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Az utóbbi években az an titest dependens cellularis 
cytotoxicitás vizsgálata a cellularis immunológiai 
kutatások előterébe került. A reakció mechaniz­
musát, általános methodikai kérdéseit és klinikai 
jelentőségét illetően utalunk előző közleményünk­
re (10), ill. összefoglaló tanulm ányokra (13, 15). Az 
eredmények értékelését nehezíti, hogy a különböző 
sejttípusok effektor aktivitása nagym értékben 
függ az alkalm azott tesztrendszertől (12, 18).

Humán vizsgálatokra előnyösnek látszik allo­
gén rendszert használni, melyben mind a célsejt, 
mind a lymphocyta dependens antitest (LDA) em­
beri eredetű. Humán monocyták cytotoxikus ak­
tivitását specifikus antitesttel bevont em beri vö- 
rösvérsejtek ellen korábban többen is k im utatták  
(6, 8, 9, 17). Legújabban a lymphocyták cytotoxi- 
citását is sikerült bizonyítani ebben a rendszer­
ben (18). A következőkben egészségesek és króni­
kus lymphoid leukaemiás betegek szeparált mono- 
nuclearis sejtjeinek anti-D-vel bevont Rh pozitív 
humán vörös vér sejtek elleni ADCC aktivitásáról 
számolunk be.

Anyag és módszer

Célsejt
C élsejtként hum án anti-D  serum m al bevont 0 Rh 

pozitív em beri vörösvérsejteket használtunk. Egészsé­
ges véradótól v e tt 2—3 ml 0 Rh pozitív heparinos vért 
háromszor m ostunk foszfát pufferben  (PBS) és a se jt­
számot 10°/ml-re állítottuk be 10%-os hő inak tivá lt és 
a célsejtekkel k im erített bo rjú  szérum ot ta rtalm azó  
Parker-olclattal (a továbbiakban: tápfolyadék). 10® vö­
rös vérsej té t 100 juCi Na25,CrO,,-tal (MTA Izotóp In té­
zete, Budapest; spec, aktivitás 2 mCi/ml) és 500 ^tl de- 
kom plem entált hum án anti-D  szérum m al inkubáltunk
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0,8 m l össztérfogatban, 90 percen át,- állandó óvatos r á ­
zás közben, 37 fC-os vízfürdőben. Pa-rker>olda.ttal tö r­
ténő három szori mosás u tán  a sejtszám ot tápfolyádék- 
kal 6 X 103 célsejt/,ul-re állíto ttuk  be. Bizonyos esetek­
ben anti-D  szérum  kötés nélküli 51C r-m al jelzett cél­
sejteket használtunk.

Lym phocyta dependens antitest
0 Rh pozitív vérrel hiperim m unizált egészséges 

önkéntes véradók 1 : 512—1 :16 384 tite rű  dekom ple- 
m entált anti-D  szérum át használtuk  (OHVI). Az an ti- 
szérum ot —20 eC-on tároltuk , és közvetlen a felhasz­
nálás elő tt olvasztottuk fel. Előzetesen különböző cél­
sejt—antiszérum  párosításokat p róbáltunk  ki, m elyek 
közül nem  m indegyik biztosított megfelelő cytotoxici- 
tást. A legtöbb kísérletben a legnagyobb ak tiv itást 
eredm ényező 1 :16 384 tite rű  antiszérum ot használtuk.

E ffektorsejt
Egészséges véradóktól és krónikus lym phoid В 

sejt-leukaem iás (CLL) betegektől vett 30 m l vénás 
vért ny lonvatta  oszlopon szűrtünk (1,3 g nylonvatta), 
m ajd Ficoll—Urom iro gradiensen szeparáltunk  (2). 
Egyes k ísérletekben csak Ficoll—U rom iro gradiensen 
szeparált effektorsejteket használtunk. A sejtszám ot 
végül 1,2—2,4 X 107/m l-re  állíto ttuk  be tápfolyadék­
kal. A se jtek  életképessége m eghaladta a 98%-ot (Try- 
pánkék próba). A kom binált ny lonvatta—Ficoll—U ro­
miro szeparálás u tán  a sejtek 97—100%-a lym phocyta 
volt, a m onocyták aránya nem érte  el a 2%-ot.

