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1. BEVEZETES

Graft-versus-host reakcié (GVHR) akkor 1ép fel, ha egy immunoldgiailag
vélaszképtelen egyedbe egy mdsik egyed immunkompetens (lymphoid) sejtjeit
vissziik be és a donor és a recipiens kozott hisztoinkompatibilitds 4ll fenn (1). Ha a
graft-versus-host reakcié betegséget okoz, graft-versus-host disease-rél (GVHD)
beszéliink. Bar egyéb sejtpopuldcidk szerepe is ismeretes, a GVHR (és a GVHD)
kivéltdsdban a donor T-sejtjei jatsszak a legfontosabb szerepet (2). A recipiens
vdlaszképtelenségének sokféle oka lehet: 1. A hisztokompatibilitdsi antigének
kodomindns médon 6réklédnek, vagyis az Fy hibrid 4dllatok sejtjein mindkét sziil§
hisztokoimpatibilitdsi antigénjei megjelennek. Emiatt homozigéta sziil6k Fj hibrid
utédai nem képesek immunoldgiailag felismerni a parentdlis sejteket. Ha F{ hibrid
recipienseket parentilis lymphoid sejtekkel oltunk, a GVHD egyik formdja, az
ugynevezett Fj hibrid betegség 1ép fel. 2. Egyes fajok esetében az ujsziilottek
immunrendszere funkciondlisan éretlen, vdlaszképtelen. Ilyen faj az egér és a
patkdny is. Ha 1jsziilott egerekbe allogén lymphoid sejteket visziink be, a
recipiensekben letdlis GVHD, az igynevezett runt disease fejlodik ki. 3. Az
immunoldgiai  vdlaszképtelenséget  okozhatja ~ immunszuppresszié  vagy
immundeficiencia. Ha a GVHD-t irradidlt egyedekben indukdljuk, mdsodlagos
betegségrdl - secondary disease - beszéliink; az elsddleges betegség (primary
disease) itt maga a sugdrbetegség. 4. A recipiens vdlaszképtelenségét okozhatja a
donor transzplantdciés antigénjeivel szembeni specifikus transzplanticids
tolerancia.

Kisérleteink els6 csoportjdban a letdlis graft-versus-host betegség
kivdlthatosdgdnak feltételeit vizsgdltuk nem irradidlt egerekben. A nem irradidlt
modellek haszndlata mellett sz6l, hogy igy elkeriilhetjiik a recipiensek irradidcio
dltal okozott, a GVHD hatdsait nehezen értékelhet6vé tevdé és a kisérlet

reprodukdlhatGsdgdt ront6 aspecifikus kdrosoddsait (3).



Sikeres djsziilottkori transzplantdcids toleranciakeltést kovetGen a felnétt
recipiensek vdlaszképtelenek a donor transzplanticids antigénjeivel szemben, igy az
azokat hordozé lymphoid sejtekkel szemben is, ami miatt érzékenyek lehetnek a
donor sejtek éltal okozott GVHD-re. Ez az elméleti lehetGség a transzplantdcids
immunolégia alaptérvényeinek megismerése utdn nem sokkal felmeriilt, ennek
ellenére egérmodellben csak kevés, egymdsnak ellentmondd adat 14tott napvildgot
(4, 5). Mi az A egértorzs transzplantdcids antigénjeivel szemben permanensen
tolerdnsséd tett CBA torzsii egerekben - a tovdbbiakban: A-CBA PT - kiséreltiik
meg a szisztémds GVHD indukciéjdt A donor lépsejtekkel. Ez a térzskombinacio
kordbbi vizsgdlatainkban igen alkalmasnak bizonyult az  djszilottkori
transzplantdcios tolerancia hatékony indukcidjdra: a toleranciakeltést kovetden az A
farokbdrrel allotranszplantdlt recipiensek 95%-a viselte a transzplantitumot
korlatlan ideig, vagyis vélt permanensen tolerdnssd, mig a kezeletlen recipiensek
esetében a grafttilélés korilbeliil 12 nap volt (6). A tolerdns recipiensek GVHD-
vel szembeni szenzitivitdsdt az ugyénebben a torzskombindciéban létrehozott
(CBAxA)F1 hibrid recipiensekével hasonlitottuk Ossze. Az A és a CBA torzs
egymdstél a H-2D els6 osztdlyd f& hisztokompatibilitdsi antigénjében (MHC), az
Mls allélben és egyéb minor hisztokompatibilitdsi antigénjeiben is kiilonbozik. A
(CBAxA)F recipiensek az ujsziilottkori tolerdns dllatokhoz hasonléan elvileg
vdlaszképtelenek az A sejtekkel szemben, tovdbbd a GVHD kialakuldsdt lehetGvé
tevé hisztokompatibilitdsi antigénkiilonbség szintén azonos a két esetben. Ennek
ellenére az ﬁjszﬁléttkori tolerdns recipiensekben az A Iépsejtek silyos, letdlis
GVHD-t vdltottak ki, mig a (CBAxA)F] hibridek gyakorlatilag rezisztensnek
bizonyultak e sejtek letdlis GVHD-t okoz6é hatdsdval szemben. A kétféle
recipiensben indukdlhaté GVHD-t in vitro és in vivo kisérletekben elemeztiik.
Tanulmdnyoztuk a 1€p sejtdsszetételének, a 1épsejtek proliferdcios kapacitdsdnak és

citokintermelésének vdltozdsit a GVHD indukciéjdt kovetéen. In vivo



sejttranszferen alapulé kisérletekben vizsgdltuk, hogy az F{ hibrid egerek nehezen
megmagyardzhatd rezisztencidjdban recipiens lymphoid sejtek jatszanak-e szerepet.

A graft-versus-host betegség tanulmdnyozdsdnak elméleti jelentsége mellett
fontos klinikai vonatkozdsai is vannak. Egyes esetekben GVHD Iéphet fel teljes vér
transzfizidjdt kovetden, féleg (de nem kizdrdlag) immunszupprimdlt vagy
immundeficiens betegekben. Ha a vér immunkompetens sejtjeit eltdvolitjuk, illetve
elpusztitjuk (példdul irradidcidval), a betegség megel6zhet6. Az immunkompetens
sejteket szintén tartalmazé vékonybél transzplanticidja is okozhat GVHD-t.
Ezeknél azonban sokkal nagyobb jelent6ségii a klinikai csontveldtranszplanticiét
kisér6 GVHD. A graft-versus-host betegség a klinikai csontvelGtranszplantdcio
sikerét veszélyeztet6 taldn legsilyosabb szovédmény. A probléma silyossdga
vitathatalan, figyelembe véve, hogy vildgszerte évente tobb mint 4000 allogén
csontveldtranszplanticiét végeznek (7, 8), féleg malignus vérképzdrendszeri
betegségek, aplasztikus anémia, oroklott immundeficiencidk és
anyagcserebetegségek esetében. A GVHD a donorok leggondosabb szelekcidja és
az alkalmazott folyamatos immunszuppresszids kezelés ellenére az esetek nagy
szdzalékdban 1ép fel; a mdr kifejlodott betegség visszaszoritdsa az
immunszuppresszié drasztikus fokozdsdval kisérelhetd meg, ez a kezelés azonban
nem mindig hatékoﬁy, tovdbbd fogékonnyd teszi a recipienst az opportunista
fert6zésekkel szemben.

Az akut GVHD kivédhetd a donor sejtszuszpenzié in vitro T-
sejtmentesitésével. Ez a kezelés azonben egyéb, silyos szovidmények elGforduldsi
gyakorisdgdt noveli: gyakoribbd vdlik a csontvelStranszplantitum kil6kddése és a
mdsodlagos fertzések, féleg a cytomegalovirus dltal okozott interstitialis
pneumonia. A T-sejteket tartalmazé transzplantdtum a graft-versus-host aktivitds
mellett graft-versus-lymphoma, illetve -leukémia aktivitdssal is rendelkezik, vagyis
a donor sejtek a reakcié f6 célpontjdt jelentd normdlis recipiens vérképzdrendszeri

sejtek mellett a recipiens malignus sejtjeivel szemben is képesek immunoldgiai



vélaszra. A T-sejt depletdlt csontveld transzplanticidja sordn - valdsziniileg a graft-
versus-lymphoma aktivitds csokkenése miatt - gyakoribb a relapszus. Mindezen
okok egyiittes hatdsa miatt a T-sejtmentesitett csontvelSt kapott betegek Osszesitett
tilélése nem sziikségképpen jobb, mint a kezeletlen csontvelSt kapottaké (9).
Ismervén GVHD kivédésére alkalmas egyetlen igazdn hatékony eljdrds, az in
vitro T-sejt depléci6 ezen hdtrdnyait, kisérleteink egy csoportjdban a GVHD
megel6zésének egy mds elven alapul6 mddszerével  prébéalkoztunk.
Munkacsoportunk kordbbi eredményei szerint a nyilban termelt egér ellenes
antithymocyta savé (ATS) rendkiviil hatdsos immunszuppresszivum egér allo- és
xenotranszplantdciés modellekben (10, 11, 12, 13). Megdllapitottuk, hogy két
héttel a kiviltds elStt in vivo ATS-sel elGkezelt egerek 1épsejtjei tobbféle,
sejttranszferen alapulé kisérletes rendszerben inaktivak: a kezeletlen 1épsejtekkel
ellentétben nem képesek szingén, (jsziilottkori tolerdns recipiensekben a
transzplantacids tolerancidt felfiiggeszteni, tovabba nem képesek
nyirokcsomémegnagyobboddst kivdltani a lokdlis graft-versus-host reaktivitds
mérésére szolgdld poplitedlis nyirokcsomd-megnagyobbodasi tesztben. Mindezekre
alapozva megvizsgdltuk, hogy az ezen protokoll szerint eldkezelt donor dllatok
1épsejtjeivel kivdlthaté-e szisztémds GVHD. Kisérleteinkben tobbek kozt az
dltalunk leirt és a letdlis GVHD indukcidjdra kiillonosen alkalmasnak taldlt
jsziilottkori tolerdns recipienseket haszndltuk. Ezen kiviil itt olyan Fy hibrideket
vdlasztottunk, amelyek a GVHD indukcidjara érzékenyek: (B10xA)F}
recipiensekben valtottunk ki letdlis GVHD-t mind B10, mind A torzs{i parentdlis
1épsejtek oltdsdval. Eredményeink szerint az in vivo ATS-elGkezelt donorbél
szdrmazé lépsejtek sem az ujsziilottkori tolerdns, sem az F) hibrid recipiensekben
nem viéltottak ki GVHD-t. A klinikai csontvelGtranszplantici6 esetében a recipiens
sajat vérképzdrendszeri sejtjeit a transzplanticidt megel6z6en letdlis doézisd
irradidldssal és/vagy citosztatikumokkal elpusztitjdk. Itt kulcsfontossdgi a

