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Az E-N-DL-trimethyl-lysin (TML) hydrochlorid daganatsejtek prolife-
raciéjat serkenti (Szende és mt. 1970, Kopper és mt. 1971) és humén lympho-
cytak blastos transformacigjat okozza (Stotz és mt. 1974). Tovabbi vizsgalata
olyan biolégiai rendszerekben latszott célszerlinek, ahol a proliferacié és diffe-
rencialédas folyamatat j6l mérhetd funkciovaltozas kiséri. Mivel az immunva-
lasz éppen ilyen jelenség — célul tliztiik ki, hogy a TML kezelés hatasat vizs-
galjuk egerek haemagglutinin szintjére és késGi tipusi hyperszenzibilitasi
(DTH) reakcigjara.

Anyag és modszer

A humoralis immunvalasz vizsgalatahoz az endotoxint E Colib6l Westphal
modszere szerint (1952) allitottak el8, egyszeri dézisa 25 ug/egér (Jokay és mt.
1976). A Levamisolbil (Decaris, Kébanyai Gyoégyszergyar) egyszeri dézisban
3 mg/testsily kg-t alkalmaztunk (Renoux és Renoux 1974). A régebben hasz-
nalt TML hydrochlorid helyett TML glutamadttal (K8banyai Gydégyszergyar)
dolgoztunk, mivel ez stabilisabb, bar nagyobb dézis alkalmazasa sziikséges
(Szende és mt. 1976). Egy alkalommal 100 mg/testsily kg-nyi hatéanyagot
adtunk i.p. (Az LD, 2000 mg/kg felett van).

A felhasznalt lizin Reanal gyartmanyu l-lizin volt. A mosott birkavéros-
vérsejt szuszpenziét Alsever oldatban (. Herbert 1978/a), maximalisan két
hétig taroltuk jégszekrényben, felhasznalas el§tt fiz. sos oldatban 3 X mostuk.
Valamennyi anyagot intraperitonealisan alkalmaztuk 0,1 ml fiz. s6s oldatban,
a kezeletlen kontrollok a 0,1 ml séoldatot hatéanyagok nélkiil kaptak.

Az immunitas vizsgalatahoz beltenyésztett 3 hénapos CBA néstényeket
hasznaltunk. Az egerek egésztestbesugdarzasa 400 r-rel tortént, ami CBA torzs
esetén kozelitdleg az LD, felének megfeleld dozis (Frélén és mt. 1961). Humo-
ralis immunitas mérésekor 5x 10° birkavérosvérsejt antigént adtunk, hogy az
esetleges adjuvalé hatas j6l mérhetd legyen. Heti 2—3 alkalommal az orbitalis
vénabol (1. Herbert 1978/b) Mikro-Astrup vizsgalatnal hasznalt heparinozott
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kapillarissal (typ-AME-100) vért vettiink, centrifugilas utidn a szérumot
56°C-on inaktiviltuk, majd a haemagglutinin — titert Takatsy (1955) mikro-
médszerével minden egérnél kiilon hataroztuk meg. A merkaptoetanol rezisz-
tens antitest titer meghatarozasa Adler (1965) szerint tortént. Egy kisérleti
csoportban 10 allat szerepelt.

A celluldris immunitdst az egerek hatsé talpan kivaltott késéi tipusd hi-
perszenzibilitdsi reakciéval mértiik (Miller és mt. 1973). Szenzitizalé dézisként
nagyobbszamii egér jobb hatsé talpaba 0,03 ml térfogatban (1. Herbert 1978/b)
107 birkavorosvérsejtet oltottunk. E szenzitizalast kévetden kiilonbozé ids-
pontokban (a 3., 6., 9., 13 és 20. napon) 5—5 allat bal talpaba 108 birkavéras-
vérsejtet adtunk (kivalté doézis). A kivalté dézis utan 24. ill. 48 éra milva mért
talpvastagsag értékébdl levontuk a kivalté dézis beadasa el6tt mért talpvas-
tagsagot és az ordinatan a kiilonbséget (vastagodast) abrazoltuk tizedmillimé-
teres léptékben. A talpak ujjkozti bgrreddjét 0,02 mm pontossagi ,,TESA™
(Svajc) gyartmanyi 6ras tolomércével (dial gage caliper) tobb helyen mértiik.