Lymphocyta marker vizsgálatok
A kom plem ent receptoros lym phocytákat EAC 

rozettaképzéssel m uta ttuk  ki Bianco és m tsai módsze­
rével (1). Az Fc receptoros populatiót jelző EA rozet- 
tá t Bráin  és Marsion  (3) szerint vizsgáltuk. A spon­
tán  (T) rozetta  tesztet Fekete és m tsai m ódszerével vé­
geztük (4). A felszíni im m unoglobulint (slg) hordozó 
В sejteket fluorescein-isothiocianáttal je lzett kecske 
an ti-hum án  im m unglobulinnal (Hyland, Los Angeles, 
USA) + 4  °C-on 45 percig végzett festéssel m u ta ttu k  
ki. A sejteket három szor m ostuk PBS-ben, s az ered­
m ényt verticalis illum inátorra l e llá to tt Leitz O rtho- 
plan Fluorescens m ikroszkóppal értékeltük.

ADCC teszt
3 X 10'* célsejtet 3 X Ю4—2,4 X 106 effektorsejttel 

inkubáltunk  (effektorsejt : célsejt =  1 :1 —80 :1) üveg­
csőben, 37 °C-os term osztátban, 2—16 órán  át. A csö­
v e n k é n t össztérfogatot 0,05 m l-re á llíto ttuk  be táp fo ­
lyadékkal. K özvetlen az inkubálás m egkezdése elő tt a 
csöveket 10 percig 1000-es fordulatszám m al cen trifu ­
gáltuk, hogy a célsejtek és effektorsejtek  közti Szoros 
kapcsolatot biztosítsuk. A kontroll csövek 3 X  Ю4 cél­
sejtet és 1,2 X  W5 jelöletlen Rh pozitív vörösvérsejtet 
ta rta lm aztak  a szokásos térfogatban. További kontro ll­
ként anti-D  szérum m al nem  kezelt célsejteket és ef­
fek torsejteket tartalm azó csöveket á llíto ttunk  be. A 
reakciót 0,1 m l + 4  °C-os P arker-o ldatta l á llíto ttuk  le. 
A csöveket 2500 fordulatszám m al 10 percig cen trifu ­
gáltuk 0,1 ' m l felülúszót leszívtunk és külön csőbe 
m értünk, az üledékhez 0,1 ml P arker-o ldato t ad tunk  
vissza, és a felülúszók és üledékek rad ioaktiv itását 
Nuclear Chicago gam m a-szám lálóval m értük. M inden 
m eghatározást három  párhuzam ossal végeztünk. A 
m axim ális re lease-t a célsejtek 1%-os Saponinos k e ­
zelésével határoztuk  meg. A százalékos C r-felszabadu- 
lást (release-t) a következő képlettel szám ítottuk  ki:

felülúszó aktiv itása (cpm)
1,5 X — X 100

üledék akt. (cpm) -f- felülúszó akt. (cpm)

A cytotoxicitási indexet (Cl) a specifikus release 
százalékában ad tuk  meg:

teszt release—spontán release
Cl =  -------------------:--------------------------- ------- X  100

max. release—spontán release

%
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1. táblázat
A Ivmphocvta dependens antitest (LD A) specificUása 
+  : C I > Í 0 %  — : Cl <  1%

I.DA

Célsej t humán anti-D 
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csirkevvs 
elleni nyúl 
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„0” Rh pozitív 
humán vvs

+  ! —

„0” Rh negatív 
humán vvs

— — —

csirke vvs — + —

eredményeket az 1. táblázatban tün tettük  fel. Az 
Rh pozitív emberi vörösvérsejteket csak az anLi-D 
szérum jelenlétében pusztították el az effektorsej­
tek, ugyanígy a csirkevörösvérsejtek csak az elle­
nük term elt nyúl-antiszérum  jelenlétében hacmo- 
lysálódtak az effektorsejtek hatására. Sem az ef- 
fektorsejtek specifikus LDA nélkül, sem a LDA-k 
effektorsejtek hiányában nem  okoztak számottevő 
cytotoxicitást. A cytotoxicitást az anti-D szérum 
eredete és there  befolyásolta. K ísérleteinkben m in­
dig ugyanazt a magas tite rű  LDA-t igyekeztünk 
használni, mely a legjobb cytotoxicitást biztosí­
totta.