csontvelGtranszplantitum  vérképzérendszert repopuldlé  aktivitdsa.  Ennek



vizsgélatira a donorok ATS-elGkezelésének hatdsdt letdlisan irradidlt Fp hibrid
recipiensekben is tanulmdnyoztuk. Hogy a donor sejtek haemopoietikus repopuldlé
és GVHD-t indukdl6 hatdsdt kiilon tanulmdnyozhassuk, az allogén donorok mellett
itt kezeletlen és ATS-elGkezelt szingén - (B10xA)F| - donorokat is haszndltunk. A
donorok ATS-elGkezelése nemcsak a transzplantitum GVHD-indukdlé kapacitdsdt
elimindlta, hanem a haemopoietikus repopuldlé képességet is elGnydsen

befolydsolta, ezzel a T-sejt depléciondl elénydsebbnek bizonyult.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Kisérleti dllatok

2.1.1. Egerek

Kisérleteinkben az A/J, a CBA/Ca és a C57BL/10ScSn (a tovabbiakban: A,
CBA, és B10) izogén egértorzseket €s ezek F1 hibrid utédait /(CBAxA)F| illetve
(B10xA)F)/ haszndltuk. A kisérletekben haszndlt izogén egértérzsek H-2

haplotipusdt és Mls genotipusdt a kovetkezd tdbldzat tartalmazza:

H-2 allélek:

Té6rzs haplotipus K AB Aa IB Ia S D Mls
A H-22 k kX kX kx kx a4 d b
cBA/ca  H-2K kK k k k k k k c

B10 H-2P b b b b b b b b



Valamennyi egértorzset a SZOTE Kisérletes Sebészeti Intézetének
dllathdzdban tenyésztettik. Az dllatok a LATI (Godolls) dltal forgalmazott
konvenciondlis egértdpot és csapvizet fogyasztottak ad libitum. A torzsek

izogenitdsdt a Silvers-féle korbegraftoldsi médszerrel kétévente ellendriztiik.

2.1.2. Nyulak

Az ATS el6dllitdsdra haszndlt 2-4 kg sdlyud djzélandi fehér nyulakat egy helyi
tenyészt6t6l vdsdroltuk; az immunizdlds el6tt legaldbb tiz napon 4t megfigyelés
alatt tartottuk 6ket. A nyulak a LATI (G6dollg) dltal forgalmazott nyiltdpot és

csapvizet fogyasztottak ad libitum.

2.2. Sejtszuszpenziok készitése

A donor dllatok elvéreztetése utin a lymphoid szerveket aszeptikus
koriilmények kozott eltdvolitottuk, néhdny csepp M199 tidpfolyadékban (Gibco,
Paisley, Anglia) olléval apré darabokra végtuk és hajlitott ilvegbottal
szétnyomkodtuk. A  szervdarabokat Pasteur-pipettdval homogenizdltuk. A
szuszpenziét négyrétegi gézen sziirtiikk, majd centrifugdldssal (350 g, 10 perc)
tilepitettiik, végiil reszuszpenddltuk. A szuszpenzidt két tovabbi centrifugdldssal és
reszuszpenddldssal mostuk. A sejtkoncentréciét Biirker-kamrdban valé szdmoldssal
dllapitottuk meg. A vitalitdst tripAnkék festékkizdrdsi teszttel ellendriztiik. A
kisérletekhez csak olyan sejtszuszpenzidkat haszndltunk fel, amelyek vitalitdsa

meghaladta a 85 %-ot.



2.3. Ujsziilottkori transzplanticids tolerancia indukcidia

Az (jszildttkori transzplantdciés tolerancidt Billingham kissé mddositott
moédszere szerint indukdltuk (5). Him és ndstény (CBAxA)F1 hibrid egerek 1épéb6l
sejtszuszpenziot készitettiink. A sejtkoncentrdcidt 4 x 108 /ml-re dllftottuk be. A
legfeljebb 24 é6rdja sziiletett CBA iijsziilotteket a vena facialis anterior-on keresztiil
2 x 107 lépsejttel oltottuk. A toleranciakeltés hatékonysdgat a kéthonapos
recipiensek A farokbdr allografttal vald transzplantdcigjdval ellendriztik. A
recipiensek 95%-a permanensen tolerdnsnak bizonyult: transzplantditumukat a négy

hénapos megfigyelési idd alatt a rejekcio jelei nélkiil viselték.

2.4, Farokbor allotranszplanticio

A bdrallotranszplantdcié a Billingham és Medawar dltal kifejlesztett technikdn
alapult (14, 15). Az dltaldban kéthonapos recipienseket 77 mg/testsilykilogramm
pentobarbital (Nembutal, Serva, Heidelberg, Németorszdg) i.p. oltdsdval
narkotizdltuk. Az dllatokat nyir6géppel megnyirtuk, a mtéti teriiletet 70%-os
alkohollal, majd jédoldattal dezinficidltuk. Steril,' hajlitott szemészeti olléval 1-1,5
cm2-es, négyzet alakdi graftdgyat készitettiink a hdtb6rbe, iligyelve, hogy a
panniculus carnosust a benne futé erekkel meg ne sértsiik. A cervikilis
diszlokdciéval megolt donorok farkdt alkoholos, majd jodos lemosdssal
dezinficidltuk. A farok tovénél és a farok végétdl 1 cm-re korkorés metszést
ejtettiink, majd koztiik egy hosszanti metszéssel végigvdgtuk a bdrt. A felprepardlt
farokblrt csipesszel lerdntottuk, steril fizioldgids sdoldattal megnedvesitett
sziirGpapirra helyeztik és négyzet alaki darabokra vigtuk. A graftot a graftigyba
illesztettiik, majd kiszdraddsdnak megel6zésére a recipiensek torzsét 2 rész szilard
paraffin, 3 rész méhviasz, 4 rész lanolin és 4 rész folyékony paraffin megolvasztott

keverékébe madrtott kalikdpdlydba burkoltuk; a kaliké folé gipszpdlydt helyeztiink.



Hogy az dllatokat a narkézis okozta lehiilést6l megdvjuk, ébredésig infravoros
ldmpa alatt melegitettik Gket. A védSkotést a 8. napon tdvolitottuk el, a
transzplantdtumot hajlitott szemészeti csipesszel megtisztitottuk a porktSl és az
elhalt hdmtél, majd bérpuhité krémmel kentilkk be. A graftokat a kilok&désig
naponta ellendriztiik. Az akut kilokddés id6pontjdnak azt a napot tekintettiik,
amikor a transzplantitum teljes feliilete vOrosesbarna sziniivé, kemény, szdraz
tapintativd valt. A krénikus kilokSdést akkor tekintettiik lezajlottnak, mikor a
sorozatos, kis nekrézisok nyomdn a farokbdr szdrzete maradéktalanul eltiint,
jellegzetes szerkezete felismerhetelenné vélt és sima, fényl6, zsugorodé hegszovet

maradt vissza a helyén.

2.5. Antithymocyta savé eldallitisa és tesztelése

Az antisavokat Levey és Medawar mddszerét (16) Végh szerint médositva
(17) dllitottuk el6. Thymocytadonorként 3-6 hetes, vegyes nemli CBA egereket
haszndltunk. A thymusok kiprepardldsa utdn a leirt mddon sejtszuszpenzidt
készitettiink. A nyulakat 3x107 thymocyta/kg intravénds oltdsdval immunizdltuk.
Az immunizdldst 14 nap miilva megismételtiik, majd tovdbbi 7 nap milva a
nyulakat elvéreztettiik. A vért két 6rdn 4t szobahdn, utdna egy éjszakdn 4t 4 C°-on
allni hagytuk, a savét leszivtuk és centrifugdldssal tisztitottuk, 56 C%-on 30 percig
tartva dekomplementdltuk, majd a felhasznildsig -20 CC-on tdroltuk. A savék
immunszuppressziv aktivitdsinak meghatdrozdsdhoz allogén (A) farokbdrrel
transzplantdlt normdl CBA him egereket oltottunk 2x0,5 ml ATS-sel a
transzplantdciét kévetS 2. €s az S. napon. Az igy kapott grafttilélés a fenti recept

szerint készitett savok esetében 30-40 nap volt, szemben a kezeletlen &lltokban

mérhet6 12 nappal.



