sejtszuszpenzidhoz
100 ug mitomycint adtunk ml-enként és 100 percig 37°C-on in-
kubaltuk. Az inkubdlds utan FCS-mentes tapfolyadékkal kihigi-
tottuk a szuszpenzidt, majd 150 g-vel 5 percig 20°C-on ‘centri-
fugdltuk. A sejteket ezutédn még kétszer mostuk. Meghataroztuk
a sejtszdmot és a vitalitast, majd a szuszpenzidét a kivant

koncentracidra allitottuk be. Az igy kezelt tumorsejteket



egyrészt in vivo kisérletekben hasznaltuk fel, mésrészt az

in vitro DNS szintézisiket vizsgadltuk., Az in vitro vizsgéala-
tokhoz a sejtszuszpenzidkat FCS-tartalmd RPHI 1640 tapfolya-
dékban vettuk fel, és a LINBRO gyartményl, szbvettenyésztésre
alkalmas mikrotitrald lemezre lyukanként 200 ul térfogatban
2x104, illetve 2x10° ¢l6 tumorsejtet mértank, Egy-egy kisérlet-
ben 10-12 parhuzamos mintdt alkalmaztunk., A tumorscjtek mito-
tikus aktivitdsat triciummal jeldlt timidinnek a sejtekbe vald
beépilésével jellemeztlik: a mikrotitréldé lemezre vald bemérés
utdn 1 uCi SH-timidint adtunk minden mikrokultdréhoz és 18 é6ran
keresztil 5% széndioxiddal dusitott levegéjl, 100% relativ
paratartalmi termosztétban (Heraeus B 5060 EC/COZ, NSZK)
37°C-on inkubdltuk. Az inkubdlds utdn a kultdrékat a mikrotit-
ralé lemezrél hdzi készitésl( harveszterrel Whatman GF/C filterre
vittik &t, és a lemezt lyukanként 10-10 ml fizioldgids sdoldat-
tal mostuk. A filteren lévd sejteket 120°C-on szaritdszekrény-
ben 60 percig fixdéltuk és viztelenitettik, majd az egyes mikro-
kulturak sejtjeit hordozd szlirdpapirkorongokat ‘Wheaton gyért-
manyl szcintillédcids Gvegklvettédkba helyeztuk, majd 4-4 ml
szcintilldcids koktélt mértink rajuk., A mintak aktivitdasat
Beckman gyértmanyt, LS-100C tipusl szcintilldcidés spektro-
fotométerrel mértik. A mintak aktivitdsat a mért cpm (beUtés/penQ

értékekkel jellemeztik.

2.8. A tumornovekedés regisztralésa

Az ¢é18 tumorsejtek sc oltdsa utdn az dllatokat hetente



kétszer megvizsgdltuk a tumorok megeredési arényanak megha-
tédrozasa és a megjelent tumorok névekedésének nyomonkdvetése
céljéabsl. . tumorok két &tmér6jét - a legnagyobbat és az arra
merélegeset - mértik, amelyekbsl &tlagot szdmoltunk, és ezzel
jellemeztik a tumor méretét az adott id@pontban. Az ily mdédon
egy mérési iddpontban kapott tumorméreteknek a kisérleti cso-
portra jellemz§ atlagat és standard errorjéat kiszamoltuk. Az
elhullasokat napi pontossaggal regisztraltuk. Az elhullésoknak
és a tumorok visszafejl6désének (a regresszidknak) az atlagos
idejét (+ standard error) és Y-os aranydt vettik figyelcmbe az
értékelésnel., Az é16 tumorsejtek ip oltésat kovetden csak az
elhullésok idépontjét regisztrdltuk, és az eredményeket az
elhullasok $-os aranyai és az &atlagos tulélési idék alapjan
értékeltik. Az atlagos tulélési, illetve a regresszids idok
statisztikai Osszehasonlitdsara a Student-féle kétmintds t
prébat, a mortalitds és a regresszidé aranyainak clemzésére pe-
dig a X? probat alkalmaztuk. Statisztikailag szignifikansnak
azokat az eltéréscket tekintettik, amikor p értéke kisebbnek

bizonyult 0,05-nal,

2.9. A lokalis késfi tipusu tulérzékenységi (DTH) reakcid

mérése laébmegvastagodasi teszttel

A lokalis DTH reakcio kivaltasdhoz antigénprepardtumként

. . A -6

ultrahanggal feltart tumorsejtszuszpenzidt hasznaltunk. A 10
feltart tumorsejtet 20 ul térfogatban, 30-as tlvel, 100 ul-es

Hamilton-fecskenddvel oltottuk az egerek bal labanak dorsalis



oldali bdre ald. A jobb labba 20 ul MEM-et oltottunk "oltéasi"
kontrollként a tumorsejtszuszpenzid készitéséhez hasznalt tap-
folyadékbél. Az oltadsok elétt kozvetlenlil, valamint az oltésok
utan 6, 24, 48 és 72 ¢6raval mértik az dllatok mindkét oldali
lébvastagsdgédt mérndki mikrométercsavarral (+ 0,01 mm hiba).

A szubjektiv hiba csokkentése céljabol a csoportokat elézete-
sen kodoltuk, és a méréseket mindig ugyanaz a személy végezte.
A labmegvastagodast a kiinduld érték %-aban adtuk meg, A DTH
reakcio értékelésekor a nem immunizdlt, normé&l &llatok tumor-
antigén-preparatum okozta nem specifikus lébmegvastagodasat
tekintettik kontrollnak. A lokalis DTH reakcidé intenzitésanak
jellemzésére hasznalt specifikus labmegvastagodas 9%-os értéket

ennek figyelembevételével a kovetkezd médon szdmoltuk ki:

vastagodas [ vastagodas
x 100 —_ x 100
kiinduld kiindulo
labvastagség labvastagsag
kisérleti kontrolli

Az egyedi értékeket &atlagoltuk, kiszZmoltuk a standard errort,
és a statisztikai elemzésre a Student-féle kétmintas t proébat
hasznaltuk. A kilénbségeket itt is csak akkor tekintettik

szignifikénsnak, ha p érték kisebb volt O,05-nal.



3. EREDMENYEK

3.1. Az A/Ph MC_,S1, tumor immunogenitasa

3.1.1, A tumorsejtek elgkészitése az immunizdldshoz

El6kisérleteinkben ellenériztik a tumorsejtszuszpenzidk
kezelésére hasznalt eljérasok hatékonysagdt in vitro és in vivo
kérilmények koézdtt, A tumorsejtek osztddasanak gatlésara két-
féle mitomycin C-kezelést alkalmaztunk, amelyeknek az in vitro
DNS szintézisre kifejtett hatédsat az I, tabldzatban foglaltuk
bssze. Az enyhébb mitomycin-kezelés hatédsara a tumorsejtek
in vitro DNS szintézise 54-60 %-kal csékkent, A kezelt szusz-
penzidbol 10° élg tumorsejtet szingén egerekbe sc oltva vala-
mennyi &llaton megeredt a tumor, majd atmeneti novekedés utan
igen roévid idd alatt regredidlt (lasd a II, téblézatban). Ez

a mitomycin-kezelés tehdt, az in vitro és in vivo eredmények

alapjan, csak részlegesen géatolta a tumorsejtek osztdddképes-
ségeét.

A II, téblazatban feltuntettik a kiloénbdzé szamu kezelet-
len €18 tumorsejt sc oltdsat kovetd tumorndvekedést is, 10°
él6 tumorsejt beoltdsa utédn minden &llaton megindult a tumor-
ndvekedés és koézel haromnegyed részik a tumortdél elhullott,
Ezerszer kevesebb, azaz 1O3 tumorsejtt8l is az &llatoknak kozel
a felén megjelent a tumor, s8t néhény szazalékuk el is pusztult,
A mitomycinnel osztdédasukban részlegesen gatolt tumorsejtek

oltasat kovetden megeredt tumorok igen rovid ideig tartd nove-

kedése és gyors regresszidja arra utal, hogy a kevésbe



I. téblézat, Mitomycin C-kezelés hatésa & tumorsejtek ir
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Mitomycin C-kezelt

91

Kezeletlen o 9
50 ug IMC, 3G perc 16C ug MC, 10C perc”
Tumorsejt/kultira CPI+SE CPI+SE  Gétlés™ " CPI+SE  Gétlés™ "
% %
A
2x1C
A) kisérlet 812212822 37222+1146 54,2
B) kisérlet 15124442811 1332+26 eg, 1
} g
2x1C~
A) kisérlet 19614443043 82912+1352 57,7
B) kisérlet 30532246152 - 103564247 96,6
C) kisériet 247709+618¢ S9083+1424 6GC,0 5677+308 Q7,7
T2 kezeletlen tumorsejtkulturékban mért CPM {-éban
0107 c1¢ tumorsejtet 50 ug mitomycin C-vel 30 percig 37%C-on inkubéltunk
{7

7 . - ., . S o . £ et
"10° ¢l tumorsejtet 100 ug mitconmycin C-vel 1GC percig 37 C-on inkubéltunk



II, téblézat, Tumorndvekedés kezeletlen, mitomycin C-vel blokkolt, illetve ultrehanggeal

feltéart tumoreejtekkel sc oltott szingén egerekben

Tumorsejtdézie Incidencie (%) iwortalitée (§) Atl, tilélée Regresszid Atl,regresszids
+SE  (nap) %3 idg +SE  (nep)
Kezeletlen
10° 18/45 (40) 3/45 (7) 71,0+11,0 15/45 (33) 63 +6,9
10% 24/25 (26) 5/25 (20) 65,042, 6 18/25 (76) 44 +4,8
10° 2C/20 (100) 5/20 (25) 73,2+11,4 15/2C (75) 32 46,5
10° 12C/120 (100}  88/12G (74) 45,3+2,9 32/12C (26) 48 +4,7
Kezelt
10° tic-részleges™  15/15 (10C) 5/15 (G) - i5/15 (10C) 13 +G,5
1% ric-teljes” 0/15
1% UH-feltért™™ G/55
+lG6 ¢lg, mitomycin C-vel ocsztédésukban részlegesen, illetve teljesen gétolt tumcrsejtek
++106 tumorscjtnek megfelelé monnyisdal ultrahangos lizédtum

- LT



hatékony mitomycin-kezelés nem egyszerlien az osztédéképes
tumorsejtek szamat csokkentette a felére, hiszen ilyen roévid
id6 alatt lezajld tumorndvekedést és regresszidt a kezeletlen
tumorsejtekkel oltott &llatokon egyetlenegy dézis (még a leg-
alacsonyabb) esetén sem tapasztaltunk (ldsd a II., téblazatban),

Az erGteljesebb mitomycin-kezeléssel a tumorsejtek
in vitro DNS szintézisét 97-99 %-kal sikerdlt csokkentenink
(lasd az I. tablézatban). Ha az igy blokkolt tumorsejtszusz-
penzidbdél 106 élé sejtet oltottunk az egerek hatbf8re aléd, a
tumorok egyéltalén nem néttek ki. Ezzel a mitomycin-kezeléssel
tehdt a tumorsejtek osztdéddképességenek gyakorlatilag teljes
gatléasat sikertlt elérnink (liésd a II, téblézatban),.

Ha 10° tumorsejtnek megfeleldé mennyiségl ultrahangos
lizadtumot oltottunk sc az egerekbe ugyancsak egyetlenegy eset-

ben sem tapasztaltunk tumorndvekedéct (lédsd a II, tablazatban),.

