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1. BEVEZETÉS

A daganatos megbetegedéseket már igen korán megpróbálták 

"immunológiai" módszerekkel gyógyítani. Jenner felfedezését 

követően, aki pusztán tapasztalati alapon készített a himlő 

ellen hatásos vakcinát, hasonlóan az immunrendszer és az

immunológiai törvényszerűségek ismerete nélkül már a múlt 

században megkísérelték a daganatos betegeket tumorkivonatokkal 

végzett immunizálással megmenteni (1). Néhány esetben a siker 

teljes volt, a betegek meggyógyultak, sok esetben azonban éppen 

ellenkező hatást értek el, a daganatok növekedése meggyorsult.

E kudarcok okának kiderítéséhez hiányoztak az ismeretek, igy a 

tumorral szembeni "immunizálás" ötlete egy időre feledésbe 

merült.

Századunk elején, amikor kezdték feltárni az immunológia 

alapvető törvényszerűségeit, a daganatos betegségek immunoló­

giai vonatkozásai is az érdeklődés előterébe kerültek. Megfi­

gyelték ugyanis, hogy ha az egyik állat tumorát a másik állatba 

átoltották, az abban megfogant daganat sokszor átmeneti növeke­

dés után visszafejlődött. Ha a recipienst előzetesen immuni­

zálták a tumorral szemben, a daganat gyorsabban lökődött ki.

A kísérleteket azonban random tenyésztett állatokon végezték, 

nem voltak izogén állattörzsek, nem tudták, hogy léteznek 

hisztokompatibilitási antigének, és nem ismerték a transzplan­

tációs immunitás legelemibb törvényszerűségeit sem (2). Nem­

sokára kiderült, hogy a normál szövet ugyanígy kilökődik, igy

a daganatok visszafejlődésekor az immunválasz sokkal inkább az
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ezeken is meglévő transzplantációs antigének ellen irányul és 

nem pedig a tumorantigének ellen. Ez megint csalódást okozott, 

és a "t urrior immunológia" egy időre ismét mellőzötté vált.

A tumorimmunológia a tumorspecifikus transzplantációs 

antigének létezésének kísérletes bizonyítását (3) és az immu­

nológiai surveillance hipotézisének kidolgozását követően fog­

lalta el véglegesen a helyét a modern tudományok között.

Ehrlich volt az, aki ennek az elméletnek a magvát elültette (4), 

majd az ötvenes években Thomas gondolt arra, hogy a bonyolult 

hisztokompatibilitási antigénrendszer és azok a reakciók, 

amelyek ellene irányulnak, azért léteznek, hogy megvédjék a 

szervezetet a daganatok ellen (5). Burnet pontosította és ki­

terjesztette ezeket az elképzeléseket (6). Eszerint a szerve­

zetben az állandóan keletkező malignusan transzformáit sejtek 

antigenitása eltér azokétól a normális sejtekétől, amelyekből 

származtak, és a gazda immunrendszere, amely a thymus-dependens 

limfociták révén folyamatosan ellenőrzi a szervezetet, az 

újonnan létrejött, idegen antigenitású daganat sejteket elpusz­

títja. Ez a hipotézis a daganatkutatás új távlatait nyitotta

meg.

Elmondhatjuk azonban, hogy az immunológiai surveillance 

elmélet létrejöttét követően a tumorimmunológiához fűzött 

túlzott lelkesedés napjainkra már elült, nem sikerült ugyanis 

a daganatok keletkezésének, gyógyításának alapvető problémáit 

immunológiai úton megoldani. Ugyanakkor az e területen végzett 

intenzív kutatások eredményeként nyilvánvalóvá vált, hogy a

legkülönfélébb állati (3, 7, 8), és emberi tumorok (9, 10,

í .^1
о
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antigenitással rendelkeznek, amelyek a tumorral szemben, sőt 

a tumor védelmében (12, 13, 14) működő immunválaszok széles 

skáláját képesek indukálni. Ha ma már bizonyosra is vehető, 

hogy a Burnet teória eredeti formájában nem tekinthető általá­

nos érvényűnek, még mindig fennáll annak a lehetősége, hogy 

más, nem a T-sejtek közreműködésén alapuló surveillance 

mechanizmus működik (15).

A daganatos betegségek rendkívüli heterogenitása miatt 

sok minden tisztázatlan még ezen a téren. Ez adta az indítékot 

arra, hogy Intézetünk, amelynek jól megalapozott transzplantá­

ciós immunológiai hagyományai vannak, bekapcsolódjon a tumor­

immunológiai kutatásokba. A dolgozatomban tárgyalt munkáinknak 

az volt a fő célkitűzése, hogy állatkísérletes körülmények 

között a tumorok immunogenitását, a velük szemben fellépő immu­

nológiai reakciókat és azok összefüggéseit próbáljuk pontosab­

ban megismerni, valamint ezen ismeretek birtokában a tumor­

ellenes immunválaszt megkíséreljük befolyásolni, fokozni. Ehhez 

jól kidolgozott modellekre van szükség. Vizsgálatainkat izogén 

egértörzsek segítségével kialakított szingén tumor-gazda rend­

szerben végezzük, amelynek lényege, hogy a tumor és a gazda- 

szervezet közötti antigénkülönbség a tumorantigénekre korláto­

zódik, és igy legalábbis immunológiai szempontból alkalmasak 

a humán daganatok modellezésére is. Ezenkívül előnyük, hogy 

nagyszámú, könnyen reprodukálható vizsgálatot tesznek lehetővé. 

A dolgozatomban összefoglalt eredmények egy ilyen, metil- 

kolantrénnel A törzsű egérben indukált és in vivo, ascites 

formában fenntartott szingén egérsarcomán (A/Ph MC.SÍ.) alapuló
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tumortranszplantációs rendszerben végzett kísérletekre- épülnek.

Az A/Ph MC.SI. fibrosarcoma vonalat a Szegedi Biológiai 

Központ Genetikai Intézetének Immungenetikai Munkacsoportjában 

hozták létre és főbb immunbiológiai tulajdonságait Intézetünk 

Immunológiai Munkacsoportjával együtt tanulmányozták (16, 17, 

18). Megállapították, hogy élő tumorsejtek oltását követően, 

alacsony sejtdózisok alkalmazásakor az állatok egy részén nem 

ered meg a tumor (tumornegativ állatok), s még viszonylag magas 

sejtdózisok bevitele esetén is a tumorossá vált állatok jelen­

tős részén a tumor átmeneti növekedés után regrediál (regresszor 

állatok). A tumornegativ és a regresszor egereken a tumor újra- 

oltásakor igen erős tumorral szembeni rezisztencia mutatható 

ki, ami arra utal, hogy ennek a tumornak - a kémiailag indukált 

tumorok többségéhez hasonlóan - van tumorhoz asszociált transz­

plantációs antigénje (TATA), és ez meglehetősen erősnek tűnik

(IS).
Nem tisztázták azonban, hogy e tumor ТАТД-jának erős 

immunogenitása az ép, élő, osztódóképes tumorsejtek beviteléhez 

kötött-e vagy sem. Osztódásukban gátolt tumorsejtek (19) és 

szubcelluláris tumorsejtszármazékok (20, 21) rezisztenciakeltő 

képességére találhatunk ugyan adatokat az irodalomban, de össze­

hasonlító, elemző vizsgálatok nem történtek, különösen olyan 

tekintetben nem, hogy ezek immunogenitása hogyan viszonyul az 

élő tumorsejtekéhez. Megoszlanak a vélemények az ilyen prepa­

rátumok immunterápiás hatását illetően is (22, 23). E kérdések­

nek mind elméleti, mind gyakorlati jelentőségét figyelembe véve, 

kísérleteink egy részében ezekre kerestük a választ. Ebből a
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célból osztódásukban gátolt tumorsejtekkel, illetve ultra­

hanggal feltárt tumorsejtszuszpenzióval kíséreltük meg immuni­

zálni az állatokat, továbbá adatokat próbáltunk nyerni az igy 

kialakítható immunitás jellegéről. Külön figyelmet fordítottunk 

arra, hogy a progresszív tumornövekedést feltárt tumorsejtekkel 

vissza lehet-e fordítani, azaz a tumoros állatok sorsát immun­

terápia révén tudjuk-e befolyásolni.

Zákány és mtsai (18) az A/Ph MC.SÍ. tumorral szembeni 

rezisztencia mechanizmusára vonatkozó vizsgálataik során meg­

állapították, hogy abban elsősorban celluláris immuntényezők 

játszanak szerepet. Megfigyelték, hogy a regresszor egerekből 

származó limfoid sejtek erős tumornövekedést gátló hatásúak 

és ez a T-limfocitákhoz kötött. A regresszor egerek újraoltását 

követően a tumorban már igen korán jelentős mértékű makrofág- 

infiltrációt észleltek. A makrofágokra nézve toxikusnak tartott 

carrageenan-kezeléssel a tumornövekedést fokozni lehetett. A 

regresszor egerek nyirokcsomósejtjei a daganatsejtek jelenlé­

tében a makrofágok migrációját gátló faktort termeltek, és az 

ilyen állatokban lokális késői típusú túlérzékenységi (a szak- 

irodalomban elfogadott rövidítése: DTH) reakciót lehetett ki­

váltani. Ezen eredmények alapján felvetődik, hogy az A/Ph MC.SÍ. 

tumorral szembeni rezisztenciában egy limfokinterinelő T-sejt- 

populáció által közvetített, makrofágfüggő immunválasz, a DTH 

reakció játszhat szerepet.

A DTH jelenlétét kimutatták a fertőző betegségekkel szem­

beni védettségben (24), és mint effektor mechanizmus szerepel­

het az a 11ograftrejeкcióban (25), valamint a tumorokkal szembeni
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rezisztenciában is. A tumorantigénekkel szemben kiváltható 

DTH reakciót patkányokban (26), tengerimalacokban (27) és 

egerekben (23, 29) már a 60-as évek végén leírták, s nem sokkal 

később daganatos betegeken kapott hasonló eredményekröl is 

beszámoltak (30). E korai vizsgálatok, valamint a különböző 

szerzők által kapott további eredmények (31, 32) alapján azon­

ban nem alakult ki egységes elképzelés arra vonatkozóan, hogy 

van-e összefüggés a tumorral szembeni rezisztencia és a DTI-I 

között. A saját kísérleti rendszerünkben tapasztaltak (misze­

rint a regresszor egereken kiváltható a DTH reakció), valamint 

az egymásnak ellentmondó irodalmi adatok ösztönöztek bennünket 

arra, hogy ezzel kapcsolatban további vizsgálatokat végezzünk. 

Ezentúl arra a kérdésre kerestük a választ, hogy a turnoranti- 

génnel szembeni DTH reakció kiváltható-e a tumoros állatokon 

is. Fokozottan figyeltünk arra, hogy a DTH reakció nagysága 

kapcsolatba hozható-e a tumoros állatok további sorsával, azaz 

a DTH reaktivitás meghatározása révén meg tudjuk-e előre 

"jósolni" a daganatos betegség kimenetelét.

Kísérleteink során szisztémás túlérzékenységi reakciót 

is megfigyeltünk az A/Ph MC.SÍ. tumorral szemben. Ez a sok 

esetben elhullásokhoz is vezető reakció az egerek hiperimmuni- 

zálása során alakult ki. Ezt a jelenséget időbeli fellépése és 

lefolyása, valamint ant ithymocyta savóval való gátolhatósága 

alapján DTH reakciónak tartjuk. Tumorantigénekkel szembeni 

szisztémás DTH reakcióról tudomásunk szerint eddig még nem 

számoltak be az irodalomban.



7

2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

2.1. Kísérleti állatok

2.1.1. Egerek

Kísérleteinket az Intézetünkben tenyésztett izogén A, CSA, 

valamint az MTA SZBK Központi Állatházából beszerzett A/Ph 

egértörzseken végeztük. Az egerek a LATI (Gödöllő) által elő­

állított konvencionális egértápot és csapvizet fogyasztanak 

ad libitum. Az egértörzsek izogenitását a Silvers-féle körbe- 

graftolási módszerrel (33) kétévente ellenőrizzük. Az A egér­

törzs két alvonala (A és A/Ph) a körbegraftolási teszt alapján 

izogén.