2.6. A recipiensek irradidldsa

A recipiensek irradidldsa 60co gamma sugdrforrdssal, 1 Gy/perc

dézisteljesitménnyel tortént. A dézis 10 Gy volt.

2.7. Szisztémds GVHD indukcidja

A szisztémds GVHD indukciéjdhoz a recipienseket a farokvéndn keresztiil
0.5 ml megfeleld sejtkoncentracidji donor 1€psejtszuszpenzidval oltottuk. A GVHD
kifejiddésének jeleit ("kuporgd" testtartds, szorborzolddds, az dllatok csokkent
aktivitdsa, egyes torzskombindcidkban bdrtiinetek) naponta regisztraltuk, a
recipiensek testsulydt heti egyszer mértiik. Az elhullott dllatokat felboncoltuk. A

megfigyelési idS a legtobb kisérletben hat hénap volt.

2.8. Lokdlis GVHR indukcidja

A lokdlis  graft-versus-host  reaktivitdst  poplitedlis  nyirokcsomo-
megnagyobboddsi tesztben mértiik. A donor lépsejtszuszpenziét a recipiensek bal
ldbfejébe oltottuk s.c. A kilencedik napon az éllatokat megdltiikk, mindkét oldali
poplitedlis nyirokcsomét eltdvolitottuk, megtisztitottuk a kotGszovett6l és analitikai

mérleggel lemértiik. Kontrollként az oltatlan jobb oldali nyirokcsomé szolgélt.

2.9. A vizelet proteintartalmdnak meghatdrozdsa

A vizelet fehérjetartalmat Medi-Test Combi 9 humdn diagnosztikus csikkal

(Macherey-Nagel, Diiren, Németorszdg) vizsgéltuk.
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2.10. Hybridomafeliihiszok elddllitédsa

A haszndlt hybridomavonalakat (felsoroldsuk a 2.11. pontban) komplett
RPMI tépfolyadékban (RPMI 1640 tdpfolyadék + 10% magzati borjisavé (Gibco,
Paisley, Anglia) + 10 mol HEPES (N-[2-hydroxietil]piperazin-N’-[2-
etdnszulfonsav], Sigma, St. Louis, MO, USA) + 5x107> mmol 2-merkaptoetanol
(Sigma) + 2 g/l NaHCO3 + 105 U/ penicillin + 0.1 g/l streptomycin) CO»p
termosztitban, 5% COp-tartalom mellett tenyésztettik. A felilliszékat
centrifugéldssal vélasztottuk el a sejtektdl, majd a felhasznéldsig -20 CC-on taroltuk

Oket.

2.11. Indirekt immunfluoreszcencids jelolés és flow cytometria

Az els6é 1épésben haszndlt ellenanyagok a kovetkezdk voltak: anti-Thy-1
(59-AD-2.2 klén), anti-L3T4 (CD4, H129.19 klén), anti-Lyt 2 (CDS8, 53-6.7
klén), anti-B220 (C.D45R, RA3-6B2 klén) (18). Az immunfluoreszcencids jel6lés
és az azt kovetd analizis van Ewijk médszerével tortént (19). Gombolyd feneki
mikrotitrdlé lemez lyukaiba 25 ul 107 sejt/ml koncentrdcidji sejtsszuszpenziét és
25 ul higitatlan hybridomafeliiliszét mértiink. 30 perc 4 C%-on torténé inkubdlds
utdn a sejteket hdromszor mostuk 200 ul 5% FCS-t és 0.1 % NaN3-ot tartalmazd,
foszfattal pufferelt fiziolégids séoldatban (PBS). A mosds tgy tortént, hogy a
lemezt 350 g centrifugdlis gyorsulds mellett egy percig centrifugaltuk, a feliliszét
eltdvolitottuk €s a sejteket a lemez kocogtatdsdval a maradék tdpfolyadékban
felszuszpenddltuk. Ezutdn a sejtekre 50 ul kétszdzszoros higitdsi fluoreszcein
izotiociandttal (FITC) konjugdlt anti-patkdny IgG-t mértiink (Sigma, St. Louis,
MO, USA), amihez a B-sejteken levé egér IgG-vel vald keresztreakcié dltal
okozott héttérfluoreszcencia csokkentésére 2% normdl egérsavot adtunk. Negativ

kontrollként normdl patkdnysavé ezerszeres higitdsdt és az elShivéellenanyagot
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haszndltuk. A lemezeket ismét 30 percig inkubdltuk 4 C®-on. Hirom tjabb mos4s
utdn a sejteket 200 ul FCS-mentes médiumban felszuszpenddltuk. A

flowcytometrids analizis Becton Dickinson Facstar Plus késziilékkel tortént.

2.12. Az in vitro proliferaciés kapacitds mérése timidininkorporacids tesztben

A lépsejtek tenyésztése gdombolyldl fenekii mikrotitrdlé lemezen (Greiner,
Frickenhausen, Németorszdg) tortént. Lyukanként 2x10° sejtet vittiink be 200 ul
komplett RPMI tdpfolyadékban. Minden mintdbdl 6t pdrhuzamos késziilt. A
sejteket concanavalin A-val (Con A, Pharmacia, Uppsala, Svédorszdg) stimuldltuk,
a Con A koncentricié 5 pg/ml volt. A lemezeket 72 6rdn 4t CO) termosztitban
inkub4luk 37 C®-on, 5% CO koncentrcié mellett. Nyolc 6rdval az inkubécids idé
lejarta el6tt a mintdkat lyukanként 1 uCi aktivitdsu 3Y-metil-timidinnel jeloltik
(UVVR, Praga, Csehorszdg). Az inkubdciés idd leteltével a sejteket Titertek
sejtharveszterrel iivegszélas filterpapirra vittiik. A filtert 110 CO-n tortént 15 perces
hevitéssel viztelenitettiik és fixdltuk, majd a filterkorongokat Wheaton szcintillacids
kiivettdkba tettiik. A mérés dltalunk készitett szcintillaciés koktélban /0.5 g/l 1,4
di(2-(5-fenil)-oxazoil)benzol (POPOP) és 5 g/l 2,5 difenil oxazol (PPO) toluolos

oldata/, Beckman LS-100C folyadékszcintilldciés spektrofluoriméterrel tortént.

2.13. Lépsejtek tenyésztése citokintermelésiik meghatdrozdsara

A 1épsejtszuszpenzidkat lapos fenekii mikrotitrdlé lemezben (Greiner), 5
pg/ml Con A koncentricié mellett, komplett RPMI tdpfolyadékban, COp
termosztitban 24 6rdn 4t tenyésztettiilk. Lyukanként 5x109 sejtet mértiink be 200 ul
tdpfolyadékban. Minden szuszpenziébdl hat padrhuzamos minta késziilt, ezeket az
inkubdldsi id6 letelte utdn egyesitettik, lecentrifugdltuk, a feliiliszdkat

lefagyasztottuk és a tovabbi felhaszndlasig -70 CP-on tdroltuk (20).
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2.14. TNF-o meghatdrozas WEHI1164 teszttel

A TNF-a citotoxikus hatdsdra érzékeny WEHI164 sejteket lapos feneki
mikrotitrdlé lemezen (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ, USA) komplett RPMI
tdpfolyadékban, CO7 termosztitban egy éjszakdn 4t inkubdltuk (lyukanként 5x10%
sejt 100 ul térfogatban). A sejtek letapaddsdt és vitalitdsat inverz mikroszk6ppal
ellendriztiik. Ezutdn hozzdadtuk a standard TNF-« higitdst és a mintdkat (50 ul
higitatlan feliiliszét, illetve 6tszorosére higitott savot), valamint 50 ul 20 ul/ml-es
actinomycin D (Sigma, St. Louis, MO, USA) oldatot. Ujabb 24 é6ra eltelte utdn a
sejtek vitalitdsit MTT teszttel hatdroztuk meg: A lyukakba 30 ul 5 mg/ml
koncentriciéji MTT reagenst (3-[4,5-dimetiltiazol-2-y1]-2,5-difeniltetrazolium
bromid, Sigma, St. Louis, MO, USA) mértiink. 3,5 6ra eltelte utdn a lemezeket
lecentrifugdltuk, a feliilisz6t leszivtuk, majd a sejtekbdl a redukdlt MTT reagenst
100 ul DMSO-val (dimetilszulfoxid, Sigma) szabaditottuk fel. Az optikai denzitdst

Titertek Multiskan ELISA readerrel, 510 nm hulldimhosszon mértiik le.