3.1.2. A tumorral szembeni rezisztencia elékezelt

tumorseijtszuszpenzidkkal immunizalt egereken

Az el@z8 fejezetben ismertetett kezeléseken &tesett tumor-
sejtszuszpenzidkkal megkiséreltink szingén egereket sc immuni-
zalni annak a kérdésnek az elddontésére, hogy lehet-e rezisz-
tencidt kelteni osztdédésukban gatolt, illetve feltédrt tumor-
sejtekkel, Ebb&l a célbdl egymastol fuggetlen egércsoportok
egyedeit lO6 €16, osztédaséban részlegesen, illetve teljesen
gatolt tumorsejttel, tovabba 106 tumorsejtnek megfeleld mennyi-

ségll ultrahangos lizatummal, valamint ez utdbbi tisztitott

felGilusz6javal immunizaltuk, A rezisztencia "tesztelése”



cé1jabol 10° ¢16 tumorsejttel oltottuk az &llatokat sc az
immunizalas utén két héttel, A III, tablézatban a "teszt"
tumorsejtddézis okozta tumorincidencidt és mortalitést, az
dllatok tulélési idejét, a regresszidk arényat, valamint az
dtlagos regresszids idfket tuntettik fel, A "teszt" dézis

altal normél, kezeletlen egereken elfidézett 100%-o0s tumor-
incidenciat az immunizdlédsok egyike sem volt képes befolyésol-
ni, egy kivételével minden &llaton megjelent a tumor. Megfi-
gyelhetd viszont, hogy a mortalitas valamennyi immunizalt cso-
portban jelentésen csdkkent (kontroll: 749%; immunizalt csopor-~
tok: 0-26%), ami a regresszidk ardanydnak ndvekedésével jart
egyltt. A kildnbség a kontroll és minden egyes immunizalt cso-
port kézott szignifikdéns, Az immunizadlt csoportok tuléld egerein
a tumorok szignifikansan gyorsabban fejlédtek vissza: az atlagos
regresszidés id6 a kontroll egereken észlelt 48 naprdél 24-36
napra rovidilt., A tumorral szembeni rezisztencia leger@sebb
fokozdsat az osztdéddsukban részlegesen gétolt tumorsejtekkel
sikertlt elérntnk, Ebben a csoportban az él§ tumorsejtekkel
végzett Ujraoltés egyetlenegy elhullédst sem idézett elf, s a
tumorok &atlagos regresszids ideje is itt volt a legrovidebb.

A mortalitas a tisztitott lizatummal immunizélt csoportban volt
a legmagasabb, de az elhullédsok &ltalaban késBbb kovetkeztek be,

mint a kontroll csoportban,



III, téblézat, Tumorral szembeni rezisztencia osztédésukban gétolt, illetve feltért tumor-

. X
sejtekkel sc immunizélt egerecken

Innunizélés Incidencia (%)) lortalités (%) Tuleélés (nap) Regresszid Atl,regressziés
& idg +SE (nap)

- 120/120 (10G) €8/120 (74) 45,3 +2,9° 32/12C (26) 48 +4,7
MC-részleges” 17/18 (94) c/18 (G) - 17/18 (24) 24 +2,2
C-teljes” 15/15 (100) 1/15 (7) 66; 14715 (23) 30 22,0 :\)
UH-feltdrt " 2C/2C (100) 2/20 (10) 18; 24; 18/2C)(9C) 36 5,2 ?
UH-feltart, ™ 15/15 (100) 4/15 (26) 28; 91; 95; 96; 11/15 (74) 35 +1,9

tisztitott

173

X : : . . 5 : : 6 . ‘ .
a rezisztencia teeztelése 2 héttel ez immunizéléds utédn 10~ €18 tumorsejt sc cltéséval
tértént

CR . . .y . . . . .
T16° ¢18, mitomycin C-vel csztédésdban részlegesen, illetve teijesen gétolt tumorsejttel
ipmuni zélt egerek
++, .6 . " R e . . , .
1C” tumorsejtnek megfelels mennyiségl, tisztitatlan, illetve tisztitott lizdtummel
immunizélt cgerek
0 e =
étlages tul 1¢lés +SE



3.1.3., A feltart tumorsejtekkel keltett rezisztencia

tartdssaga

Az elbzé fejezetben leirt vizsgalatainkban megallapitottuk,
hogy a feltart tumorsejtekkel sc oltott allatokban az immuni-
zdléds utén két héttel jelentds foku tumorral szembeni védett-
ség mutathaté ki. A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az igy
keltett rezisztencia hasonldéképpen tartés-e, mint azt a korab-
biakban az €186 tumorsejtek oltésat kovetden tumornegativnak,
illetve regresszornak bizonyult egerek Ujraoltasakor tapasz-
taltuk, Az erre vonatkozdé eredményeinket a IV, tablézatban
foglaltuk Ossze., A mortalités drasztikus csokkenése, valamint
a regresszids idék jelent8s rovidulése azt mutatja, hogy a
tumornegativ és regresszor egércsoportok még négy hénappal
késtbb is jelentds védettséget mutattak a sc adott 10° ¢16
tumorsejt altal okozott tumorndvekedéssel szemben. A feltart
tumorsejtekkel kezelt &llatokban négy hénappal az immunizélas
utdn a “teszt" tumorsejtddézis okozta tumorincidencia a tumor-
negativ és regresszor &llatokon tapasztaltakéhoz hasonldan
100% volt, de a tizendt allatbol minddssze egy hullott el.
Ezenkivil a visszafejlédé tumorok dtlagos regresszids ideje is
szignifikansan lecsdkkent a nem immuniz&lt normal egereken
tapasztalthoz képest, ugyanugy, mint azt a tumornegativ és

regresszor csoportokban észleltuk.
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IV, tablazat, Tumorral szembeni rezisztencia tartdssiga €18, illetve Teltért tumorsejtek
oltasdt kdévetden”

Incidencia (% Mortalitéds (5%5) Tulélés (nap) Regresszié  Atl,regresszids

s idé +SE (nap)
- 12G/120 (1C0) 88/120 (74) 45,3 +2,9° 32/120 (26) 48 +4,7
Ragresszor’ 42/43 (98) ‘ C/43 (Q) -; 42/43 (98) 22 +3,4
Tumornegativ’ 25/25 (100) 3/25 (12) 27; 27; 102; 22/25 (88) 338 +5,0
Inmunizalt " 15/15 (1CO) 1/15 (7) 79; 14/15 (93) 29 +2,0

X . . . . . . o
a rezisztencia tesztelése 4 honappal az oltdsok utan 107 &

P

val tortént

W

1§ tumorsejt sc oltéds
"1C7 ¢l tumorsejt sc oltédsat kovetden regresszornak, illetve tumornegativnak bizonyult egerek

£

feleld mennyiségd, tisztitatlan ultrahangos lizétummal sc immunizalt

ce
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3.1.4. A feltart tumorsejtekkel keltett rezisztencia

figgése az immunizédlas helyétdl

Ezek utan megvizsgaltuk, hogy a tumorsejtek ultrahangos
lizadtumaval végzett immunizalas eredményessége figg-e az immu-
nizaléds médjatél (sc vagy ip), és a létrehozhatd rezisztencia
szisztémas jellegl-e. Az V., téblézat adatai azt mutatjak, hogy
az ip, illetve a sc immunizdlas utan hogyan alakul a tumor-
novekedéssel szembeni védettség 106 élé tumorsejt ip, illetve
sc oltasat kovetden,

Az él6 tumorsejtekkel ip "tesztelt" csoportokban csak a
mortalitédsi értékeket és az &tlagos elhullasi idéket tuntettik
fel, mert a tumorok hasliri megeredése és esetleges regresszidja
nem itélhet6 meg olyan egyszerilen és egyértelmien, mint a sc
tumoroltésok esetén, s igy ezekre vonatkozdan nem rendelkeztiink
biztos adatokkal, Megfigyelhetd, hogy a nem immunizdlt kontroll

6 él6 tumorsejt oliaséat koveten kifejlsdott

csoportban 10
ascites-sarcomdtéol minden &llat igen rovid id6 alatt elpusztult,
Az ip immunizaléds utan a mortalitds a tizedére csokkent, és
még a sc immunizdldst koévetben is eldéfordult néhany tuleéelés,

A sc, illetve az ip immunizalédsnalk a sc tumorndvekedésre
kifejtett hatasdra vonatkozé eredményeink az aldbbiakban fog-
lalhaték 6ssze., A sc immunizalt csoportban a kontrollhoz képest
er8sen csodkkent a mortalitéds és a tuléld egereken a tumorok
dtlagos regresszids ideje jelentésen megrovidilt, megerdsitve
az eldzs két fejezetben leirt eredményeinket., Az ip immunizélt

csoportban azonban a sc adott "teszt" tumorsejtddézis okozta

tumornévekedés gatlasat nem tapasztaltuk, éppen ellenkezfleg,



A tumorral szemoeni

ezisztencia flggése a feltart

tumorsejtekkel tértént immunizdlas

modjatol

Immuni- "Teszt" Incidencia (%) Mortalitas (%) Tulélés (nap) Regresszid Atl, regresszids id§
zalds, tumors . +SE (nap)
médja’ oltéds”

- ip - 32/32 (100) 15,0 +0,5° - -

ip i - 1/10 (10) 18; - -

sc ip - 11/14 (79) 15,5 +0,4 - - i

- sc 120/120 (100)  88/126 (74) 45,3 +2,9° 32/12C (26) 48 +4,7 N

1

sc sc 25/25 (10C0) 3/25 (12) 49; 51; 67; 22/25 (88) 33 +3,4 :

ip sc 25/25 (100) 24/25 (96) 38,1 +3,9° 1/25 (4) 78;

Taz immunizalas 10° tumersejtnek megfeleld, tisztitatlan ultranangos lizdtummal tortént

illetve

SC,
—_—

X . ) . . P . . S 1. -
a rezisztencia tesztelése az immunizdléds utédn 2 héttel 10~ él8 tumorsejt

oltadsaval tortént

®satlagos tulélés +SE

c, illetve ip



a tumor novekedése fokozodott. Hérom egyméstdl flggetlen
kisérleti csoportban - 6sszesen huszondt allat koézul - csak
egy allaton koévetkezett be regresszid, a tobbi elpusztult a

tumortdédl, mégpedig szignifikansan roévidebb idé alatt, mint a

nem immunizalt kontroll csoport egerei.

3.1.5. A feltdrt tumorsejtek immunterapids hatésa

tumoros egerekben

A tovabbiakban azt vizsgédltuk,meg, hogy a normal egerek
immunizélédsa sorar. hatdsosnak bizonyult ultrehangos lizatummal
a mér nagy tumoru allatokon visszafordithaté-e a tumorndvekedés.
lO6 ¢l8 tumorsejt sc oltéasét kovetden a 14, napon, amikor az
atlagos tumoréatmérd a masfél centimétert meghaladta, 10° tumor-
sejtnek megfelel6 mennyiségl lizatumot kaptak az &llatok sc.