2.1.2. Nyulak

Egy helyi tenyészetből beszerzett 2-4 kg-os újzélandi 

fehér nyulakat használtunk. Az állatokat a felhasználás előtt 

saját állatházunkban legalább 10 napig megfigyelés alatt tar­

tottuk és a LATI által forgalomba hozott nyúltáppal és csap­

vízzel (ad libitum) tápláltuk.

2.2. Tápfolyadékok és egyéb anyagok

Eagle-féle MEM (Hanks' alapú minimálisan szükséges tápfolyadék;

GIBCO, USA; 0,35 g/l NaHC03-tal kiegészítve)

RPMI 1640 (szövettenyésztő tápfolyadék; GIBCO, USA; 10 mmol

HEPES-sel /GIBCO, USA/, 2 g/l NaliCO^tal,
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2xl0-5 mmol 2-merkaptoetanollal (Sigma, USA),

100 NE/ml penicillinnel, 100 ug/ml streptomycin- 

nel és 10% fötális borjúsavóval /FCS, HUMAN, 

56°C-on 30 percig dekomplementálva/ kiegészitve) 

A fentiek por alakban kiszerelt médiumok, amelyeket háromszor 

desztillált vízben oldunk fel. A tápfolyadék pH-ját 7,3-ra 

állítjuk be, és 0,2 um pórusátmérőjű Millipore membrónszűrön 

sterilre szűrjük. A kész tápfolyadékot hűtőszekrényben tároljuk. 

Komplement (HUMAN, liofilezett tengerimalac komplement)

Mitomycin C (Sigma, USA)

^H-timidin (°H-metil-timidin, UVVVR, Csehszlovákia)

Whatman GF/C filterpapír

Szcintillációs koktél (0,5 g/l 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 tripánkékből 0,14%-os, a NaCl-ból 4,25%-os törzsoldatot

készítünk háromszor desztillált vízben, és ezek­

ből a felhasználás előtt 4:1 arányú keveréket 

készítünk.

Türk-oldat (BIOGAL)

Mertiolát (Etilmerkuri-tioszalicilsav Na-sója, SERVA,

1%-os törzsoldat fiziológiás sóoldatban) 

1 N NaOH (Flow Laboratories, Anglia)

1 N HC1 (Flow Laboratories, Anglia)

NSZK;
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2.3. Az antIthymocyta savó (ATS) készítése

Az ATS-t nyulakban termeltük CBA thymussejtekкel történt 

immunizálásokkal Levey és Medawar (34) Végh által módositott 

módszere alapján (35). A nyulakat 3x10^ CBA thymussejttel ol­

tottuk lv_ testsúlykilogramonkérit két alkalommal, két hét 

különbséggel. A második immunizálás után egy héttel a nyulakat 

elvéreztettük, vérüket összegyűjtöttük és hagytuk megalvadni.

Az alvadékot 1-2 óra múlva leválasztottuk a cső faláról, majd 

egy éjszakán át hűtőszekrényben állni hagytuk. Az így nyert 

savót először 620g-vel, majd 970g-vel 10-10 percig centrifugál­

tuk. A tiszta savót 56°C-on 30 percig dekomplementáltuk, majd 

konzerválás céljából 1%-os mertiolát törzsoldatból 1 térfogat­

százaléknyi mennyiséget adtunk hozzá és -20°C-on tároltuk.

Az igy készült ATS immunszuppresszív hatása erős volt, 2x0,5 ml 

dózisban s_c alkalmazva a bőr allograftok túlélési idejét H—2 

antigénekben eltérő donor-recipiens törzskombinációkban

A) több mint kétszeresére fokozta.(A CBA, CBA

2.4. Az A/Ph MC.SÍ, tumor indukciója és fenntartása

A tumorindukciót az MTA SZBK Genetikai Intézetének Immun­

genetikai Munkacsoportja végezte el 1976-ban A/Ph nőstény 

egerekbe 0,5 mg metilkolantrént oltva jlm. Egy egérből prog­

resszív növekedést mutató tumort (A/PH MC.SÍ.) izoláltak.

A daganatot a szingén egerekben történt ötszöri se átoltást 

követőén ascitesben is növekvő tumorrá alakították át (16).
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A tumort A szingén, normál, felnőtt, nőstény egerekben tartjuk 

fenn ascites formában 1-2 hetenként történő ijs átoltásokkal.

Az A/Ph MC.SÍ. tumor szövettanilag fibrosarcoma (17), amely 

se szolid tumorként, ascitesben egyes sejtekből álló szuszpen­

zió к é n t nő.

2.5. A tumorsejtszuszpenzió készítése

az ijo átoltás utáni 5-10. nap között a donor állatot 

elvéreztettük, az állat hasát 70%-os alkohollal dezinficiáltuk, 

majd a bőrt lehúztuk. A hasűri folyadékot tápfolyadékkol hígít­

va leszívtuk, majd 4 rétegű gézen 20 ml-es centrifugacsőbe 

szűrtük. Az így nyert szuszpenziót ettől kezdve 0-4°C-on tar­

tottuk. A szuszpenziót 55g-vel 5 percig centrifugáltuk (K23, 

Oanetzki, NDK). Az üledéket friss tápfolyadékban reszuszpen- 

dáltuk, majd még kétszer mostuk. Bürker-kamrában történt sejt­

számolás alapján meghatároztuk a se j tkoncerit rációt és a tripán- 

kék festékkizárásos módszerrel a vitalitást, majd beállítottuk 

a kívánt sejtkoncentrációt. A kísérletekhez csak olyan szusz­

penziókat használtunk fel, amelyeknek a vitalitása meghaladta 

a 85%-ot. Az esetek túlnyomó többségében 95% feletti vitalitá- 

súak voltak a tumorsejtszuszpenziók.

2.6. A tumorsejtek ultrahangos feltárása

5xl0^/ml koncentrációra beállított és

0°C-ra hűtött tumorsej tszuszpenziót MSE PG-120 típusú Lrltröh|ingoí:
/ ' %

Az előkészített,
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dezintegrátorba helyeztük úgy, hogy a dezintegrátor fejrésze 

a szuszpenzió felszínéhez érjen. Az ultrahangkezelést 2x1 

percig folyamatos hűtés mellett alkalmaztuk a legerősebb foko­

zatban (amplitúdó 16-20 um). A lizátum pH-ját 7,3-ra állítot­

tuk be. A dezintegrálás hatékonyságát mikroszkóppal ellenőriz­

tük, és megállapítottuk, hogy nem maradt benne élő, integrált 

tumorsejt. Egyes kísérletekhez az ultrahanggal feltárt lizá- 

tumot, majd annak felülúszóját centrifugáltuk. A centrifugálást 

mindkét esetben 10'000 g-vel 20 percig 4°C-ori végeztük és az 

így nyert, durva részecskéktől mentes áttetsző felülúszót gyűj­

tő 11 ü к .

2.7. A tumorsejtek mitomycin C-vel való kezelése

A tumorsejtékből 10% FCS-t tartalmazó MEM-ben 107/ml 

koncentrációjú szuszpenziót készítettünk. A szuszpenziókhoz 

0,5 mg/ml koncentrációjú mitomycin C törzsoldatból mértük a 

megfelelő mennyiséget. Kétféle mitomycin-kezelést alkalmaztunk. 

A 107/ml koncentrációjú tumorsejtszuszpenzióhoz 50 ug mito- 

mycint adtunk ml-enként, majd 30 percig 37°C-on inkubáltuk.

A másik esetben az ugyanilyen töménységű sejtszuszpenzióhoz 

100 ug mitomycint adtunk ml-enként és 100 percig 37°C-on in­

kubáltuk. Az inkubálás után FCS-mentes tápfolyadékkal kihígí­

tottuk a szuszpenziót, majd 150 g-vel 5 percig 20°C-on'centri­

fugáltuk. A sejteket ezután még kétszer mostuk. Meghatároztuk 

a sejtszámot és a vitalitást, majd a szuszpenziót a kívánt 

koncentrációra állítottuk be. Az így kezelt tumorsejteket



12

egyrészt in vivo kísérletekben használtuk fel, másrészt az 

in vitro DNS szintézisüket vizsgáltuk. Az ln vitro vizsgála­

tokhoz a sejtszuszpenziókat FCS-tartalmú RPNI 1640 tápfolya­

dékban vettük fel, és a LINBRO gyártmányú, szövettenyésztésre

alkalmas mikrotitráló lomezre lyukanként 200 ul térfogatban 

2xl04, illetve 2x10^ élő tumorsejtet mértünk. Egy-egy kísérlet­

ben 10-12 párhuzamos mintát alkalmaztunk. A tumorsejtek mito-

tikus aktivitását triciuinmal jelölt timidinnek a sejtekbe való 

beépülésével jellemeztük; a mikrotitráló lemezre való bemérés
3után 1 uCi H-timidint adtunk minden mikrokultúrához és 18 órán 

keresztül 5% széndioxiddal dúsított levegőjű, 100% relatív 

páratartalmú termosztátban (Heraeus В 5060 EC/CO^, NSZK)

37°C-on inkubáltuk. Az inkubálás után a kultúrákat a mikrotit­

ráló lemezről házi készítésű harveszterrel Whatman GF/C filterre 

vittük át, és a lemezt lyukanként 10-10 ml fiziológiás sóoldat­

tal mostuk. A filteren lévő sejteket 120°C-on szárítószekrény­

ben 60 percig fixáltuk és víztelenítettük, majd az egyes mikro- 

kultúrák sejtjeit hordozó szűrőpapírkorongokat Wheaton gyárt­

mányú szcintillációs üvegküvettákba helyeztük, majd 4-4 ml 

szcintillációs koktélt mértünk rájuk. A minták aktivitását 

Beckman gyártmányú, LS-100C típusú szcintillációs spektro­

fotométerrel mértük. A minták aktivitását a mért cpm (beütés/perc^ 

értékekkel jellemeztük.

2.8. A tumornövekedés reqisztrálása

Az élő tumorsejtek jsc oltása után az állatokat hetente
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kétszer megvizsgáltuk a tumorok megeredési arányának megha­

tározása és a megjelent tumorok növekedésének nyomonkövetése 

céljából. A tumorok két átmérőjét - a legnagyobbat és az arra 

merőlegeset - mértük, amelyekből átlagot számoltunk, és ezzel 

jellemeztük a tumor méretét az adott időpontban. Az ily módon 

egy mérési időpontban kapott tumorméreteknek a kísérleti cso­

portra jellemző átlagát és standard errorját kiszámoltuk, az 

elhullásokat napi pontossággal regisztráltuk. Az elhullásoknak 

és a tumorok visszafejlődésének (a regresszióknak) az átlagos 

idejét (_+ standard error) és %-os arányát vettük figyelembe az 

értékelésnél. Az élő tumorsejtek i£ oltását követően csak az 

elhullások időpontját regisztráltuk, és az eredményeket az 

elhullások %-os arányai és az átlagos túlélési idők alapján 

értékeltük. Az átlagos túlélési, illetve a regressziós idők 

statisztikai összehasonlítására a Studerit-féle kétmintás t

próbát, a mortalitás és a regresszió arányainak elemzésére pe- 

• 2dig а Л. próbát alkalmaztuk. Statisztikailag szignifikánsnak 

azokat az eltéréseket tekintettük, amikor £ értéke kisebbnek 

bizonyult 0,05-nál,

2.9. A lokális késői típusú túlérzékenységi (DTI-I) reakció

mérése lábmegvastagodási teszttel

A lokális DTH reakció kiváltásához antigénpreparátumként

A IQ6ultrahanggal feltárt tumorsejtszuszpenziót használtunk, 

feltárt tumorsejtet 20 ul térfogatban, 30-as tűvel, 100 ul-es

Hamilton-fecskendővel oltottuk az egerek bal lábának dorsalis
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oldali bőre alá. A jobb lábba 20 ul MEM-et oltottunk "oltási" 

kontrollként a tumorsejtszuszpenzió készítéséhez használt táp­

folyadékból. Az oltások előtt közvetlenül, valamint az oltások 

után 6, 24, 48 és 72 órával mértük az állatok mindkét oldali 

lábvastagságát mérnöki mikrométercsavarral (+. 0,01 mm hiba).

