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A sejtproliferaciot serkentd és gatlé, természetes (endogén) anyagok léte-
zésérol szovetek durva kivonataival és ezek, valamint a szérum kiilonb6z6 fok-
ban tisztitott frakcidival szerzett tapasztalatok tamiskodnak (BIsSMARCK és
mtsai 1975, GosPoDAROWICZ és MORAN 1976, BAvLAzs 1979, RuprAnD és DE
Asua 1979). Elméleti jelentdségiik és gyakorlati felhasznalasuk potencialis lehe-
toségei (RyToMAA és mtsai 1976, RyTOMAA és mtsai 1977) kiilonos fontossagot
kolesonoznek a sejtproliferacié endogén, gatlé anyagainak és ezek szovet- illetve
sejtvonal-specifikus hatasinak tartott, sok vitat kavaré, ma is ellentmondasos
viltozatainak, az un. kalonoknak (Burroucu 1962, THORNLEY és LAURENCE
1975, BurLroucu 1975, IVERSEN 1976). A kalon elmélet altalanos elfogadasanak
maig legnagyobb akadalya a hatéanyagok szivet- illetve sejtvonal-specifikus
hatasainak bizonyitasara hasznalt, tilnyomé tébbségiikben in vitro tesztrend-
szerek alkalmassagaval szemben hangoztatott kételyekben, valamint a biolégiai
hatasokat kozvetité anyagok kémiai természetére és szerkezetére vonatkozo
ismeretek elégtelenségében és bizonytalansagaiban keresendd (THORNLEY és
LavureNcE 1975). Napjainkig mintegy 20-féle sziovetkivonatban irtak le szo-
vetspecifikus gatlé hatasokat (BavAzs 1979, BurrLouch 1975, IVERSEN 1976).
Azonban a hatas mechanizmusanak és még inkabb a hatasokat hordozé anya-
gok kémiai természetének részletesebb elemzésére csak a granuloid (RyTdmaa
1976, RyTOMAA és mtsai 1976, PAukKoviTs és mtsai 1977, RyroMAA és mtsai
1977, MAURER és mtsai 1978, PAuKovITS és HINTERBERGER 1978, RYTOMAA és
TorvoNEN 1979) és részben az epidermalis (HonD1Us—BOLDINGH és LAURENCE
1968, Ercyo 1973, MARrKs 1974), illetve a limfoid (ArTALLAH és Houck 1976,
HiesTAND és mtsai 1977, Houck 1979) eredetii inhibitorok eseteiben keriilt sor.
Tiid6szovetbdl készitett durva vizes kivonatok in vitro gatlé hatasat SIMNETT
és mtsai (1969) ,.,short term” tiidé explantatumokon, a tiiddszévet vizes ki-
vonata 3—5x 10! molsily tartomanyba esé anyagokat tartalmazé ultrafil-
tratumanak gatlé hatasat pedig Houck (1976) bronchialis carcinoma sejttenyé-
szetekben mutattak ki. :

Ebben a kézleményben egy olyan, marha tiidGszovet vizes kivonatabél
nyert, fehérje természetli anyag részleges tisztitasarél szamolunk be, amely
egér tidszovet sejtjeinek in vivo DNS szintézisét szovet- illetve sejtvonal-
specifikus médon gatolja.
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Anyag és modszer

A) Felhasznalt anyagok és eszkoziok

A kisérletek soran felhasznalt valamennyi vegyszert a Reanal Vegyszer-
gyarbél szereztiik be, a.lt. minGségben. A kromatografias elvalasztas céljara
DEAE Sephadex A-50, CM Sephadex C—25, Sephadex G-75 géleket, illetve
2,6 x 100 em és 5,0 X 85 cm méretii oszlopokat (Pharmacia Fine Chemical)
hasznaltunk. Utébbiak egyenletes ataramoltatasat az eluciok soran Vario-
perpex (LKB) pumpakkal biztositottuk. A sejttenyészetekhez Parker TC 199
mediumot (OKI, Budapest) hasznaltunk. A DNS szintézis mérése SH—TdR
(Amersham, 25 Ci/mmol) segitségével tortént.