Az 1, &bran lathaté a tumorndvekedés dinamikdja a kezelet-

len és az ultrahanggal feltart tumorsejtekkel kezelt csoport-

s
g

ban. kezelt csoportban, a keczelés utan egy héttel mér meg-
allt a tumorndvekedés, két hét mulva pedig az dtlagos tumordt-
mérgd kisebb lett, jelezve, hogy a tumor az &llatok tobbségén
visszafejlédésnek indult. A kilonbség a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva cekkorra mér statisztikailag szignifikénssd valt,

A 2, abran megfigyelhetf az is, hogy nemcsak &tmeneti
hatasrél van szd, hiszen a feltart tumorsejtekkel toértént utéd-
kezelés eredményeként a mortalitéds is csdkkent, az egercknek a
kontroll csoporthoz képest kb. a fele hullott el, Ezen az &bran

bemutatjuk azokat az eredményeket is, amelyeket a tumoroltas

utan 4, illetve 28 nappal kezelt csoportokban kaptunk,
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A tumornovekedés kezdeti stadiuméban, amikor még éppen csak
megjelentek a szemmel lathaté és tapinthatd tumorok, az uté-
kezelés hatékonyabbnak bizonyult: az &llatoknak csak 30j-a

pusztult el. A tumorndvekedés késBi stédiumaban végzett keze

’

lés viszont mar nem volt képes befolydsolni az &dllatok sorsat.

3,2, Az A/Ph MC,S1, tumorral szembeni lok&lis DTH reakcid

3.2.1. A regresszor adllatok lokélis DTH reaktivitasa

3.2,1.1, A loké&lis DTH reakcid dinamikéia

A iébmegvastagodési reakcidt 106 tumorsejtnek megfeleld
mennyiségl ultrahangos tumorsejtlizétummal véltottuk ki,
amelyrél az el6z6 fejezetekben ismertetett immunizdldsi kisér-
letek soran bebizonyosodott, hogy tartalmazza az A/Ph MC,S1,
sarcomasejtek altal hordozott TATA-t. A feltart tumorsejteket
az egerek léabénak dorsalis oldali bére &léd oltottuk. Az oltas
a lab kipirulédsat és o6démds duzzadését okozta (lédsd az 1,
képen).

A reakcié mértékénck szamszerl jellemzésére a lébmegvas-
tagodés %-os értékeit hasznéltuk (lésd a Mdédszerek 2,9. feje-
zetében),

A 3, abréan a feltart tumorsejtekkel regresszor, illetve
normdl egereken kivalthatdé lokdélie labmegvastagodasi reakcid
idgbeli lefutdséat tiuntettuk fel. A harmadik gérbe adatait
pedig ugy szamoltuk ki, hogy a regresszor egerecken kapott {(-os
lédbmegvastagoddsi értékekbgl kivontuk a normal allatokon kapott

.

értékeket, ¢és igy ez a gbrbe a regresszor egerek un, sp cif\kus
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Tumorantigénnel szembeni lokdélis DTH reakcidé regresszor

egereken

A reakci¢ kivaltasa 10° feltart tumorsejttel toértént,
X normél, illetve @ regresszor egerek lébmegvastagodasi
reakcidéja; @ regresszor egerck specifikus lédbmegvastagodési

reakcidoja (regresszor-normal),
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lokalis reaktivitasanak dinamik&jat mutatja. A tumorsejt-
lizatum a normél egereken a kivaltds utén 6 6raval atlagosan
16,8%-0s lébmegvastagodast ckozott. Ez a 24, éréra jelentdsen
csbkkent (7,3%), 48 6ra eltelte utédn pedig minimalis értéket
mutatott. A regresszor &llatokon a kivaltéds uténi 6. déraban
lényegesen erdsebb reakcidt figyeltunk meg (23%), ennek azon-
ban a nagyobbik komponense nem tekinthet$ specifikusnak, mivel
azt a normél &llatockon is tapasztaltuk. A kivaltas utan a

24, o6réban a regresszor &dllatokon mért reakcié & korai idé-
pontban kapott értékhez viszonyitva lényegesen nem valtozott
(21%). Mivel a normal adllatokon a 24 o6réas reakcid jelentdsen
kisebb volt, igy adédik, hogy a regresszor egerek specifikus
reakcidéja a 24, déréban érte el a maximumédt, A mésodik napon a
regresszor &llatokon kapott lédbmegvastagodasnak mind az abszo-
lut, mind a specifikus értékei csokkentek, ekkorra a reakcid
mér a regresszor csoportban is lezajlott. A tumorantigénekkel
ily médon regresszor egereken kivédlthaté specifikus lébmeg-
vastagodasi reakcid idébeli lefutdsa alapjén DTH reakcionak

tekinthetd.

3.2,1.2, A lokalis DTH reakcid tartéssdga regresszor

egereken

Tovéabbi kisérleteinkben azt vizsgdltuk meg, hogy a reg-
resszor &llatokon a tumoroltdstdl szamitva kilénbézé id6pon-
tokban - ugyanakkor, amikor ezen &llatok a tumor Ujraoltasakor

jelentds tumorral szembeni védettséget mutattak - kivalthaté-e

a lokélis DTH reakcid.



A 3,1,1., fejezetben ismertettik azt a kisérletiinket,
amelyben mitomycinnel osztdédésukban részlegesen gétolt tumor-
sejtekkel sc oltottuk az egereket, hogy a tumorral szcmben
rezisztenciat keltsunk, A II. tablé&zatban l&éthaté volt, hogy
az osztédésukban részlegesen gétolt tumorsejtek beoltasét
kdvetden valamennyi &dllaton megindult a tumornévekedés, a
tumorolk azonbau minden esetben két héten belil visszafejléd-
tek, Az ilyen egerek a 15, napon végzett Gjraoltéds eredménye
alapjan a tumorral szemben rezisztensnek bizonyultak (lasd a
III, téblazatban).

Az ugyanilyen elféletil, de €18 tumorsejtekkel Gjra nem
oltott csoportban megkiséreltik kivaltani a loké&lis DTH reak-
ciot. A kivaltas utdn 24, 48 és 72 oraval kapott specifikus
%-0s labvastagodési értékeket tintettik fel a VI, tablazatban.
Megfigyelhet6, hogy mindhérom id8pontban 109 koéruli volt a
lokalis DTH reakcio.

A 3,1,3, fejezetben leirt eredményeink szerint a regresszor
allatok a tumoroltés utan 4 hoénappal is rezisztensnek bizonyul-
tak a tumorral szemben. Megvizsgadltuk, hogy ebben az idépont-
ban is kivdlthatdé-e regresszor &dllatokon a loké&lis DTH reakcid.
A VI, tablizatban lathaté, hogy a reakcid kivéltésa utédn 24
6raval csaknem 15%-os specifikus labmegvastagodést figyeltunk
meg és a reakcié nagységa a 48., s6t a 72, éréban is 109% korili
volt.

A dolgozatban nem targyalt kisérleteinkben megdllapitottuk,
hogy a regresszor &llatok az elsd tumoroltas utan még egy évvel

is igen erés védettséget mutattak a tumorndvekedéssel szemben.



VI, téablédzat, Tumorantigénekkel szembeni lokélis DTH reakcid regresszor egereken

@ tumoroltds utdani kilénbdz6 idEpontokban

Specifikus lokalis lébmegvastagodas % (&tlag +SE)

A tumoroitas utan 6 éra 24 6ra 48 ¢ra 72 6ra
eltelt idf

15 nap+ - 1G,3+3,5 8,6+3,4 8,6+2,4

4 hénap™” - 14,7+3,3 7,912,3 9,4+2,0

12 nénap’” 4,2+2,7 10,8+4,5 6,3+2,7 3,5+1,8

t140 qa - . . .
"10° ¢l6, mitomycin C-vel részlegesen gétolt tumorsejttel sc oltott
regresszor egerek a tumoroltds utan 15 nappel

tumoroltés
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ok . S s
10" &16, kezeletlen tumorsejttel oltott regresszor cgerek
utan 4, illetve 12 hdénappal



A lokdlis DTH reakcidét az ilyen regresszor allatokon is
sikerGlt kivaltanunk, és ennek 24 drés értéke ebben az eset-
ben is meghaladta a 10%-ot (lasd a VI, tablédzatban). Valamennyi
regresszor csoport 24 o6ras lokélis'reakciéja szignifikéns volt

a normél egereken tapasztalthoz képest.

3.2.1.3. A lokélis DTH reakcidé fokozhatdsdga reqresszor

egereken

Azokon a regresszor allatokon, amelyeken a tumoroltés
utan egy évvel véltottuk ki a reakcidt, megvizsgéltuk azt is,
.hogy ismételt kivdéltaskor a DTH reaktivitas mutat-e fokozddast.
Mivel a reakcid kivaltédsa a TATA-t tartalmazd feltart tumor-
sejtszuszpenzidval tortént (lasd a 3.1.2. és 3,1.3. fejezetben),
ez egyben a regresszor &llatok immunrendszerének a tumoranti-
génekkel valo ismételt taldlkozdsat jelentette, A 4, abréan
feltintetett eredményeink alapjan az els6 kivaltas utén 1 ho-
nappal tértént mésodik kivaltaskor a 24 dras DTH reakcid tobb,

mint kétszeresére emelkedett. Az Ujabb 1 hdénap milva végzett

harmadszori kivaltaskor azonban - tehat kétszeri emldkeztetd
oltds utdan - mar nem novekedett tovabb a DTH reaktivités,
3.2.2. A tumoros Allatok lokélis DTH reaktivitédsa

3,2.2.1. A lokédlis DTH reakcid nagységa a tumoroltas

utdni kilonboz8d idépontokban

A tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a tumoros

dllatokon is kimutathatd-e a lokalis DTH reakcid., Az 5, ébran

6

a 10° é18 tumorsejttel tdrtént sc oltas utédni kiGlonbdzé
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Tumorantigénnel szembeni lokdlis DTH reakcid regresszor

egereken tobbszori kivéltas utan

A reakcioé kivéltdsa a tumoroltas utén 12 hénappal
(@ 1. kivaltas), 13 honappal (X 2., kivéltas), illetve
14 hénappal (Q© 3. kivaltas) tortént,



- 56 -
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idépontokban egyméstél figgetlen egércsoportokon kivéltott

DTH reakcidk 24 érés specifikus értékeit, tovadbba a reakcid
kivaltasan &t nem esett kontroll 4llatokon a tumornévekedés
dinamikajat abrézoltuk. A kontroll egereken a tumor fokozato-
san novekedett, és tobb mint 70%-uk elhullott, A tumoroltés
utdni 4, napon az allatok hatén megjelentek a lathatd és
tapinthaté tumorok. Ebben az idépontban méar szignifikéns
lok&lis DTH reakciét lehetett kivaltani (12% +2,0). A DTH re-
aktivitas a tumoroltds utédni 7, napon elérte a maximumét

(21,1% +5,9), a 14, napon véaltozatlan nagységu volt (20,8Y +3,3)
a 21, napon pedig, akkor, amikor a tumorok &tmérdje meghaladta
a 2 centimétert, mar csokkenni kezdett (16,9% +2,6)., A tumor-~
oltéds utén a 28, napon az &atlagos DTH reaktivitas igen alacsony