A szubjektív hiba csökkentése céljából a csoportokat előzete­

sen kódoltuk, és a méréseket mindig ugyanaz a személy végezte. 

A lábmegvastagodást a kiinduló érték %-ában adtuk meg. A DTI-I 

reakció értékelésekor a nem immunizált, normál állatok tumor- 

antigén-preparátum okozta nem specifikus lábmegvastagodását 

tekintettük kontrollnak. A lokális DTH reakció intenzitásának

jellemzésére használt specifikus lábmegvastagodás %-os értékét 

ennek figyelembevételével a következő módon számoltuk ki:

vastagodásvastagodás
x 100x 100

kiinduló
lábvastagság

kiinduló
lábvastagság

kontrolikísérleti

Az egyedi értékeket átlagoltuk, kiszámoltuk a standard errort, 

és a statisztikai elemzésre a Student-féle kétmintás t_ próbát 

használtuk. A különbségeket itt is csak akkor tekintettük 

szignifikánsnak, ha jd érték kisebb volt 0,05-nál.
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EREDMÉNYEK3.

3.1. Az A/Ph MC.SÍ. tumor immunoqenitása

3.1.1. A tumorse.j t ek előkészítése az immunizáláshoz
Előkisérieteinkben ellenőriztük a tuniorsejtszuszpenziók 

kezelésére használt eljárások hatékonyságát in vitro és in vivo 

körülmények között. A tumorsejtek osztódásának gátlására két­

féle mitomycin C-kezelést alkalmaztunk, amelyeknek az in vitro 

DNS szintézisre kifejtett hatását az I. táblázatban foglaltuk 

össze. Az enyhébb mitomycin-kezelés hatására a tumorsejtek 

in vitro DNS szintézise 54-60 %-kal csökkent. A kezelt szusz­

penzióból 10^ élő tumorsejtet szingén egerekbe se oltva vala­

mennyi állaton megeredt a tumor, majd átmeneti növekedés után 

igen rövid idő alatt regrediált (lásd a II. táblázatban). Ez 

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

alapján, csak részlegesen gátolta a tumorsejtek osztódóképes­

ségét.

A II. táblázatban feltüntettük a különböző számú kezelet-

lü6len élő tumorsejt se oltását követő tumornövekedést is. 

élő tumorsejt beoltása után minden állaton megindult a tumor­

növekedés és közel háromnegyed részük a tumortól elhullott.
*Zazaz 10 tumorsejttől is az állatoknak közel 

a felén megjelent a tumor, sőt néhány százalékuk el is pusztult. 

A mitomycinnel osztódásukban részlegesen gátolt tumorsejtek 

oltását követően megeredt tumorok igen rövid ideig tartó növe­

kedése és gyors regressziója arra utal, hogy a kevésbé

Ezerszer kevesebb,



I, táblázat. Mitomycin C-kezeiés hatása a tumorsejtek in vitro timidin felvételére

Mitomycin C-kezelt
Kezeletlen

50 ug MC, 50 perc0 IOC ug MC, 100 perc

+ + + +Tumorsejt/kultúra Gát lásCPÍ'i+SE CPM+SE GátlásCPM+SE
о/ о//0 /0

2xlC4
IA) kísérlet

B) kísérlet
81221+2822

151244+2811
37222+1146 54,2

i—11352+26 oo ] cn
I

2xl05

A) kísérlet
B) kísérlet
C) kísérlet

19 6144,+3043 

305322^6152 

247709+6189

82912+1352 57,7
10396+247

5677+308
36.6
97.799083+1424 60,0

+ + a kezeletlen tumorsejtkultúrákban mért CPM %-éban 

°1C^ élő tumorsei tét 50 ug mitomycin C-vel 30 percig 37°C-on inkubáltunk
у у _ Q
s10 élő tumorsejtet 100 ug mitomycin C-vel 100 percig 37 C-cn inkubáltunk



II« táblázat« Tumcrnövekedés kezeletlen, mitomycin C-vel blokkolt, illetve ultrahanggal 
feltárt tumorsejtekkel _sc oltott szingén egerekben

ti. túlélés Regresszió /.t 1. regressziós
idő +SE (nap)

ineideneia (/) i iortalitás (%)Tumorsejtdózis
_+Su (nap) 0'

Kezeletlen

103 18/45 (40) 

24/25 (S6) 

20/20 (100) 

120/120 (100)

3/45 (7) 

5/25 (20) 

5/20 (25) 

88/120 (74)

71,0+11,0
65,0+9,8

15/45 (33) 

19/25 (76) 

15/20 (75) 

32/120 (26)

63 + 6,9 

44 +4,S 

39 +6,5 

48 +4,7

104
105 73,2+11,4 i—*

106 4145,3+2,9
i

Kezelt

10^ MC-részleges 

10^ MC-telj es' 
10^ UK-felt árt

15/15 (100) 

0/15 

0/35

0/15 (0) 15/15 (100) 13 +0,5

-}- -b

*106 élő, 

б10 tumorsejtnek megfelelő mennyiségű ultrahangos lizátum

mitomycin C-vel osztódásukban részlegesen, illetve teljesen gátolt tumcrsejtek

+ +
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hatékony mitomycin-kezelés nem egyszerűen az osztódóképes 

tumorsejtek számát csökkentette a felére, hiszen ilyen rövid 

idő alatt lezajló tumornövekedést és regressziót a kezeletlen 

tumorsejtekkel oltott állatokon egyetlenegy dózis (még a leg­

alacsonyabb) esetén sem tapasztaltunk (lásd a II. táblázatban).

Az erőteljesebb mitomycin-kezeléssel a tumorsejtek

in vitro DNS szintézisét 97-99 %-kal sikerült csökkentenünk

(lásd az I. táblázatban). Ha az igy blokkolt tumorsejtszusz- 

6penzióból 10 élő sejtet oltottunk az egerek hátbőre alá, 

tumorok egyáltalán nem nőttek ki. Ezzel a mitomycin-kezeléssel 

tehát a tumorsejtek osztódóképességének gyakorlatilag teljes 

gátlását sikerült elérnünk (lásd a II. táblázatban).

Ha 10^ tumorsejtnek megfelelő mennyiségű ultrahangos 

lizátumot oltottunk sc_ az egerekbe ugyancsak egyetlenegy eset­

ben sem tapasztaltunk tumornövekedéet (lásd a II. táblázatban).

a

3.1.2. A tumorral szembeni rezisztencia előkezelt

tumorsejtszuszpenziókkal immunizált egereken

Az előző fejezetben ismertetett kezeléseken átesett tumor­

se j t szuszpenziókkal megkíséreltünk szingén egereket s£ immuni­

zálni annak a kérdésnek az eldöntésére, hogy lehet-e rezisz­

tenciát kelteni osztódásukban gátolt, illetve feltárt tumor­

sejtekkel. Ebből a célból egymástól független egércsoportok 

egyedeit 106 élő, osztódásában részlegesen, illetve teljesen 

gátolt tumorsejttel, továbbá 106 tumorsejtnek megfelelő mennyi­

ségű ultrahangos lizátummal, valamint ez utóbbi tisztított

felülúszójával immunizáltuk. A rezisztencia "tesztelése"
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céljából 10^ élő tumorsejttel oltottuk az állatokat s£ az 

immunizálás után két héttel. A III. táblázatban a "teszt" 

tumorsejtdózis okozta tumorincidenciát és mortalitást, az 

állatok túlélési idejét, a regressziók arányát, valamint az 

átlagos regressziós időket tüntettük fel. A "teszt" dózis 

által normál, kezeletlen egereken előidézett 100%-os tumor- 

incidenciát az immunizálások egyike sem volt képes befolyásol­

ni, egy kivételével minden állaton megjelent a tumor. Megfi­

gyelhető viszont, hogy a mortalitás valamennyi immunizált cso­

portban jelentősen csökkent (kontroll: 74%; immunizált csopor­

tok: 0-26%), ami a regressziók arányának növekedésével járt 

együtt. A különbség a kontroll és minden egyes immunizált cso­

port között szignifikáns. Az immunizált csoportok túlélő egerein 

a tumorok szignifikánsan gyorsabban fejlődtek vissza : az átlagos 

regressziós idő a kontroll egereken észlelt 48 napról 24-36 

napra rövidült. A tumorral szembeni rezisztencia legerősebb 

fokozását az osztódásukban részlegesen gátolt tumorsejtekkel 

sikerült elérnünk. Ebben a csoportban az élő tumorsejtekkel 

végzett újraoltás egyetlenegy elhullást sern idézett elő, s a 

tumorok átlagos regressziós ideje is itt volt a legrövidebb.

A mortalitás a tisztitott lizáturnmal immunizált csoportban volt 

a legmagasabb, de az elhullások általában később következtek be, 

mint a kontroll csoportban.



III. táblázat, lumorral szembeni rezisztencia osztódásukban gátolt, illetve feltárt tumor-
sejtekkel sjc immunizált egerekenx

Át 1,regressziós 
idő + SE (nap)

Incidencia (;j) Mortalitás (%) Túlélés (nap)Immunizálás Regresszió
С/
/0

45,3 +2,9°120/120 (100) 88/120 (74)

0/18 (C) 

1/15 (7) 

2/20 (10) 

4/15 (26)

32/120 (26) 

17/18 (94) 

14/15 (S3) 

18/20)(90) 

28; SÍ; 95; 96; 11/15 (74)

48 +4,7

MC-részleges* 

MC-telj es+ 

UH-feltárt

17/18 (94) 

15/15 (100) 

20/20 (100) 

15/15 (100)

24 +2,2

66; 30 +2,0 í\)о+ + 18; 24; 36 +5,2

UH-f eltárt,' "r 
tisztított

35 +1,9

''a rezisztencia tesztelése 2 héttel az immunizálás után 10 élő tumorsejt s_c oltásával 
történt

J, 0'10 élő, mitomycin C-vel osztódásában részlegesen, 
immunizált egerek

610 tumorsejtnek megfelelő mennyiségű, tisztitat lan, illetve tisztított lizátummal 
immunizált egerek

°átlagcs túlélés + SE

illetve teljesen gátolt tumorsejttel

+ +
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3.1.3. A feltárt tumorse.jtekkel keltett rezisztencia

tartóssága

Az előző fejezetben leírt vizsgálatainkban megállapítottuk, 

hogy a feltárt tumorsejtekkel se oltott állatokban az immuni­

zálás után két héttel jelentős fokú tumorral szembeni védett­

ség mutatható ki. A továbbiakban azt vizsgáltuk, hogy az így 

keltett rezisztencia hasonlóképpen tartós-e, mint azt a koráb­

biakban az élő tumorsejtek oltását követően tumornegatívnak, 

illetve regresszornak bizonyult egerek újraoltásakor tapasz­

taltuk. Az erre vonatkozó eredményeinket a IV. táblázatban 

foglaltuk össze. A mortalitás drasztikus csökkenése, valamint 

a regressziós idők jelentős rövidülése azt mutatja, hogy a 

tumornegativ és regresszor egércsoport ok még négy hónappal 

később is jelentős védettséget mutattak a s_c adott 10^ élő 

tumorsejt által okozott tumornövekedéssel szemben. A feltárt 

tumorsejtekkel kezelt állatokban négy hónappal az immunizálás 

után a "teszt" tumorsejtdózis okozta tumorincidencia a tumor- 

negatív és regresszor állatokon tapasztaltakéhoz hasonlóan 

100% volt, de a tizenöt állatból mindössze egy hullott el. 

