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Az utobbi években az antitest dependens cellularis
cytotoxicitds vizsgalata a cellularis immunolégiai
kutatdsok el6terébe kerult. A reakcié6 mechaniz-
musat, altalanos methodikai kérdéseit és klinikai
jelent6ségeét illetéen utalunk el6z8 kézleményiink-
re (10), ill. 6sszefoglalé tanulméanyokra (13, 15). Az
eredmeények értékelését neheziti, hogy a kulénb6zd
sejttipusok effektor aktivitdsa nagymértékben
flgg az alkalmazott tesztrendszert6l (12, 18).

Humén vizsgalatokra el6nydsnek latszik allo-
gén rendszert hasznalni, melyben mind a célsejt,
mind a lymphocyta dependens antitest (LDA) em-
beri eredetli. Human monocytdk cytotoxikus ak-
tivitdsat specifikus antitesttel bevont emberi vo-
rosvérsejtek ellen kordbban tébben is kimutattak
6, 8 9, 17). Legujabban a lymphocytdk cytotoxi-
citasat is sikerllt bizonyitani ebben a rendszer-
ben (18). A kovetkezbkben egészségesek és kroni-
kus lymphoid leukaemiés betegek szeparalt mono-
nuclearis sejtjeinek anti-D-vel bevont Rh pozitiv
huméan vorosvérsejtek elleni ADCC aktivitasarol
szamolunk be.

Anyag és moddszer

Célsejt

Célsejtként human anti-D serummal bevont 0 Rh
pozitiv emberi vordsvérsejteket hasznaltunk. Egészsé-
ges véradotol vett 2—3 ml 0 Rh pozitiv heparinos vért
haromszor mostunk foszfat pufferben (PBS) és a sejt-
szamot 10°/ml-re &llitottuk be 10%-os hdinaktivalt és
a célsejtekkel kimeritett borju szérumot tartalmazé
Parker-olclattal (a tovabbiakban: tapfolyadék). 10® vo-
résvérsejtét 100 juCi Naxb,CrO,,-tal (MTA lzotép Inté-
zete, Budapest; spec, aktivitds 2 mCi/ml) és 500 ~tl de-
komplementalt human anti-D szérummal inkubaltunk
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0,8 ml dssztérfogatban, 90 percen at,-alland6 Ovatos ra-
zas kozben, 37 fC-os vizfirdében. Pa-rker>olda.ttal tor-
téndé haromszori mosas utan a sejtszamot tapfolyadék-
kal 6 X 103 célsejt/,ul-re allitottuk be. Bizonyos esetek-
ben anti-D szérum kotés nélkili 51Cr-mal jelzett cél-
sejteket hasznaltunk.

Lymphocyta dependens antitest

0 Rh pozitiv vérrel hiperimmunizalt egészséges
onkéntes véradok 1:512—1:16 384 titer(i dekomple-
mentalt anti-D szérumat hasznaltuk (OHVI). Az anti-
szérumot —20 eC-on taroltuk, és kozvetlen a felhasz-
nalas el6tt olvasztottuk fel. El6zetesen kilonb6z6 cél-
sejt—antiszérum parositasokat probaltunk ki, melyek
kézil nem mindegyik biztositott megfelel6 cytotoxici-
tast. A legtobb kisérletben a legnagyobb aktivitast
eredményezd 1 :16 384 titer( antiszérumot hasznaltuk.

Effektorsejt
Egészséges véradoktol és kronikus lymphoid B
sejt-leukaemias (CLL) betegektél vett 30 ml vénas

vért nylonvatta oszlopon szlrtink (1,3 g nylonvatta),
majd Ficoll—Uromiro gradiensen szeparaltunk (2).
Egyes kisérletekben csak Ficoll—Uromiro gradiensen
szeparalt effektorsejteket hasznaltunk. A sejtszamot
végul 1,2—2,4 X 107ml-re allitottuk be tapfolyadék-
kal. A sejtek életképessége meghaladta a 98%-ot (Try-
pankék proba). A kombinalt nylonvatta—Ficoll—Uro-
miro szeparadlas utan a sejtek 97—100%-a lymphocyta
volt, a monocytak aranya nem érte el a 2%-ot.