értéket mutatott,

3.2.2,2, A lokélis DTH reakcié prediktiv értéke a

tumoros Allatokon

A tumoroltéas uténi 14, napon a 106 é18 tumorsejttel sc

oltott &llatokon a tumorok &tlagos atmérdéje meghaladta a

masfél centimétert és az egerek fizikalis &dllapota még szemmel
léthatdéan egydltalan nem volt leromlott, s a tumoraik is
nagyjébol egyformék voltak, A 6, abrén lathatéd, hogy az ilyen
egerek &atlagos lokélis DTH reaktivitédsa 24 6réval a kivaltiés
utdn 20% kériuli specifikus értéket mutatott, az egyedi értékek
azonban meglehet8sen széles tartomanyban oszlottak meg (0-40%).
Ha ezt a csoportot az egerek tovébbi sorsa alapjén két részre

bontjuk, akkor az utébb regresszornak bizonyult egereken
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kétszer akkora lokalis DTH reakcidét (25,1% +3,9) észleltink,
mint azokon az &llatokon, amelyek kés8bb elpusztultak

(12,29% +2,0). A két csoport kozott a kuidnbség szignifikéans.
Ezenkivil ki lehet emelni, hogy valamennyi atlag feletti DTH
reakciét mutatd &llaton visszafejlfdott a tumor (8/8), mig

az dtlag alatti DTH reaktivitdsu allatok kétharmad részben
elhullottak (8/12). A megoszlasbeli kildnbség ebben az esetben
is szignifikans,

Amikor a lokalis DTH reakcié kivaltésat a tumoroltdst
kovetben a 4, napon végeztik el, a reakcié nagysaga ¢és az ege-
rek tovébbi sorsa kozdtt nem taldltunk dsszefiiggést. A tumor-
oltas uténi 28, napon az egerek mar a hédtukon viselt tumoruk
nagysaga alapjan nagyjébdél elkiulonithet6k aszerint, hogy el
fognak-e pusztulni vagy visszafejlédik-e rajtuk a tumor,
"Klinikai" &llapotukkal 6sszefiiggdétt a DTH reakcid kivalthatoé-
sdga: a késtbbiekben elhulld egerek gyakorlatilag negativnak,

a regresszorrd vald adllatok pedig pozitivnak bizonyultak (kdlén

be nem mutatott eredményelk),

3.3, Az A/Ph MC,S1l, tumorral szembeni szisztémds DTH reakcid

3.3,1. A szisztémas tuldérzékenységi reakcid jelensége

és kivalthatésaganak koérulményei

Amikor ezzel az erés TATA-val rendelkez8 tumorral szembeni
hiperimmun &llapot elfidézése céljéabél szingén egereket soro-
zatos immunizalésnak vetettunk ald,az immunizdlés sorédn sulyos,

sok esetben elhulldshoz vezetd szisztémés tulérzékenységi



reakcidra emlékeztetd tinetegylittes jelentkezését észleltik.
A kisérlet koérulményei ¢és a megfigyeléseink a kovetkezdk
voltak,

Az él6 sarcomascjtekkel oltott, massziv daganatndvekedé-
sen adtesett, majd regresszornak bizonyult egereket a tumor-
oltds utén 4 hénappal sc Ujraoltottuk lO6 €l6 tumorscjttel.

Az egerek e masodik tumortranszplantdtummal szemben jelentés re-
zisztencidt mutattak, mint ahogy azt a 3,1.3, fejezetben leir-
tuk, Ezeket a sc kétszer immunizdltnak tekinthet$ &llatokat

4 hénappal a masodik sc tumoroltast kdvetden 10° 616 tumor-
sejttel oltottuk be ip, Az V, téblézatban léathatd volt, hogy
az e tumorsejtdézis hatédséra kialakult ascites-sarcomatol
minden normdl &llat elpusztult, és az egerek tulélési ideje
igen rovid, &dtlagosan 15+0,5 nap volt, A sc kétszer immunizalt
dllatok ip tumoroltésa utén 4 hétig vértunk, azt vizsgdlva,
hogy az ip oltott 10° tumorsejt ebben az esetben okoz-e el-
hullédst., Ezen egerek koézul egyetlenegy sem pusztult el, sdét
bennik az ascites-sarcoma szemmel is megitélhet® novekedéseét
sem tapasztaltuk, ami igen erfs, szisztémas jellegld tumorclle-
nes rezisztenciara utal.

A tumorral szembeni hiperimmun &llapot cldidézeése céljabdl
tovébbi, megemelt dézislu ip immunizdlé oltdsokat terveztink,
Ennek megfelelden az elsd ip oltés utdn 4 neéttel 5x10° €18
tumorsejtet kaptak az &llatok, ismét ip.

Egy nap mulva az egerek szére borzassé valt, oldaluk
"behorpadt", gerincik "kiplposodott" (lasd a 2, képen),

dyspnoesak és hidegek lettek, spontén aktivitésuk csdkkent,



2. kép

.

lérzékenységi reakcid ip szenzibi-

z

liz&lt regresszor egereken

=

. T — B s
X = az ip szenzibilizdlt egerek az 5x10~ él8 tumor-
valt

sejttel tortént kivéltéds utédn 2 nappal

. 106 114 e
a normdl egerek az 5x10~ él6 tumorsejt ip

+
I

beoltédsa utén 2 nappal



A mdsodik napra a 10 dllatbél 4 elhullott.

Boncoléskor az &llatokban sem ascitesben, sem szolidan
novekvd tumort nem taldltunk, a haslir alapos &dtmosdsa utéan «
beoltott tumorsejtmennyiségnek legfeljebb a felét-harmadét
nyertiuk visszu., A mesenteriumban, a hasliregi és a kismedencei
zsirszovetben grizszerd, esetenként nagy kiterjedésl szinte
héfehér elvéltozédsokat tapasztaltunk, A jobb szividcl tégult
és vérrel telt volt, A haslregi nyirckcsomékban és a tévolabbi
szervekben &ttéteket nem talédltunk,

A "klinikai" kép és a bonclelet egyarédnt arra utalt, hogy
az egerek shockban pusztultak el, nem pedig progressziv tumor-
névekedés kovetkezményeként, A normédl egerek egyébként az
5x106 ip adott tumorsejtt8l legkordbban a 7, napon hullottak
el, mégpedig ascites-sarcométél (be nem mutatott eredmény),

A kisérlet megismétlésckor lényegében azonos eredménycket
kaptunk, Az els6 ip oltést, amelyet a tovébbiakban "szenzibi-
1izdlé" oltésnak neveztiunk, 14 egéren végeztuk el, Négy hétig
ebben az esetben sem tapasztaltunk ascites-tumortdél tortént
elhullast., A mésodik ip oltds, azaz a "kivdlté" oltads utédn
ugyanazokat a "klinikai" tudneteket észleltik, mint az elfz6
kisérletben, A mdsodik napon 4, a negyedik napon tové&bbi 1
allat elpusztult,

A fenti kisérletekben jelentkez8 shock okaként a tumor-
antigéneckkel szemben fellépé, id8beli lefolydsa alapjén késdi
tipustnak lé&tszd, szisztéméds tulérzékenységi reakcidét felté-
teleztink,

Ezt kovetden a kisérlet iddtartaménak rovidité
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megvizsgdltuk, hogy a reakcié kivélthaté-e a szenzibiliz&lo
oltast megcldzden csak egyszer sc immunizalt &llatokon is,

106 daganatsejttel sc oltott és regresszornak bizonyult 21
egéren végeztik el a szenzibilizdld oltédst. Kéziliuk minddssze
1 3allat pusztult el ascites~sarcomatdl, mégpedig a szenzibi-
lizéld oltés utéan 15 nappal, A 4 hét mulva adott kivaltd oltés
utan bekovetkezett "klinikai" tunetegylttes és az elhullésok
aranya az el6zf két esetben leirtakéval megoegyezett. A mdsodik
napon a shock okozta mortalitas 7/20 volt, a 3, és 5., napon
tovabbi 1-1 &llat elhullott,

A reakcié sulyossagénak szédmszerl jellemzésére indexet
vezettlink be, Az intenzitédst egy Onkényesen megvdlasztott
skédléan értékeltik, amely szerint az &llatokat négy csoportba
soroltuk: elhullott (3), sulyos reakciét mutatéd (2), enyhe re-
akciét mutaté (1), ¢és tiunetmentes (0) &llatok, Az értékelést
naponta elvégeztik, és az igy nyert adatokbdl 4tlagot szamol-
tunk,. Ezen utdébbi csoportban ily médon szamolva a reakcid
sulyosségi indexe a méasodik napon 2,35 volt,

A fenti kisérletek sémdja és Osszesitett eredményik a

kovetkezdkben foglalhatd Gssze:

IMMUNI- SZENZIBI- KIVALTAS SHOCK

ZALAS LIZALAS MORTALITAS
L. - 2 het 2-4 nap

2 x gc ip 4 het ip T4 MAP - gy24

IMMUNI- SZENZIBI- KIVALTAS SHOCK

ZALAS LIZALAS MORTALITAS
I — A het 275 nap

1 x sc ip L het ip 5 p 9/20

——



3.3.2, A szisztémds és lokalis DTH reakcid 6sszefiiggése

valamint antithymocyta savéval (ATS) vald

befolyasolhatdsédguk

Ezen elézmények utan az immunizéls, a szenzibilizdlé,
illetve a kivélté oltasok alkalmazdsédnak idébeli séméjan nem
véltoztatva azt vizsgadltuk, hogy e feltételezett szisztémés
DTH reakcié mutat-e péarhuzamossagot a tumorral szembeni loka-
lis DTH reaktiyitéssal (lasd a 3.2, fejezetet), tovébbs azt,
hbgy a szisztémés és lokalis reakcioét lehet-e befolydsolni
ATS-sel elfidézett immunszuppressziédval,

Regresszor egerek elfsdllitédsa céljabdl lO4 €ldé tumorsejt-
tel sc oltottuk az allatokat, A II, tdblézatban lathats volt,
hogy 10% €16 tumorsejt sc bevitele utén szinte valamennyi &lla-
ton megjelent a tumor, ezt kévetBen azonban az &llatok 80%-an
visszafejlédtek a daganatok, Igy viszonylag nagy hatékonysag-
gal nyertink regresszor cgereket, A szenzibilizdlé oltést
32 egéren végeztik el, amelyek kozil minddssze 1 &llat hullott
el ascites~sarcomdtél, a toébbin viszont - az eldzdb fejezetben
leirt kisérletekhez hasonléan - nem észleltik a tumorndvekedés
jeleit, Tizendt &llatot a kivaltés eldtti 4, és 1, napon
0,5-0,5 ml erds immunszuppressziv hatdsl ATS-sel kezeltink.
Ezekbsl 10 allaton szisztémés, 5 &llaton pedig lokdlis DTH
reakciét véltottunk ki, Az ATS-sel nem kezelt &llatokat ugyan-
Ugy szisztémésan és lokalisan kivaltott csoportra osztottuk,

A szisztémds reakcidra vonatkozé eredményeket a VII, tablazat-

ban, a lokalis reakcié alakulésat pedig a 7, abrén tdntettik

fel.,
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VII, téblézat., Az ATS-kezeldés hatdsa a tumorral szembeni

szisztémas DTH reakciodra

A kivdltas utani idé

1. nap 2. nap
ip szenzibiliz&lt”
elhullas /11 o/11
eulyos O/11 5/11
enyhe 7/11 6/11
negativ 4/11 0/11
reakcidsilyossagi
index ' G, 64 1,45
s

ip szenzibilizélt és ATS-kezelt

elhuilas 0/10 0/10
sulyos G/1G 0/10
enyhe 2/10 4/10
negativ 8/10 6/1GC

realkcidstlyosséagi
indax 0,2 0,4

*10% &1 tumorsejt sc oltdsét kévetden 4 hénappal 16 616
tumorsejt ip oltésaval szenzibilizaltuk a regresszor
dllatokat, ezutdn 4 héttel 5x10° é1l6 tumorsejt ip oltasaval
valtottuk ki a szisztémés reakcidt

+

Ta reakcié kivaltasa elétti 4. és 1., napon 2xC,5 ml ATS-sel
kezeltik sc az elézetesen ip szenzibilizélt allatokat



specifikus

labmegvastagodas (%)

| (4tlag+Sk)
30 +
WP
&
20 4
[o
10 o
) o
®
B ] L L] .
6 24 48 72 Ora
7. abra

Tumorral szembeni lokalis DTH reakcid kezeletlen és ATS-sel
kezelt ip szenzibilizalt egereken
4 !"y 3 it 5 /88 17 L 2 . V| 6 7% B
@ 10 él8 tumorsejt sc oltasat kovetden 4 honappal 10- é16
tumorsejt ip oltéséval gzenzibilizéltuk a regresszor allato-

kat, ezutdn 4 héttel 10~ tumorsejtnek megfeleld ultrahangos
lizdtummal valtottuk ki a léabmegvastagodési reakciot.