2.15. IFN-gamma, IL-10 és IL.-4 meghatdrozds ELISA-val

Valamennyi ELISA tesztet aktivdilt PVC mikrotitrdld lemezen (Flow
laboratories, Irvine, Anglia) "szendvics ELISA" technikdval végeztik. A
koévetkez6  monoklondlis  ellenanyagokat  haszndltuk: Az  IFN-gamma
meghatdrozdshoz: XMG 1.2, 2 pg/ml; biotinnal konjugdlt R46-A2, 1 ug/ml. Az
IL-4 meghatdrozdshoz: 11B11, 5 ug/ml; biotinnal konjugédlt BVD24G2.3, 0.25
pg/ml. Az IL-10 meghatdrozdshoz: SXL-1, 1ug/ml; biotinnal konjugdlt SXL-2, 1
pg/ml (21, 22, 23). Az elsé ellenanyaggal tortént bevondst egy €éjszakdn at, 4 Co-
on végeztiik. Ezt 2% marha szérumalbumini (BSA) tartalmid PBS-sel torténd telités

kovette (1 dra, szobahémérsékleten), majd a vizsgdlandé higitatlan feliilisz6k



13

hozzdadésa (2 6ra, szobahdmérsékleten). Ezutdn a lemezeket 1% BSA-t és 0,02%
Tween 20 detergenst tartalmazé PBS-sel mostuk, majd a biotinnal jel6lt mdsodik
ellenanyaggal inkubdltuk. Az inkubdcids id6 az IL-10 és az IL-4 mérése esetében 1
6ra, az IFN mérés esetében 12 6ra volt. Mosdsok utdn a streptavidin-
tormaperoxiddz konjugdtum (Jackson, West Growe, PA, USA) hozzdaddsa
kovetkezett (1 6ra szobahdmérsékleten), majd tjabb mosdsok utdn 100 ul ABTS
szubsztriat - 0,025 M NaH7POg4-ot, 0,05 M citromsavat és 3x10° M H70O9-ot
tartalmazé pufferben feloldott 1 mg/ml ABTS /2,2-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-
szulfondt), Sigma, St. Louis, MO, USA/ - hozzdaddsa kOvetkezett. A reakcié
ledllitdsdra SO ul 0,2 M-os citromsavat haszndltunk. Az optikai denzitdst Titertek

Multiskan ELISA leolvasdval mértiik le 405 nm hullamhossznal.

2.16. Statisztikai analizis

A szamitdsokhoz a Graphpad Instat statisztikai programot haszndltuk. Az
adatok Osszehasonlitdsa ¢ prébdval, Mann-Whitney statisztikdval illetve Fisher
Exact teszttel tortént. A kiilonbségeket p < 0,05 esetében tekintettiik statisztikailag

szignifikdnsnak.

3. EREDMENYEK

3.1. Az A-CBA PT recipiensek érzékenyek, mig a (CBAxA)F] recipiensek

rezisztensek az A 1épsejtek GVHD-t okozé hatdsdval szemben

Az A transzplantdciés antigénekkel szemben djsziilottkori tolerdins CBA és a
(CBAXA)F hibrid recipiensek elvileg egyardnt érzékenyek az A lépsejtek dltal
kivdlthatd GVHD-re. A kétféle recipiens GVHD-vel szembeni szenzitivitdsidnak

Osszehasonlitdsdra az egereket A lépsejtek kiilonbo6z6 ddzisaival oltottuk
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intravéndsan. A tolerdns recipiensekben a silyos GVHD tiinetei alakultak ki:
fogyds, szOrborzolédds, kuporgd testtartds. Az dtlagos siilycsokkenés mér a
legalacsonyabb sejtdézissal, 107 1épsejttel oltott tolerdns recipiensekben is elérte a
15%-ot, mig 5x107, illetve 2x108 donor sejt esetében megkozelitette, illetve
meghaladta a 30%-ot (1. dbra). A tolerdns tilélok testsilya még hat hénappal a
GVHD-indukci6 utdn sem normalizélédott. A mortalitis a 107 sejttel oltott
dllatokban elérte a 35%-ot (15/43), az 5x107 1épsejttel oltott dllatok esetében a
83%-ot (25/30), mig 2x108 donor sejt estében a 96%-ot (24/25) (2. dbra). Az
elhullott és felboncolt édllatok lymphoid szervei enyhén zsugorodottak voltak. Ezzel
szemben az F recipienseket gyakorlatilag rezisztensnek taldltuk a letdlis GVHD-
vel szemben. Itt 5x107 A 1épsejt 10%-o0s, mig 2x108 sejt is csak 15%-os dtmeneti
silycsokkenést okozott. A betegségnek egyéb ldthaté tiinete nem volt. Az
alacsonyabb sejtdézis esetében egy recipiens sem pusztult el (0/10). A 2x108
Iépsejttel oltott dllatoknak is mindGssze 12%-a (4/32) hullott el. A GVHD okozta
esetleges vesekdrosoddst vizsgdlva az indukci6 utdn hdrom hénappal
megéllapitottuk a recipiensek vizeletének proteintartalmadt. A vizelet fehérjetertalma
mind a tolerdns, mind az F{ hibrid egerek esetében 300 - 1000 mg/l koériil
mozgott, ez megegyezik a kezeletlen kontroll egerekben taldlt értékkel.
Megjegyzendd, hogy a kezeletlen dllatok vizeletének fehérjetartalma minden
egértorzs esetében magasabb az emberi normdl értéknél.

Anak eldontésére, hogy a tolerdns recipiensek GVHD-vel szembeni
szenzitivitdsdt valéban az A lépsejtekkel szembeni specifikus vdlaszképtelenség
okozza-e, az A-CBA PT recipiensek egy részét 5x107 ’third party’ - B10 -

Iépsejttel oltottuk, ebben az esetben nem lépett fel GVHD (0/7, nem abrazoltuk).
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3.2. A GVHD mechanizmusdnak in vitro vizsgalata

A két rendszerben kivéltott GVHD 6sszehasonlité vizsgdlatdhoz tolerdns és
F1 hibrid recipienseket oltottunk egyidejileg 5x107 A 1épsejttel. A kivdltds utdn 1,
2, 4 és 8 héttel csoportonként hdrom-hdrom egeret kiemeltiink és feldolgoztunk.
Savéjukat a késGbbi vizsgdlatokhoz egyedileg gyiijtottik és -20 C®-on tdroltuk.
Hirom egymadstdl fiiggetlen kisérletet végeztiink, ezek adatait késGbb dsszevontuk.
A recipiensek 1épébél steril egyedi sejtszuszpenzidkat készitettiink, majd a
kovetkezd vizsgdlatokat végeztiik el: 1. Megdllapitottuk a 1ép magvas sejtszdmat.
2. Hogy a graft-versus-host reakciéban részt vevd sejtekrdl kapjunk informécidkat,
flow cytometrids moédszerrel megvizsgdltuk a 1épet alkotd lymphoid
sejtszubpopuldcidk ardnydt. 3. Annak vizsgﬁlatéra, hogy rendszereinkben fellép-e a
GVHD-t gyakran kiséré immunszuppresszid, 72 6rds timidininkorporacids tesztben
mértiik a 1épsejtek spontdn és Con A indukdlta proliferdcios kapacitdsat. 4. Annak
megéllapitdsdra, hogy a reakci6 kialakuldsiban mely citokineknek lehet szerepe, a
1épsejteket Con A jelenlétében 24 Ordn keresztiil tenyésztettitk, majd a feliiliiszokat
a citokintermelés meghatdrozdsdra oOsszegydjtottiilk. A celluldris és humordlis
immunvdlasz szabdlyozdsiban fontos szerepet jdtszé citokinek (IL-4, IL-10 és IFN-
gamma) in vitro termelddését vizsgdltuk, valamint a GVHD kialakuldsdban szdimos
esetben ismert szerepli nekrézis faktor-a szintjét mértiik mind a feliiliszékban,
mind a recipiensek vérsavéjdban. Az IL-4, az IL-10 és az IFN-gamma
meghatdrozdsa ELISA mddszerrel tortént. A TNF-a szint mérésére a TNF

citotoxikus hatdsdra érzékeny WEHI168 sejtvonalra épiild tesztet haszndltuk.

3.2.1. A GVHD sordn a lép magvas sejtszdma esett

A GVHD kivdltdsa utdni hetedik napra a lép magvas sejtszdma 4tmenetileg

mind a tolerdns, mind az F1 hibrid recipiensekben kevéssel emelkedett. Az
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dtmeneti felszaporoddst kdvetGen a magvas sejtszdm koriilbeliil a kiinduldérték
felére esett le. A vdltozdsok kinetikdja a két rendszerben hasonlé volt (3. dbra). A
magvas sejtszdim csOkkenése ellenére a 1ép mérete a megndvekedett

vOrosvértesttartalom kovetkeztében nem csdkkent jelentésen (nem dbrdzoltuk).

3.2.2. A 1épben a CD8+ sejtek dtmeneti felszaporoddsdt kovetGen a

lymphoid (T +B) sejtek ardnya csokkent

A 1ép sejtosszetétele a tolerdns €s az Fy hibrid recipiensekben hasonlé
véltozdsokat mutatott, de a vdltozdsok kinetikdja a két rendszerben kiilonbozé volt.
A reakciét mindkét rendszerben a CD8+ sejtek szdzalékos ardnydnak kezdeti
megnovekedése kisérte (4. €s 5. dbra). A CD8+ sejtek felszaporoddsa a tolerdns
recipiensekben az elsé héten, mig az F| hibridekben a mdsodik héten érte el
csicspontjit. A magvas sejtek szdmdra és a sejtszubpopuldcidkra vonatkozé
adatokat Osszevetve ldthatd, hogy a CD8+ sejtek kezdeti felszaporoddsa nem csak
ardnyuk, hanem szdmuk megnovekedésével is jart. A CD4+ és a B-sejtek ardnya
(és ezzel egyiitt abszolit szdmuk) a kivdltdstdl kezdve folyamatosan csokkent. A
negyedik hétre a lymphoid (B220+, CD4+ és CD8+) sejtek ardnya koriilbeliil a

kiindulé érték harmaddra esett le.

3.2.3. A reakcié sordn csOkkent a lépsejtek in vitro proliferaciés

kapacitdsa.

