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Az utébbi években jelentds figyelem iranyul a lym-
phoid sejtek okozta cytotoxicus—cytolyticus hatas-
ra, hiszen ez autoimmun betegségekben, a homo-
(allo-) graft rejectibban és tumor immunitédsban
egyardnt jelentds. A sejtkarosodds mechanizmusat
in vivo nehéz vizsgdlni, egyszeriibb az in vitro mo-
dellek tanulméanyozdasa.

Erre irdnyulé célunk a koévetkezé volt:

I. Megfelel6 mérémodszer kidolgozasa a lym-
phocytak célsejt-agresszivitasanak értékelésére.

II. Megvizsgalni, hogy autoimmun megbetege-
désben szenveds egyének lymphocytai dltaldaban to-
xicusabbak-e egy homolég (allogen) szivettenyé-
szet sejtjeire, mint az egyéb betegek és egészsége-
sek lymphoid sejtjei?

III. Valtozik-e a lymphocytdk cytotoxicus ag-
resszivitdsa az autoimmun betegségek activitdsaval
és a kezelésre bekovetkez6 remissioval?

IV. A therapids immunosuppressiv szerek akut
kisérletben hogyan befolyasoljak a lymphocyta ag-
resszivitasat a célsejtekre?

Médszer

A modszer azon a vitalis elven alapszik, hogy az
ép sejtek j6l letapadnak az livegre, a karosodott sej-
teknek ez a képessége csokken, ill. megszinik.

1. Lymphocytak: 10 ml heparinos vénas vért vat-
taoszlopra ontottliink (400 mg vatta 10 ml-es fecsken-
dbében) és fél oraig rajta tartottuk, hogy a granulocy-
tak tapadjanak a gyapotszalakra. Az oszlopot 30 ml
TC—199-es tapfolyadékkal mostuk at, a moséfolyadékot
egyharmad résznyi 3%-os gelatinnal szobahdén 1 o6rat
ulepitettiilk. A supernatanst percenként 500-as fordu-
lattal 10 percig centrifugdltuk, majd 3-szor mostuk
TC—199-el. A masodik mosas utdn desztillalt vizes keze-
1éssel (4 ml, 20 mp-ig) tavolitottuk el a maradék voros-
vérsejteket, majd az egészet 30 ml-re toltottiik fel, A
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szeparalas végén sejtszamoldssal megéllapitottuk, hogy
a lymphocyta-suspensio legaldbb 90%-os tisztasagl.

2. Célsejtként human amnionsejteket hasznaltunk.
A rendszeresen hetente egyszer passzalt sejttorzsbdl a
passage alkalmaval 2 milli6/ml-es amnionsejt-suspen-
siét készitettiink és milliliterenként 25 uCi 5'Cr-ot tet-
tiink hozza kromat formajaban, 1 6ran at 37 °C-on in-
cubaltuk, majd a kotetlen kromatot TC—199-es mosassal
eltavolitottuk. A jeldlés hatasfoka 30—40%)-nak bizo=
nyult. Nem tudjuk, irodalmi utalast sem taldltunk ar=-
ra, hogy az izot6p milyen cellularis szerkezethez kd&-
todik.

3. Lymphocyta -+ célsejt vegyes kultira. Uvegesd-
csovekbe 50 ezer amnionsejtet és hozzajuk 10-szeres,
50-szeres, ill. 100-szoros mennyiségli lymphocytat tet-
tiink. A sejtkeveréket 1,5 ml térfogatra téltottiik fel
TC—199-cel. Vizsgalatot egyszerre azonos modon 2—4
csbben végeztiink (parhuzamos kontroll). A csoveket
20 6ras 37 °C-os incubdldsra megfeleld tartoba tetiik,
ugy hogy a délésiik a vizszintes folott 8°.