O Az ugyanigy ip szenzibilizélt egereket a reakcié kivéltéasa
eldétti 4., és 1, napon 2x0,5 ml ATS-sel oltottuk sc.

X Az ip nem szenzibilizdlt regresszor allatokon a tumoroltas
utéan 4 hoénappal valtottuk ki a reakciodt,
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A téblazatbdél lathatd, hogy a szisztéméds kivaltast
kovetben az ATS-sel ncem kezelt csoportban az 1, napon csak
enyhe reakcidt észleltink 7 dllaton, a slUlyossédgi index O, 64
volt., A 2, napon az index 1,45 volt, ami abbél adédott, hogy
stlyos reakciét 5, enyhe reakciét pedig 6 &llat mutatott,
Ebben a kisérletben az elbézbektbl cltérden shock okozta el-
hullas nem tértént, de a slUlyos szisztéméds tulérzékenységi
reakcié "klinikai" tinetei ugyanutgy kialakultak, A parhuzamos
csoportban, ahol a kivéltést megeldzben ATS kezelést alkalmuz-
tunk, a “"klinikai" reakcié sokkal enyhébben zajlott le, Az
elsé napon mindbéssze 2, a masodik napon pedig 4 &llaton mutat-
koztak az enyhe tulérzékenységi reakcidé jelei, sllyos reakciét
az ATS-sel kezelt &llatokon egydltaléan nem észleltink,

A 7, &bran léthaté, hogy az ATS-sel nem kezelt szenzibi-~
lizdlt allatok, amelyeken 10° feltart tumorsejttel lokZlis
kivaltds tortént, extrém nagy lébmegvastagodasi reakcidval
véalaszoltak, A kivaltéds utéani 1. napon 30%-osndl nagyobb loka-
lis DTH reakcidt mértink, szemben a nem szenzibilizalt reg-
resszor egercken kapott 13%-os értékkel. A reakcio a szenzibi-
liz4lt csoportban még a 2, napon is 23% volt, és csak a 3,
napon mutatott kifejezett csbkkenést, Az ATS kezelés a lokdlis
DTH reakciét is jelentdsen gétolta, de a szisztémas reakcidhoz
hasonléan ezt sem szlintette meg teljesen, Az ATS-sel kezelt
szenzibilizalt egereken a kivéltés utan 24 6raval a loksalis
DTH reakcié lényegében megegyezett a nem szenzibilizdlt

regresszor egerekével,



4, AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

4,1, Osztodasukban gatolt és feltart tumorsejtek immuno-

genitdsa

A metilkolantrénnel indukalt tumorokon megjelend Uj anti-
gének és azok immunogén tulajdonségai Foley (3), Prehn és
Main (8), Klein és mtsai (36), valamint 0Old és mtéai (37)
munkasséga nyoméan valtak ismertté, A dolgozatcmban leirt vizs-
gadlatokhoz hasznédlt, Zakany és mtsai &altal indukdalt A/Ph MC.S1,
tumor (16) is ertsen immunogén tulajdonséagu, tehat rendelkezik
TATA-val (18). Ennek a munkdnak az elsf részében targyalt
kisérleteink sorén azt vizsgdltuk, hogy e tumor TATA-janak
rezisztenciakelt$ képessége él8, osztddbképes, intakt tumor-
sejtek beviteléhez kotott-e vagy sem, A tumorral szembeni
immunizalasra tobb prébéalkozés tortént osztodasukban gatolt
tumorsejtekkel (19, 23, 38), valamint szubcelluléris tumorsejt-
szarmazékokkal (20, 21, 39, 40). Nem talédlkoztunk olyan mun-
kakkal, amelyek Osszehasonlité jelleggel vizsgdlték volna ezek
rezisztenciakeltd képességét, vagy azt, hogy immunogenitdsuk
hogyan viszonyul az él16 és osztdddképes tumorsejtekéhez,
E kérdések elemzése céljébol mitomycin C-vel kezelt, illetve
feltart tumorsejtekkel kiséreltink meg immunizalni szingeén
egereket,

Ketféle, egy enyhébb és egy erdteljesebb mitomycin
kezelési médot alkalmaztunk, Az enyhébb mitomycin C-kezelés

a tumorsejtek in vitro DNS szintézisét csak részlegesen
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gatolta. Az ilyen kezelésen &dtesett sejtek in vivo (sc élla-
tokba oltva) csak révid ideig tarté atmeneti tumorndvekedést
okoztak (lasd a 3,1,1, fejezetben), Ez valészinlileg nem egy-
szerlen a tumorsejtek limitdlt osztdédddéképességére vezethetd
vissza, hanem feltehetfleg a gazda immunrendszere is aktivan
kézremikddik benne. Az erdteljesebb kezelés hatésara a tumor-
sejtek in vitro DNS szintézise kozel nulléra csokkent és in vivo
egyetlenegy esetben sem nétt ki a tumor,

Ami az &ltalunk alkalmazott ultrahangos feltéaras hatékony-
sagat illeti, megédllapitottuk, hogy az nem hagyott intakt
tumorsejteketr a szuszpenzidban, A feltart nyers lizd&tumot
10°000 g-vel tértént kétszeri centrifugdléassal tisztitottuk.
Igy egy attetszg, durva részecskéktdl mentes felUluszdt nyertink,

A kulonbozéképpen eldkészitett antigénpreparadtumokkal
immunizalva az &llatokat minden esetben sikerilt a tumorral
szemben rezisztencidt kelteni a sc oltott él6 tumorsejtek
tumornovekedést kivaltd hatasaval szemben (lésd a 3,1.2, feje-
zetben). Ez a rezisztencia a "teszt" tumorsejtddzis okozta
mortalitds, valamint a tumorok regresszids idejének szignifi-
kans csokkenésében nyilvanult meg., A legerdsebb tumorral szem-
beni védettséget az osztddésukban részlegesen gatolt tumorsej-
tekkel immunizalt allatokon tapasztaltuk, amelyeken eldzéleg
révid, atmeneti sc tumorndvekedés zajlott le. Ebben a csoport-
ban az &allatok kézul egy sem hullott el, és a regresszids idok
atlaga is itt volt a legrovideob., A teljesen blokkolt tumor-
sejtekkel, tovébbé a feltdrt tumorsejtszuszpenzidval, illetve

annak tisztitott fellliuszéjaval immunizalt dllatok tumorral



szembeni rezisztenciéja‘egyméehoz viszonyitva hasonld ergs-
ségl volt: Nem volt kilonbség tehat a rezisztenciakeltd képes-
ségben aszerint, hogy a gazda szubcellulédris partikulumokon
vagy €l6, integrélt, de osztddbképességben teljesen gatolt
tumorsejteken prezentalt TATA-val taldlkozott, A tumorral
szembeni rezisztencia keltéséhez tehat nem szikséges ély és
osztéddképes tumorsejtek bevitele, st tumorhomogenizatummal
is kivalthaté, bar gyengébb fokban, Az, hogy az A/Ph IMC,S1,
tumor TATA-ja az ultrahanggal feltart tumorsejtek centrifugé-
lassal nyert feliluszéjaban is jelen van - feltehetéen szolubi-
lis formaban - lehetdséget nyujt e tumor TATA-janak tovébbi
tisztitédsédhoz, izoladléaséhoz.

A tovabbiakban a feltart tumorsejtekkel keltett rezisz-
tencia tartdéssagat és erdsségét vizsgaltuk (lasd a 3.1.3. feje-
zetben). Megdllapitottuk, hogy @ rezisztencia az immunizélés
utéan 4 hénappal is ugyanolyan erfs, mint az immunizé&las utdn
2 héttel, s6t intenzitdsa lényegében megfelel a kezeletlen él1§
tumorsejtek oltésat kovetden kialakult, a tumornecgativ és reg-
resszor &llatokon ugyanilyen kdérilmények kozott tapasztalt
igen erés rezisztencia mértékének, A feltdrt tumorsejtszusz-
penzidval tértént rezisztenciakeltés sorén tehat ugyancsak
hosszu életl immunmeméria alakul ki,

A tovébbiakban azt vizsgaltuk, hogy a feltédrt tumorsej-
tekkel végzett immunizédléssal lehet-e szisztémas jellegld re-
zisztencidt kelteni (lasd a 3.1.4. fejezetben), Megallapitottuk,
hogy a sc immunizéléssal els@sorban a sc, az ip immunizélésok-

kal pedig kizarélag csak az ip tumorndvekedést tudtuk gatolni.



A feltéart tumorsejtekkel keltett rezisztencia tehat elsésorban
lokalis jelleglnek bizonyult, szemben a kezeletlen, él6 tumor-
sejtekkel oltott és regresszornak bizonyult egereken tapasztalt
-szisztéméds rezisztenciaval (ez utdbbit lésd a 3.3.1. fejezet-
ben).

KGlén ki kell emelnink azt a megfigyelésunket, amely
szerint az ip immunizalas utéan sc oltott tumor ndvekedése foko-
zodott (lasd a 3.1.4, fejezetben), Ebben az esetben tehat nem
tumorral szembeni rezisztenciakeltd, hanem éppen ellenkezéleg,
tumorndvekedést fokozé hatast tapasztaltunk, Ezek az eredmé-
nyeink aldtémasztjak Pellis és Kahan ilyen iradnyu kisérleteit
(4Y), amelyekben szolubilis tumorantigénekkel tértént immuni-
zadlast kovetden az immunizdlds és tesztelés modjatol és idébeli
viszonyaitdl fuggéen a tumorndvekedés gétlasat, illetve fokozd-
daséat tudtak elérni, A tumorndvekedést fokozd effektust létre-
hozhatjak a szolubilis tumorantigének Onmagukban (42), illetve
ellenanyagokkal képzett komplexeik utjén (43), tovabba az
dltaluk indukalt "enhancing” tipusu ellenanyagok (1l4) vagy
szuppresszor sejtek (13) révén. Ezek mellett az is elképzel-
hetd, hogy az &dltalunk hasznalt antigénpreparatum immunogén
és "szuppresszogén" faktotokat egyarant tartalmaz, mint ahogy
azt mésok is tapasztaltak (44), és az alkalmazas viszonyaitdl
figgéen hol az egyik, hol a mésik hatasa keril elétérbe.
Kisérleti rendszerunket ezek alapjén a tumorndvekedést gatloé,
illetve fokozé immunmechanizmusok tanulményozasara egyarant
alkalmasnak tartjuk,

A tumorsejtekbsl készilt “vakcinakkal" tértént immun-



terédpids probalkozasok nagyon régi keletliek, Tisztitott tumor-
antigénnel toértént aktiv immunizédlés ritkén jart sikerrel (22),
eredményesebbek voltak azok a beavatkozasok, amikor fokozték a
tumorantigének immunogenitasat (45, 46).