2. táblázat
Nylon-vatta szeparálás hatása a lymphocyta populatiókra és az ADCC-ra ( V г SEM; n ~ 24)

Rozett a (%)
Szeparálás E EA EAC slg sejtek Cytotoxicitás 

' (01%)
slg-neg. slg-pos.

Ficoll—Uromiro 
Nylon vatta és

71,9+1,0 7,2+ 0,7 18.6+1,9 11,2+ 0,9 18.6+1,8 32,9+ 0,3

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*

. * : p  -c  0 .0 1

A spontán felszabadulás 5,5—11,5% volt (átlag 
+  SEM : 11,94% ±  0,42). A cytotoxicitást csak akkor te ­
k in te ttük  pozitívnak, ha a teszt release szignifikánsan 
nagyobb volt a spontán  felszabadulásnál (p <  0,01) és 
a Cl nagyobb volt 5% -nál.

Eredmények

A  LDA specificitása
Rh pozitív és negatív humán vörösvérsejteket 

és csirkevörösvérsejteket :,1Cr-mal jeleztünk a fen­
ti módon, és vagy hum án anti-D, vagy csirkevö- 
rösvérsejt elleni nyúlszérummal inkubáltuk őket. 
Ezeknek a szérumoknak az említett célsejtek el­
leni LDA aktivitását vizsgáltuk normális hum án 
mononuclearis effektorsejtekkel, 40 : 1 effektor- 
sejt/célsejt arány és 6 órás inkubáció mellett. Az

Cl (%)
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A z inkubációs idő hatása a cytotoxicitásra

Egészséges véradók m ononuclearis peripheries 
vérsejtjeinek ADCC ak tiv itását vizsgáltuk az in k u b á­
ciós idő függvényében 1—16 órán  át. Az effek tor- 
sejt/célsejt arány  30 :1 volt. H árom órás inkubáció m ár 
szignifikáns cytotoxicitást eredm ényezett, mely az in ­
kubáció előrehaladtával tovább növekedett (1. ábra). 
A  görbe 12—15 óra között érte  el a platót.

A z effektorsejt/célsejt arány hatása a cytoto­
xicitásra

Az inkubációs idő 12 óra volt. Az eredm ényt a 
2. ábrán tün te ttük  fel. M ár 2 :1 effektorsejt/célsejt 
aránynál szignifikáns cytotoxicitást találtunk, s ez a 
nagyobb arányokkal folyam atosan növekedett.

Cl ("/.)

2. ábra.
Az effektorsejt/célsejt arány hatása a humán ADCC-ra



A lymphocyta szeparálás hatása a cytotoxici- 
tásra

Nylonvatta oszlopon történő szeparálás után 
az EAC rozettaképzéssel és felszíni immunglobulin 
vizsgálattal m eghatározott В sejt arány jelentősen 
csökkent, a T sejt arány fokozódott, és az slg ne­
gatív Fc receptoros sejtek aránya fokozódott (2. 
táblázat). Ez arra  utal, hogy az Fc receptor pozitív 
slg negatív sejteket a nylonvatta oszlop nem  ta r­
totta vissza. A nylonvatta oszlopon történő szepa­
rálás után az ADCC aktivitás fokozódott (p <  
0 , 01) .

Egészséges emberek ADCC aktivitása

Tizenhat egészséges donor nylonvatta—Ficoll 
—Uromiro szeparálással előállított mononuclearis 
peripheriás vérsejtjeinek ADCC aktivitását vizs­
gáltuk. Az inkubációs idő 12 óra volt. Valamennyi 
egyén sejtjei pozitív cytotoxicitást m utattak. Az á t­
lag (+  SEM) Cl 4 : 1 effektorsejt/célsejt aránnyal 
8,38 ±  0,63% (szélső értékek: 5,Í 1—12,82%), 40 : 1 
aránnyal 38,74 +  0,76% (szélső értékek: 31,24— 
49,93%) volt.