Ezenkívül a visszafejlődő tumorok átlagos regressziós ideje is 

szignifikánsan lecsökkent a nem immunizált normál egereken 

tapasztalthoz képest, ugyanúgy, mint azt a tumornegativ és 

regresszor csoportokban észleltük.



ÍV, táblázat, tumorral szembeni rezisztencia tartóssága élő, illetve feltárt tumorsejtek 

oltását követően7'

Incidencia ('/) Mortalitás (%) túlélés (nap) Regresszió Átl,regressziós
idő +SE (nap)0/

/0

45,3 +2,9°120/120 (100) 

42/43 (98)

88/120 (74) 

0/43 (0) 

3/25 (12) 

1/15 (7)

32/120 (26) 

42/43 (98) 

22/25 (88) 

14/15 (93)

48 +4,7

Regresszor+ 

Tumornegatív+ 

Immunizált

22 +3,4 

33 +5,025/25 (100) 27; 27; 102; rv>
1\Э15/15 (ICO) 79; 29 +2,0

a rezisztencia tesztelése 4 hónappal az oltások után 10^ élő tumorsejt se oltásával történt

élő tumorsejt s_c oltását követően regresszornak, illetve tumornegatívnak bizonyult egerek

10 tumorsejtnek megfelelő mennyiségű, tisztítatlan ultrahangos lizátummal s_c immunizált 
egerek

°átlagos túlélés +SE

x

410
+ +
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3.1.4. A feltárt tumorse.jtekkel keltett rezisztencia

függése az immunizálás helyétől

Ezek utón megvizsgáltuk, hogy a tumorsejtek ultrahangos 

lizátumával végzett immunizálás eredményessége függ-e az immu­

nizálás módjától (se: vagy íjd), és a létrehozható rezisztencia 

szisztémás jellegű-e. Az V. táblázat adatai azt mutatják, hogy 

az íjd, illetve a sjd immunizálás után hogyan alakul a tumor­

növekedéssel szembeni védettség 10^ élő tumorsejt íjd, illetve 

se oltását követően.

Az élő tumorsejtekkel íjd "tesztelt" csoportokban csak a 

mortalitási értékeket és az átlagos elhullási időket tüntettük 

fel, mert a tumorok hasűri megeredése és esetleges regressziója 

nem ítélhető meg olyan egyszerűen és egyértelműen, mint a s£ 

tumoroltások esetén, s így ezekre vonatkozóan nem rendelkeztünk 

biztos adatokkal. Megfigyelhető, hogy a nem immunizált kontroll 

csoportban 10 élő tumorsejt oltását követően kifejlődött 

ascites-sarcomától minden állat igen rövid idő alatt elpusztult. 

Az íjd immunizálás után a mortalitás a tizedére csökkent, és 

még a s_c immunizálást követően is előfordult néhány túlélés.

A s_c, illetve az íjd immunizálásnak a s£ tumornövekedésre 

kifejtett hatására vonatkozó eredményeink az alábbiakban fog­

lalhatók össze. A se immunizált csoportban a kontrolihoz képest 

erősen csökkent a mortalitás és a túlélő egereken a tumorok 

átlagos regressziós ideje jelentősen megrövidült, megerősítve 

az előző két fejezetben leírt eredményeinket. Az íjd immunizált 

csoportban azonban a jsc adott "teszt" tumorsejtdózis okozta 

tumornövekedés gátlását nem tapasztaltuk, éppen ellenkezőleg,



táblázat, .X tumorral szembeni rezisztencia függése a feltárt tumorsaitekkel történt immunizálás 

módjától
V.

Átl, regressziós idő 
(nap)

incidencia (%) Mortalitás (%) Túlélés (nap) RegresszióImmuni- "Teszt" 
zálás, 
módjaT

CV + SEtumor­
oltás'4

/0

15,0 +0,5°32/32 (100) 

1/10 (10) 

11/14 (79)

120/120 (100) 88/120 (74)

25/25 (100)

25/25 (100)

ip

18;Aß Aß
15,5 ^0,4° 

45,3 +2,9° 

49; 51; 57; 

38,1 +3,9°

Aßsc I
í\)32/120 (26) 48 .+4,7se ■t*

I3/25 (12) 

24/25 (96)

22/25 (88) 

1/25 (4)

33 +3,4se se

Aß 78;se

j. 6'az immunizálás 10 tumorsejtnek megfelelő, tisztítatian ultrahangos lizátummal történt 
se,

'"a rezisztencia tesztelése az immunizálás után 2 héttel 10 
oltásával történt

°átlagos túlélés + SE

illetve _i£

élő tumorsejt se, illetve i£
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a tumor növekedése fokozódott. Három egymástól független 

kísérleti csoportban - összesen huszonöt állat közül 

egy állaton következett bo regresszió, a többi elpusztult a 

tumortól, mégpedig szignifikánsan rövidebb idő alatt, mint a 

nem immunizált kontroll csoport egerei.

csak

3.1.5. A feltárt tumorse.jtek immunterápiás hatása

tumoros egerekben

A továbbiakban azt vizsgáltuk,meg, hogy a normál egerek 

immunizálása során hatásosnak bizonyult ultrahangos lizátummal

a már nagy tumoré állatokon visszafordítható-e a tumornövekedés. 

106 élő tumorsejt s£ oltását követően a 14, napon, amikor az 

átlagos tumorátmérő a másfél centimétert meghaladta, 10^ 

sejtnek megfelelő mennyiségű lizátumot kaptak az állatok se.

Az 1. ábrán látható a tumornövekedés dinamikája a kezelet­

len és az ultrahanggal feltárt tumorsejtekkel kezelt csoport­

ban. A kezelt csoportban, a kezelés után egy héttel már meg­

állt a tumornövekedés, két hét múlva pedig az átlagos tumorát­

mérő kisebb lett, jelezve, hogy a tumor az állatok többségén 

visszafejlődésnek indult. A különbség a kezeletlen kontrolihoz 

viszonyítva ekkorra már statisztikailag szignifikánssá vált.

A 2. ábrán megfigyelhető az is, hogy nemcsak átmeneti 

hatásról van szó, hiszen a feltárt tumorsejtekkel történt utó­

kezelés eredményeként a mortalitás is csökkent, az egereknek a 

kontroll csoporthoz képest kb. a fele hullott el. Ezen az ábrán 

bemutatjuk azokat az eredményeket is, amelyeket a tumoroltás 

után 4, illetve 28 nappal kezelt csoportokban kaptunk.

tumor-



26

Átlagos tumorátmérő 

(mm _+SE)

20 «

15-

10 •

5 ■

időT
3 hét 4 hét1 hét 2 hétí Ttumorolt ás UH-feltárt

1. ábra

Feltárt tumorsejtek hatása a tumornövekedésre

Az állatok 10G
A kezelés a 14. napon történt 1G6 tumorsejtnek megfelelő 

tisztítatlan ultrahangos lizátummal se.

О kezeletlen kontroll 

• utókezelt

élő tumorsejtet kaptak sc a 0. napon.
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tumor incidencia (%)

100-,

80-

60-

40- . «
regresszió

.mortalitás
20-

Utó kezelt 

14 na p
Kontroll

28 na p4 na p

2. ábra
Feltárt tumorsejtek hatása a tumorviselö állatok mortalitására

Az állatok 1G6 élő tumorsejtet kaptak sc a 0.
a 14

napon.
6napon történt 10illetve a 28.A kezelés a 4

tumorsejtnek megfelelő tisztitatlan ultrahangos lizótum- 

mal se.

* I* i
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A tumornövekedés kezdeti stádiumában, amikor még éppen csak 

megjelentek a szemmel látható és tapintható tumorok, ez utó­

kezelés hatékonyabbnak bizonyult: az állatoknak csak 30%-a 

pusztult el. A tumornövekedés késői stádiumában végzett keze­

lés viszont már nem volt képes befolyásolni az állatok sorsát.

3.2. Az A/Ph MC.SÍ. tumorral szembeni lokális DTH reakció

3.2.1. A reqresszor állatok lokális DTH reaktivitása

3.2.1.1. A lokális DTH reakció dinamikája
6A lábmegvastagodási reakciót 10 tumorsejtnek megfelelő 

mennyiségű ultrahangos tumorsejtlizátummal váltottuk ki, 

amelyről az előző fejezetekben ismertetett immunizálási kísér­

letek során bebizonyosodott, hogy tartalmazza az A/Ph MC.SÍ. 

sarcomasejtek által hordozott TATA-t. A feltárt tumorsejteket 

az egerek lábának dorsalis oldali bőre alá oltottuk. Az oltás 

a láb kipirulását és ödémás duzzadását okozta (lásd az 1. 

képen).

A reakció mértékének számszerű jellemzésére a lábmegvas- 

tagodás %-os értékeit használtuk (lásd a Módszerek 2.9. feje­

zetében ).

A 3. ábrán a feltárt tumorsejtekkel regresszor, illetve 

normál egereken kiváltható lokális lábmegvastagodási reakció 

időbeli lefutását tüntettük fel. A harmadik görbe adatait 

pedig úgy számoltuk ki, hogy a regresszor egereken kapott %-os 

lábmegvastagodási értékekből kivontuk a normál állatokon kapott 

értékeket, és igy ez a görbe a regresszor egerek ún.

&%>/&.?(![ *
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1. kép

Lokális DTH (lábmegvastagodási) reakció regresszor
egéren

6bal láb: 10w feltárt tumorsejt jjc oltását követően 

24 órával

jobb láb: "oltási" kontroli (MÉM tápfolyadék)



lábmegvastagodás (%)
(átlag +SE)

3. ábra

Tumorantigénnel szembeni lokális DTH reakció regresszor 
egereken

A reakció kiváltása 10^ feltárt tumorsejttel történt.
X normál, illetve о regresszor egerek lábmegvastagodási 
reakciója; ф regresszor egerek specifikus lábmegvastagodási 
reakciója (regresszor-normái).
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lokális reaktivitásának dinamikáját mutatja. A tumorsejt- 

lizátum a normál egereken a kiváltás után 6 órával átlagosan 

16,8%-os lábmegvastagodást okozott. Ez a 24. órára jelentősen 

csökkent (7,3%), 48 óra eltelte után pedig minimális értéket 

mutatott. A regresszor állatokon a kiváltás utáni 6. órában 

lényegesen erősebb reakciót figyeltünk meg (23%), ennek azon­

ban a nagyobbik komponense nem tekinthető specifikusnak, mivel 

azt a normál állatokon is tapasztaltuk. A kiváltás után a 

24. órában a regresszor állatokon mért reakció a korai idő­

pontban kapott értékhez viszonyítva lényegesen nem változott 

(21%). Mivel a normál állatokon a 24 órás reakció jelentősen 

kisebb volt, így adódik, hogy a regresszor egerek specifikus 

reakciója a 24. órában érte el a maximumát. A második napon a 

regresszor állatokon kapott lábmegvastagodásnak mind az abszo­

lút, mind a specifikus értékei csökkentek, ekkorra a reakció 

már a regresszor csoportban is lezajlott. A tumorantigénekkel 

ily módon regresszor egereken kiváltható specifikus lábmeg- 

vastagodási reakció időbeli lefutása alapján DTH reakciónak 

tekinthető.