Lymphocyta marker vizsgalatok

A komplement receptoros lymphocytakat EAC
rozettaképzéssel mutattuk ki Bianco és mtsai mddsze-
rével (1). Az Fc receptoros populatiot jelz6 EA rozet-
tdt Brain és Marsion (3) szerint vizsgaltuk. A spon-
tan (T) rozetta tesztet Fekete és mtsai modszerével vé-
geztik (4). A felszini immunoglobulint (slg) hordozo
B sejteket fluorescein-isothiocianattal jelzett kecske
anti-human immunglobulinnal (Hyland, Los Angeles,
USA) +4 °C-on 45 percig végzett festéssel mutattuk
ki. A sejteket haromszor mostuk PBS-ben, s az ered-
ményt verticalis illuminatorral ellatott Leitz Ortho-
plan Fluorescens mikroszképpal értékeltik.

ADCC teszt

3 X 10* célsejtet 3 X HO4—2,4 X 106 effektorsejttel

inkubaltunk (effektorsejt :célsejt= 1:1—80 :1) (veg-
cs6ben, 37 °C-os termosztatban, 2—16 6ran at. A cso-
venként Ossztérfogatot 0,05 ml-re allitottuk be tapfo-
lyadékkal. Kozvetlen az inkubalas megkezdése el6tt a
csdveket 10 percig 1000-es fordulatszammal centrifu-
galtuk, hogy a célsejtek és effektorsejtek kozti Szoros
kapcsolatot biztositsuk. A kontroll csévek 3 X K4 cél-
sejtet és 1,2 X W5 jeldletlen Rh pozitiv vordsvérsejtet
tartalmaztak a szokasos térfogatban. Tovabbi kontroll-
ként anti-D szérummal nem kezelt célsejteket és ef-
fektorsejteket tartalmaz6 csoveket allitottunk be. A
reakciot 0,1 ml +4 °C-os Parker-oldattal allitottuk le.
A csbdveket 2500 fordulatszdmmal 10 percig centrifu-
galtuk 0,1'ml feluliszét leszivtunk és kilon cs6be
mértink, az Uledékhez 0,1 ml Parker-oldatot adtunk
vissza, és a feluluszok és Ulledékek radioaktivitasat
Nuclear Chicago gamma-szamlaléval mértik. Minden
meghatarozast harom parhuzamossal végeztink. A
maximalis release-t a célsejtek 1%-0s Saponinos ke-
zelésével hataroztuk meg. A szazalékos Cr-felszabadu-
last (release-t) a kovetkez6 képlettel szamitottuk ki:

feliilisz6 aktivitasa (cpm)
—X 100
Gledék akt. (cpm) -f- fellilisz6 akt. (cpm)

15X

A cytotoxicitasi indexet (Cl) a specifikus release
szazalékaban adtuk meg:

teszt release—spontan release

Cl= X 100

max. release—spontan release

%
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1. tablazat
A Ivmphocvta dependens antitest (LD A) specificUasa
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eredményeket az 1 tablazatban tintettik fel. Az
Rh pozitiv emberi vorésvérsejteket csak az anLi-D
szérum jelenlétében pusztitottak el az effektorsej-
tek, ugyanigy a csirkevordsvérsejtek csak az elle-
nik termelt nyul-antiszérum jelenlétében hacmo-
lysalédtak az effektorsejtek hatdsara. Sem az ef-
fektorsejtek specifikus LDA nélkil, sem a LDA-k
effektorsejtek hidnyaban nem okoztak szamottevd
cytotoxicitast. A cytotoxicitast az anti-D szérum
eredete és there befolyasolta. Kisérleteinkben min-
dig ugyanazt a magas titeri LDA-t igyekeztink
hasznalni, mely a legjobb cytotoxicitdst biztosi-
totta.