4. Ertékelés médja: incub4lds utan csovenkent le-
mértiikk a radioaktivitast, a parhuzamos csiéveket atla-
goltuk — igy a total-aktivitast kaptuk meg. A tapfo-
lyadékot leontottiik, az iivegestveket ketszer mostuk
fiziologias séoldattal. Mosas utan az iiveg falan maradt,
letapadt sejtekhez kotott aktivitdst ismét lemértiik és a
kapott eredményt a total radioaktivitds szazalékaban
fejeztiik ki. Elokisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy
az amnionsejt letapaddsi készsége érzékenyen koveti,
jelzi a sejtkdrosoddst — a sejt még nem pusztult el, de
mar letapadni nem fud.

A vizsgdlt betegek

Osszesen 30 — 12 aktiv, 18 inaktiv- stddiumban
levé — autoimmun betegségben szenvedd egyén vé-
rének lymphocytéit vizsgaltuk — koziiliik 6 férfi és
24 né volt. Vizsgaltuk még 10 egyéb beteg (3 férfi
és T nd) és 7 egészséges (2 férfi és 5 nb) peripheriés
vérének lymphocytait. ’

Eredményeink Osszegezése

1. Az 1. 4bran az amnionsejtek letapadasi kész-
ségét tiintettiik fel az id6 fliggvényében. Agressziv
lymphocytédk jelenlétében az 5!Cr-mal jelzett am-
nionsejtek csokkent mértékben tudnak csak leta-
padni.
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Autoimmun betegség aktiv szakdban szepardlt
vér lymphocytdk cytotoxicus hatdsa jelentésen fo-
kozddott, ha az amnionsejt:lymphocyta arany 1:10
helyett 1:50, vagy 1:100 volt.
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A 2. dbran azt mutatjék be, hogy az agressziv
lymphocyték szdménak a névelésével hogyan csok-
ken az livegcsd falan mért, amnionsejtekhez kotott
radioaktivitas, azaz, hogy né a cytotoxicitas.
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2. abra.

II. Az irodalmi adatokkal megegyezéen (2, 10,
11, 13) megallapitottuk, hogy autoimmun be-
tegségben (systemads lupus erythematosus, rheuma-
toid arthritis, dermatomyositis) szenveddk vérének
lymphocytdi a homolég szovettenyészet sejtjeire
toxicusabbak, mint a kontroll egyének lymphocytai.
Az autoimmun betegség aktivitasanak megfelelGen
valtozik a lymphocytdk cytotoxicitisdnak meértéke.
Tekintettel kell lenni a kezelésre, mert az immuno-
suppresszio (akar steroid, akéar cytostaticus) tobb-
féleképpen is esokkenti a lymphocytidk cytotoxici-
tasat.

III. Autoimmun betegségben szenveddk immu-
nosuppressiv kezelése sordn megvizsgaltuk a lym-
phocytak cytoagresszivitasanak a valtozdsat a ke-
zelés el6ttihez képest. A 3. dbran egy systemads lu-
pus erythematosusos, a 4. bran pedig egy rheuma-
toid arthritises beteg lymphocytdainak amnionsej-
tekre kifejtett cytotoxicitasat tiintettiik fel 6-mer-
captopurin (6-MP) kezelés el6tt és a kezelés 7.,
majd 14. napjan. Azt talaltuk, hogy az immunosup-
pressiv kezelés a beteg lymphocytainak cytotoxici-
tédsat megsziintette, az amnionsejtek jelenlétében
ugyanolyan mértékben letapadtak, mint a kontroll
csovekben. A klinikai kép spontan javulasa (izi-
leti fajdalom — laz — We.-érték csokkenése) is eb-
ben az iranyba mutat (3. és 4. abra).

IV. Akut kisérletlinkben immunosuppressiot
még nem kapott aktiv stddiumban levé rheumatoid
arthritises betegt6l vettiink le heparinos vért, majd
per os adtunk 100 mg 6-MP-t és a gyégyszer bevé-
telét6l szamitott 1 és 3 6ra mulva ismét vért vet-
tink. A lymphocytakat separaltuk és letapadasi

modszeriinkkel vizsgdliuk a lymphocytak cytotoxi-
citdsat. Az 5. dbran latni, hogy a beteg lympho-

cytai az amnionsejtekre a gyogyszerbeadas elott ki-

fejezetten toxicusak, az amnionsejteknek csak kis
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4, Gbra.

része képes az uivegfalra letapadni. A 100 mg 6-MP
bevétele utan 1 6raval a lymphocytdk cytotoxici-
tasa mar gyakorlatilag megsziint és még 3 6ra mul-
va sem nyerték vissza teljesen a gydgyszerbeadés
el6tti cytotoxicitdsukat.