Sajét kisérleti rendszeriunkben feltart tumorsejtekkel
végzett utdlagos immunizaléssal immunterdpids hatast tudtunk
eléerni (lasd a 3.1.5. fejezetben). A sc tumoroltds utan még
két héttel is (amikor a tumorok mar igen nagyok voltak, és az
egerek atlagos elhulldsi idejéb6l mar egyharmad rész eltelt)
sc adott tumorsejthomogenizétummal a mortalitast a telére tud-
tuk csokkenteni., Feltért tumorsejtekkel tehét az egyébként
halélos kimenetelli tumorndvekedés is sokszor visszafordithato.
A kisérleti rendszeriunkben talédlt tumorndvekedést fokozé effek-
tus azonban figyelmeztet az immunfolyamatok Osszetettségére,
valamint azokra a kétségekre, amelyek ezen biztaté eredmények

kozvetlen, gyakorlati felhasznédlhatésagéra vonatkoznak,

4.2, A tumorral szembeni rezisztencia és a lokalis DTH

reakcid Osszefuggése

Az er@sen immunogén A/Ph MC,Sl, tumorral szemben fellépd
immunvalasz mechanizmusat vizsgdlva Zakény és mtsai megédllapi-
tottak, hogy abban a cellulédris immuntényezgk, azon belll a
T-sejtek és makrofagok jatszanak dontd szerepet., Leirtak azt
is, hogy regresszor egereken a tumor lizédtumdval lokalis DTH
reakciét lehet kivaltani (18). Sajét vizsgélatainkban regresszor

valamint hiperimmunizdlt allatokbdél nyert limfoid sejt-



szuszpenzidkban nem sikertlt kimutatnunk a tumorsejtek ellen
iranyuld citotoxikus effektor sejtek jelenlétét (nem kozolt
eredmények ),

A cellularis immunvalaszban és igy a tumorokkal szembeni
védekezés mechanizmusédban a DTH reakcié alternativaja lehet a
T-sejtek kézvetlen citotoxikus mikodésének, Ezért kildnods
figyelmet szenteltink az A/Ph MC,Sl, tumorral szembeni lokalis
DTH reakcid vizsgdlatanak (l&ésd a 3.2. fejezetben).

Wang (26) mutatott ki elfszdér tumorhomogenizétummal szem-
beni lokédlis DTH reakcidét tumorral szemben hiperimmunizéalt
patkanyokon, amely jollehet a neoantigének ellen irényult,
azonban nem volt specifikus a tumorra nézve, Oettgen és mtsai-
nak (27) sikeriGlt elészdr specifikus, tumorantigénekkel szemben
lokélis DTH reakciét kivaltaniuk tengerimalacokon és szoros
Osszeflggést kimutatniuk e reakcié és a tumorral szembeni
transzplantaciés rezisztencia koézott., Szingén egértumor rend-
szerben eldszdr Halliday és Webb (29), illetve Hoy és Nelson
(28) szamoltak be hasonld eredményekrbl, Nem sokkal utana
Wespic és mtsai (47) a tumorral szemben immunizalt &dllatokbol,
azok limfoid sejtszuszpenzidjaval a DTH reakcidnak és a
tumornovekedés gatlasénak egylttes atvihetdségét mutattdk ki,
Abe és mtsai a tumor eltévolitésa utan tumormentes (48), illetve
élé tumorsejtekkel er@sen immunizalt &llatokban (49) jelentds
tumorellenes DTH reaktivitast tapasztaltak, Macek és mtsai (50),
LeGrue és mtsai (51) tisztitott tumorantigénekkel immunizalt
egerekben in vivo tumorellenes rezisztencidt és DTH reakcidt

egyarant ki tudtak mutatni, Kearny és Harrop (52) ¢sszeflggést



talédltak a tumorok immunogenitédsa és az ellentk irdnyuld LTI
reakcié nagységa kozott., A fentiektl eltéréen litami ¢s mtsuil
(31) szolubilis tumorantigénekkel immunizalt patkényckon
szignifikans DTH reakcidét mutattak ki, viszont ezeken az #lla-
tokon & tumor fokozottabban nétt, Henderson ¢s mtsai (32)
ugyancsak a tumorral szembeni rezisztencia ¢s DTH rcuktivitéds
elkilonulesét tapasztaltak,

Az ellentmondé irodalmi adatok indokoltak, hogy a tumor-
ral szembeni rezisztencia és lokd&lis DTH realktivitds Ossze-
fiuggésének kérdésével mi magunk is foglalkozzunk, Regresszor
egerekben az immunogén tulajdonsdgu feltért tumorscjiszuszpen-
zidéval (amellyel tumorral szembeni rezisztenciat lehetett hkel-
teni, sét amely immunteré&pids hatésunalk is bizonyult), speci-
fikus lokalis labmegvastagodasi reakcidt tudtunk kivaltani., Lzt
a reakcidét idsbeli lefolyadsa (lasd a 3,2.1.1. fejezetben) ¢és
ATS-sel valé gétolhatésdga (lasd a 3.3.2. fejezetben) alapjén
DTH reakcidénak tekintjuk, A tovébbiakban megvizsgaltuk, hogy
azokon a regresszor allatokon, amelyeken kézvetlenil a tumor-
regresszidé utén, illetve az elsd tumoroltas utan 4 hénappal
(ldsd & 3.1.3., fejezetben), tovébba 1 évvel (nem kozdlt ered-
mény) igen erds tumorral szembeni rezisztencidt lchetett Kimu-
tatni, ki tudjuk-e véltani a lokalis DTH reakciét. Valamennyi
ilyen regresszor csoportban hasonld intenzitést lokélis DTH
reakcisét mértunk, tehat a tumorantigénekkel szembeni lokdalis
DTH reaktivités ugyanugy tartésan fennéll, mint a tumorral
szembeni rezisztencia (lésd a 3.2.1.2, fejezetben),

Azokat a regresszor egereket, amelyekben a tumoroltds utdn



1 évvel valtottuk ki a DTH reakcidt, ismételt kivaltéasoknak
vetettik aléd, azt vizsgalva, hogy igy lehet-e a reakciét
fokozni (lésd a 3.2,1.3, fejezetben), Az elsd kivéltas egyben

a gazdaszervezetnek a tumorantigénekkel valé ujbéli talalkoza-
sat is jelentette, aminek kovetkeztében a masodik kivaltaskor

a DTH reakcié tobb mint kétszeresre vald fokozddasét észleltuk,
A regresszor egereken a rezisztenciakelt§ képessége alapjén a
TATA-t tartalmazé feltdrt tumorsejtszuszpenzid tehéi a lokélis
DTH reaktivitast fokozni képes, hasonléképpen ahhoz, ahogy

azt az él8 tumorsejtek ip Ujraoltésa esetén tapasztaltuk, Ez
utdbbi esetben az allatok egyidejlleg igen er@sen rezisziensnek
bizonyultak a tumor ndvekedésével szemben is (lasd a 35.3.2.
fejezetben)., Az eddigiekben targyalt, regresszor egereken kapott
eredményeink a tumorral szembeni rezisztencia és a DTH reakti-
vitéds Osszefluggésére utalnak,

Megvizsgaltuk ezenkivil azt is, hogy & tumoros &llatokon
is kimutathato-e a lokélis DTH reakcid (lésd a 3.2.2. fejezet-
ben). A tumoroltds utdni kilonbézg idépontokban végzett kivéal-
tasokkal megallapitottuk, hogy az él§ tumorsejtekkel tortént
talédlkozas utan mér igen korén kimutathaté a DTH reakcid, amcly
maximumgbrbét leirva, a tumorndvekedcés eldrehaladottabb dllapo-
taban ismét csokkenést mutatott (lésd a 3.2.2,1, fejezetben),

A lokdlis DTH reakcid intenzitésa tehat a tumorndvekedés
kiilonbozg fézisaival is kapcsolatba hozhaté, mint ahogy'aét

mésok is tapasztaltak (53, 54). A nagy tumord, késdbb elhulld
dllatokon tapasztalt reaktivitascsokkenés oka a tumorral szembeni

celluléris effektor mechanizmusok kimerilése vagy szuppresszor
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mechanizmusok eldtérbe kertlése lehet,

A tumoroltéds utdni 14, napon a 20Y koriuli &tlagos DTH
reaktivitds széles tartomanyban megoszld egyedi értékekbgl
addédott (lésd a 3.2.2.2, fejezetben), Az atlag feletti DTH
reaktivitasu tumoros adllatokban késgbb visszafejlédtek a tumo-
rok, az &tlag alatti reaktivitasuaknak kétharmada pedig a ké-
sbbiekben elhullott, A tumoroltas utan a 14, napon tehé&at
- akkor, amikor az &allatok mér viszonylag egységesen nagy tu-
mort viseltek, de a "klinikai" allapotuk még nem volt leromlott
a DTH reaktivitads nagységa alapjan meg lehet jésolni az allatok
tovabbi sorsat, Ez annal is inkébb figyelemre méltd, mivel rakos
betegeken is beszamoltak sajét tumorral szemben kivalthatd
lokélis DTH reakcidérdl. Ennek prediktiv értékével kapcsolatban
azonban megoszlanak a vélemények (30, 55, 56).