A tolerdns recipiensek esetében a lépsejtiek 72 Ords tesztben mért Con A
indukdlta proliferdciéja mdr a kivaltds utdni elsé hétt6l csokkenni kezdett (6. dbra).
Az F1 hibrid recipiensekben ez a csokkenés csak a negyedik héten kovetkezett be
(7. 4bra). A spontdn proliferdcié mindkét rendszerben gyakorlatilag az elsé héttl
megsziint (8. és 9. dbra). A Con A a T-sejtekre haté mitogén. A GVHD sordn a
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1ép T-sejt szdmédban a flow cytometrids vizsgdlatok sordn (4. és 5. dbra) nem
taldltunk olyan mértékid véltozdst, amely akdr a proliferdcids kapacitds drasztikus
csokkenését, akdr a két rendszerben lezajlé valtozdsok kinetikdja kozti kiilonbséget

6nmagdban megmagyardzn4.

3.2.4. A 1épsejtek citokintermelése a GVHD sordn

A 1épsejtszuszpenzidk in vitro citokintermelését 24 6rds, Con A jelenlétében
tortént tenyésztés utdn mértiik. A IL-4, az IL-10 és az IFN-gamma esetében a
kivdltds utdn 7 és 14 nappal (vagyis a Con A indukdlta proliferdcié gyakorlatilag
teljes megsziinte eldtt) vizsgdltuk a termelt medidtorok szintjét, mig a TNF-«
esetében a reakcié negyedik hetében is elvégeztiik a feldolgozdst, tovdbbd a szérum
TNF-« szintjét is meghatdroztuk.

A 1épsejtek IFN-gamma termelése mindkét rendszerben esett a reakcid sordn,
a véltozds a kiinduléértékhez képest szignifikdns volt. A tolerdns és az Fq hibrid
dllatok lépsejtjeinek IFN-gamma termelése kozo6tt nem volt kiilonbség (10. dbra).

Az IL-4 termelés kiinduléértékét a kezeletlen F{ hibridek esetében a
tolerdnsokéndl szignifikdnsan magasabbnak taldltunk. A GVHD sordn az Fi
1épsejtek dltal termelt IL-4 szintje esett, ez a véltozds az egyedi értékek nagy
szérdsa miatt nem volt szignifikins. A reakcié sordn a tolerdns és az F{ hibrid
recipiensek IL-4 termelése kozti kiilonbség csokkent (11. dbra).

Az 1L-10 termelés kiindulészintje az I1-4-ével ellentétben a tolerdns dllatok
esetében volt szignifikinsan magasabb. A tolerdnsokban a magas IL-10 termelés a
reakcié sordn szignifikdnsan csokkent, mig az F{ hibridekben vdltozatlan IL-10
termelést mértiink. A mdsodik hétre a két rendszer kozti kiilonbségek itt is
kigyenlitédtek (12. 4bra).

A 1épsejtek in vitro TNF-o termelésénben az egyedi kiilonbségek mind a

kezeletlen dllatok, mind a GVHD-ben szenved( recipiensek esetében igen nagyok
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voltak. Az els6 és a mdsodik héten gyakorlatilag nem észleltink mérhet6 TNF-«
termelést, majd a negyedik héten ismét detektdlhaté6 mennyiségli TNF-« jelent meg
a szupernatdnsokban. A tolerdns és az Fy hibrid recipiensek kozott kiilonbséget
nem taldltunk (13. dbra). A TNF-a szérumszintje gyakorlatilag nem vdltozott a
reakcié sordn, a tolerdns és az Fi hibrid recipiensek értékei kozt itt sem volt

szignifikdns kiilonbség (14. dbra).

3.3. A tolerdns és az Fy hibrid dllatokban azonos intenzitdsu lokdlis GVHR
volt kivdlthaté

Az Fp recipiensek szisztémds GVHD-vel szembeni rezisztencidjanak
magyardzatdt keresve a tolerdns €és az Fy hibrid dllatok lokdlis graft-versus-host
reaktivitdsdt is dsszehasonlitottuk. A lokdlis GVHR mérésére a kivalté A 1épsejtek
kiilonboz6 doézisait oltottuk a ldbfej bére ald. A poplitedlis nyirokcsomo-
megnagyobboddst dézisonként 6t-Ot recipiensben indukéltuk. A szisztémds GVHD-
vel szembeni kiilonbozd érzékenységiik ellenére a kétféle recipiensben azonos
intenzitdsd lokdlis GVHR-t mértiink (15. dbra). A nyirokcsomé-megnagyobbodds
mértéke megegyezett mds, a szisztémds GVHD-re érzékeny sziil6 -> Fjp hibrid

rendszerekben taldlttal (sajdt eredmények, nem abrazoltuk).

3.4. Az Fj hibrid recipiensek immunszuppressziéja a GVHD-vel szembeni

rezisztencidjukat nem befolydsolta

Felmeriilt annak az elméleti lehetGsége, hogy az Fi hibridek GVHD-vel
szembeni rezisztencidjdban recipiens eredetii T-sejtes mechanizmusok jdtszanak
szerepet. Ennek vizsgdlatira ATS-sel immunszupprimdlt (2x0.5 ml ATS a kivéltds
el6tti -14 és -11 napon) Fq recipienseket oltottunk A lépsejtekkel. Ezt a kisérletet

az 4ltalunk haszndlt legmagasabb sejtddzissal, 2x108 1épsejttel  végeztiik.
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12. 4abra

A lépsejtek in vitro IL-10 termelésének
valtozasa a GVHD kivaitasa utan
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El6z8 kisérleteinkben ez a sejtdézis az Fq hibrid recipiensekben nemcsak
silycsokkenést, hanem szérvinyos elhulldsokat is okozott. Az F) recipiensek ATS-
el6kezelése nem befolydsolta a GVHD dltal el6idézett sulycsdkkenést (16. édbra),
sem az elhulldst: ez 1/15 volt az ATS-elGkezelt és 1/16 a veliik egyidejiileg oltott

kezeletlen recipiensek esetében.

3.5. Az Fj_recipiensek GVHD-vel szembeni rezisztencidjit 1épsejtek

transzferével nem tudtuk a tolerdns dllatokba dtvinni

Az esetleges recipiens eredet(i, aktiv sejtes védekez6 mechanizmusok
vizsgdlatira az Fj recipiensek GVHD-vel szembeni rezisztencidjat 1épsejtek
transzferével prébdltuk meg a tolerdns dllatokba dtvinni. Az ujsziiléttkori tolerdns
recipienseket 5x107 A 1épsejt és 2x108 (CBAxA)F1 1épsejt keverékével oltottuk
intravéndsan. Az igy kezelt dllatokban fellép6 GVHD sordn mért siilycsokkenés
(17. 4bra) és mortalitds (11/12, 18. dbra) nem kiilonbodzott szignifikdnsan a csak
5x107 A 1épsejttel oltottakban mérttSl, vagyis az Fi dllatok rezisztencidjdt ezzel a

mdédszerrel nem tudtuk a tolerdns recipiensekbe dtvinni.

3.6. Az in vivo ATS-el6kezelt A donorok 1épseijtiei nem vdltottak ki GVHD-t

A-CBA PT recipiensekben

Kordbbi kisérleteinkben az in vivo ATS-elGkezelt donorokbdl szdrmazé
lymphoid sejteket tobbféle sejttranszferen alapulé rendszerben immunoldgiailag
inaktivnak taldltuk. Most azt vizsgdltuk meg, hogy ugyanezen kezelés utdn az
dllatok lépsejtjei rendelkeznek-e szisztémds GVHD-indukdld aktivitdssal. Ehhez
kisérleteink elsG csoportjdban az dltalunk leirt és a szisztémds GVHD indukcidjéra
igen alkalmasnak taldlt A-CBA djsziilottkori tolerdns dllatokat haszndltuk. A

recipienseket 50 milli6 normdl, illetve ATS-el6kezelt donorbdl szdrmazé 1€psejttel
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oltottuk. A nyolcadik hétre az d4tlagos silycsokkenés a kezeletlen dllatok
1épsejtjeivel oltott egerekben elérte a 30%-ot. A mortalitds 83% (25/30) volt. Ezzel
ellentétben az ATS-kezelt donorbdl szdrmazé sejtekkel oltott tolerdns recipiensek
esetében silycsokkenést nem észleltiink és minddssze egy éllat hullott el (1/20),
tehdt az ATS-kezelt donorbdl szdrmazé lépsejtek gyakorlatilag nem véltottak ki

GVHD-t (19. 4bra).

3.7. Az ATS-eldkezelt donorok 1épsejtiei (B10xA)F{ recipiensekben is

inaktivak voltak

Az ATS-kezelt donorbdl szdrmazé 1épsejtek GVHD-indukdlé aktivitdsdt egy
letdlis GVHD-re érzékeny F hibrid rendszerben is teszteltiik: (B10xA)F{ hibrid
recipienseket oltottunk 50 milli6 A, illetve B10 parentdlis donor 1épsejttel. Az
ujsziilottkori tolerdns rendszerhez hasonléan az dtlagos stlycsokkenés itt is elérte a
30%-ot. Ebben a torzskombindci6ban bortiineteket (kopaszodds, a bdr
kifekélyesedése) is észleltink. A mortalitds az A és a B10 sejtekkel oltott
(B10xA)Fq hibridekben 91% (10/11), illetve 100% (10/10) volt (20. dbra). Ezzel
szemben sem az ATS-kezelt A, sem az ATS-kezelt B10 sejtekkel oltott Fi
hibridekben nem fordult eld megbetegedés. Ezekben a csoportokban nem volt

elhullds (A donorok esetében: 0/6, B10 donorok esetében: 0/12).