Irodalmi hdttér és megbeszélés

Még nem egészen egy évtizede, hogy az érdek-
16dés eléterébe keriilt a lymphocytdk in vitro sejt-,
ill. szovetkéarosité tulajdonsdgénak a kutatdsa. 1963-
ban Braunsteiner és mtsai human amnionsejt-te-
nyészeten rheumatoid arthritises betegek lympho-
cytdinak a viselkedését vizsgaltak. Megallapitot-
tak, hogy az els6 harom o6rdban a lymphocytak
nagy része az amnionsejtekre aggregalédott, 24 6ra
mulva pedig mar nagyfokd amnionsejt-destructio
volt megfigyelheté. Egészséges egyénbdl szadrmazéd
nyirokcsomoé-lymphocytaknak nem volt ilyen de-



structiv hatdsa. 1964-ben Holm és mtsai phyto-
haemagglutininnel stimulalt normalis, nem sensi-
biliz4lt egyén lymphoid sejtjeinek cytotoxicitasat
vizsgaltdk allogen és xenogen rendszerben. A cél-
sejleket ¥C-thymidinnel jelolték és a sejt-destruc-
tio alkalméaval felszabadulé radioaktiv thymidin
mennyiségével fejezték ki a sejtkarosodas fokat.
Jobban elterjedt azonban a krémizotéppal valé jel-
zés és a krom-release vizsgélata (4, 5). Wilson 1965-
ben a homoldg célsejtek destructiéjdnak a fokat
ugy vizsgalta, hogy valtoztatta az incubatidés idét
és a lymphocytak szamat. Azt talalta, hogy az in-
cubatiés idé mellett nagyon jelentés a szévettenyé-
szethez adott lymphocytdk szama. Legnagyobb fo-
ku akkor volt a célsejtkdrosodds, ha a célsejt:lym-
phocyta arany 1:100 volt. Azathioprine-t adva in
vitro a cytotoxicus reactio kivédésére, arra a ko-
vetkeztetésre jutott, hogy a szer folyamatos jelen-
léte sziikséges a tapfolyadékban a cytotoxicus ha-
tds felftiggesztéséhez. Moller és mtsai PHA-val és
streptolysinnel stimuldlt lymphoid sejtek fibroblast
kulturat kérosité6 hatasat prébaltak gatolni rtg-su-
garral, cortisonnal, chloroquinnal. 1968-ban Lund-
gren és mtsai leirtdk, hogy a human granulocytdk
is karositjak a human fibroblastot — a monolayer
levalik az uveg falarél, de nem pusztul el, Gjrate-
nyészthetd a supernatanshél. Lundgren allitdsa sze-
rint heterolég antilymphocyta serum (ALS) bizo-
nyos higitasokban cytotoxicus készséget indukal a
lymphocytdkban, més concentratiéban pedig ALS
felfiiggeszti a lymphocytdk PHA és méas mito-blas-
togen anyag okozta cytotoxicus aktivitdsat. Timo-
thy és mitsai a cellularis immunitds in vitro vizs-
gélatira alkalmasnak tartva a cytotoxicus reactiot
— a modszer quantitativva tételét ajanlottak. Sze-
rintlik a legtobb cytotoxicitdsi moédszer csak egy
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5. dabra.

hosszabb incubatiés idé utdn adhat eredményt, ek-
kor pedig mar spontan is pusztulnak mind a cél-
sejtek, mind a lymphocytak. Ezért indulasi alapul
Brunner modszerét vették: tumorsejtekkel sensibi-
lizaltak egeret, majd az egér 1épsejtjeibdl elegendd

mennyiségiit téve az 5/Cr-mal jelzett tumorsejtek-
hez, azt tapasztaltdk, hogy mar 3—4 6ras incubatio
utén jelentds mennyiségii volt a felszabadulé krém-
izotép.