Kisérleti adataink szerint szoros Osszefliggést taléltunk
a tumorral szembeni rezisztencia és a tumorantigénnel kivalt-
haté DTH reakcidé kozdtt, Eredményeink alapjan felvetddik annak
a lehetdsége is, hogy nem pusztén parhuzamossagrdél van szo,
hanem a DTH reaktivitéds szerepet jatszhat az A/FPh IHC,S1.
tumorral szembeni immunolégiai védekezésben. Mindenesctre &
tumorantigénnel szembeni lokalis DTH reakcid mérése alkalmasnak
létszik a daganatellenes rezisztencia fokénak megitélésére,
nemcsak a tumorral elbézetesen szenzibilizdlt egereken, hanem

esetleg diagnosztikai célzattal a tumoros &llatokon is,



4,3, A szisztémds és lokalis DTH reakcid 6sszefliggése

Az Eredmények 3, fejezetében a tumorantigénekkel szembeni
szisztémés DTH reakcid jelenségére vonatkozdé megfigyeléseinket
irtam le. A tumorral szembeni hiperimmun &llapot eléidézése
céljabél sorozatos ip cltésokat terveztink regresszor egereken,

‘¢

tezer at-

[0

Ehhez olyan &llatokat vélasztottunk, amelyek mér k
estek sc tumorndvekedésen és regresszidén (sc kétezer "immuni-
zalt" egerel), és feltételeztik roéluk, hogy az ip tumorndveke-
déssel szemben is ellenallnalk, Ezeket az egercket elészor 1c®
elg tQmorsejttel ("szenzibilizdld" oltas) ujraoltottuk, Az
egerek az ip tumornodvekedéssel szemben is védettek voltak, cz
igen erfs szisztémas tumorellenes rezisztenciara utal, Amikor
a szenzibilizdld oltés utédn 4 héttel még nagyobb tumorsejt-
dézissal (5x10° ip) oltottuk az &llatokat (“kivalté” oltds),

varatlanul a kivaltas utdn egy nappal kifejléds, a késdbbiekben

C

O

elhullasokhoz is vezetd szisztémés tulérzékenységi reakcidt
tapasztaltunk, Az egerek shockban pusztultak el, nem pedig
tumornoévekedés kovetkeztében, A kisérlet megismétlésekor ugyan-
ezt az eredményt kaptulk, A tovébbiakban a kigérleti Korilmények
egyszerlsitése céljabol a sc csak egyszer immunizalt &llutokon
vizsgéltuk meg a reakcidé kivalthatdségat., Megéllapitottuk, hogy
sem az ip daganatndvekedéssel szembeni rezisztencia foka, sem
pedig a négy hét mulva kivaltott szisztémas reakcio sllyosségu
nem tért el a sc kétszer immunizélt egereken észleltekétsl
(lasd a 3.3.1, fejezetben),

e 2

Egy tovéabbi kisérletben azt vizsgdltuk, hogy ez a



szisztémds tulérzékenységi reakcid befolyédsolhatéd-c a kivaltés
elé6tt végzett ATS-Kezeléssel, valamint azt, hogy lehet-~c Ossze-
fliggést talédlni a lokédlis DTH reakcid ¢s ezen szisztémds tul-
érzékenységi reakcid koézott (lésd a 3,3.2, tejezetben). Chben

a kisérletben a szisztémasan kivaltott, ATS-sel nem kezelt
csoportban tendencidjaban az elézdekhez hasonld eredményeket
kaptunk: a kivdltéds utédn kialakultak a sulyos szisztémas reakcid
'klinikai tinetei. Ebben & kisérletben a sc immunizalas 107 61§

z

tumorsejttel tortént, amely dézis kisebb mértékl tumorndveke-
dést idéz ely, szemben az eldzd kisérletben alkalmazott 106
tumorsejttel, Elképzelhetd, hogy a reakcig intenzitésaban ész-
lelt cltérés erre a kildonbségre vezethet$ vissza, bar az ilyen
egerek daganattal szembeni rezisztencidja nem kUlonbézétt a
lO6 tumorsejttel oltottakétdl, Ugyanilyen egereken - a sziszté-
mas reakcié kivéltaséval parhuzamosan - intenziv lokélis DTH
reakciot is sikertlt kimutatnunk, Az ATS-kezelés mind a szisz-
témds mind a lokalis reakcidé intenzitédsét jelent8sen csokken-
tette, de egyiket sem szuntette meg teljesen., Ismeretes, hogy
az ATS in vivo specifikusan a T-sejtek kozvetitette immunvala-
szokat gétolja (35). Ennek alapjén a szisztémas tulérzeékenységi
reakcidét ugyanugy, mint a lokalis reakcidét a T-sejtek mikddésen
alapulé, koéros mértékben folkozédott cellulédris immunvélasznak
tekinthetjik,

Azt, hogy a szisztémés reakciét nem a hiperimmun &llatok-
ban gyorsan elpusztulé daganatsejtekb8l esetleg felszabadulsd
“toxikus" anyagok idézik elg, alatamasztjak azok az eredmények,

melyek szerint a tumorsejtek ultrahangos lizatuma még nagy



dézisban (2,5xlO7 feltért tumcrsejt ip) sem okoz semmiféle
tinetet normél egereken, Citotoxikus effelktor sejteket nem
tudtunk kimutatni még a hiperimmun &llatokban sem; komplement-
fuggsé citotoxikus ellenanyagok megjelennek ugyan a hiperimmu-
nizalas soran, de titerik alacsony (nem kozolt eredmények),

A kisérleti rendszerinkben tapasztalt shock okaként a
tumorantigénekkel szemben a sorczatos immunizélés soran kiala-
kult, idébeli lefolydsa alapjén DTH-nak imponald réakciét Tel-
tételezlnk, Aldtédmasztjak ezt a feltevésinket a szisztdémés
reakcié és a lokélis DTH reakcid péarhuzamossagai. A szisztémds
reakcié magas fokl daganatellenes rezisztenciaju &llatokon
jelenik meg, a lokdlis reakcid intenzitdsa ugyanilyen &llatokon
éri el a maximumdt, Id8beli lefolyédsuk szembedtlden hasonlit
egymaésra, Mindkét reakcid ATS-sel gatolhatéd, gatolhatédsaguk
mértéke koézel egyforma., Mindezek arra utalnak, hogy feltehetden
alapvet6en azonos mechanizmusokon, mégpedig celluléris immun-
reakcidkon alapuld, késdi tipusiu tulérzékenység kétféle meg-
nyilvanulési formajérdél van szod.

Mikrobi&lis antigénekkel szembeni szisztémas DTH reakcié-
val kapcsolatos kdzlések fellelhetdk ugyan (57), a tumorantigé-
nekkel szembeni szisztémés DTH reakcidra vonatkozd kézleményt

azonban a rendelkezéslnkre 2116 irodalomban nem taldltunk,



5, USSZEFOGLALAS

Kisérleteinket metilkolantrénnel A torzsl egérben indukalt,
ascites fTormaéaban fTenntartott, erds tumorhoz asszocidlt transz-
plantacids antigénnel rendclkezd fibrosarcoméval végeztik
szingén egerekben.

A tumor immunogenitésédra vonaitkozé vizsgélatainkban meg-
dllapitottuk, hogy a mitomycin C-vel valé blokkolds, illetve
ultrahanggal toértént feltdrds sorén a tumorsejtek rezisztencia-
keltd képességiket nem veszitik el, A rezisztenciakeltés ered-
ményessége szempontjabdl nincs kildnbség aszerint, hogy a
"tumorantigént" élg, integrélt (de osztddésukban gatolt) tumor-
sejtek, illetve ultrahanggal feltért tumorsejtek (szubcellula-
ris partikulumok) forméjaban hasznaljuk immunizédlésra. A tumor-
sejt lizatummal keltett reziszterncia erds és tartds, de elsd-
sorban lokalis jellegli. Bizonyos kisérleti kérulmények kozoétt
a feltart tumorsejtekkel kezelt egerekben rezisztenciakelt§
hatés helyett a tumorndvekedés fokozéddasa mutathété ki,

Tumoros &éllatokon a feltért tumorsejtek bevitele immunteréapias
hatédst: az esetek jelentds részében az egyébként haldlos kime-
neteld tumorndvekedés visszafordithats,

A tumorral szemben rezisztens regresszor allatokon a
tumorsejtlizatummal lokalis DTH reakciét lehet kivaltani, A
reakcié a tumorral tértént elsd taldlkozds utéan 1 évvel is ki-

mutathaté, tehat ugyanolyan tartésan fennall, mint a tumorral

~ezembeni rezisztencia. Feltart tumorsejtekkel tortént emlékez-

tetd oltéssal regresszor egereken fokozni lehet a DTH



reaktivitast, hasonldéan ahhoz, ahogy azt az él8 tumorsejtek
ip emlékeztetd oltadsa utan tapasztaltuk,

Tumoros &llatokban a tumoroltds utan méar koran kimutathaté
a8 loké&lis DTH reaktivitas, amely a tumorndvekedés soréan
maximumgodirbét ir le, A realkcid intenzitédsa a tumornovckedés
kilonboz8 stédiumaival kapcsolatba hozhatéd. Meghatérozédsa
alkalmasnak latezik a daganatos betegség kimenetelének elére-
jelzésére is.

16 tumorsejtekkel ip szenzibilizalt, ergs tumorellenes
rezisztenciat mutatd regresszor egerekben az &llatok egy részé-
nek elhullésat eredményczd szisztémds tulérzékenységi reakcidt,
illetve igen intenziv loké&lis DTH reakcidt lehet kivaltani.

A szisztémés tulérzékenységi realkcidt iddbeli lefolyasa ¢és
ATS-sel veald gatolhatéséga alapjén ugyancsak DTH reakcidnak
tartjuk,

Kisérleteinkben szoros Osszefliggést taldltunk a tumorral
szembeni rezisztencia és a tumorantigénekkel kivalthatd késdi
tipust tulérzékenységi reakcié koézoétt, Ez arra is utalhat, hogy
a DTH reaktivitds szerepet jatszik a tumorral szembeni rezisz-
tenciaban,

A dolgozatban leirt eredmények alapjan kisérleti rend-
szerunket a tumornévekedést gétléd, illetve fokozé immunoldgiai
mechanizmusok vizsgalatdra, tovébbé immundiagnosztikai és

immunterdpids eljérésok kidolgozdsara egyarant alkalmashak veéljik



6. IROUDALGMIEGYZEK

Hokama, Y, and R.M, Nakamura: Immunology of Cancer. In:

Immunology and Immunopathology,p. 415. (Ed. by:

Y. Hokama and R,M, Nakamura), Little, Brown and

Company, Boston (1s882).

Byers, V.S. and R.,¥, Baldwin: Tumor Immunology. In: Basic
and Clinical Immunclogy, 2nd ed. p. 283, (Ed. by}
H,H, Fudenberg, D.P, Stites, J.L. Caldwell and
J.V, Welle), LANGE Medical Publications, Los Altos
(1978).

Foley, E.J.: Antigenic properties of methylcholanthrene-
induced tumours in mice of the strain of origin,
Cancer Res.,, 13, 835 (1953).

——a———e

Mo6ller, G, and E, Moller: Immunological surveillance against
neoplasia, In: Immunological Aspects of Cancer,
p. 206, (Ed, by: J,E. Castro), MTP Press Limited,
Lancaster (1978).

Thomas, L,: Discussion, In: Cellular and Humoral Aspects of

the Hypersensitivity, p. 529. (Ed., by: H.S, Lawrence),

Hoeber-Harper, New York (1959),

Burnet, F.M.: Immunological surveillance in neoplasia,
Transplant, Rev,, 7, 3 (1971).

Baldwin, R,W,: Immunity tc methylcholanthrene~induced tumors
in inbred rats following atrophy and regression of
the implanted tumor, Br, J, Cancer, 9, 652 (1955).

Prehn, R,T. and J.M, Main: Immunity to methylcholanthrene-
induced sarcomas, J, Nat, Cancer Inst,, 18, 70689
(1957).



10,

11.

12,

13.

15,

le6.

17.

Gold, P, and S.0, Freeman: Specific carcinoembryonic
antigens of the human digestive system., J. Exp.
Med,, 122, 467 (1956).

Bloom, H.J,, N,W, Richardson and J.R., Field: Host resistance
and survival in carcinoma of the breast., Brit. lMed,
3., 2, 181 (1¢70),

Kelly, B.S, and J.CG, Levy: Purification of a protein
associated with human bronchogenic squamous cell
carcinoma, Br. J. Cancer, 39, 224 (1979).

Hellstrom, I,, K,E, Hellstrom, H,O, Sjogren and G.A, Warner:
Serum factors in tumor-free patients cancelling the
blocking of cell-mediated tumor immunity. Int, 3J.
Cancer, 8, 185 (1971).

Hellstrém, K,E,, I, Hellstrém, K, Nelson, J.VW, Forstrom
and G,T, Nepom: Suppressor factors in tumor
immunity, Transplant, Proc.,, 2, 470 (1984).