Az L, ascitestumort DBA|2 egereken tartottuk fenn. A tumorral szem-
beni immunizalast DBA/2/C;, Black F, hibrid him allatokon végeztiik. A 6 na-
pos ascites tumor szuszpenziét 8000 r-rel (200 KV, 15mA, fékusztavolsag 18
cm) jeges fiirdGben, keverés kozben besugaraztuk. Az immunizalé dézis
2 x 107 besugarzott sejt/egér volt (Spreafico és mt. 1975).

Humoralis immunvdlasz mérése TML elo- és utokezelés utan: CBA egerek
4 csoportja koziil az I. tiz kezeletlen, kontroll allat volt. A II. csoport az anti-
gén adas el6tt 3 hétig, 4 naponként, dsszesen 5 alkalommal 100 mg/kg TML-t
kapott. A III. egyszeri Levamisol kezelésben, a IV. tiz allat pedig egyszeri
endotoxin kezelésben részesiilt, kézvetleniil az antigén adas elGtt.

CBA néstény egerek masik négy csoportja koziil az I. 10 db 4 naponként,
0,1 ml fiz. s6oldattal kezelt kontroll volt, a II. csoport kézvetleniil az antigén
adas utan kezd8dden, 5 alkalommal, minden 4. napon TML-t kapott. A III.
csoport csak egyetlen alkalommal — kozvetleniil az antigén adas utan — ka-
pott TML-t. A IV. csoport négynapos id6kézokben, 6t alkalommal 70 mg/kg
L-lizin dézist kapott.

Humoralis immunvilasz mérése TML kezelés utdn, irradidlt egerekben :
CBA négstény egerekbdl 4 db 10-es csoportot képeztiink. 3 csoport részesiilt
400 R egésztestbesugarzashban. A besugarzast kévet§en 24 6ra miilva oltottuk
az antigént. Egy besugérzott csoport csak antigént kapott (IV), a masik kettst
az antigén adéassal egyidében immunmodulatorral kezdtiik kezelni. A II. cso-
port 100 mg/kg TML-t, a ITI. 3 mg/kg Levamisolt kapott 4 napos idékézokben,
5 alkalommal. Az I. és IV. csoport a kezeletlen ill. sugarkezelt kontroll volt.

Celluldaris immunvdlasz vizsgalata ismételt T ML kezelés utén: CBA nds-
tény egerekbdl 5 db 25 egeret tartalmazé random csoportot képeztiink. 3 cso-
port részesiilt egésztestbesugarzasban. A sugarzast kévets napon 2 besugarzott
és egy besugarzatlan csoportban kezdtiink el négy napig tarté6 immunmodula-
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tor kezelést. A besugarzatlan (II) és egy besugarzott csoportban (IV) naponta
100 mg/kg TML-t, a masik besugarzott csoportban (III) 3 mg/kg Levamisolt
(Sprefico és mt. 1975) adagoltunk. A szenzitizalé antigén doézist valamennyi-
csoport a kezelés kezdete elGtt kozvetleniil kapta. Két kontroll csoport nem
részesiilt kezelésben, csupan antigén oltasban, az egyik besugarzatlan (I), a
masik besugarzott (V) volt.

L,y tumor ellenes immunitds befolydsolisa TML kezeléssel: DBA 2/C,
Black F, hibridekbdl 4 db 20-as létszami csoportot képeztiink. 3 csoportot
oltottunk ip. 2 x 107 sugarzassal inaktivalt L,,;, tumorsejttel. Ezen immuni-
zal6 oltas utan 24 oraval a 3 csoportbhél egyet napi 3 mg/kg Levamisollal, a
masikat napi 100 mg/kg TML-lel, ip. 4 napig kezeltiink, a harmadik immuni-
zalt csoport kezeletlen maradt. Az immunizalé oltds utan 14 nappal valameny-
nyi allat 10° besugarzatlan L, ,,, sejtet kapott (challenge).

Eredmények
1. TML el6- és utékezelés hatdsa a humoralis immunvdlaszra.