Eddig Altaldban a méar kialakult, letapadt mo-
nelayeren (6), vagy suspensiés kulturaban (3, 12)
vizsgaltdk a lymphocytak szovetkarosité hatasat.
14C-thymidinnel (6), gyakrabban kréomizotéppal (3,
4, 5, 12) jeldlve a szoveti sejteket, a karosodasukra
beléliik felszabadult, kiengedett izot6p mennyisége
(,,krém-release”) alapjan lehet kdvetkeztetni a sejt-
destructio fokara. A tapasztalat azonban az, hogy
az agressziv lymphocyta &ltal méar karosodott, de
még nem destrualodott sejtb6l a beépilt izotép
nem szabadul fel. Ehhez kiilén pl. trypsines feltaras
sziikséges és akkor a ,supernatans II"-t is mérve
kaphatd erre felvilagositds. A kromizotéprol ismert,
hogy jelentds mennyisegben spontan is felszabadul
bizonyos idé mulva a sejtekbdél — ,,spontan krém-
release”. Az eredmények értékelésekor igy szamos
hibaforrast is figyelembe kell venni.

Az itt ismertetett hibdkat modszeriink mind
kikliszoboli, a mérés és szamitas egyszerii és jél re-
produkalhaté. Lényegét az képezi, hogy a rendsze-
resen passalt szovettenyészet sejtjei, ha valamilyen
karosodas éri Oketf, nem tapadnak le az uvegre.
Ismert, hogy a sensibilizdlt lymphocytdk 1—4 6ra
alatt aggregdlédnak a szoveti sejtekre és csak ké-
s6bb, 24—28 o6ra mulva torténik meg a cytolysis.
A moédszerunkben tehat az az 4j, hogy a szovette-
nyészet sejtjeinek a letapadasi készségét vettiik
alapul. Ez érzékenyebb és egyszeriibb az izotép-
release maodszereknél.

Elvileg az autoimmun betegségekben aufocyto-
toxicus lymphocytak képzédnek egyes autolog anti-
geneket hordozo sejtek ellen. Igy tehat azt kellene
keresni, hogy mely sejttipusok ellen taldlhaté a ke-
ringésben autocytotoxicus lymphocyta. Ha egy va-
lamely szerv, ill. sejttipus ellen iranyul az auto-
immun reakci6, akkor ezek ellen nemcsak autoanti-
testek, hanem autoagressziv lymphocytdk jelenlé-
tét is bizonyitani kellene, in vitro vérbdl szeparalt
lymphocytakkal. A vizsgalatnak tehat a specificus
célsejtekre gyakorolt toxicitds keresésére kellene
iranyulnia. Specifikus célsejtkulturak eléallitdsa és
fenntartdsa azonban nem konnyil. Ezért mi a ki-
sérleteinkben human amnionsejteket alkalmaztunk
célsejtként, melyck tobbszdr passzilt tenyészetbol