3.2.1.2. A lokális DTH reakció tartóssága regresszor

egereken

További kísérleteinkben azt vizsgáltuk meg, hogy a reg­

resszor állatokon a tumoroltástól számítva különböző időpon­

tokban - ugyanakkor, amikor ezen állatok a tumor újraoltásakor 

jelentős tumorral szembeni védettséget mutattak - kiváltható-e 

a lokális DTH reakció.
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A 3.1.1. fejezetben ismertettük azt a kísérletünket, 

amelyben mitomycinnel osztódásukban részlegesen gátolt tumor­

sejtekkel se oltottuk az egereket, hogy a tumorral szemben 

rezisztenciát keltsünk. A II. táblázatban látható volt, hogy 

az osztódásukban részlegesen gátolt tumorsejtek beoltását 

követően valamennyi állaton megindult a tumornövekedés, a 

tumorok azonban minden esetben két héten belül visszafejlőd­

tek. Az ilyen egerek a 15. napon végzett újraoltás eredménye 

alapján a tumorral szemben rezisztensnek bizonyultak (lásd a 

III. táblázatban).

Az ugyanilyen előéletű, de élő tumorsejtekkel újra nem 

oltott csoportban megkíséreltük kiváltani a lokális DTI-I reak­

ciót. A kiváltás után 24, 48 és 72 órával kapott specifikus 

%-os lábvastagodási értékeket tüntettük fel a VI. táblázatban. 

Megfigyelhető, hogy mindhárom időpontban 10% körüli volt a 

lokális DTH reakció.

A 3.1.3. fejezetben leírt eredményeink szerint a regresszor 

állatok a tumoroltás után 4 hónappal is rezisztensnek bizonyul­

tak a tumorral szemben. Megvizsgáltuk, hogy ebben az időpont­

ban is kiváltható-e regresszor állatokon a lokális DTH reakció.

A VI. táblázatban látható, hogy a reakció kiváltása után 24 

órával csaknem 15%-os specifikus lábmegvastagodást figyeltünk

sőt a 72. órában is 10% körülimeg és a reakció nagysága a 48 • t

volt.
A dolgozatban nem tárgyalt kísérleteinkben megállapítottuk, 

hogy a regresszor állatok az első tumoroltás után még egy évvel 

is igen erős védettséget mutattak a tumornövekedéssel szemben.



VI. táblázat. Tumorantigánekkel szembeni lokális DTH reakció regresszor egereken 

a tumoroltás utáni különböző időpontokban

Specifikus lokális lábmegvastagodás % (átlag +SE)

A tumoroltás után 
eltelt idő 6 óra 48 óra24 óra 72 óra

15 nap' 10,3+3,5 8,6+2,4 

9,4+2,0 

3,5+1,8

8,6 + 3,4
+ T I14,7+3,34 hónap 

12 hónap

7,9+2,3
ыu+ + 10,0+4,54,2+2,7 6,3+2,7
I

5
10 élő, mitomycin C-vel részlegesen gátolt tumorsejttel se oltott 
regresszor egerek a tumoroltás után 15 nappal

104 élő, kezeletlen tumorsejttel oltott regresszor ogorek a tumoroltás 
után 4, illetve 12 hónappal

+

.L -j-
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A lokális DTH reakciót az ilyen regresszor állatokon is 

sikerült kiváltanunk, és ennek 24 órás értéke ebben az eset­

ben is meghaladta a 10%-ot (lásd a VI. táblázatban). Valamennyi 

regresszor csoport 24 órás lokális reakciója szignifikáns volt 

a normál egereken tapasztalthoz képest.

3.2.1.3. A lokális DTH reakció fokozhatósága regresszor

egereken

Azokon a regresszor állatokon, amelyeken a tumoroltás 

után egy évvel váltottuk ki a reakciót, megvizsgáltuk azt is, 

hogy ismételt kiváltáskor a DTH reaktivitás mutat-e fokozódást. 

Mivel a reakció kiváltása a TATA-t tartalmazó feltárt tumor­

sejt szuszpenzióval történt (lásd a 3.1.2. és 3.1.3. fejezetben), 

ez egyben a regresszor állatok immunrendszerének a tumoranti­

génekkel való ismételt találkozását jelentette. A 4. ábrán 

feltüntetett eredményeink alapján az első kiváltás után 1 hó­

nappal történt második kiváltáskor a 24 órás DTH reakció több, 

mint kétszeresére emelkedett. Az újabb 1 hónap múlva végzett

tehát kétszeri emlékeztetőharmadszori kiváltáskor azonban

mór nem növekedett tovább a DTH reaktivitás.oltás után

3.2.2. A tumoros állatok lokális DTH reaktivitása

3.2.2.1. A lokális DTH reakció nagysága a tumoroltás

utáni különböző időpontokban

A további kísérleteinkben megvizsgáltuk, hogy a tumoros 

állatokon is kimutatható-e a lokális DTH reakció. Az 5. ábrán 

a 10^ élő tumorsejttel történt se oltás utáni különböző
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specifikus lábmegvustagodás {%) 
(átlag +SE)

30-

20 *

10 •

órav
6 24 43

4. ábra

Tumorantigennel szembeni lokális DTH reakció regresszor 

egereken többszöri kiváltás után

A reakció kiváltása a tumoroltás után 12 hónappal 
(• 1, kiváltás), 13 hónappal (X 2. kiváltás), illetve 

14 hónappal (0 3. kiváltás) történt.
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specifikus lábmegvastagodás (%) 
(átlag j-SE)

átlagos tumorátmérő 

(mm _+SE)

20 • •20

10 - • 10

14 nap 21 nap4 nap 7 napJ 28 nap

10 élő tumorsejt se
A tumoroltástól eltelt idő

5. ábra

Tumorantigénnel szembeni 24 órás lokális DTH reakció és a 

tumornövekedés időbeli változása

A lokális DTN reakció kiváltása a tumoroltás után a 

vízszintes tengelyen feltüntetett időpontokban történt 

egymástól 'független egércsoportokban.

• specifikus lábmegvastagodás! % 

О tumorátmérő
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időpontokban egymástól független egércsoportokon kiváltott 

DTH reakciók 24 órás specifikus értékeit, továbbá a reakció 

kiváltásán át nem esett kontroll állatokon a tumornövekedés 

dinamikáját ábrázoltuk. A kontroll egereken a tumor fokozato­

san növekedett, és több mint 70%-uk elhullott. A tumoroltás 

utáni 4. napon az állatok hátán megjelentek a látható és 

tapintható tumorok. Ebben az időpontban már szignifikáns 

lokális DTH reakciót lehetett kiváltani (12% +2,0). A DTH re­

aktivitás a tumoroltás utáni 7. napon elérte a maximumát 

(21,1% _+5,9 ), a 14. napon változatlan nagyságú volt (20,8% _+3,3 ) 

a 21. napon pedig, akkor, amikor a tumorok átmérője meghaladta 

a 2 centimétert, már csökkenni kezdett (16,9% +.2,6). A tumor­

oltás után a 28. napon az átlagos DTH reaktivitás igen alacsony 

értéket mutatott.

3.2.2.2. A lokális DTH reakció prediktiv értéke a

tumoros állatokon
6A tumoroltás utáni 14, napon a 10 élő tumorsejttel se 

oltott állatokon a tumorok átlagos átmérője meghaladta a 

másfél centimétert és az egerek fizikális állapota még szemmel 

láthatóan egyáltalán nem volt leromlott, s a tumoraik is 

nagyjából egyformák voltak. A 6. ábrán látható, hogy az ilyen 

egerek átlagos lokális DTH reaktivitása 24 órával a kiváltás 

után 20% körüli specifikus értéket* mutatott, az egyedi értékek 

azonban meglehetősen széles tartományban oszlottak meg (0-40%). 

1-la ezt a csoportot az egerek további sorsa alapján két részre 

bontjuk, akkor az utóbb regresszornak bizonyult egereken
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6. ábra

Tumorral szembeni 24 órás lokális DTH reakció tumoros 

egerekben a tumoroltás utáni 14. napon

Az egerek a 0. napon 10G élő tumorsejtet kaptak se: 

О regresszorrá vált 

# elhullott
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kétszer akkora lokális DTH reakciót (25,1% _+3,9) észleltünk, 

mint azokon az állatokon, amelyek később elpusztultak 

(12,2% _*2,0). A két csoport között a különbség szignifikáns. 

Ezenkívül ki lehet emelni, hogy valamennyi átlag feletti DTH 

reakciót mutató állaton visszafejlődött a tumor (8/8), míg 

az átlag alatti DTH reaktivitású állatok kétharmad részben 

elhullottak (8/12). A megoszlásbeli különbség ebben az esetben 

is szignifikáns.

Amikor a lokális DTH reakció kiváltását a tumoroltást 

követően a 4. napon végeztük el, a reakció nagysága és az ege­

rek további sorsa között nem találtunk összefüggést. A tumor­

oltás utáni 28. napon az egerek már a hátukon viselt tumoruk 

nagysága alapján nagyjából elkülöníthetők aszerint, hogy el 

fognak-e pusztulni vagy visszafejlődik-e rajtuk a tumor. 

"Klinikai” állapotukkal összefüggött a DTH reakció kiváltható­

sága: a későbbiekben elhulló egerek gyakorlatilag negatívnak, 

a regresszorrá váló állatok pedig pozitívnak bizonyultak (külön 

be nem mutatott eredmények).

3.3. Az A/Ph MC.SÍ. tumorral szembeni szisztémás DTH reakció

3.3.1. A szisztémás túlérzékenységi reakció jelensége 

és kiválthatóságának körülményei 

Amikor ezzel az erős TATA-val rendelkező tumorral szembeni 

hiperimmun állapot előidézése céljából szingén egereket soro­

zatos immunizálásnak vetettünk alá,az immunizálás során súlyos, 

sok esetben elhulláshoz vezető szisztémás túlérzékenységi
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reakcióra emlékeztető tünetegyüttes jelentkezését észleltük. 

A kísérlet körülményei és a megfigyeléseink a következők 

voltak.

Az élő sarcomasejtekkel oltott, masszív daganat növekedé­

sen átesett, majd regresszornak bizonyult egereket a tumor­

oltás után 4 hónappal sjc újraoltottuk 10^ élő tumorsejttel.

Az egerek e második tumortranszplantátummal szemben jelentős re­

zisztenciát mutattak, mint ahogy azt a 3.1.3, fejezetben leír­

tuk. Ezeket a se kétszer immunizáltnak tekinthető állatokat 

4 hónappal a második se, tumoroltást követően 10^ élő tumor­

sejttel oltottuk be íjd. Az V. táblázatban látható volt, hogy 

az e tumorsejtdózis hatására kialakult ascites-sarcomától 

minden normál állat elpusztult, és az egerek túlélési ideje 

igen rövid, átlagosan 15+0,5 nap volt. A se. kétszer immunizált 

állatok i£ tumoroltása után 4 hétig vártunk, azt vizsgálva, 

hogy az íjd oltott 10 tumorsejt ebben az esetben okoz-e el­

hullást. Ezen egerek közül egyetlenegy sem pusztult el, sőt 

bennük az ascites-sarcoma szemmel is megítélhető növökedését 

sem tapasztaltuk, ami igen erős, szisztémás jellegű tumorelle­

nes rezisztenciára utal.

A tumorral szembeni hiperimmun állapot előidézése céljából 

további, megemelt dózisú íjd immunizáló oltásokat terveztünk. 

Ennek megfelelően az első íjd oltás után 4 héttel 5x10^ élő 

tumorsejtet kaptak az állatok, ismét ip.

Egy nap múlva az egerek szőre borzassá vált, oldaluk 

"behorpadt", gerincük "kipúposodott" (lásd a 2. képen), 

dyspnoesak és hidegek lettek, spontán aktivitásuk csökkent.
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2. kép

Szisztémás túlérzékenységi reakció i£ szenzibi- 

lizált regresszor egereken

6x = az ijo szenzibilizált egerek az 5x10 élő tumor- 

sejttel történt kiváltás után 2 nappal

+ = a normál egerek az 5x10^ éle tumorsejt íjd 

beoltása után 2 nappal
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A második napra a 10 állatból 4 elhullott.

Boncoláskor az állatokban sem ascitesben, sem szolidan 

növekvő tumort nem találtunk, a hasűr alapos átmosása után a 

beoltott tumorsejtmennyiségnek legfeljebb a felét-harmadát 

nyertük vissza. A mesenteriumban, a husüregi és a kismedencei 

zsírszövetben grízszerű, esetenként nagy kiterjedésű szinte 

hófehér elváltozásokat tapasztaltunk. A jobb szívfél tágult 

és vérrel telt volt. A hasüreg! nyirokcsomókban és a távolabbi 

szervekben áttéteket nem találtunk.