2. tablazat

Nylon-vatta szeparalas hatasa a lymphocyta populatiékra és az ADCC-ra (V r SEM; n ~ 24)

Rozetta (%)

Cytotoxicitas

ala E EA EAC i
Szeparalas slg sejtek 7 (01%)
slg-neg. slg-pos.
Ficoll—Uromiro 71,9+1,0 7,2+ 0,7 18.6+1,9 11,2+ 0,9 18.6+1,8 32,9+ 0,3
Nylon vatta és
Ficoll—Uromiro 89,8+0,6 16,5+1,3 3,2+ 0,3 0,5+ 0,2 3,2+ 0,3 46,2+ 0.3*
.* 1p -c 0.01
A spontan felszabadulas 55—11,5% volt (atlag Az inkubacids id6 hatadsa a cytotoxicitasra

+ SEM :1194% + 0,42). A cytotoxicitast csak akkor te-
kintettik pozitivnak, ha a teszt release szignifikdnsan
nagyobb volt a spontan felszabadulasnal (p < 0,01) és
a Cl nagyobb volt 5%-nal.

Eredmények

A LDA specificitasa

Rh pozitiv és negativ human vorosvérsejteket
és csirkevorosvérsejteket ;1Cr-mal jeleztink a fen-
ti mddon, és vagy huméan anti-D, vagy csirkevo-
rosvérsejt elleni nyudlszérummal inkubéaltuk O6ket.
Ezeknek a szérumoknak az emlitett célsejtek el-
leni LDA aktivitdsat vizsgéltuk normalis human
mononuclearis effektorsejtekkel, 40 :1 effektor-
sejt/célsejt arany és 6 6ras inkubacid mellett. Az

cl (%)

1 A4bra: Az inkubaciés id6 hatdsa a human ADCC-ra

Egészséges véraddk mononuclearis peripheries
vérsejtjeinek ADCC aktivitasat vizsgaltuk az inkuba-
ciés id6 flggvényében 1—16 dran at. Az effektor-
sejt/célsejt arany 30 :1 volt. Haromdras inkubacié mar
szignifikans cytotoxicitast eredményezett, mely az in-
kubacié el6rehaladtaval tovabb ndvekedett (1. &bra).
A goOrbe 12—15 6ra kozott érte el a platét.

Az effektorsejt/célsejt arany hatasa a cytoto-
xicitasra

Az inkubacios id6 12 6ra volt. Az eredményt a
2. abran tintettik fel. Mar 2 :1 effektorsejt/célsejt

aranynal szignifikans cytotoxicitast talaltunk, s ez a
nagyobb aranyokkal folyamatosan ndvekedett.

a ()

2. abra.
Az effektorsejt/célsejt arany hatdsa a human ADCC-ra



A lymphocyta szeparalds hatdsa a cytotoxici-
tasra

Nylonvatta oszlopon tdérténd szepardlas utan
az EAC rozettaképzéssel és felszini immunglobulin
vizsgalattal meghatdrozott B sejt arany jelentésen
csokkent, a T sejt arany fokozodott, és az slg ne-
gativ Fc receptoros sejtek ardnya fokozédott (2.
tablazat). Ez arra utal, hogy az Fc receptor pozitiv
slg negativ sejteket a nylonvatta oszlop nem tar-
totta vissza. A nylonvatta oszlopon toérténd szepa-
ralas utdan az ADCC aktivitas fokozddott (p <
0,01

Egészséges emberek ADCC aktivitasa

Tizenhat egészséges donor nylonvatta—Ficoll
—Uromiro szeparalassal el6allitott mononuclearis
peripherids vérsejtjeinek ADCC aktivitasat vizs-
galtuk. Az inkubacids id6 12 dra volt. Valamennyi
egyén sejtjei pozitiv cytotoxicitdst mutattak. Az 4t-
lag (+ SEM) CI 4 :1 effektorsejt/célsejt ardnnyal
8,38 + 0,63% (széls6 értékek: 5,11—12,82%), 40 : 1
arannyal 38,74 + 0,76% (széls6 értékek: 31,24—
49,93%) volt.

Chronikus Ilymphoid B sejt leukaemiaban
szenved6 (CLL) betegek ADCC aktivitasa

Négy CLL-s beteg ADCC aktivitasat vizsgal-
tuk a fenti korilmények kozétt. A vizsgalat id6-
pontjdban a betegek nem szedtek immunosuppres-
siv hatadsu gydgyszert. Egyik beteg Ivmphocytai
sem mutattak pozitiv ADCC aktivitadst. Ez meg-
egyezik mas szerz8k adataival (5, 16).