Vizes kivonat készitése marha tiidoszovetbol

A feldolgozasra keriilt marhatiidéket a budapesti marhavagéhidrél sze-
reztiik be. Az allatorvos altal egészségesnek mingsitett allatok tiidejét, kozvet-
leniil a mellkas megnyitasat kovetden eltavolitottuk, majd jéggel el6rehiitott
edényekben a laboratériumba szallitottuk és mélyhitdbe helyeztiik. A tiidék
feldolgozasa az allatok levagasat kovets 40 percen belil minden esetben el-
kezdddott. A feldolgozas valamennyi lépése hiitott korilmények kozott (2—
4 °C) tortént.

A kivonasi miiveletet, hatasfokanak névelése érdekében, tobb lépéshen
végeztik. Az esetenként 4—06 kg silyd szovetet, durva felapritas utan jég-
hideg fiziolégias séoldatban mostuk, majd jégszekrényben miikodtetett elekt-
romos hisdaralén, egymast kovetd két alkalommal atdaraltuk. A megdaralt
szovetet tizszeres mennyiségi, hiitott desztillalt vizben szuszpendaltuk, majd
1500 ml-es térfogatokban, 2 percen at 2 x 10* min—! fordulatszammal miiksd-
tetett Waring blendorral apritottuk. Ezt kovetGen a szuszpenziét 10 X 2 percen
at hiitGszekrénybe helyezett 70 W teljesitményi ultrahangdezintegratorral ke-
zeltiik, majd éjszakan at, 2 °C-on allni hagytuk.

Az igy elGkészitett anyagot 4 réteg gézen at sziirtiik, a sztirlethez 0,1 M
vég koncentracioban, Trisz—HCI puffert (pH 5.,5) adtunk, majd egy J 21B
(Beckman) centrifuga, 1,8 I irtartalmi zonalis rotorjaban, 2 °C hémérsékleten,
30 percen at, 4<10%g nehézségi erdvel tlepitettiik. Frakcionalashoz az igy
nyert felilisz6t hasznaltuk fol.

A vizes kivonat frakciondldsa :

a) Ultrasziirés: az el6z6ek szerint kapott felilliszot, recirkulaciés rend-
szerben miikodtetett Amcon HIP100 kapillaris membranfiltracios egységgel
(nominalis sziirési hatar: 10° dalton) sziirtiik, majd a filtraciés maradékot
(retentatum) tizszeres térfogati Trisz—HCI puffer (0,1 M, pH = 5,5) folya-
matos utantoltésével sziirtiikk tovabb.
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A sziirletet, szakaszos rendszerben mikodtetett Amicon H1P10 kapillaris
membranon (nominalis sziirési hatar: 10* dalton) torténd sziiréssel koncentral-
tuk és az ekkor nyert, 10* és 10° dalton molsily hatarok kozé esé anyagokat
tartalmazé retentitum pH-jat, megfelels osszetételd Trisz—HCI pufferral
(0,1 M) szemben torténd dializis segitségével pH 8,0-as értékre allitottuk be.

b.) Oszlopkromatogrdfia: a fentiek szerint elGkészitett szilirletet DEAE
Sephadex A-50 géllel toltott, 5x 85 cm oszlopon, szakaszos gradiens eluciéval,
0,65 ml/perc atfolyasi sebességgel kromatografiltuk. Az eluciét 0,1 M Trisz—
HCI pufferrel (pH = 5,5) kezdtiik, majd az els6 csics megjelenésekor inditott
NaCl gradienssel folytattuk. Az egyes elucios szakaszokat az alabbi térfogatu
és osszetételi eluciés folyadéksor jelentette: a) 1100 ml 0,1 M Trisz—HCI
(pH =8,0); b) 900 ml Trisz + 0,05 M NaCl (pH = 7,3); ¢) 1100 ml Trisz
0,1 M NaCl (pH = 7,0); d) 900 ml Trisz + 0,2 M NaCl (pH = 6,8); ¢) 1600 ml
Trisz + 0,35 M NaCl (pH = 6,0).