Chronikus lymphoid В sejt leukaemiában 
szenvedő (CLL) betegek ADCC aktivitása

Négy CLL-s beteg ADCC aktivitását vizsgál­
tuk a fenti körülmények között. A vizsgálat idő­
pontjában a betegek nem szedtek immunosuppres- 
siv hatású gyógyszert. Egyik beteg lvmphocytái 
sem m utattak pozitív ADCC aktivitást. Ez meg­
egyezik más szerzők adataival (5, 16).

Megbeszélés

A hum án antitest dependens killer sejt popu­
latio kóros körülmények között számbeli és/vagy 
aktivitásbeli változásainak vizsgálatára jól defi­
niált standard teszt rendszer, azaz specifikus an ti­
testtel bevont célsejt szükséges. Az egyik leggyak­
rabban használt ilyen rendszer csir ke vörös vérsejt 
elleni specifikus nyúlszérummal bevont csirkevö- 
rösvérsejtekből áll (15, 16), tehát humán vizsgála­
tokban xenogén. Az anti-dextrán  antitestekkel bo­
rított dextránt kötött humán  vörösvérsejtek meg­
felelő allogén célsejtnek bizonyultak, de a dextrán  
mesterséges komponens, és ennek a teszt rendszer­
nek a használata önkéntes donorok dextránnal 
történő immunizációját teszi szükségessé (11). Bár 
a monocyták IgG anti-A-val (9) és anti-D-vel (8) 
bevont humán vörösvérsejtek elleni cytotoxicitása 
bizonyítottnak tekinthető, a lymphocyták hasonló 
hatását a legutóbbi időkig nem sikerült egyértel­
műen kim utatni (7, 14, 17). Ezzel szemben Urba- 
niak. (18) 1976-ban bizonyította, hogy az anti-D-vel 
bevont hum án vörösvérsejtek elleni cytotoxicitás- 
ban a lymphoid К sejteknek is fontos szerep jut.

A különböző vizsgálók eredményei közötti ellent­
mondások az Rh rendszer complexitására utalnak.

Eredményeinkből a rra  következtethetünk, 
hogy a hum án IgG anti-D  antitesttel bevont hu ­
mán vörösvérsejtek alkalm as allogén teszt rend­
szernek tekinthetők a h u m á n  ADCC klinikai vizs­
gálatára. Egészséges egyének nylonvatta oszlopon 
szeparált peripheriás mononuclearis vérsejtjei m ár 
háromórás inkubáció és 4 : 1 effektorsejt/célsejt 
arány mellett cytotoxikusnak bizonyultak. A re­
akció egyes esetekben m ár 2 : 1 effektorsejt célsejt 
aránnyal pozitív volt. Az eredmények jól repro­
dukálhatók voltak. A cytotoxicitás az inkubációs 
idővel és az effektorsejt/célsejt aránnyal fokozó­
dott. A monocyták nagy részének és а В sejteknek 
nylonvatta oszlopon való eltávolítása után a cyto­
toxicitás fokozódott. Ez a rra  utal, hogy fenti teszt 
rendszerben az Fc receptoros slg negatív lymphoid 
sejtek killer funkciót töltenek be. A kombinált 
nylonvatta—Ficoll—Uromiro szeparálás u tán meg­
maradó csekély számú monocyta esetleges aktiv i­
tása nem zárható ki teljesen.

Az ism ertetett allogén teszt rendszert hasznos­
nak véljük a hum án ADCC aktivitás klinikai ta ­
nulmányozásában.

Ö sszefoglalás. A  szerzők egészségesek és leuk- 
aemiás betegek kom binált nylonvatta—Ficoll— 
Uromiro szeparálással előállított mononuclearis 
sejtjeinek antitest dependens cytotoxicitását vizs­
gálták allogén teszt rendszerben. Célsejtként Rh 
pozitív hum án vörösvérsejtet, lymphocyta depen­
dens antitestként hum án anti-D  szérumot használ­
tak. Az egészségesek mononuclearis sejtjeit m in­
dig cytotoxikusnak találták, viszont a chronikus 
lymphoid В sejt leukaem iában szenvedő betegek 
sejtjei nem voltak cytotoxikusak. Fenti allogén 
teszt rendszert alkalm asnak ta rtják  a hum án an ti­
test dependens celluláris cytotoxicitás klinikai ta ­
nulmányozására.
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