3.8. A donorok in vivo ATS-elGkezelése a lépsejtek haemopoietikus

repopuldlé aktivitdsat fokozta

Miutdn megdllapitottuk, hogy az ATS-elGkezelt donorokbdl szdrmazé
1épsejtek nem idéznek el6 GVHD-t, megvizsgdltuk, hogyan befolydsolja ez az
eldkezelés a donor sejtek haemopoietikus repopuldlé kapacitdsit. Ezeket a

kisérleteket a vérképzdrendszer elpusztitisa érdekében letdlisan irradidlt (B10xA)F
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recipienseken végeztik, az irradidci6 dézisa 10 Gy volt. A donor ATS-
elokezlésnek a haemopoietikus repopuldciéra és a GVHD-indukdciéra gyakorolt
hatdsdt szétvdlasztandd, a két parentdlis donor torzs mellett itt szingén, (B10xA)F|
donorokat is haszndltunk. Valamennyi besugarzott, de 1épsejttel nem oltott kontroll
4llat (12/12) roviddel az irradidlds utdn elhullott, az dtlagos tiilélés 11,6 nap volt
(21. dbra). A kezeletlen parentdlis 1épsejtekkel tortént oltds az irradiélt recipiensek
tilélését megroviditette: ez az A donorok esetében 7,9 nap (n=10, p < 0,05), a
B10 donorok esetében 9,0 nap (n=7, p < 0,10) volt. A szingén, (B10xA)F;
sejtekkel oltott dllatok 56%-a (5/9) maradt €életben. Az ATS-kezelt szemiallogén
donorbdl szdrmazé sejtekkel oltott recipiensek nagy része életben maradt: 78%
(7/9) az A donorok és 89% (8/9) a B10 donorok esetében. Ezek szerint az ATS-
kezelt allogén sejtek a szingén, kezeletlen sejteknél is hatékonyabban védték ki a
sugdrbetegséget (78% és 89% vs 58%). A donorok in vivo ATS-elokezelése még a
szingén sejtek radioprotektiv aktivitdsit is megndvelte: itt valamennyi recipiens
életben maradt (10/10, p < 0,05).

Az ATS-kezelt donorbdl szdrmazé lépsejtek megnovekedett radioprotektiv
kapacitdsira vonatkoz6 eredményeket egy tovdbbi irradélt szemiallogén
rendszerben, a CBA -> (CBAxA)F] torzskombindciéban is megerdsitettiik (nem

dbrazoltuk).

4. DISZKUSSZIO

A szovetdtiiltetés alapvetd immunoldgiai jelenségeit az 1950-es években irtdk
le. Mér a transzplanticiés immunoldgia alaptérvényeinek felismerése utdn nem
sokkal felmeriilt az \jszillottkori toleranciakeltésen atesett felndtt egerekben
kivélthat6 GVHD elméleti lehetdsége. Ennek ellenére Osszesen két munkacsoport
kisérelt meg jsziilottkori tolerdns egerekben GVHD-t elSidézni. Billingham és

munkatdrsai tobb torzskombindcié (tobbek kozott A-CBA PT recipiensek)
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felhasznéldsdval, az 4dltalunk hasznéltt6l némileg eltérd toleranciakeltési és GVHD-
indukciés protokollt haszndlva a tolerdns egereket rezisztensnek taldltak a
szisztémds GVHD-vel szemben (5). Martinez és munkatdrsai A tdrzzsel szemben
tjsziilottkori tolerdns C3H egerekben A lépsejtek tobbszori oltdsdval idéztek eld
stlycsokkenéssel jaré betegséget; mortalitdsr6l nem szdmoltak be (4). Figyelmet
érdemel, hogy ez a térzskombindcié az é4ltalunk haszndlthoz igen hasonld, mivel a
C3H torzs a CBA torzshéz hasonléan H-2K MHC haplotipust, a haszndlt donor
torzs pedig megegyezik a két esetben. Ezen kiviil jsziilottkori tolerdns
patkdnyokban kivdlthaté GVHD-rdl taldlhaté még néhdny irodalmi adat (24, 25).
Ujsziilottkori tolerdns egerekben indukélhaté letdlis GVHD-t legjobb tudomdsunk
szerint mi irtunk le elGszor (26).

Az jszil6ttkori transzplantdcids tolerancia specifikus, csak a donor
transzplantdciés antigénjeire korldtozott, szelektiv immunoldgiai vdlaszképtelenség,
azonban az immunrendszer minden mds tekintetben normdlisan viselkedik (27). A
toleranciakeltést kovetGen néhdny torzskombindciéban immunreguldciés zavarok
(autoimmunitds, mitogénekkel szembeni csokkent valaszképesség,
lymphoproliferativ  kérképek, malignus lymphomdk) 1épnek fel. Ezen
immunolégiai zavarok kialakuldsdban a toleranciakeltéshez haszndlt F{ donor
1épsejtek jelenlétének és a gazda ezek ellen irdnyuld immunoldgiai vdlaszdnak
tulajdonitanak szerepet, ezért ez a tiinetcsoport a host-versus-graft betegség
(HVGD) nevet viseli (28, 29, 30). Ennek ismeretében felmeriilt annak a
lehetdsége, hogy az A-CBA tolerdns dllatok GVHD-vel szembeni szenzitivitdsdban
is szerepet jdtszhat a recipiensek aspecifikusan csokkent immunolégiai
vélaszképessége. Ez ellen szdmos kisérleti eredményiink sz6l. 1. Az A bérgraftot
permanensen viseld A-CBA tolerdns recipiensek a normdl CBA Adllatokkal
megegyezd id§ alatt lokik ki a harmadik torzst6]l szdrmazé (B10) bér
allotranszplantdtumokat (az dtlagos grafttilélés 10,2 nap a tolerdns recipiensekben

és 10,3 nap normdl CBA egerekben). 2. Ennek megfeleléen a B10 egértorzs
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1épsejtjei - a tolerdlt A egértdrzs 1épsejtjeivel ellentétben - nem idéznek el6 GVHD-
t az A-CBA tolerdns egerekben, vagyis a GVHD-vel szembeni érzékenységiik
specifikus. 3. Az A-CBA tolerdns recipiensek lépsejtjeinek mitogén-indukalta
proliferaciés kapacitdsa nem csokkent. 4. Nem mutathatdk ki benniik a host-versus-
graft betegség mdsik tiinetét jelentd antithymocyta ellenanyagok sem (sajét
eredmények). Mindezek arra utalnak, hogy az A-CBA toleranciakeltés valéban
specifikus transzplantdcids tolerancidt hoz 1étre, melyet nem komplikdl host-versus-
graft betegség. A recipienseket ez a specifikus transzplantdcids tolerancia teszi az A
lépsejtekkel  szemben  vdlaszképtelenné, megteremtve igy a GVHD
kivélthatésdgdnak lehetGségét. Mds nem irradidlt (Fj hibrid) recipiensekkel
Osszehasonlitva az ujsziiléttkori tolerdns egerek igen érzékenyek az akut, letdlis
GVHD-re. A reakcid intenzitdsa fiigg a kivalté sejtek dozisdtdl és az eredmények
j6l reprodukdlhatéak, ezért ez a rendszer a GVHD mechanizmusdnak és
prevencidjanak vizsgdlatdra alkalmas tj modellként johet szamitdsba.

A (CBAxA)F1 és az A-CBA \jszillottkori tolerdns recipiensek az A
1épsejtekkel szemben elvileg egyformdn vdlaszképtelenek. Ennek ellenére az Fi
recipiensekben még igen magas sejdézissal is csak minimdlis mérvii GVHD-t
tudtunk kimutatni. Mivel a GVHR-t a két esetben gyakorlatilag ugyanazon
hisztokompatibilitdsi antigének véltjdk ki, a haszndlt donorok pedig azonos
torzsiek, az Fjp hibrid recipiensek a letdlis betegséggel szembeni nehezen
megmagyardzhaté rezisztencidja lehetGséget nyujthat a GVHD kialakuldsdt
szabdlyoz6 recipiens eredetil tényezSk vizsgdlatdra.