Az 1. abran lathato, hogy az egyszeri endotoxinkezelt csoport titerei a
legmagasabbak. A Levamisol és TML kezelt csoport az antigén adéas utan 5—7.
napon titeremelkedést mutat, mely a kontrollhoz viszonyitva szintén szigni-
fikans (p << 0.01). Ez a titeremelkedés csak 5 106 birkavordsvérsejt antigén
alkalmazasa utan volt megfigyelhetd, 107 ill. 108 vérosvérsejt utan nem észlel-
tiik. A 2. abran lathaté, hogy a kronikusan TML-kezelt csoport titerei a 8. na-
pig nem érik el a kontrollokét (III—IV) a 9—17. napon azonban meghaladjak
azokat. Az egyszeri TML kezelés (IV) az antitesttermelésre hatastalan volt.
A merkaptoetanol rezisztens titer az dssztiterhez hasonlé valtozast mutatott,
ez az abra jobb oldalan lathaté.

Az abrakon a titerértékek 2 alapi negativ logaritmusanak szamtani ké-
zépértékét (n) tiintettiik fel. Az abrazolt talpvastagodas, vagy atlagos élettar-
tam ugyancsak szamtani kozép. Az abrak attekinthet§ségének érdekében csak
a standard deviacié abszolit értékét rajzoltuk fel, — a lehet8ség szerint vagy
pozitiv, vagy negativ irdnyban. Szignifikancia szamitasnal a Student-féle t kri-
tériumot hasznaltuk és tiz egymastél fiiggetlen adathél (titerbdl vagy talp-
méretbdl) indultunk ki.

2. TML hatdsa sugdrzassal kdrositott dllatok humoralis immunvalaszanak
helyredllitasdra.

A 3. abra mutatja, hogy a Levamisol, (ITII), TML kezelt (II) és a csak
besugarzott (IV) csoport titere a 3—13. napig szignifikansan alacsonyabb volt
a besugarzatlan (I) kontrollénal. A 17. napon a TML és Levamisol kezelt cso-
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1. abra TML el6kezelés hatdsa birkavorosvérsejt-ellenes agglutininszintre. Az abszcisszdn az
antigén oltdsa utdni napok, az ordindtdn a titerek 2 alapa negativ logaritmusa (272) lathaté.
A': 6ssztiter, B: merkaptoetanol rezisztens titer. A gorbe pontjai 10 adat dtlagértékét képviselik.
I: kezeletlen kontroll =, II: 5 X 100 mg/kg TML el6kezelés —, III: 3 mg/kg Levamisol antigén-
adas elgtt —. —., IV: 25 ug/egér endotoxin antigénadas el6tt —..—..—

port titere elérte a besugarzatlan allatok titerét és szignifikdnsan magasabb
volt a csupan besugéarzott kontrollénal. A kezelt allatoknak ez a titeremelke-
dése az antitest-termel§ rendszer gyorsabb reparaciéjara utal. A merkaptoeta-
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2. dbra TML utdkezelés hatdsa haemagglutinin szintre. Abszcissza — antigén oltdsa utdni
napok; ordindta: haemagglutinin titer 2 alapa negativ logaritmusa. A: Gssztiter, B: merkap-
toetanol rezisztens titer. I: Kezeletlen csoport =, II: antigén addsdval kezdddéen 5100
mg/kg TML —, III: antigén addsakor 100 mg/kg TML — — — —, IV: 5X70 mg/kg lizin
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3. adbra TML utékezelés hatdsa besugdrzott egerek haemagglutinin szintjére. Az abszcisszdn a

napokat, az ordindtdn a titerek 2 alapt negativ logaritmusdt dbrdzoltuk. A: ssztiter, B: mer-

kaptoetanol rezisztens titer. I: besugdrzatlan kontroll =, II: 5x 100 mg/kg TML — — —, III:
5% 3 mg/kg levamisol —.—.—, IV: besugdrzott kontroll —..—..—

nol — rezisztens antitest — titer (1. az abra jobb oldalan) lényegében hasonléan
valtozott, mint az ossztiter.