A "klinikai" kép és a bonclelet egyaránt arra utalt, hogy 

az egerek shockban pusztultak el, nem pedig progresszív tumor­

növekedés következményeként. A normái egerek egyébként az 

5x10G íjd adott tumorsejttől legkorábban a 7. napon hullottak 

el, mégpedig ascites-sarcomától (be nem mutatott eredmény),

A kísérlet megismétlésekor lényegében azonos eredményeket 

kaptunk. Az első _i£ oltást, amelyet a továbbiakban "szenzibi- 

lizáló" oltásnak neveztünk, 14 egéren végeztük el. Négy hétig 

ebben az esetben sem tapasztaltunk ascites-turaortói történt 

elhullást. A második ijo oltás, azaz a "kiváltó" oltás után 

ugyanazokat a “klinikai" tüneteket észleltük, mint az előző 

kísérletben. A második napon 4, a negyedik napon további 1 

állat elpusztult,

A fenti kísérletekben jelentkező shock okaként a tumor­

antigénekkel szemben fellépő, időbeli lefolyása alapján késői 

típusúnak látszó, szisztémás túlérzékenységi reakciót felté­

teleztünk.

Ezt követően a kísérlet időtartamának rövidítése”
g'l1

4/Avc[ *
é-Ji A.
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megvizsgáltuk, hogy a reakció kiváltható-e a szenzibilizáló 

oltást megelőzően csak egyszer _sc immunizált állatokon is,

10^ daganatsejttel se oltott és regresszornak bizonyult 21 

egéren végeztük el a szenzibilizáló oltást. Közülük mindössze 

1 állat pusztult el ascites-sarcomától, mégpedig a szenzibi­

lizáló oltás után 15 nappal. A 4 hét múlva adott kiváltó oltás 

után bekövetkezett "klinikai" tünetegyüttes és az elhullások 

aránya az előző két esetben leírtakéval megegyezett, л második 

napon a shock okozta mortalitás 7/20 volt, a 3. és 5. napon 

további 1-1 állat elhullott.

A reakció súlyosságának számszerű jellemzésére indexet 

vezettünk be. Az intenzitást egy önkényesen megválasztott 

skálán értékeltük, amely szerint az állatokat négy csoportba 

soroltuk: elhullott (3J, súlyos reakciót mutató (.2), enyhe re-

és tünetmentes (0) állatok. Az értékeléstakciót mutató (_1), 

naponta elvégeztük, és az igy nyert adatokból átlagot számol­

tunk. Ezen utóbbi csoportban ily módon számolva a reakció 

súlyossági indexe a második napon 2,35 volt.

A fenti kísérletek sémája és összesített eredményük a 

következőkben foglalható össze:

KIVÁLTÁS SHOCK
MORTALITÁS

SZENZIBI­
LI ZÁ LÁS

IMMUNI­
ZÁLÁS

I. 4 hét 2-4 nap 9/24ÍR2 x se ÍR

KIVÁLTÁS SHOCK
MORTALITÁS

SZENZIBI-
LIZÁLÁS

IMMUNI­
ZÁLÁS

II. 4 hét 2-5 nap 9/20ÍR1 X se ÍR
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3.3.2. A szisztémás és lokális DT1-1 reakció összefüggése

valamint ant ithymocyta savóval (ATS) való

befolyásolhatóságuk

Ezen előzmények után az immunizáló, a szenzibilizáló, 

illetve a kiváltó oltások alkalmazásának időbeli sémáján nem 

változtatva azt vizsgáltuk, hogy e feltételezett szisztémás 

DTH reakció mutat-e párhuzamosságot a tumorral szembeni loká­

lis DTH reaktivitással (lásd a 3.2. fejezetet), továbbá azt,

hogy a szisztémás és lokális reakciót lehet-e befolyásolni 

ATS-sel előidézett immunszuppresszióval.

Regresszor egerek előállítása céljából 104 élő tumorsejt- 

tel se oltottuk az állatokat. A II, táblázatban látható volt, 

hogy 104 élő tumorsejt se bevitele után szinte valamennyi álla­

ton megjelent a tumor, ezt követően azonban az állatok 80%-án 

visszafejlődtek a daganatok. így viszonylag nagy hatékonyság­

gal nyertünk regresszor egereket. A szenzibilizáló oltást 

32 egéren végeztük, el, amelyek közül mindössze 1 állat hullott 

el ascites-sarcomától, a többin viszont - az előző fejezetben

nem észleltük a tumornövekedésleirt kísérletekhez hasonlóan

jeleit. Tizenöt állatot a kiváltás előtti 4. és 1. napon 

0,5-0,5 ml erős imrnunszuppressziv hatású ATS-sel kezeltünk. 

Ezekből 10 állaton szisztémás, 5 állaton pedig lokális DTH 

reakciót váltottunk ki. Az ATS-sel nem kezelt állatokat ugyan­

úgy szisztémásán és lokálisan kiváltott csoportra osztottuk.

A szisztémás reakcióra vonatkozó eredményeket a VII. táblázat­

ban, a lokális reakció alakulását pedig a 7. ábrán tüntettük

fel.
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VII. táblázat. Az ATS-kezelés hatása a tumorral szembeni
szisztémás DTH reakcióra

A kiváltás utáni idő 

1. nap 2. nap

ip szenzibilizáltH

elhullás 

súlyos 

enyhe 

negativ

reakciósúlyősségi 
index

0/11
0/11
7/11
4/11

0/11
5/11
6/11
0/11

0,64 1,45

+ +ip szenzibilizált és ATS-kezelt

elhullás 

súlyos 

enyhe 

nega tiv

reakciósúlyossági 
index

0/10
0/10
4/10
6/10

0/10
0/10
2/10
8/10

0,2 0,4

+10 ' éló tumorsejt se oltását követően 4 hónappal 10 
tumorsejt i£ oltásával szenzibilizáltuk a regresszor 
állatokat, ezután 4 héttel 5x10^ élő tumorsejt ije oltásával 
váltottuk ki a szisztémás reakciót

élő

+ + a reakció kiváltása előtti 4. és 1, napon 2x0,5 ml ATS-sel 
kezeltük s_c az előzetesen szenzibilizált állatokat



specifikus
lábmegvastagodás (%)

(átlag+SE)

/. ábra
Tumorral szembeni lokális DTH reakció kezeletlen
kezelt _i£ szenzibilizált egereken

ф 1G4 élő tumorsejt se: oltását követően 4 hónappal lüö élő
tumorsejt i£ oltásával szenzibilizáltuk a regresszor állato­
kat, ezután 4 héttel 10“ tumorsejtnek megfelelő ultrahangos 
lizátummal váltottuk ki a lábmegvastagodási reakciót.

О Az ugyanígy ijo 
előtti 4. és 1.

szenzibilizált egereket a reakció kiváltása 
napon 2x0,5 ml ATS-sel oltottuk se.

Ж Az iß nem szenzibilizált regresszor állatokon a tumoroltás 
után 4 hónappal váltottuk ki a reakciót.
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A táblázatból látható, hogy a szisztémás kiváltást 

követően az ATS-sel nem kezelt csoportban az 1. napon csak 

enyhe reakciót észleltünk 7 állaton, a súlyossági index 0,64 

volt. A 2. napon az index 1,45 volt, ami abból adódott, hogy 

súlyos reakciót 5, enyhe reakciót pedig 6 állat mutatott.

Ebben a kísérletben az előzőektől eltérően shock okozta el­

hullás nem történt, de a súlyos szisztémás túlérzékenységi 

reakció "klinikai" tünetei ugyanúgy kialakultak. A párhuzamos 

csoportban, ahol a kiváltást megelőzően ATS kezelést alkalmaz­

tunk, a "klinikai" reakció sokkal enyhébben zajlott le. Az 

első napon mindössze 2, a második napon pedig 4 állaton mutat­

koztak az enyhe túlérzékenységi reakció jelei, súlyos reakciót 

az ATS-sel kezelt állatokon egyáltalán nem észleltünk.

A 7. ábrán látható, hogy az ATS-sel nem kezelt szenzibi- 

lizált állatok, amelyeken 10^ feltárt tumorsejttel lokális 

kiváltás történt, extrém nagy lábmegvastagodási reakcióval 

válaszoltak. A kiváltás utáni 1. napon 30%-osnál nagyobb loká­

lis DTH reakciót mértünk, szemben a nem szenzibilizált reg- 

resszor egereken kapott 13%-os értékkel. A reakció a szenzibi­

lizált csoportban még a 2. napon is 2Ъ% volt, és csak a 3, 

napon mutatott kifejezett csökkenést. Az ATS kezelés a lokális 

DTH reakciót is jelentősen gátolta, de a szisztémás reakcióhoz 

hasonlóan ezt sem szüntette meg teljesen. Az ATS-sel kezelt 

szenzibilizált egereken a kiváltás után 24 órával a lokális 

DTH reakció lényegében megegyezett a nem szenzibilizált 

regresszor egerekével.



48

4. AZ EREDMÉNYEK MEGBESZÉLÉSE

4.1. Osztódásukban gátolt és feltárt tumorsejtek immuno-

genitása

A metilkolantrénnel indukált tumorokon megjelenő új anti­

gének és azok immunogén tulajdonságai Foley (3), Prehn és 

Main (8), Klein és mtsai (36), valamint Old és mtsai (37) 

munkássága nyomán váltak ismertté. A dolgozatomban leirt vizs­

gálatokhoz használt, Zákány és mtsai által indukált A/Ph MC.SÍ. 

tumor (16) is erősen immunogén tulajdonságú, tehát rendelkezik 

TATA-val (18). Ennek a munkának az első részében tárgyalt 

kísérleteink során azt vizsgáltuk, hogy e tumor TATA-jának 

rezisztenciakeltő képessége élő, osztódóképes, intakt tumor­

sejtek beviteléhez kötött-e vagy sem. A tumorral szembeni 

immunizálásra több próbálkozás történt osztódásukban gátolt 

tumorsejtekkol (19, 23, 38), valamint szubcelluláris tumorsejt- 

származékokkal (20, 21, 39, 40). Nem találkoztunk olyan mun­

kákkal, amelyek összehasonlító jelleggel vizsgálták volna ezek 

rezisztenciakeltő képességét, vagy azt, hogy immunogenitásuk 

hogyan viszonyul az élő és osztódóképes tumorsejtekéhez.

E kérdések elemzése céljából mitomycin C-vel kezelt, illetve 

feltárt tumorsejtekkel kíséreltünk meg immunizálni szingén 

egereket.

Kétféle, egy enyhébb és egy erőteljesebb mitomycin 

kezelési módot alkalmaztunk. Az enyhébb mitomycin C-kezelés 

a tumorsejtek in vitro DNS szintézisét csak részlegesen
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gátolta. Az ilyen kezelésen átesett sejtek in vivo (se álla­

tokba oltva) csak rövid ideig tartó átmeneti tumornövekedést 

okoztak (lásd a 3.1.1. fejezetben). Ez valószínűleg nem egy­

szerűen a tumorsejtek limitált osztódóképességére vezethető 

vissza, hanem feltehetőleg a gazda immunrendszere is aktívan 

közreműködik benne. Az erőteljesebb kezelés hatására a tumor­

sejtek in vitro DNS szintézise közel nullára csökkent és in vivo 

egyetlenegy esetben sem nőtt ki a tumor.

Ami az általunk alkalmazott ultrahangos feltárás hatékony­

ságát illeti, megállapítottuk, hogy az nem hagyott intakt 

tumorsejteket a szuszpenzióban. A feltárt nyers lizátumot 

10000 g-vel történt kétszeri centrifugálással tisztítottuk, 

így egy áttetsző, durva részecskéktől mentes felülúszót nyertünk.