. szarmaztak. Bonstein és mtsai szerint a malignus

és tartosan passzalt szoveti sejtek elvesztik jelleg-
zetes szoveti antigenitdsukat, de megtartjak ,,spe-
cies specificus” antigenjeiket. Mi is azt tapasztaltuk
elokisérleteinkben, hogy mindegy volt ha human-
fibroblast tenyészetet, human tumorbél szidrmazo
HEP-sejteket, vagy human-amnionsejt-tenyészetet
hasznalunk célsejtként. Nem vartuk meg, amig az
uvegesoveinkben kialakul a monolayer, hanem az
51Cr-mal jelzett amnionsejtekhez rogtén hozzaad-
tuk a vizsgdlandé lymphocyta-suspensiot. Azt ta-
pasztaltuk, hogy ha nincsenek toxicus lymphocy-
tdk, akkor az amnionsejtek zavartalanul letapad-
nak, szaporodnak és 20 6ra milva a sejtekkel be-
vitt dsszradioaktivitds 50—60%-at az tivegfalon le-
tapadt sejtekben lehetett taldlni. Ha azonban a be-
vitt lymphoid sejtek kozt sok a cytotoxicus, akkor
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az amnionsejtek nem tudnak letapadiri — suspen-
sibban maradnak, majd kés6bb elpusztulnak. “‘Cr-
izotéppal jelzett sejtek letapadasénak csokkenésé-
vel tehat quantitative mérhet6 a cytotoxicitas foka.
Médszeriinket — az él6 nyomjelzett sejtek letapa-
dasaval mért aktivitds kovetését, roviden a leta-
padéasgatlast érzékenyebbnek tartjuk, mint a krom-
release-t, a felszabadulé %'Cr visszamérését. Nyil-
vanvald, hogy amnionsejtek alkalmazdsa nem po-
tolja teljesen a specificus (thyreoidea, gyomor-
parietalis stb.) célsejtek alkalmazasat, amelyek el-
len a betegben az autoimmun reakeié pathogen,
mégis olyan konnyen végezhetd, jol reprodukalhaté
laboratériumi in vitro maédszer, mely eredményeink
szerint a lymphocytdk autoagresszivitasat altala-
nossagban elég jol representélja.

Osszefoglalds. Szerz6k tj, 5'Cr nyomjelzéses
modszert ismertetnek az emberi lymphocytak cyto-
toxicitdsanak meghatarozisara. A modszer lénye-
ge, hogy a nyomjelzett amnionsejt-kultiraval tive-
gen monolayer hozhat6é létre, de ezt a letapadast

cytoagressziv lymphocytdk meggatoljdk és a radio- -

activitasi differencia kénnyen mérheté. A moédszer
gyors, az eredmények egy nap alatt értékelheték
és jol reprodukalhatok.

E moédszerrel vizsgédltdk autoimmun betegség-
ben szenvedé és kontroll egyének lymphocytainak
cytotoxicus hatasat. Megallapitottak, hogy immuno-
suppressiv kezelést nem kapé aktiv stddiumban le-
v6 autoimmun betegségben szenved6k vérének
lymphocytai jelent6s mértékben  kérositjak a te-
nyésztett human amnionsejteket. Therapia nélkiil
is fenndllé6 remissi6ban a cytotoxicitds lényegesen
kisebb.

Immunosuppressiv kezelésre a célsejt-destruc-
tic jelentésen csdkken.

A modszer alkalmas lehet a cellularis (cell-me-
diated) immunoagressio fokanak és a gyogyszeres
immunosuppressio hatékonysdgédnak megitélésére
mind az autoimmun, mind a heteroimmun (pl.
transplantatios) reakciék esetében. Akut kisérlet-
ben 100 mg 6-mercaptopurin egyszeri bevétele utan
egy oraval feln6tt rheumatoid arthritises beteg
lymphocytédinak hatérozott cyfotoxicus képessége a
human amnionsejtculturara megsziint és még 3 ora-
val uténa is jelentdsen kisebb, mint a gydgyszer be-
vétele elott.

Koszonetnyilvdnitds: megkoszonjik a DOTE Mik-
robiolégiai Intézetének, hogy rendszeresen rendelkezé-
siinkre bocsatott passzalt amnionsejteket,
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Apor Péter dr.: Az elektromos és elek-
tromechanikus systole-tartam disszo-
cidacioja.

Bugar-Mészaros K. dr., Bereczky M. dr.,
Véarnai Gy. dr., Foné J. dr., Bugar-
Mészdaros T. dr.: Tartés anticoagulans
kezelés tizéves tapasztalatai mélyvéna-
thrombosis eseteiben.