Az egerekben kivélthaté GVHD-nek két f6 tipusa kiilonboztetheté meg: a
tobbnyire magas mortalitdsd akut, szuppressziv tipusi és az dltaldban enyhébb €s
krénikus lefolydsii, lymphoproliferdciéval és "autoimmun” jellegi tiinetekkel jard,
"immunstimuldlé” tipusi betegség. Az utébbi esetben gyakoriak a bdrtiinetek:
kopaszodds, a bdr és a fiil fibrotikus elvdltozdsai, valamint az immunkomplex

nephritis és az 4ltala elGidézett proteiniria. Ez az "autoimmun" kérkép a GVHD
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indukcidjat kovetGen egyes Fq hibrid egértdrzsekben is kimutathaté (31). Ezen
kiviil ductus thoracicus lymphocytdk oltdsdval Wjsziilottkori tolerdns patkdnyokban
el6idézett GVHD-ben is ilyen tiineteket irt le Stastny és munkacsoportja. Mi sem
az ujsziilottkori tolerdns, sem a (CBAxA)F] recipiensek esetében nem taldltunk
bértiineteket, sem vesekdrosoddst vagy proteinuridt. Ez arra utal, hogy
valészinlileg nem a fenti tipusi autoimmunitds és a benne szereplé humordlis
effektor mechanizmusok jitszanak domindns szerepet a reakciéban egyik esetben
sem. A lépsejtek csokkent Con A indukdlta és spontdn proliferdciés kapacitdsa azt
mutatja, hogy nemcsak a letdlis GVHD-re érzékeny ujsziilottkori tolerdns, hanem a
rezisztens F1 hibrid recipiensekben is akut, szuppressziv tipusi GVHD
indukélhat6. Muluk és munkatdrsai A sejtekkel oltott (CBA/IxA)F1 recipiensekben
graft-versus-host reakcié dltal okozott immundeficiencidt taldltak. Ennek
kialakuldsiban a recipiens Mis? antigénjeivel szembeni T-sejtes immunvilasz
kulcsszerepét igazoltdk (32).' Mivel az dltalunk haszndlt CBA/Ca térzs a CBA/J

b aneit hordozza, a

torzzsel szemben a gyengébb stimuldlé hatdsi (antigenitdsi) Mls
mi rendszeriinkben nem feltétleniil ez a mechanizmus érvényesill. Lapp és
munkacsoportja is sokrétii immundeficiencidt taldlt A sejtekkel oltott (CBAxA)F]
recipiensekben : a reakcié a thymus kdrosoddsdval (33), a T-sejtes (34, 35) és a B-
sejtes (36) immunvdlasz defektusdval volt jellemezhets. A GVHD mortalitdsdrol
viszont nem kozoltek adatokat. Szintén nem ko6zo6lték, hogy a tobb, egymdstdl
transzplantdciés antigénjeiben is kiilonb6z6 CBA alvonal melyikét haszndltdk az Fy
hibridek elGdllitdsdra, ez megneheziti adataik Osszehasonlitdsit sajdt
eredményeinkkel.

Flow cytometrids vizsgdlataink sordn a reakcié elsd és mdsodik hetében mind
az A-CBA tolerdns, mind a (CBAxA)F| recipiensek 1épében a CD8+ T-sejtek
szdzalékos ardnydnak megnévekedését irtuk le. A 1ép cellularitisira és a

sejtszubpopuldciékra vonatkozé eredményeket Osszevetve ldthatd, hogy a hetedik

napra a CD8+ sejtek szdzalékos ardnya mellett abszolit szdmuk is nétt. Mivel a
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donor és a recipiens kozott mindkét rendszerben elsé osztilyi 6
hisztokompatibilitdsi (H-2D) antigénkiilonbség 4ll fenn, eredményeink 6sszhangban
dllnak azokkal az elméleti megfontoldsokkal és kisérleti adatokkal, amelyek ilyen
esetben az MHC-I. molekuldval kapcsolatot 1étesiteni képes, CD8+ T-sejtek
szerepét hangsilyozzik (37). Emellett természetesen nem zdrhaté ki egyéb, minor
hisztokompatibilitdsi antigének szerepe sem a reakciéban, hiszen szdmos
rendszerben  bizonyitottdk mdr, hogy silyos, letdlis GVHD minor
hisztokompatibilitdsi antigének ellen is irdnyulhat (37).

Citokinekkel foglakozé kisérleteinkben tobbek kozt a celluldris immunvdlasz
kialakuldsdban szerepet jdtszé, Thl sejtek dltal termelt IFN-gamma és az
elsddlegesen a humordlis immunvdélaszra jellemz8, Th2 sejtek 4ltal termelt IL-4 és
IL-10 termelSdését vizsgdltuk a graft-versus-host reakci6 sordn (38).

Ugy taldltuk, hogy a kezeletlen \jsziilottkori tolerdns dllatok Iépsejtjeinek az
F1 hibridekéinél magasabb az IL-10 termelése. Ez felveti az IL-10 és az indukalt
transzplantdcids tolerancia kapcsolatdnak kérdését. Az IL-10 a sejtes immunvélasz
hatékony inhibitora (39), elképzelhet, hogy szerepet jdtszik a transzplantdcios
tolerancia létrehozdsdban és fenntartdsdban is (38). Ezt a kézenfekvd hipotézist
azonban csak kevesen vizsgdltdk kisérletes mddszerekkel. Abramovicz és
munkacsoportja egy olyan torzskombindciéban mérték citokinek mRNS-ének
termelGdését, amelyben az \jsziiléttkori transzplantdcids tolerancia indukcidjit
kdvetden host-versus-graft betegség 1€p fel. Egy hénappal a toleranciaindukcié utdn
mind az IL-10, mind az IL-4 mRNS-ének felszaporoddsit irtdk le a recipiensek
1épsejtieiben (40). Az emelkedett IL-4 termelés a host-versus-graft reakcidra
jellemzé fokozott B-sejt aktivitdssal dllhat kapcsolatban. Elképzelhet6, hogy
esetiinkben a magas IL-10 és alacsony IL-4 szint a sikeres és host-versus-graft
betegséggel nem jdr6 toleranciaindukcié kovetkezménye. Egyes kisérletes
eredmények azt mutatjdk, hogy in vitro kultirdban az IL-10 és az IFN-gamma

egymds termelddését gdtolhatjdk (41, 42). Mi nem taldltunk kiilonbséget a
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kiilonb6z8 IL-10 szintekkel jellemezhetS tolerdns és Fj hibrid dllatok esetében
mérhetd IFN-gamma termelésben. Az IL-4 termelését az IL-10-ével ellentétben az
F1 hibrid 4llatokban taldltuk magasabbnak. Hogy a tolerdns és az F hibrid dllatok
GVHD-vel szembeni kiilonb6zé érzékenysége kapcsolatban dil-e a kétféle recipiens
1épsejtjeinek kiilonboz6 kiinduldsi citokintermelésével, még nem tisztdzott.

A Kkisérletes és klinikai szitudciék egy részében valdsziniisithetd a TNF-o
fontos szerepe a letdlis GVHD kialakuldsdban. Az ebbdl a szempontbdl vizsgdlt
egérrendszerek koziil tobben (de nem az Osszes ilyen rendszerben) a recipiensek
anti-TNF-« ellenanyaggal valo kezelése kivédte a letdlis GVHD-t (43, 44, 45).
Esetiinkben nem volt kiilonbség a letdlis GVHD indukcidjara érzékeny és a
rezisztens torzskombindciéban mérhetd TNF-« szintek kozt.

Osszegezve, kisérletes rendszeriinkben nem sikeriilt egyértelmii kapcsolatba
hozni a letdlis GVHD kialakuldsit egyes citokinek termelésének valtozdsdval. A
TNF-a mdr emlitett példdjdt kivéve napjainkban a humdn csontvelStranszplanticiot
kisér6 GVHD esetében hasonléan ellentmondéak a citokinek szerepére vonatkozd
adatok (46). Fenndll annak a lehetGsége, hogy a tolerdns és az Fj hibrid
recipiensek GVHD-vel szembeni szenzitivitdsat az eltéré kiinduldsi citokinszintek -
illetve az ezek mogott dll6 immunoldgiai tényez6k - befolydsolhatjdk. Ennek
vizsgdlatdra tovdbbi kisérleteket terveziink.

Az F) recipiensek GVHD-vel szembeni alacsonyabb érzékenységének egyik
lehetséges oka az tgynevezett hibrid rezisztencia (47). A hibrid rezisztencia
jelensége abban foglalhaté Ossze, hogy egyes torzskombindciékban az Fi hibrid
dllatok a transzplantdciés immunolégia alaptérvényeinek ellentmondé mdédon
képesek homozigéta, parentdlis tipusi sejtek immunoldgiai felismerésére és
elimindldsdra. A hibrid rezisztencia irradidlt recipiensekben a haemopoietikus
graftok gyors kilok3dését okozhatja. Esetiinkben ez tobb okbdl nem ldtszik
valésziniinek. 1. A poplitedlis nyirokcsomé-megnagyobboddsi teszt az aktivdlédott

donor T-sejtek 4ltal kivdltott sejtszaporoddst méri (48). Az djsziil6ttkori tolerdns és
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az Fi hibrid recipiensek azonos lokdlis GVHR aktivitisa arra utal, hogy a
szisztémds GVHD-vel szembeni kiilonb6z6 szenzitivitdisuk nem a donor sejtek
aktivdléddsdnak vagy korai proliferdciéjdnak kiilonbdz6 mértékébsl ered. 2. Az
4ltalunk alkalmazott sejtd6zis nagysdgrendileg magasabb, mint a hibrid rezisztencia
"klasszikus" modelljeiben haszndlt dézis. 3. Kozvetett mdédon a donor sejtek
jelenlétére és aktivitdsdra utal az is, hogy a GVHD kialakuldsdnak karakterisztikus
in vitro jeleit az Fp hibrid recipiensekben is észleltiikk. 4. Alloantisavlk és anti-
MHC monoklondlis ellenanyag felhaszndldsdval végzett flow cytometrids
vizsgdlataink szintén a donor sejtek jelenlétére utalnak mind a tolerdns, mind az F}
hibrid dllatok lépében (el6kisérletek eredményei, nem d&brdzoltuk). A GVHR
indukcidjdhoz sziikséges donor sejtek tehdt az Fi recipiensek lépében is jelen
vannak €s a reakciét meg is inditjak.