3. Cellularis immunvdlasz alakuldsa kronikus TML kezelés hatdsdra.

A késéi tipusi heperszenzibilitasi reakciét a 4. abran mutatjuk be. A be-
sugarzas 3 nappal késleltette a talp vastagodasinak maximumat. A csak sugar-
kezelt kontroll (V) maximuma a hatodik napon, a kezeletlen kontrollok (I)
harmadik napon mért legnagyobb értékét meghaladta. A Levamisol kezelt cso-
portban (III) a talpvastagsdg mar a harmadik napon szignifikinsan meghalad-
ta a csak besugirzott kontrollokét (V), ugyancsak a hatodik napon tetézott és
atovabbiakban a besugarzatlan kontrollesoportnak megfelelen haladt. E cso-
port (ITI) a hatodik napon alacsonyabb értéket mutatott, mint a kiugréan
magas besugéirzott kontroll (V): a Levamisol a besugarzas hatasat mintegy
,-normalizilta”. A besugarzatlan, csupan TML kezelt allatok (II) reakciéja
parhuzamosan haladt a besugéarzott Levamisol kezelt csoportéval (III) tehat
a harmadik napon szignifikansan kisebb, a hatodik napon a kezeletlen kontrol-
lénal valamivel nagyobb volt. A TML kezelt besugarzott egerek (IV) értéke a
harmadik napon nem kiilsnbézstt a besugarzott kontrolltél (V), a hatodik na-
pon azonban szignifikdnsan kisebb vastagsagot ért el akarmelyik csoportnal.
Ertéke a legalacsonyabb volt a kilencedik napon is. A tizenharmadik és husza-
dik napon mért talpvastagsagok mar igen csekélyek voltak és egymastdl szig-
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4. dbra Krénikus TML utékezelés hatdsa ép és besugdrzott allatok celluldris immunvaélaszdra.

Az abszcisszdn a szenzitizdlé oltds utdni napok szama, az ordindtdn a talpvastagsdg tized-

milliméterekben olvashaté le. I: besugdrzatlan kontrollesoport =, II: 5X100 mg/kg TML

, III: besugdrzast kovetSen 5 X 3 mg/kg Levamisol —.—.—, IV: besugdrzist kovetGen
5x%100 mg/kg TML —, V: besugarzott kontroll —..—..—

nifikdnsan nem kiilonbéztek. A TML tehat a hiperszenzitivitasi reakciét csok-
kentette mind a besugarzatlan, mind a besugarzott csoportban.

4. TML kezelés hatasa L, ,,, ascites tumor elleni immunitdsra.

Az 1. tablazatbél kiolvashaté, hogy az immunizalas 6 nappal névelte az
atlagos tulélési id6t. Az immunmodulatorokkal torténé el6kezelés novelte a

I. Tablazat

Levamisol és TML kezelés hatasa L,,,, ascitestumor elleni immunitdsa.

atlagos t\'llélésiT 1 hénapon tal
csoport immunizalas kezelés idd és szérasa 616 [osszes
(nap) | oltott éllat
1 0 | 0 941 ! 0/20
*2 2107 0 1543 1/20
g | vemvgfelssl |y g0 2815 7/20
i inaktivalt i 2 AR,
4 ! Lizosejt | oy, 207 3/20

tilélést, és szamos allat meggyogyult. A Levamisol a TML-nél hatasosabb volt:
19 napos tilélés a 11 nappal szemben. A TML-lel kezelt (4.) csoport atlagos
tilélése azonban 0,01 szinten szignifikansan hosszabb volt, mint a csupan
immunizalt (2.) csoporté.

Orvostudomdny 30—31, 1979—380



E-N-L-TRIMETHYL-LYSIN-GLUTAMAT HATASA EEEGEK IMMUNVALASZARA 73
Megbeszélés

Az immunvalasz fokozéasara hasznalt anyagok valtozatos eredetiiek. Sze-
repelnek kozottiik mikroorganizmusok, makromolekulak, de egyszertibb szer-
kezetli szerves vegyiiletek is, mint pl. az utébbi években gyakran vizsgalt
Levamisol. Ilyen egyszeri szerves vegyiilet — aminosavszarmazék — a TML is.