A biolégiai aktivitast (1. késGbb) mutaté dsszeteviket tartalmazé kroma-
tografias frakciokat, a HIP10 kapillaris membranfiltraciés egység segitségével,
0,1 M Trisz—acetat pufferrel (pH = 5,5) szemben végzett dializis utan, ugyan-
ezen pufferrel egyensilyba hozott CM Sephadex G-25 géllel toltott 2,6 x 100 cm
méretii oszlopon tisztitottuk tovabb. Az oszlop szakaszos eluciéja olyan puffer-
sor alkalmazasaval tortént, amely az alabb megadott koncentraciéju NaCl
mellett, ecetsavval a kivant pH értékre beallitott, 0,1 M koncentraciéjiTrisz-t
tartalmazott. Az eluciés szakaszokat az alabbi térfogati és dsszetételd pufferek
képezték: a) 300 ml Trisz—acetat (pH = 5,5); b) 250 ml 0,025 M NaCl (pH =
=5,7); ¢) 250 ml 0,05 M NaCl (pH = 6,00); d) 250 ml 0,075 M NaCl (pH =
= 6,115); e) 300 ml 0,1 M NaCl (pH = 6,5); f) 500 ml1 0,3 M NaCl (pH = 7,5).

A biolégiai aktivitast (1. késdbb) tartalmazé kromatografias frakciokat,
a H1P10 kapillaris membran egység segitségével, PBS-sel szemben végzett
dializist kovetden, 2,6 X 200 cm méretili, Sephadex G-65-tel téltstt oszlopon
kromatografaltuk. Az eluciét 0,44 ml/perc sebességgel aramoltatott PBS-sel
végeztilk. Az oszlopokat el6zetesen albumin V. frakciéval (ms: 65,000 D) és
citokrom C-vel (ms: 12,000 D) kalibraltuk.

Az eluatumok optikai aktivitasat, valamennyi kromatografias eljaras
soran 280 nm-en, Uvikord II. (LKB) fotométerrel, folyamatosan regisztraltuk.

Kozelito molsilymeghatarozasok

A részlegesen tisztitott, biolégiailag aktiv kromatografias frakciok anya-
gainak kozelité molsilyat részben kalibralt Sephadex G-75 oszlopon (1. fen-
tebb), részben az iilepedési sebesség médszerével, albumin standardra vonat-
koztatva, ultracentrifugaval hataroztuk meg (Bowen 1970).

Kémiai analizis: Az eluatumok fehérje tartalmét az adszorbencia 280 nm-en
torténd folyamatos mérésével, esetenként pedig Lowry (LowRY és mtsai 1951)
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szerint hataroztuk meg. A mintak DNS tartalmanak meghatarozasa a Burton
f. eljarassal (BurTon 1956) tortént.

A biolégiai aktivitas (*H—TdR beépiilés DNS-be) mérése

Valamennyi, biologiai tesztelésre keriilt kromatografias frakciot PBS-sel
szemben kimeritGen dializaltunk, az eluciés folyadékok nem kivanatos, kis mol-
stlyd komponenseinek eltavolitasa érdekében.