Wilson és munkatdrsai Fj hibrid patkdnyokban a letdlis GVHD kialakuldsat
megakaddlyoz6, recipiens eredeti T-sejtes antiidiotipus mechanizmusok jelenlétét
bizonyitottdk (49). A T-sejtek miikodésén alapulé gatldé immunoldgiai
mechanizmusok érzékenyek lehetnek ATS-re (50). Esetiinkben a (CBAxA)Fj
egerek GVHD-vel szembeni rezisztencidjit a recipiensek ATS-sel tortént
immunszuppressziéja nem befolydsolta, fgy nem tudtuk ilyen ATS-szenzitiv
mechanizmusok szerepét igazolni. Elképzelhetd viszont, hogy a GVHD
szuppressziGjdban egyéb, ATS-re nem érzékeny szuppresszor aktivitdsu
sejtpopuldciék, példdul természetes szuppresszor sejtek jatszanak szerepet (51). Az
esetleges aktiv, recipiens eredetii GVHD-szuppresszié vizsgdlatdval mds
médszerrel is prébdlkoztunk. Az F| recipiensek GVHD-vel szembeni
rezisztencidjit normdl Fi 1épsejtek transzferével nem tudtuk a tolerdns éllatokba
atvinni.

Osszefoglalva, a betegség letdlis, illetve enyhe kimenetele ellenére mind az
A-CBA tolerdns, mind a (CBAxA)F| hibrid recipiensekben kimutathaté volt a

graft-versus-host reakcié kialakuldsa. Tovdbbi kisérleteinkben tobbek kozott a
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donor sejtekkel torténd vérképzGrendszeri repopuldcid szerepét szeretnénk vizsgdlni
a letdlis GVHD kialakuldsdban.

Kisérleteink egy mdsik csoportjdban a graft-versus-host betegség
kialakuldsdnak megakaddlyozdsdra prébdltunk uj lehetdségeket keresni.

Az ATS, illetve a belGle tisztitott antithymocyta globulin (ATG) egyike a
legrégebben haszndlt és és a T-sejtes immunreakcidk gdtldsdban leghatdsosabb
immunszuppressziv szereknek, ennek ellenére hatdsmechanizmusa részleteiben a
mai napig sem ismert. Az ATS szdmos sejtfelszini antigén (CD2, CD3, CD4,
CDS5, CD8, CD25, CD45, LFA-1) ellen irdnyul6 ellenanyagokat tartalmazhat (52).
Az ATS-kezelés egyik jellemz6 hatdsa a T-sejt deplécié (53). Az ATS
immunszuppressziv hatdsa azonban nem azonosithaté pusztin a depléciéval: az
ATS kezelés szuppresszor sejteket generdl (54, 55), gdtolja az IL-2 receptor «
ldncdnak (CD25) expresszidjdt (56), a CD2 blokkoldsdn keresztiil gitolja a T-sejtek
antigén-indukdlta aktivdci6jdt (57). Az ATS szuppressziv hatdsa mellett in vitro
stimuldld, aktivdlé hatdsa is bizonyitott; a stimuldlt sejtek kiilonb6z6 citokineket
(IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IFN-gamma, GM-CSF) termelnek (58, 59, 60). A
termel&dott citokinek szerepet jatszhatnak az ATS-indukilta
immunszuppressziéban,'tovébbé a haemopoietikus aktivitdst is befolydsolhatjdk
(61, 62).

Az éltalunk alkalmazott ATS-elGkezelés utdn a 1ép csokkent szimban ugyan
(6% vs 30%, nem dbrazoltuk), de tartalmazott T-sejteket. A T-sejtszdm ilyen
mérsékelt csokkenése mellett a Iépsejtek GVHD-indukdlé aktivitdsa gyakorlatilag
megsziint. Ez azt mutatja, hogy a GVHD-indukal6 hatds megsziintének oka itt sem
egyszerlien a T-sejt deplécié, hanem egyéb, funkciondlis okai is lehetnek. Az in
vivo ATS-elGkezelt donorokbSl szdrmazé lymphoid sejtek GVHD-indukdlé
aktivitdsdr6l alig taldlhaték irodalmi adatok. Patkdnyokban végzett allogén
vékonybéltranszplanticié esetében az ATS-elGkezelt donorbdl szdrmazé graft

GVHD-indukdlé$ aktivitdsa elveszett (63). Ledney és Van Bekkum a donor egerek
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folyamatos ATS-kezelését kovetden a Iépsejtek GVHD-indukdlé aktivitdsdnak
megsziintét irta le (64). Egy mdsik ATS-kezelési protokoll felhaszndldsdval,
szingén sejttranszferen alapulé rendszerben Ledney bizonyos esetekben a
koléniaformdlé egységek (CFU-s) megndvekedett szdmdt taldlta ATS-kezelt egerek
1épében (65). A transzplantitum GVHD indukdlé és haemopoietikus repopuldlé
aktivitdsdt azonban nem vizsgdltdk egyidejiileg.

A humidn csontveldtranszplanticié kérdéseinek modellezésére Vallera €s
munkatdrsai irradidlt egér recipienseket oltottak allogén és szingén 1€psejt-csontveld
keverékkel. Ilyen kisérleti elrendezés esetében az allogén sejtszuszpenzidk GVHD-t
indukdld aktivitdsa a humdn klinikai szitudci6hoz hasonléan anti-Thy-1 (tehdt pan-
T) monoklondlis ellenanyaggal valé bevonds, illetve T-sejt deplécié alkalmazdsa
utdn lecsokkent, az gy kezelt allogén sejtszuszpenzidval oltott recipiensek tilélése
azonban igy sem érte el a kezeletlen szingén szuszpenziéval oltottakét (66). Ezzel
szemben a mi kisérleteinkben az ATS-kezelt szingén, s6t allogén donorokbdl
szdrmazé lépsejtek a kezeletlen szingén sejtekénél is hatékonyabb radioprotektiv
hatdssal rendelkeztek, ezzel a donorok ATS-elGkezelése minden egyéb mdédszernél
alkalmasabbnak ldtszik irradiélt recipiensek vérképzdrendszerének repopuldldsdra a
GVHD elkeriilésével. A klinikailag haszndlt in vitro T-sejtdeplécié esetében a T-
sejtek maradéktalan eltdvolitdsa ad csak biztos eredményt, ami technikailag
nehezen oldhaté meg, rdaddsul ronthatja a haematopoietikus repopuldcié esélyét.
Ezzel ellentétben az ATS-kezelt donorb6l szdrmazé transzplantdtum annak ellenére
vélik a GVHD-t okoz6 hatds tekintetében inaktivvd, hogy tartalmaz T-sejteket, ez a
kezelés egyik potencidlis el6nye lehet.

Mindezen eredmények arra utalnak, hogy az ATS-elGkezelt donorbdl
szdrmazd sejtpopuléciék vizsgdlata kozelebb vihet a humdn

csontvelGtranszplantdcié egyik legfontosabb problémdjdnak megolddsidhoz.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkacsoportunk elsGként irta le, hogy az A egértdrzs transzplantdcids
antigénjeivel szemben jsziildttkori toleranciakeltésen 4dtesett és permanensen
tolerdnssd vdlt, feln6tt CBA egerekben A lépsejtekkel letdlis GVHD vdlthatd ki. A
GVHD intenzitdsa fiigg a kivdltd sejtdézist6l és az eredmények jol
reprodukdlhatéak. Ezzel ellentétben az A lépsejtekkel szemben genetikai okokbdl
vdlaszképtelen (CBAxA)F| hibrid recipienseket gyakorlatilag rezisztensnek taldltuk
a letdlis betegséggel szemben. A reakcid els6 hetében mind az ujszilottkori
tolerdns, mind az F] hibrid recipiensek 1épében CD8+ sejtek szaporodnak fel,
majd a 1ép magvas sejtszdma és ezen beliil a.lymphoid sejtek ardnya csokken. Az in
vitro proliferdciés tesztek eredménye szerint mindkét rendszerben akut,
szuppressziv tipusi GVHD indukdlhat6. A kezeletlen dllatok lépsejteinek IL-10
termelése a tolerdns, IL-4 termelése az F{ recipiensek estében volt magasabb. Az
IL-4, az IL-10, az IFN-gamma és a TNF-« citokinek termelését a GVHD sordn
nem sikeriilt a betegség kimenetelével egyértelm( kapcsolatba hozni. A szisztémds
GVHD-vel szembeni kiilonbdzd érzékenységiik ellenére a kétféle recipiensben
azonos intenzitdsi lokdlis GVHR vdlthaté ki. Az F{ hibrid dllatok szisztémds
GVHD-vel szemben reziszencidjdt a recipiensek ATS-sel tortént elGzetes
immunszuppresszidja nem befolydsolta. Mivel a GVHD a két rendszerben azonos
hisztokompatibilitdsi antigének ellen irdnyul és a haszndlt donorok azonos térzshoz
tartoznak, ez a kettGs rendszer igen alkalmas lehet a letdlis GVHD-vel szembeni
rezisztencia és szenzitivitds kérdéseinek tovabbi vizsgdlatdra.

A GVHD prevencidjdnak tj lehetGségeit vizsgdlva megdllapitottuk, hogy in
vivo antithymocyta savéval kezelt donorok Iépsejtjei sem nem irradidlt, sem
irradidlt recipiensekben nem vdltanak ki GVHD-t. Ugyanez a kezelés mind
allogén, mind szingén donorok lépsejtjeinek haemopoietikus repopuldlé kapacitdsat

novelte. Mindezek alapjidn a donorok ATS-elGkezelése minden egyéb mddszernél
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alkalmasabbnak l4tszik letdlisan irradidlt recipiensek vérképzdrendszerének
repopuldldsdra a donor sejtek 4ltal kivdltott GVHD elkeriilésével. A médszernek

elméleti érdekessége mellett klinikai jelentdsége is lehet.
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