A TML legkifejezettebb hatasa a karositott humoralis immunitas helyre-
allitasanak serkentése volt. Ugyanakkor a besugarzatlan egerek agglutinin-
titerét csak kismértékben emelte, legfeljebb stabilizalta az antitest szintet. Ez
a megfigyelés azzal a feltevéssel allhat 6sszhangban, hogy a TML azon sejtes
elemek szamat emeli, melyekbdl antitest termel§ sejtek alakulhatnak ki, és
melyek leghamarabb karosodnak a besugarzas folyaman. Ez a jelenség emlé-
keztet a Levamisol hatasara (Chirigos és mt. 1973). Bizonyos megfigyelések
szerint a TML valoban nemcsak tumorok, hanem normalis szévetek prolifera-
cigjat is elGsegiti (Tyihak és mt. 1977).

Masik megfigyelésiink szerint azonban a TML a cellularis immunitast az
alkalmazott dézisban nem serkentette, hanem gatolta, akar kezeletlen, akar
besugarzott egercken vizsgaltuk. Ez a jelenség eltér a Levamisol hatasatol.
A Levamisol az alkalmazott alacsony dézishan (3 mg/kg) a cellularis immun-

Hogyan magyarazhatjuk a TML-nek ezt a két eltéré hatasat? Az elsd,
legkozvetlenebb feltételezés az, hogy TML kezelésre megerdsodik a késéi tipusi
hyperszenzibilitas szupresszor mechanizmusa. E mechanizmusban lymphocytak
és az altaluk termelt faktorok szerepelnek (Mackaness és mt. 1974 a, b, Lagran-
ge és Mackaness 1975). Ebben az esetben tehat azt tételezziik fel, hogy a TML
szelektive el8segiti bizonyos lymphocytak, azaz suppresszor sejtek proliferacié-
jat. Tipikusan ilyen immunmodulans néhany endotoxin (Lagrange és mt. 1975).
Nagy dézisban a Levamisol is immunosuppressziv, de inkabb a B lymphocy-
tikra (Renoux és Renoux 1974;Sampson és mt 1976). A TML in vitro a T
lymphocytak blastos transzformaciéjat segiti el§ (Stotz és mt. 1974) és a birka-
vordsvérsejttel szembeni cellularis immunitas gatlasaban valéban szerepelnek
T pozitiv sejtek. (Liew 1977).

A masodik feltételezés az lehet, hogy a TML a vizsgalt dézisban a cellula-
ris immunitas valamelyik effektor sejttipusat karositja. Ebben az esetben azt
tételezziik fel, hogy a TML sejtproliferaciét eldmozdité hatasan tilmenden sze-
lektiv sejtkarosité hatassal is rendelkezik. Ilyen latszélagos szelektivitast ered-
ményezhet, ha a kezelés alkalméaval egy lassabban és gyorsabban megijulé,
de természetes allapotaban kiegyensilyozott két sejtpopulaciét hasonlitunk
bssze. Altalaban jellemzd a gyorsabban megijulé populacishoz kotstt funkcié
kiesése. A cellularis immunitasban részt vevé lymphocytak lassabban cseréléd-
nek ki a humoralis immunitas B sejtjeihez képest. Ez okozza, hogy antigén
adas elétti ciklofoszfamid kezelés csokkenti a humoralis immunitas*, és meg-
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novelheti a cellularis immunvalaszt (Lagrange és mt. 1974b). Ugyanez ma-
gyarazhatja azt is, hogy kisérleteinkben besugarzas utdn bizonyos idépontban
a késGi tipusi hyperszenzibilitasi reakeié (talpvastagodas) meghaladta a be-
sugarzatlan kontrollokét. A lassibb turnover miatt nem valészind, hogy a
TML a T lymphocytakat karositana. Marad tehat a cellularis immunitas masik
effektorsejtje: a monocyta, a macrophag.

A macrophagok a cellularis immunitas fontos effektorsejtjei. Erdekes
médon, a humorilis és cellularis immunitas adjuvansai egyarant csékkentik a
peritonealis folyadék hizésejtjeinek szamat (Jokay és mt. 1976). In vitro a
phytohaemagglutinin is toxikusnak bizonyult a macrophagokra (Berman és
Stulberg 1965). A macrophagok a nagy mennyiségii bevitt hatéanyagtél aspeci-
fikusan is karosodhatnak, hiszen a TML-glutamat dézisa a Levamisolét nagy-
sagrendekkel miilja feliil. Ezen utébbi feltételezés — a karositas-helyességérsl
amacrophag functiék vizsgélata iitjan gy§zddhetiink meg, melyek a Levamisol
kezelés esetében fokozottnak bizonyultak (Symoens és Rosenthal 1977).