A különbözőképpen előkészített antigénpreparátumokkal 

immunizálva az állatokat minden esetben sikerült a tumorral

rezisztenciát kelteni a s_c oltott élő tumorsejtek 

tumornövekedést kiváltó hatásával szemben (lásd a 3.1.2. feje­

zetben). Ez a rezisztencia a "teszt" tumorsejtdózis okozta 

mortalitás, valamint a tumorok regressziós idejének szignifi­

káns csökkenésében nyilvánult meg. A legerősebb tumorral szem­

beni védettséget az osztódásukban részlegesen gátolt tumorsej­

tekkel immunizált állatokon tapasztaltuk, amelyeken előzőleg 

rövid, átmeneti se. tumornövekedés zajlott le. Ebben a csoport­

ban az állatok közül egy sem hullott el, és a regressziós idők 

átlaga is itt volt a legrövidebb. A teljesen blokkolt tumor­

sejtekkel, továbbá a feltárt tumorsejtszuszpenzióval, illetve 

annak tisztított felülúszójával immunizált állatok tumorral

szemben
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szembeni rezisztenciája egymáshoz viszonyitva hasonló erős­

ségű volt. Nem volt különbség tehát a rezisztenciakeltő képes­

ségben aszerint, hogy a gazda szubcelluláris partikulumokon 

vagy élő, integrált, de osztódóképességben teljesen gátolt 

tumorsejteken prezentált TATA-val találkozott. A tumorral 

szembeni rezisztencia keltéséhez tehát nem szükséges élő és 

osztódóképes tumorsejtek bevitele, sőt tumorhomogenizátummal

bár gyengébb fokban. Az, hogy az A/Ph MC.SÍ. 

tumor TATA-ja az ultrahanggal feltárt tumorsejtek centrifugá- 

lással nyert felülúszójában is jelen van - feltehetően szolubi- 

lis formában - lehetőséget nyújt e tumor TATA-jának további 

tisztitásához, izolálásához.

A továbbiakban a feltárt tumorsejtekkel keltett rezisz­

tencia tartósságát és erősségét vizsgáltuk (lásd a 3.1.3, feje­

zetben). Megállapítottuk, hogy a rezisztencia az immunizálás 

után 4 hónappal is ugyanolyan erős, mint az immunizálás után 

2 héttel, sőt intenzitása lényegében megfelel a kezeletlen élő 

tumorsejtek oltását követően kialakult, a tumornegativ és reg- 

resszor állatokon ugyanilyen körülmények között tapasztalt 

igen erős rezisztencia mértékének. A feltárt tumorsejtszusz- 

penzióval történt rezisztenciakeltés során tehát ugyancsak 

hosszú életű immunmemória alakul ki.

is kiváltható.

a továbbiakban azt vizsgáltuk, hogy a feltárt tumorsej­

tekkel végzett immunizálással lehet-e szisztémás jellegű re­

zisztenciát kelteni (lásd a 3.1.4. fejezetben). Megállapítottuk, 

hogy a se immunizálással elsősorban a s£, az íjd immunizálások­

kal pedig kizárólag csak az íjd tumornövekedést tudtuk gátolni.
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A feltárt tumorsejtekkel keltett rezisztencia tehát elsősorban 

lokális jellegűnek bizonyult, szemben a kezeletlen, élő tumor­

sejtekkel oltott és regresszornak bizonyult egereken tapasztalt 

szisztémás rezisztenciával (ez utóbbit lásd a 3.3.1. fejezet­

ben).

Külön ki kell emelnünk azt a megfigyelésünket, amely 

szerint az íjd immunizálás után s_c oltott tumor növekedése foko­

zódott (lásd a 3.1.4. fejezetben). Ebben az esetben tehát nem 

tumorral szembeni rezisztenciakeltő, hanem éppen ellenkezőleg, 

tumornövekedést fokozó hatást tapasztaltunk. Ezek az eredmé­

nyeink alátámasztják Pellis és Kahan ilyen irányú kísérleteit 

(4Г), amelyekben szolubilis tumorantigénekkel történt immuni­

zálást követően az immunizálás és tesztelés módjától és időbeli 

viszonyaitól függően a tumornövekedés gátlását, illetve fokozó­

dását tudták elérni. A tumornövekedést fokozó effektust létre­

hozhatják a szolubilis tumorantigének önmagukban (42), illetve 

ellenanyagokkal képzett komplexeik útján (43), továbbá az 

általuk indukált "enhancing" tipusú ellenanyagok (14) vagy 

szuppresszor sejtek (13) révén. Ezek mellett az is elképzel­

hető, hogy az általunk használt antigénpreparátum immunogén 

és "szuppresszogén" faktotokat egyaránt tartalmaz, mint ahogy 

azt mások is tapasztalták (44), és az alkalmazás viszonyaitól 

függően hol az egyik, hol a másik hatása kerül előtérbe. 

Kísérleti rendszerünket ezek alapján a tumornövekedést gátló, 

illetve fokozó immunmechanizmusok tanulmányozására egyaránt 

alkalmasnak tartjuk.

A tumorsejtekből készült "vakcinákkal" történt immun-

/
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terápiás próbálkozások nagyon régi keletűek. Tisztított tumor- 

antigénnel történt aktív immunizálás ritkán járt sikerrel (22), 

eredményesebbek voltak azok a beavatkozások, amikor fokozták a 

turnorantigének immunogenitását (45, 46).

Saját kísérleti rendszerünkben feltárt tumorsejtekkel 

végzett utólagos immunizálással immunterápiás hatást tudtunk 

elérni (lásd a 3.1.5. fejezetben). A s_c tumoroltás után még 

két héttel is (amikor a tumorok már igen nagyok voltak, és az 

egerek átlagos elhullási idejéből már egyharmad rész eltelt) 

se adott turnorsejthomogenizátummal a mortalitást a felére tud­

tuk csökkenteni. Feltárt tumorsejtekkel tehát az egyébként 

halálos kimenetelű tumornövekedés is sokszor visszafordítható.

A kísérleti rendszerünkben talált tumornövekedést fokozó effek­

tus azonban figyelmeztet az immunfolyamatok összetettségére, 

valamint azokra a kétségekre, amelyek ezen biztató eredmények 

közvetlen, gyakorlati felhasználhatóságára vonatkoznak.

4.2. A tumorral szembeni rezisztencia és a lokális DTH

reakció összefüggése

Az erősen immunogén A/Ph MC.SÍ. tumorral szemben fellépő 

immunválasz mechanizmusát vizsgálva Zákány és mtsai megállapí­

tották, hogy abban a celluláris immuntényezők, azon belül a 

T-sejtek és makrofágok játszanak döntő szerepet. Leírták azt 

is, hogy regresszor egereken a tumor lizátumával lokális DTK 

reakciót lehet kiváltani (18). Saját vizsgálatainkban regresszor 

valamint hiperimmunizált állatokból nyert limfoid sejt-
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szuszpenziókban nem sikerült kimutatnunk a tumorsejtek ellen 

irányuló citotoxikus effektor sejtek jelenlétét (nem közölt 

eredmények).

A celluláris immunválaszban és igy a tumorokkal szembeni 

védekezés mechanizmusában a DTI-I reakció alternatívája lehet a 

T-sejtek közvetlen citotoxikus működésének. Ezért különös 

figyelmet szenteltünk az A/Ph MC.SÍ. tumorral szembeni lokális 

DTH reakció vizsgálatának (lásd a 3.2. fejezetben).

Wang (26) mutatott ki először tumorhomogenizátummal szem­

beni lokális DTH reakciót tumorral szemben hiperimmunizált 

patkányokon, amely jóllehet a neoantigének ellen irányult, 

azonban nem volt specifikus a tumorra nézve. Oettgen és mtsai- 

nak (27) sikerült először specifikus, tumorantigénekkel szemben 

lokális DTH reakciót kiváltaniuk tengerimalacokon és szoros 

összefüggést kimutatniuk e reakció és a tumorral szembeni 

transzplantációs rezisztencia között. Szingén egértumor rend­

szerben először Halliday és VVebb (29), illetve Hoy és Nelson 

(28) számoltak be hasonló eredményekről. Nem sokkal utána 

Wespic és intsai (47) a tumorral szemben immunizált állatokból, 

azok limfoid sejtszuszpenziójával a DTH reakciónak és a 

tumornövekedés gátlásának együttes átvihetőségét mutatták ki.

Abe és mtsai a tumor eltávolítása után tumormentes (48), illetve 

élő tumorsejtekkel erősen immunizált állatokban (49) jelentős 

tumorellenes DTH reaktivitást tapasztaltak. Hacek és mtsai (50), 

LeGrue és mtsai (51) tisztított tumorantigénekkel immunizált 

egerekben in vivo tumorellenes rezisztenciát és DTH reakciót 

egyaránt ki tudtak mutatni. Kearny és Harrop (52) összefüggést
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találtak a tumorok inimunogenitása és az ellenük irányuló üTII 

reakció nagysága között. A fentiektől eltérően Miami és mtsai 

(31) szolubilis t urnorant igénekkel immunizált patkányokon 

szignifikáns DTH reakciót mutattak ki, viszont ezeken az álla­

tokon a tumor fokozottabban nőtt. Henderson és mtsai (32) 

ugyancsak a tumorral szembeni rezisztencia ós ÜTI-I reaktivitás 

elkülönülését tapasztalták.

Az ellentmondó irodalmi adatok indokolták, hogy a tumor­

ral szembeni rezisztencia és lokális DTH reaktivitás össze­

függésének kérdésével mi magunk is foglalkozzunk. Regresszor 

egerekben az immunogén tulajdonságú feltárt tumorsejtszuszpen- 

zióval (amellyel tumorral szembeni rezisztenciát lehetett kel­

teni, sőt amely immunterápiás hatásúnak is bizonyult), speci­

fikus lokális lábmegvastagodási reakciót tudtunk kiváltani. L£zt 

a reakciót időbeli lefolyása (lásd a 3.2.1.1. fejezetben) és 

ATS-sel való gátolhatósága (lásd a 3.3.2. fejezetben) alapján 

DTH reakciónak tekintjük. A továbbiakban megvizsgáltuk, hogy 

azokon a regresszor állatokon, amelyeken közvetlenül a tumor­

regresszió után, illetve az első tumoroltás után 4 hónappal 

(lásd a 3.1.3. fejezetben), továbbá 1 évvel (nem közölt ered­

mény) igen erős tumorral szembeni rezisztenciát lehetett kimu­

tatni, ki tudjuk-e váltani a lokális DTH reakciót. Valamennyi 

ilyen regresszor csoportban hasonló intenzitású 

reakciót mértünk, tehát a tumorantigénekkel szembeni lokális 

DTH reaktivitás ugyanúgy tartósan fennáll, mint a tumorral 

szembeni rezisztencia (lásd a 3.2.1.2. fejezetben).

Azokat a regresszor egereket, amelyekben a tumoroltas után

lokális DTH
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1 évvel váltottuk ki a DTH reakciót, ismételt kiváltásoknak

vetettük alá, azt vizsgálva, hogy így lehet-e a reakciót 

fokozni (lásd a 3.2,1.3. fejezetben). Az első kiváltás egyben 

a gazdaszervezetnek a tumorantigénekkel való újbóli találkozá­

sát is jelentette, aminek következtében a második kiváltáskor 

a DTH reakció több mint kétszeresre való fokozódását észleltük.

A regresszor egereken a rezisztenciakeltő képessége alapján a 

TATA-t tartalmazó feltárt tumorsejtszuszpenzió tehát a lokális 

DTH reaktivitást fokozni képes, hasonlóképpen ahhoz, ahogy 

azt az élő tumorsejtek íjd újraoltása esetén tapasztaltuk. Ez 

utóbbi esetben az állatok egyidejűleg igen erősen rezisztensnek 

bizonyultak a tumor növekedésével szemben is (lásd a 3.3.2. 

fejezetben). Az eddigiekben tárgyalt, regresszor egereken kapott 

eredményeink a tumorral szembeni rezisztencia és a DTH reakti­

vitás összefüggésére utalnak.