Megbeszélés

A humaéan antitest dependens killer sejt popu-
latio koros koérilmények kozott szambeli és/vagy
aktivitasbeli valtozasainak vizsgalatara jol defi-
nialt standard teszt rendszer, azaz specifikus anti-
testtel bevont célsejt sziikséges. Az egyik leggyak-
rabban haszndlt ilyen rendszer csirkevdrosvérsejt
elleni specifikus nyudlszérummal bevont csirkevo-
rosversejtekb6l all (15, 16), tehat human vizsgala-
tokban xenogén. Az anti-dextran antitestekkel bo-
ritott dextrant kotdott huméan vordsvérsejtek meg-
felel6 allogén célsejtnek bizonyultak, de a dextran
mesterséges komponens, és ennek a teszt rendszer-
nek a hasznélata ©nkéntes donorok dextrannal
térténé immunizéacidjat teszi szikségessé (11). Bar
a monocytadk IgG anti-A-val (9) és anti-D-vel (8)
bevont human vordsvérsejtek elleni cytotoxicitasa
bizonyitottnak tekinthet§, a lymphocytdk hasonl6
hatasat a legutobbi idékig nem sikerult egyértel-
mien kimutatni (7, 14, 17). Ezzel szemben Urba-
niak. (18) 1976-ban bizonyitotta, hogy az anti-D-vel
bevont huméan voérésvérsejtek elleni cytotoxicitas-
ban a lymphoid K sejteknek is fontos szerep jut.

A kiulénb6z6 vizsgalok eredményei kozotti ellent-
mondésok az Rh rendszer complexitdsara utalnak.

Eredményeinkbél arra kovetkeztethetiink,
hogy a human IgG anti-D antitesttel bevont hu-
man vorosvérsejtek alkalmas allogén teszt rend-
szernek tekinthet6k a human ADCC klinikai vizs-
galatara. Egészséges egyének nylonvatta oszlopon
szeparalt peripherias mononuclearis vérsejtjei mar
haromoras inkubéaciéo és 4 :1 effektorsejt/célsejt
arany mellett cytotoxikusnak bizonyultak. A re-
akcid egyes esetekben mar 2 : 1 effektorsejt célsejt
arannyal pozitiv volt. Az eredmények jol repro-
dukalhatéok voltak. A cytotoxicitas az inkubaciés
idével és az effektorsejt/célsejt arannyal fokozo-
dott. A monocytdk nagy részének és a B sejteknek
nylonvatta oszlopon valé eltavolitdsa utan a cyto-
toxicitas fokozédott. Ez arra utal, hogy fenti teszt
rendszerben az Fc receptoros slg negativ lymphoid
sejtek Kkiller funkciét toltenek be. A kombinalt
nylonvatta—Ficoll—Uromiro szeparalas utan meg-
marado csekély szdmu monocyta esetleges aktivi-
tasa nem zarhato ki teljesen.

Az ismertetett allogén teszt rendszert hasznos-
nak véljik a human ADCC aktivitas klinikai ta-
nulmanyozasaban.

Osszefoglalas. A szerz6k egészségesek és leuk-
aemids betegek kombinalt nylonvatta—Ficoll—
Uromiro szeparalassal el6allitott mononuclearis
sejtjeinek antitest dependens cytotoxicitasat vizs-
galtak allogén teszt rendszerben. Célsejtként Rh
pozitiv huméan vordsvérsejtet, lymphocyta depen-
dens antitestként humén anti-D szérumot hasznal-
tak. Az egészségesek mononuclearis sejtjeit min-
dig cytotoxikusnak taladltak, viszont a chronikus
lymphoid B sejt leukaemidban szenvedd betegek
sejtjei nem voltak cytotoxikusak. Fenti allogén
teszt rendszert alkalmasnak tartjak a human anti-
test dependens celluléaris cytotoxicitas klinikai ta-
nulmanyozasara.
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