a) In vivo teszt rendszerek

1. Szkrinelo teszt: a csak kis fokban tisztitottnak tekintett DEAE
Sephadex frakcidék biolégiai aktivitasinak tesztelését in. szkrineld eljarassal
végeztik. Ennek sorian egerek azonos tiid6lebenye nedves silyra vonatkozta-
tott egységnyi mennyiségében mérhets radioaktivitas értékeket hasonlitottuk
ossze. A szkrineld teszt menete a kovetkezd volt. Minden frakcié tesztelése
30 db 25 g silyd, sajat tenyésztésti, CLFP egérbdl allo csoporton tortént.
Az egereket a DEAE Sephadex frakciék 12,5 mg fehérje/kg dézisaival, i. p.
injicialtuk. Az adagolast 1,5 éras id6kozokben, 4 alkalommal megismételtiik.
A 6 éras id6 intervallumban beadott anyag Gsszes mennyisége tehat 50 mg
fehérje/kg volt. Az elsé dézis beadasanak idGpontjatél szamitott 5. éraban,
0.5 mCi/kg, i. p. *‘H—TdR-t adagoltunk. Az izotép beadasat kévets 1,5 6raban
az egereket dekapitaltuk, tidejiik azonos lebenyét eltavolitottuk, ezek sulyat
0,5 mg pontossaggal lemértiik, majd szcintillaciés edénybe mért, 1 ml Soluene-
100 (Packard) szolubilizalé oldatba helyeztiik. A tiid6lebenyeket tartalmazé
edényeket, éjszakan at, szobahdmérsékleten, 150 min—1! frekvenciaval razattuk,
majd a szolubilizalt tiid6t tartalmazé edényekbe 10 ml PPO—POPOP tartalmu,
toluolos szcintillaciés folyadékot mértiink. 4 6ras allas utan a mintdk radio-
aktivitasat folyadékszcintillaciés spektrométerrel (Packard TriCarb 2110) meg-
hataroztuk. A mintak egyedi hatasfokanak megitélése érdekében, a radioakti-
vitds mérése automatikus kiilsé standardizalassal tértént. A szamitasokat a
hatvanygérbék linearis transzformacijanak regressziés analizisével, mikro-
szamitogépen végeztiik.

2. DNS-be épiilt *H—TdR specifikus aktivitasinak mérése: a nagyobb
mértékben tisztitott CM Sephadex frakciék in vivo biolégiai aktivitasanak és
szovet-specificitasanak tesztelését a kiillonboz6 szovetekbdl (tidd, 1ép, vese)
izolalt DNS siulyegységébe beépiilt jelzett timidin mennyiségének mérésével
végeztik. Egy-egy frakeié tesztelése 20—20 db egérbdl allé allatesoportokon
tortént. A frakciok anyagainak adagolasat az 1. pont alatt leirtak szerint végez-
tiik, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben a kisérletsorozatban, a masfél 6ranként
ismételt egyszeri dozis 7,5 mg fehérje/kg, a 6 o6ra alatt beadott 6sszes anyag-
mennyiség 30 mg fehérje/kg volt. Dekapitalast kovetéen minden allat két, azo-
nos tiidglebenyét eltavolitottuk és a két lebenyt, parhuzamos mérések céljara

kiilon-kiilon dolgoztuk fel, az alabbiak szerint. A lebenyeket 3 ml jéghideg,
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79%,-0s TCA-val homogenizaltuk. A keletkezett csapadékot lecentrifugaltuk,
majd kétszer 7%, TCA-ban, ezt kovetGen etanol-éter 3 : 1 aranyi keverékében,
végiil éterben reszuszpendalva mostuk. Az éteres kivonds utan visszamaradé
csapadékot 1,5 M HCIO ,-ban, forré vizfiirdén, 30 percig hidrolizaltuk, sztirtiik
és a sztrlet 0,5 ml-ében mérhetd radioaktivitast 5,0 ml Instagel (Packard)
szcintillaciés folyadék hozzdadasa utan az 1. pontban leirtak szerint meg-
hataroztuk. Ugyanazon sztirleth6l DNS meghatarozasokat is végeztiink. A mé-
rések eredményeit dpm/ug DNS egységekben fejeztiik ki.

b) In vitro-teszt-rendszerek

Az in vivo hatasosnak mutatkozé frakciok biolégiai aktivitasat, a fent
ismertetett in vivo rendszerek mellett, in vitro rendszerekben is megvizsgaltuk.
In vitro teszt-rendszerként Parker TC 199 mediumban Bellco csévekben 37 °C-
on tenyésztett csontveld (3 10° sejt/ml) és timocita (5% 10° sejt/ml) kultdirak
szolgaltak. A biolégiai hatas mérése S H—TdR DNS-be torténd beépiilési sebes-
ségének meghatarozasaval tortént, az inkubacié 3—4. érajaban.