Megvizsgáltuk ezenkívül azt is, hogy a tumoros állatokon 

is kimutatható-e a lokális DTH reakció (lásd a 3.2,2. fejezet­

ben). A tumoroltás utáni különböző időpontokban végzett kivál­

tásokkal megállapítottuk, hogy az élő tumorsejtekkel történt- 

találkozás után már igen korán kimutatható a DTH reakció, amely 

maximumgörbét leírva, a tumornövekedés előrehaladottabb állapo­

tában ismét csökkenést mutatott (lásd a 3.2.2.1. fejezetben).

A lokális DTH reakció intenzitása tehát a tumornövekedés

különböző fázisaival is kapcsolatba hozható, mint ahogy azt 

mások is tapasztalták (53, 54). A nagy tumorú, később elhulló 

állatokon tapasztalt reaktivitáscsökkenés oka a tumorral szembeni 

celluláris effektor mechanizmusok kimerülése vagy szuppresszor
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mechanizmusok előtérbe kerülése lehet.

A tumoroltás utáni 14. napon a 20% körüli átlagos DTI-I 

reaktivitás széles tartományban megoszló egyedi értékekből 

adódott (lásd a 3.2.2.2. fejezetben). Az átlag feletti DTI-I 

reaktivitásé tumoros állatokban később visszafejlődtek a tumo­

rok, az átlag alatti reaktivitásúaknak kétharmada pedig a ké­

sőbbiekben elhullott. A tumoroltás után a 14. napon tehát 

- akkor, amikor az állatok már viszonylag egységesen nagy tu­

mort viseltek, de a "klinikai" állapotuk még nem volt leromlott • 

a DTH reaktivitás nagysága alapján meg lehet jósolni az állatok 

további sorsát. Ez annál is inkább figyelemre méltó, mivel rákos 

betegeken is beszámoltak saját tumorral szemben kiváltható 

lokális DTH reakcióról. Ennek prediktív értékével kapcsolatban 

azonban megoszlanak a vélemények (30, 55, 56).

Kísérleti adataink szerint szoros összefüggést találtunk 

a tumorral szembeni rezisztencia és a tumorantigénnel kivált­

ható DTI-I reakció között. Eredményeink alapján felvetődik annak 

a lehetősége is, hogy nem pusztán párhuzamosságról van szó, 

hanem a DTH reaktivitás szerepet játszhat az A/Ph MC. 61. 

tumorral szembeni immunológiai védekezésben. Mindenesetre a 

tumorantigénnel szembeni lokális DTH reakció mérése alkalmasnak 

látszik a daganatellenes rezisztencia fokának megítélésére, 

nemcsak a tumorral előzetesen szenzibilizált egereken, hanem 

esetleg diagnosztikai célzattal a tumoros állatokon is.
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4,3, A szisztémás és lokális DTI-I reakció összefüggése

Az Eredmények 3. fejezetében a tumorantigénekkel szembeni 

szisztémás DTH reakció jelenségére vonatkozó megfigyeléseinket 

irtam le, A tumorral szembeni hiperimmun állapot előidézése 

céljából sorozatos i_p oltásokat terveztünk regresszor egereken. 

Ehhez olyan állatokat választottunk, amelyek már kétszer át­

estek se tumornövekedésen és regresszión (se kétszer "immuni­

zált" egerek), és feltételeztük róluk, hogy az jljd tumorriöveke-

Ezeket az egereket először 10^ 

élő tumorsejttel ("szenzibilizáló" oltás) újraoltottuk. Az 

egerek az _i£ tumornövekedéssel szemben is védettek voltak, ez 

igen erős szisztémás tumorellenes rezisztenciára utal. Amikor 

a szenzibilizáló oltás után 4 héttel még nagyobb tumorsejt- 

dózissal (5x10^ ijs) oltottuk az állatokat ("kiváltó" oltás), 

váratlanul a kiváltás után egy nappal kifejlődő, a későbbiekben 

elhullásokhoz is vezető szisztémás túlérzékenységi reakciót 

tapasztaltunk. Az egerek shockban pusztultak el, nem pedig 

tumornövekedés következtében. A kísérlet megismétlésekor ugyan­

ezt az eredményt kaptuk. A továbbiakban a kísérleti körülmények 

egyszerűsítése céljából a _sc csak egyszer immunizált állatokon 

vizsgáltuk meg a reakció kiválthatóságát. Megállapítottuk, hogy 

sem az ij? daganatnövekedéssel szembeni rezisztencia foka, sem 

pedig a négy hét múlva kiváltott szisztémás reakció súlyossága 

nem tért el a _sc kétszer immunizált egereken észleltekétől 

(lásd a 3.3.1. fejezetben).

Egy további kísérletben azt vizsgáltuk, hogy ez а

; déssel szemben is ellenállnál:.

f.
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szisztémás túlérzékenységi reakció befolyásolható-e a kiváltás 

előtt végzett ATS-kezeléssel, valamint azt, hogy lehet-e össze­

függést találni a lokális DTH reakció és ezen szisztémás túl­

érzékenységi reakció között (lásd a 3,3,2, fejezetben), libben 

a kísérletben a szisztémásán kiváltott, ATS-sel nem kezelt 

csoportban tendenciájában az előzőekhez hasonló eredményeket 

kaptunk; a kiváltás után kialakultak a súlyos szisztémás reakció 

klinikai tünetei. Ebben a kísérletben a se immunizálás IC/4 élő

tumorsejttel történt, amely dózis kisebb mértékű tumornöveke-

szemben az előző kísérletben alkalmazott 10^dést idéz elő,

tumorsejttel. Elképzelhető, hogy a reakció intenzitásában ész­

lelt eltérés erre a különbségre vezethető vi'ssza, bár az ilyen 

egerek daganattal szembeni rezisztenciája nem különbözött a 

10 tumorsejttel oltottakétól. Ugyanilyen egereken - a sziszté­

más reakció kiváltásával párhuzamosan - intenzív lokális DTH 

reakciót is sikerült kimutatnunk. Az ATS-kezelés mind a szisz­

témás mind a lokális reakció intenzitását jelentősen csökken­

tette, de egyiket sem szüntette meg teljesen. Ismeretes, hogy 

az ATS in vivo specifikusan a T-sejtek közvetítette immunvála­

szokat gátolja (35). Ennek alapján a szisztémás túlérzékenységi 

reakciót ugyanúgy, mint a lokális reakciót a T-sejtek működésén 

alapuló, kóros mértékben fokozódott celluláris immunválasznak 

tekinthetjük.

Azt, hogy a szisztémás reakciót nem a hiperimmun állatok­

ban gyorsan elpusztuló daganatsejtekből esetleg felszabaduló 

"toxikus" anyagok idézik elő, alátámasztják azok az eredmények, 

melyek szerint a tumorsejtek ultrahangos lizátuma még nagy
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7dózisban (2,5x10 feltárt tumcrsejt i£) sem okoz semmiféle 

tünetet normál egereken. Citotoxikus effektor sejteket nem 

tudtunk kimutatni még a hiperimmun állatokban sem; komplement­

függő citotoxikus ellenanyagok megjelennek ugyan a hiperimmu-

nizálás során, de titerük alacsony (nem közölt eredmények).

A kísérleti rendszerünkben tapasztalt shock okaként a 

tumorantigénekkel szemben a sorozatos immunizálás során kiala­

kult, időbeli lefolyása alapján DTH-nak imponáló reakciót fel­

tételezünk. Alátámasztják ezt a feltevésünket a szisztémás 

reakció és a lokális DTH reakció párhuzamosságai. A szisztémás 

reakció magas fokú daganatellenes rezisztenciájú állatokon 

jelenik meg, a lokális reakció intenzitása ugyanilyen állatokon 

éri el a maximumát. Időbeli lefolyásuk szembeötlően hasonlít 

egymásra. Mindkét reakció ATS-sel gátolható, gátolhatóságuk 

mértéke közel egyforma. Mindezek arra utalnak, hogy feltehetően 

alapvetően azonos mechanizmusokon, mégpedig celluláris immun­

reakciókon alapuló, késői típusú túlérzékenység kétféle meg­

nyilvánulási formájáról van szó.

Mikrobiális antigénekkel szembeni szisztémás DTH reakció­

val kapcsolatos közlések fellelhetők ugyan (57), a tumorantigé­

nekkel szembeni szisztémás DTH reakcióra vonatkozó közleményt 

azonban a rendelkezésünkre álló irodalomban nem találtunk.
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5. ÖSSZEFOGLALÁS

Kísérleteinket metilkolantrénnel A törzsű egérben indukált, 

ascites formában fenntartott, erős tumorhoz asszociált transz­

plantációs antigénnel rendelkező fibrosarcomával végeztük 

szingén egerekben.

A tumor imrnunogenitására vonatkozó vizsgálatainkban meg­

állapítottuk, hogy a mitomycin C-vel való blokkolás, illetve 

ultrahanggal történt feltárás során a tumorsejtek rezisztencia­

keltő képességüket nem veszítik el. A rezisztenciakeltés ered­

ményessége szempontjából nincs különbség aszerint, hogy a 

"tumorantigént" élő, integrált (de osztódásukban gátolt) tumor- 

sejtek, illetve ultrahanggal feltárt tumorsejtek (szubcellulá- 

ris partikulumok) formájában használjuk immunizálásra. A tumor­

sejt lizátummal keltett rezisztencia erős és tartós, de első­

sorban lokális jellegű. Bizonyos kísérleti körülmények között 

a feltárt tumorsejtekkel kezelt egerekben rezisztenciakeltő 

hatás helyett a tumornövekedés fokozódása mutatható ki.

Tumoros állatokon a feltárt tumorsejtek bevitele immunterápiás 

hatású: az esetek jelentős részében az egyébként halálos kime­

netelű tumornövekedés visszafordítható.

A tumorral szemben rezisztens regresszor állatokon a 

tumorsejtlizátummal lokális DTH reakciót lehet kiváltani, A 

reakció a tumorral történt első találkozás után 1 évvel is ki­

mutatható, tehát ugyanolyan tartósan fennáll, mint a tumorral 

szembeni rezisztencia. Feltárt tumorsejtekkel történt emlékez­

tető oltással regresszor egereken fokozni lehet a DTH
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reaktivitást, hasonlóan ahhoz, ahogy azt az élő tumorsejtek 

ip emlékeztető oltása utón tapasztaltuk.

Tumoros állatokban a tumoroltás után már korán kimutatható

a lokális DTH reaktivitás, amely a tumornövekedés során 

maximumgörbét ir le. A reakció intenzitása a tumornövekedés 

különböző stádiumaival kapcsolatba hozható. Meghatározása 

alkalmasnak látszik a daganatos betegség kimenetelének előre­

jelzésére is.

Élő tumorsejtekkel _íjd szenzibilizált, erős tumorellenes 

rezisztenciát mutató regresszor egerekben az állatok egy részé­

nek elhullását eredményező szisztémás túlérzékenységi reakciót, 

illetve igen intenzív lokális DTM reakciót lehet kiváltani.

A szisztémás túlérzékenységi reakciót időbeli lefolyása és 

ATS-sel való gátolhatósóga alapján ugyancsak DTH reakciónak 

tartjuk.

Kísérleteinkben szoros összefüggést találtunk a tumorral 

szembeni rezisztencia és a tumorantigénekkel kiváltható késői 

típusú túlérzékenységi reakció között. Ez arra is utalhat, hogy 

a DTH reaktivitás szerepet játszik a tumorral szembeni rezisz­

tenciában .

A dolgozatban leírt eredmények alapján kísérleti rend­

szerünket a tumornövekedést gátló, illetve fokozó immunológiai 

mechanizmusok vizsgálatára, továbbá immundiagnosztikai és 

immunterápiás eljárások kidolgozására egyaránt alkalmasnak véljük
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