A TML, a Levamisoltél tehat, a rendelkezésre allé adatok alapjan, tobb
szempontbdl kiilonbozni latszik. Tobb sajatsigaban eltér a phytohaemagglu-
tinintél is: mivel nem makromolekula, nincs immunogén sajatsaga, nem toxi-
kus a tumorsejtekre, ezenkiviil nem leuco ill. erythroagglutinin. Néhany sajat-
saga parhuzamos a phytohaemagglutininével: a T lymphocytatranszformacion
kiviil a phytohaemagglutinin is immunoszuppresszivnak bizonyult (Markley
és mt. 1967, Elves és mt. 1967, Spreafico és Lerner 1967). Immunoszuppresszor
hatéasa a cellularis immunitasra annyira kifejezett volt, hogy ajanlottak thera-
pias alkalmazasat is (Markley és mt. 1972, Moore és mt. 1972). Csupan révid
ideig tart6 intravenas adagolasa utan figyeltek meg antitestképzést fokozoé ha-
tast és gyorsabb rejectiés reakeiot (Petranyi és mt. 1969). Kronikus kezelés és
magasabb dézis hatasara azonban intravénasan adva is immunoszuppressziv
volt (Kutas és mt. 1975). Mivel a kezelés vizsgalatainkban hosszantarté volt és
intraperitonealisan tortént, a parhuzam a phytohaemagglutininnel nyert ered-
ményekkel szembetding. A humoralis vagy cellularis immunitas gatlasat nem-
csak az immunmodulator, hanem az antigén adagolasanak helye és mdédja is
befolyasolja (Lagrange és mt 1974a). A késéi tipusii hyperszenzibilitas vizsga-
latanal 6nként kinalkozik az a lehet§ség, hogy a magat a TML-t is ugyanazokba
a talpakba vigyiik be, ahova a szenzitizal6 vorssvérsejtet, és igy csupan a regio-
nalis nyirokcsoméra torténd hatast vizsgaljuk. Ez a legegyszertibbnek tekint-
hetd in vivo rendszer.

Adjuvansnak tarthatjuk-e a TML-t? Mivel az adjuvancia indexe, tehat
az immunitast befolyasolé anyag hatasara mért titer és az anélkiil mért titer
hanyadosa csak 2—4, a szokéasos 8—10 helyett, a TML az oltéanyagtermelés-
ben szokasos értelemben nem adjuvans (Stanié¢ 1969). Helyesebb az immunmo-
dulator kifejezést hasznalni. A phytohaemagglutinin is immunmodulator és
therapias alkalmazasara térténtek is prébalkozasok (Lucik 1975). A cellularis
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immunitas gatlasa miatt a TML alkalmazasa csak korlatozott lehet és valészi-
niileg egyéb hatéanyagokkal toérténé kombinaciéban valésulhat meg. A TML
nem antigén, ami kénnyiti esetleg therapias felhasznalasat és alkalmat adhat
az immunregulacié olyan kérdéseinek tanulmanyozasara (Markley és mt.
1972) melyekre a phytohaemagglutinin alkalmatlan volt.

Osszefoglalds

A sejtproliferatiot serkentd E-N- L-trimethyl-lysin-glutamat befolyasolja
egerek humoralis és cellularis immunvalaszat. Kronikus el§ és utékezelésben
100 mg/kg dézisban CBA ndstény egerek birkavérésvérsejt-ellenes haemagglu-
tinin titerét atmenetileg emelte. 400 R egésztestbesugarzas utan a haemagglu-
tininszint normalizalodasat meggyorsitotta. L;,,, ascites tumorral immuni-
zalt, majd oltott DBA2/C;; Black F, hibridek tilélését novelte, bar a Levami-
solnal kevésbé volt hatasos. A kezeletlen és egésztestbesugarzott CBA néstény
egerek késéi tipusi hyperszenzibilitasi reakciéjat csékkentette, ami parhu-
zamba allithaté a phytohaemagglutinin in vivo hatasaval.
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