Autoradiogrdfia: annak érdekében, hogy képet kapjunk az in vivo ada-
golt jelzett timidinnek a tiidt felépits sejtek DINS-ében tortént megoszlasa-
r6l — a radioaktivitas szovetbeli lokalizaltsagarél —, néhany esetben elvégez-
tilk a tiidGlebenyek autoradiografias vizsgalatat is. Ennek soran Ilford K6
emulziot, 3—5 hét expoziciés idt és metilzold-pyronin festést alkalmaztunk.

Eredmények

4 kg marhatiidbgl, a médszertani részben ismertetett kivonasi és
ultrasziirési eljarasok segitségével dsszesen 23 g 10,000—100,000 D tartoményba
esé molsillyal rendelkez6 fehérjét allitottunk el5, amely a tiidészovet ossz-
fehérje tartalmanak mintegy 2,99,-at képviselte. E fehérje frakcic DEAE
Sephadex A-50 kromatografiaval, s6 és pH gradiens alkalmazasa mellett
nyert és jol reprodukalhaténak bizonyulé kromatogramjat az 1. Abran mutat-
juk be. A 280 nm-en regisztralt kromatogramon 9 eluciés csiics volt megfigyel-
hetd. A csicsoknak megfelels anyagok gyfijtése, az abran jelzett médon, D,
D,, D, és D, frakcikban tortént. A frakciék in vivo biolégiai aktivitdsait a
médszertani részben leirtak szerint teszteltiik. A testsily 259%,-anak megfeleld
e. c. teret és azt feltételezve, hogy az i. p. adagolt anyag teljes egészében fel-
szivédik és az e. c. térben oszlik meg, a frakciék anyagainak in vivo, e. c.kon-
centraciéja az egyszeri dézist kovetden 50 ug/ml-re, az 6ssz-dézis utan 200
ug/ml-re tehets. Megjegyezziik, hogy egyszeri adagolas — még ha az egyszeri
dézis tobbszorosét is alkalmaztuk — hatastalan volt. A bioldgiai teszt ered-
ményeit az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze.

A D,, D, és D, frakciok anyagai, a tiid6lebenyekben a szkrinel tesztek
segitségével mérhetd radioaktivitas értékeit a kontroll értékeihez viszonyitva
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1. dbra. Marhatiidé vizes kivonatabél, kapillaris membransziirgvel el6zetesen kiilonvélasz-
tott, 10 000—100 000 dalton molsily tartomdnyba esé anyagok DEAE Sephadex A-50 gél
oszlopon kapott kromatogramja. A pontozott vonal a ségradienst, a szaggatott vonal a pH
gradienst tiinteti fel. A baloldali figgéleges tengelyen, a 280 nm-en mért optikai aktivités, a
jobboldali fiiggileges tengely belsé oldaldn a sékoncentricié, a kiilsg oldaldn a pH értékei
lathat6k. A vizszintes tengelyen a frakcidk szamat tiintettiik fel. A szaggatott vonalakkal
hatérolt D, —D, jelzésekhez tartozé frakciék keriiltek biolégiai tesztelésre

nem befolyasoltak. Ezzel szemben, a kb. 0,1—0,2 M ségradiens, illetve pH 6,5—
7,0 pH gradiens alkalmazasa mellett, 2 csicsban elualhato, D, frakeié anyagai-
val a jelzett timidin beépiilésének 359 -0s gatlasa volt elérhetd.