Nagy Gyorgy dr.,, Kondor L&szl6 dr.,
Szegedi Janos dr., Léhi Mdria dr.: A
polycythaemia rubra vera (PRV) gya-
korisaga nem és korcsoportok szerinti
megoszlasa, szévédmények elbfordu-
ldsdnak gyakorisiga klinikdnk beteg-
anyaganak elemzése alapjan,

Lonyai Tihamér dr., Arvay Attila dr.:
A szivbillentylu-pétlas utan Kkialakult
gombas endocarditisekro6l.

Konyvismerteteés.

EGESZSEGUGYI FELVILAGOSITAS

1972. 4. sz&m

Prof. Berencsi Gyorgy dr.: Keringés-

szervi betegségek megeldzésének le-
hetéségel.

Hajdu Ferenc dr.: Az egészséges életre
ncvelés a bioléglal ismeretterjesztés-

Szél F:va dr.: Mésodéves védénShallga-
t6k népszeri szakirodalmi ismeretei-
nek felmérése.

Hidvary Istvanné: Egészségnevelési
1elkrrt1)érés a nogradi nyari attdrétabo-
rokban.

Csepldk Gyérgy dr.—Bodzds Magda d.:
Egészségnevelés és a gyufacimkék.,
Darvas Ivan: A nitratveszély preven-
ci6ja és az egészségnevelés feladatai.
Fogaszati Honap 71 — Visszapillantas
és értékelés (Flisti Molndr Séndor

dr.).

Egészségligyi Hetek szervezése Hajdu-
Bihar mesgyében (Szab6é Zsuzsa dr.).

Parazitds artalmak Kuba szigetén (Ni-
kodemusz Istvan dr.).

Bugyl Baldzs dr.: Adalékok a buda-
pesti Népegészségligyi Muzeum tor-
ténetéhez.

Térjiink vissza a természethez? —
Rap6ti J., Romvari M.: Gyo6gyité no-
vények (B B.).

Felelosség az emberi kdrnyezet vé-
delméért — Jocsik Lajos: Az ongyil-
kos civilizdcié (Rubdczky Istvan dr.).

Hogyan lett az ember 6rids — a mikro-
vildg meghorditasa — Hubert A. Le-
chevalier, Morris Solotorovsky: A
mikrobiolégia harom évszdzada (Vér-
tes Ldaszl6 dr.).

Aktiv Oregség — és tarsadalmi vetli-
lete — Pogany Gyorgy dr.: Oregedés
— foglalkoztatds (Barna B.).

Pragai testvérintézetﬁnk 1971. évi kiad-
vanyai (B

Megrendelésl temivas fényképsorozatra
és tanulménykdétetre,

Hazal események (G. Z.-né dr.).

Hazai események (F. M. S. dr.).

ORVOS ES TECHNIKA
1972, 5. szdm

Antény M. dr., Kelemen A. dr.: Elektro-
szon késziilékkel szerzett klinikai ta-
pasztalataink, neuropsychiatriai korké-
peket kisérd alvaszavarokban.

Dézsi Z. dr., Miltényi L. dr., Vargha Gy.
dr.: Gravicert tipusu telekobaltterapias
berendezés ,,kapesoldsi hib&jdnak’
meghatarozésa.

Morvay J. dr,, Lang J. dr., Orojan I.

r., Szereday Z. dr., Szontagh F. dr.:
Méhen beliili fogamzédsg4itlé bevondsa
elemi rézzel.

Seres Z.: Beiiltethetd pacemaker és ha-
zai alkalmazasuk.

Filstés S.: Rendszertechnikai mddszerek
az eredményesebb egészségiigyli gép-
és miiszergazdalkodasban, I. rész.

Gonda F. dr.: Az intenziv betegellatds
anyagi-technikai feltételei. II. Terapids
muszerek.

Csukonyi P.: Az intenziv betegellatas
mechanikai és gépi berendezései.

Rath A. I.: Az intenziv 4poléds elektroni-
kus berendezéseinek dltalanos kérdé-
sei.

Mindségileg megfelelt.

Lapszemle.

Orvosi miiszer vonatkozasa irodalmi ta-
jékoztato.
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