Baldwin, R,W, and R,A, Robins: Factors interfering with
immunological rejection of tumours, Br, Med, Bull,,
32, 118 (1976).

Herberman, R.B, and H,T, Holden: Hatural cell mediated
immunity, Adv, Cancer Res.,, 27, 305 (1978).

Zakany, 3., G, Chihara and J, Fachet: Effect of lentinan
on tumor growth in murine allogeneic and syngeneic
hosts, Int, 3, Cancer, 25, 371 (1980),.

Zékany, J., G, Chihara and J, Facnet: Effect of lentinan
on the production of migration inhibitory factor
induced by syngeneic tumor in mice, Int, J. Cancer,
26, 783 (1980).



18.

20,

21,

22,

23,

24,

25,

26,

N
[0}
7N
O~
3
<

Tsuru,

J., T. Janossy, P, Mémeth, G, Chihara, J. Fachet
and G, Petri: Mechanism of the A/Ph MC,.S1. tumor
graft rejection in syngeneic micc, Gann, 74, 712
(1983).

S. and K, Nomoto:; LEffects of PSK on specific tumor

Natori,

Pellis

,_.

Kahan,

’

immunity to syngeneic tumor cells, J. Clin. Lab.
Immunol,, 4, 215 (1983).

T., L.,W, Law and &, Appella: Immunochemical evidence
of @ tumor specific surface antigen obtained by

detergent solubilization of membranes of a chemicall
induced sarcoma lieth A, Cancer Res., 38, 359 (1978)

N.R, and B,D, Kehan: Specific tumor immunity inducec
with soluble materials. restricted range of antigen
dose and of challenge tumor load for immunoprotec-
tion, J., Immunocl,, 115, 1717 (1975).

B.D.,, T, Tanaka and N.,R, Pellis: Immunotherapy of &

Wu, R,L,

carcinogen-induced murine sarcoma with soluble
tumor specific transplantation antigens, J. Nat,
Cancer Inet,, 65, 1011 (1980G),

and R, Kearney: Specific tumor immunity induced
with mitomycin C-treated syngeneic tumour cells
(MCT), Effectse of carrageenan and trypan blue on
MCT-induced immunity in mice, J, Nat., Cancer Inst.,
G4, 81 (1980),

Mackannes, G.B,: Cellular resistance to infection, J, Exp,

116, 381 (1l962),

Med, ,

Ltoveland, B,E, and I,F,.C, McKenzie: ‘Which T-cells -cause

Vlang,

M, :

graft rejection? (Overview). Transplantation, 33,
217 (1982),

Delayed hypersensitivity to extracts from primary
sarcomata in the autochthonous host, Int., J, Cancer,

3, 483 (1968),



27, Oettgen, H,F,, L,J, Old, E,P, McLean and E.A, Carswell:
Delayed hypersensitivity and transplantation
immunity elicited by soluble antigens of chemically
induced tumours in inbred guinea-pigs, Nature, 220,
295 (1968).

28, Hoy, W.E. and D,S5, Melson: Delayed-type hypersensitivity
in mice after skin and tumour allografts and tumour
isografts, Nature, 222, 1001 (1969).

29, Halliday, W.J. and IM, Webb: Delayed hypersensitivity to
chemically induced tumors in mice and correlation
with an in vitro test. J, MNat, Cancer Inst,, 43,
141 (1969).

30. Stewart, T,H.M,: The presence of delayed hypersensitivity
reactions in patients toward cellular extracts of
their malignant tumors, I, The role of tissue
antigen, nonspecific reactiocns of nuclear material,
and bacterial antigen as a cause for this
phenomenon, Cancer, 23, 1368 (1969).

31, Minami, A,, Y, Mizushima, N, Takeichi, M. Hosokawa and
H., Kobayashi: Dissociation of anti-tumor immune
responses in rats immunized with solubilized tumor-
associated antigens from a methylcholanthrene-
induced fibrosarcoma, Int, J, Cancer, 23, 358 (1979).

32, Henderson, D,C,, D, Parker and J.L, Turk: Dissociation
between tumcur resistance and delayed-type nyper-
sensitivity to tumour-associated antigens intthe

mouse. Immunology, 38, 1 (1980),

33, Silvers, W.K,: Definition and maintenance of inbred strains,
In: Transplantation of Tissues and Cells, pp.l133-143,
(Ed, by: R,E., Billingham and ¥,K, Silvers), The
Wistar Institute Press, Philadelphia (196l1),




37,

40,

41,

Levey, R.H, and P.B, ltiedawar: Some experiments on the
«ction

of antilymphoid antisera, Ann, N,Y, acad,
Sci., 129, 164 (1%606),

Végh, P.: Antilymphocyta savék clfadllitédsa és alkalmazdsa
a transzplantaciés immunreaktivitas befolyasolaséra,

Kandidétusi értekezés, Szeged (1981).

Klein, G., H.,O, Sjo6gren, E, Klein and K.,E, Hellstrom:
Demonstration of resistance against metnylcholan-
threne-induced sarcomas in the primary autochthonous
nost, Cancer Res., 2C, 1561 (1960),

Old, L,J., E.A, Boyse, D,A, Clarke and L, Carswell:
Antigenic properties of
Ann, N.,Y, Acad, Sci., 101, 80 (1962).

S—t——g—

chemically induced tumors.

Benjamini, E,, S, Fong, C, Erickson, C.Y. Leung, D, Reunick
and R,J. Scibienski: Immunity to lymphoid tunors
induced in syngeneic mice by immunization with
mitomycin C-treated cells, J, Immunol,, 118, 685
(1977).

Rogers, M,J, and L,¥, Law: Sonic immunogenic and bio-
chemical properties of tumor associated antigens
(TATA) obtained in soluble form or solubilized from
A

two methylcholanthrene-induced sarcomas, Metn A
and CI-4, Int, J, Cancer, 27, 789 (1l98l),

Ransom, J.H,, C.L, Schengrund and G,L, Bartlett: Solubili-
zation and partial characterization of a tumor-
rejection antigen from an ultraviolet light-induced
murine tumor. Int, J, Cancer, 27, 545 (1981).

Pellis, N,R, and B,D,Kahan: Methods to demonstrate the
immunogenicity of soluble tumor specific transplan-
tation antigens, I. The immunoprophylaxis assay,
Methods Cancer Res., 13, 291 (1976).



42, Rao, V,S. and B, Bonavida: Detection of soluble tumor-
associated antigens in serum of tumor bearing rats
and their immunological role in vivo, Cancer Res,,
37, 3385 (1977).

43, Hellstrom, I,, K,E, Hellstrém and H,0. $jégren: Serum
mediated inhibition of cellular immunity to methyl-
cholanthrene-induced murine sarcomas, Cell,
Immunol,, 1, 18 (1970).

4.4

LY

Kobrin, B.J,, D, Naor and B,Y., Klein: Immunogenicity of
subcellular fractions and molecular species of
MuLV induced tumors, II,Stimulation of syngeneic
anti-tumor cell-mediated immune responses by sub-
cellular fractions and molecular species of the
Rauscher-virus-induced RBL 5 tumor, J., Immunol,,
126, 1874 (198l).

45, Simmons, R,L, and A, Rios: Immunotherapy of cancer:
Immunospecific rejection of tumors in recipients
of neuraminidase-treated tumor cells plus BCG,
Science, 174, 591 (1971). '

46, Eilber, F,R,, D,L, ftiorton, E,C, Holmes, F,C. Sparks and
K.P, Ramming: Adjuvant immunotherapy with BCGC in
treatment of regional lymph node metastases from
malignant melanoma, M, Engl, J, Med,, 2394, 237
(1976).

47, Wespic, H,T., B, Zbar, H,J., Rapp and T, Borsos: Systemic
transfer of tumor immunity: delayed hypersensitivity
and suppression of tumor growth, J, Nat., Cancer
inst,, 44, 955 (1970C).

48, Abe, S.,, M, Yamazaki and D, Mizuno: Antitumor immunity
after surgical removal of 3-methylcholanthrene-
induced murine tumors: correlation between resistance
and delayed hypersensitivity reaction, Gann, 69,
323 (1978).



49,

50,

51.

52.

(97}
(€]
.

54,

55,

- 68 -

Abe, S., K., Takahashi, M, Yamazaki and D, Mizuno: Assembly
of transferred normal spleen cells in situ at sites
eliciting the delayed hypersensitivity rcaction to
tumor antigens in mice. Gann, 75, 442 (1984),

Macek, C,M., B,D, Kahan and N.,R, Pellis: Delayed hyper-
gsensitivity to crude &nd partially purified murine-
tumor-specific transplantation antigens and allo-
antigens utilizing the footpad swelling assavy,

J. Immunol., 125, 1639 (1980).

LeGrue, S,J., J.P, Allison, C.M, Macek, B,D, Kahan and
H,R, Pellis: Immunobiological properties of
l-butanol extracted cell surface antigens. Cancer
Res., 41, 3956 (1les8l).

Kearney, R, and P, Harrcp: Modulation of anti-tumor
immunity induced by syngeneic mitomycin C-treated
murine tumour cells, Int, J, Cancer, 34, 255 (1984),

Jasnis, M,A., S, Klein, Y.P, Bonaparte, S,0, Daga and
R.R., Pirosky: Delayed hypersensitivity in tumor-
bearing mice, In vitro activation of "eclipsed"
spleen cells, Int, J, Cancer, 20, 394 (1977).

Paranjpe, I,S, and C,W, Boone: Kinetics of the anti-tumor
delayed-hypersensitivity response in mice with
progressively growing tumors: stimulaticn followed
by specific suppression, Int, J, Cancer, 13, 179
(1974).

Oren, M,E, and R,B, Herberman: Delayed cutaneous nyper-
sensitivity reactions to membrane extracts of nhuman
tumour cells, Clin, Exp. Immunol,, 9, 45 (1971).



- 69 -

56, Hollinshead, A,C,, W,T, Jaffurs, L,K, Alpert, 3.E, Harris
and R,B, Herberman: Isolation and identification
on soluble skin-reactive membrane antigens on
malignant and normal human breast cells, Cancer
Res,, 34, 2961 (1974).

57, Uhr, 3., and M,W, Brandriss: Delayed hypersensitivity.

IV, Systemic reactivity of guinea pigs sensitized

to protein antigens, J. Exp,., Med,, 108, 905 (1958).



Készbnetnyilvanitas

Tisztclettel addzom Petri Professzor emlékének, Petri
professzor Ur teremtette meg azokat a kortlményeket, amelyek

oly sok embernek adtdk meg & lehetfséget a munkéra,

Koszonettel tartozom Végh Pal docensnek, aki bizalmat
szavazott nekem, amikor munkatarsava fogadott, és aki irany-
mutatd szakmai és ncem szakmai tanacsaival segitette elére-

haladaésomat,

Kbészbnettel tartozom Jénossy Tamds tudoményos munkatarsnalk,
aki megprébalta megtanitani nekem, hogyan kell pontosan és
eredményesen dolgozni, Elsésorban neki készénhetem azt, amit

most "tumorimmunolédgidbdél” tudok,

Kdszdbnettel tartozom az asszisztensnknek, akik nélkil
aligha lehetett volna elvégezni ezeket a munkdkat és akik
kialakitjéak azt a szép emberi kérnyezetet, ahova minden

reggel meg lehet érkezni,