1. tablazat

TidGszovet vizes kivonatabél DEAE Sephadex A-50 gél kromatografiaval nyert D, —D, frakciok
hatésa egér tiidGszoveti sejtek in vivo DNS szintézisére (szkrineld teszt). Az egyes szamértékek
20 egyedi mérés atlagat és az SD értékeket tiintetik fel

n =20
Frakeiék dpm/n;gll ;edves eltérés ao/l{onuol.ltél
Kontroll 114+-30,9 — —
D, 96--41,4 16 p > 0,20
D, 934-27,1 —18 p > 0,20
D, 754+15,1 —34 p < 0,05
D, 92423,9 —19 p > 0,20
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2. abra. Az 1. abran lathaté, biolégiai aktivitdst mutaté D, frakci6 CM Sephadex G-25 gél

oszlopon kapott kromatogramja. A pontozott és a szaggatott vonal, valamint a fiiggéleges

és a vizszintes tengelyek jelzései azonosak az 1. dbrénal leirtakkal. A szaggatott vonalakkal
hatérolt C,—C, jelzésekhez tartozé frakciék keriiltek biolégiai tesztelésre

A biolégiai teszt eredményei alapjan a D, frakci6 CM Sephadex C-25
oszlopon torténd tovabbtisztitasara keriilt sor. Az emelkedd s6 és pH gradiens-
sel végzett elucié soran a D, frakecié (I. 1. dbra) 280 nm-en elnyelést mutaté,
13 szubfrakciéra volt bonthaté (2. dbra). A kromatografias csicsoknak meg-
felelé anyagok gyftijtése, az abran jelzett médon, C,, C,, C; és C, frakciékban
tortént, melyek biolégiai aktivitasanak mérését a modszertani fejezetben

2. tablazat

DEAE Sephadex A-50 kromatografidval nyert, biolégiailag aktiv Dg-frakei6, CM Sephadex
G-25 gélkromatografidval kapott C,—C, frakciénak hatdsa egér tiidszoveti sejtek in vivo DNS
szintézisére. Az egyes szdmértékek 12 egyedi mérés atlagat és az SD értékeket tiintetik fel

n=12
Frakeiék el DNE eltérés aokoontrol.ltél
Kontroll 116-+-62,3 - ‘ -
i

59 58--33,6 —50 | p<005
C, 1074-51,9 —08 p > 0,50
'+ 123+71,1 +06 p > 0,50
C, 83+62,5 —28 p > 0,05
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leirtak szerint végeztiik el. A DEAE Sephadex frakciékkal kapcsolatban
emlitett feltételek teljesiilése -setén a CM-Sephadex frakciék anyagainak
e. c. koncentraciojat, az egyedi dézisok alkalmazasa utan 30 ug/ml-re,
az Ossz-dozis utan pedig 120 pg/ml-re tehetjiik. A biolégiai tesztelés ered-
ményeit a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Az adatok egyértelmiien mutatjak a C, és C, frakciok hatastalansagat. AC,
frakcié hatasaként 289 -os gatlas volt mérhets. Mivel azonban ez a gatlas
statisztikailag nem bizonyult szignifikdnsnak, a C, frakcié hatasat egyelére
bizonytalannak tekintjiik. A fentiekkel ellentétben a *H—TdR DNS-be torténd
beépiilésének erdteljes (509) és egyértelmii gatlasa volt elérhets a CM Sepha-
dex C-25 oszlopon lathatéan nem kotdds (gyakorlatilag a V-val elualédd),
komponenst is tartalmazé, C, frakcié anyagaival.

A tiid@szovet autoradiografids vizsgalata azt mutatta, hogy a jelzett
timidin, gyakorlatilag kizarélagosan, az alveolusok felszinét borité sejtek mag-
jaiba épiilt be. Ezért feltételezhetd, hogy a timidin beépiilés, szcintillaciés méd-
szerrel mérhetd gatlasat kivalté C, frakcié anyagainak hatasa is ezekre a sejtek-
re iranyult.

A C frakciéban foglalt anyagok azonos molsilyaira utal az a tény, hogy
a frakcié6 komponensei Sephadex G-75 oszlopon gyakorlatilag nem voltak
szétvalaszthatok (3. abra). A két eluciés csicsnak megfelels anyagok,

0D 280nm
2,0

1,0

051

0 — = S
0 10 20 30 40 50 60 fr.No

3. @bra. A CM Sephadex G-25 kromatografiaval nyert, biolégiailag aktiv C, frakcié Sephadex
G-75 gél oszlopon nyert kromatogramja. A fiiggdleges tengelyen a 280 nm-en mért optikai
aktivitds, a vizszintes tengelyen a frakciok szdma lathato
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3. tablazat

197

A C;-frakcié hatésa egerek lépének és veséjének in vivo DINS szintézisére. A szamértékek 12 egyedi

meérés atlagat és az SD értékeket tiinetik fel

n=10
szerv frakei6 dpm/ug DNS S 01/:°“"°"“’l
y kontroll 1374-44,2 — —
Lép
(o] 124--42,7 —09 p > 0,20
kontroll 264-28,8 — —
Vese
G 244-20,7 —08 | p>0,20
4. tablazat

A C, és C, frakeié két—két dézisdnak hatdsa timocita és csontvels tenyészetek DNS szintézisére.
A szamértékek 10 egyedi mérés atlagat és az SD értékeket tiintetik fel

n=10
dézis ' L eltérés a

tenyészet frakeié ug. fehérje/ml dpm/ug DNS kont‘;olltél P

kontroll - 34714363 — -
G, 100 37994159 -+09 > 0,50
Timocita 1 C, 500 3518-+4-254 +01 > 0,50
[ C, 100 3603+ 342 +04 > 0,50
‘ C, 500 29924186 —14 < 0,05

kontroll — 49474580 — —

i C, 100 52474709 +06 > 0,50
Csontveld C, 500 4983184 -+01 > 0,50
C, 100 52394458 +06 > 0,50
C, 500 4478566 —09 > 0,50

kalibralt Sephadex G-75 oszlopon mért, megkozelitd molsilya 30000—
50000 D tartomanyba esik.

Az in vitro kériilmények kozott aktivnak bizonyult C, frakeié anyagai
hatasanak szovet- illetve sejtvonal-specifikus természetét, a tiid6hen mért hata-
soknak az allatok 1épére és veséjére gyakorolt in vivo hatasokkal §sszehasonlit-
va vizsgaltuk (3. tablazat).

E mérések eredményei szerint a tiidében erdteljes gatlast kivalto Cy

frakcié anyagai a 1ép- és a veseszovetben — még a tiid6ben hatasos adagot
kb. 2-szeresen meghaladé dézis alkalmazasa esetén is — hatastalanoknak
bizonyultak.

A C, frakeci6 anyagai szdvet (sejtvonal) specificitasat timocita és csontveld
tenyészetekben, in vitro kériilmények kozott is ellendriztiik. Ebbe a tesztelésbe
az in vivo bizonytalan hatast mutaté C, frakciét is bevontuk (4. tablazat).
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Mindkét frakciét 100 és 500 pg fehérje/ml medium koncentraciéban alkalmaz-
tuk. A C, frakecié6 mindkét koncentraciéban és mindkét tenyészetben egyarant
hatéastalannak bizonyult. A C, frakeié a kisebb koncentraciéban mindkét tenyé-
szetben, a magasabb koncentraciohan pedig a csontvel§ tenyészetben ugyan-
csak hatéstalan volt. E frakcié nagyobb dézisanak timocitakban mért 149 -o0s
gatlé hatasa azonban statisztikailag enyhén szignifikdnsnak mutatkozott.

Megbeszélés

A tiidGszovet funkcionalisan és morfolégiailag egymastdl eltérd sejtekbdl
épiil fol. Az alveolusok falat nagyobb részben borité epitél réteg fG sejttipusa-
nak, a viszonylag nagyméreti, lapos, in. 1. tipusi alveolaris sejtek tekinthetdk,
melyek fénymikroszképosan az alabbi, elektronmikroszképpal is megerdsitett
morfolbgiai jegyek alapjan azonosithaték (EvANs és mtsai 1973): a) az alveo-
lusok faldnak felszinén helyezkednek el; b) sejtmagjuk benyomul az alveolu-
sok trterébe; ¢) magjuk méretéhez képest citoplazmajuk kevés; d) nem tar-
talmaznak vakuolumokat, ill. inkluziés testecskéket. E sejtek f§ funkciéjanak
a gazcserét tekintik (EvANs és mtsai 1973).

Az alveolaris falfeliilet kisebb hanyadat, az 1. tipusd alveolaris sejtek
kozott szétszortan elhelyezkedd és az alabbi morfolégiai tulajdonsagokat mu-
taté, dn. 2. tipusu alveolaris sejtek boritjak (EvAns és mtsai 1973): a) kuboi-
dalis alakdak; b) az alveolusok felszinén helyezkednek el; ¢) az 1. tipusd
alveolaris sejtekhez képest citoplazméajuk mennyisége nagyobb; d) tébb va-
kuolumot és inkluziés testecskét tartalmaznak. Funkciéjukat tekintve fel-
tételezik, hogy a szurfaktans termelésében (ScArRPELLI 1968), epitélias repair
folyamatokban (KApANCI és mtsai 1969) vesznek részt. Egyes adatok szerint az
alveolaris makrofigok (BERTALANFFY 1964) és az 1. tipusd alveolaris sejtek
(Evans és mtsai 1973) progenitor sejtjeinek tekinthetSk. Az 1. és 2. tipusi
alveolaris sejtek kozos alaphartyan helyezkednek el (KARRER 1956, O’HARE és
SHERIDAN 1970).

Az alveolaris makrofagok, az alveolaris epitéliumot borité feliiletaktiv
anyag, az un. szurfaktans vékony, filmszeri rétegében és igy tulajdonképpen az
alveolusok tirterében elhelyezkedd (NoveLL és THYLER 1971, KunN és FINKE
1972), nagyméretli, mononukleéris sejtek. Mint a tiidGszovet cellularis védeke-
zésének elsé vonalat képviseld sejtféleségek, melyek a terminalis légutakba
juté idegen anyagok eltavolitasaban és meéregtelenitésében (GREEN 1970,
HARRIs és mtsai 1970, SorokIin 1970, CoHEN és CLINE 1971) vesznek részt,
kulesfontossagi szerepet toltenek be a tiidGszovet skolégidjaban.

Az epitélias sejtek, ill. ezek alaphértyaja alatt talalhaték a kapillarisok,
ill. az azokat felépitd sejtféleségek, valamint az elszértan elhelyezkedd inter-
sticialis sejtek (RYAN és mtsai 1969, WEIBEL 1970), a fibrocitak is.
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A fent ismertetett sejttipusok megijulasat biztosité mechanizmusokra
vonatkozo ismereteink meglehetGsen bizonytalanok. Egyes adatok szerint az
1. és 2. tipusd alveolaris sejtek osztédasra képesek. Az 1. tipusu alveolaris
sejtek expandalé sejtpopulaciot képeznek (BERTALANFFY 1964), amelyben a
sejtek proliferaciéjat a szovet novekedése kiséri. A 2. tipusi alveolaris sejteket
viszont Ossejt-tipusd, megijulé sejtpopuldcionak tekintik (Evans és Bins
1969), melyben a sejtek szama az Gssejt kompartmentben az osztédas ellenére
sem valtozik, mivel a keletkez6 két leanysejt egyike, képzddésének helyét el-
hagyva, mas sejtféleséggé (LEBLOND 1964), pl. 1. tipusii alveolaris sejtté (Evans
és mtsai 1973) vagy makrofigga (BERTALANFFY 1964) alakul at. Minden jel
arra mutat, hogy a 2. tipusi alveolaris sejt proliferaciés képessége jelentGsen
meghaladja az 1. tipusi alveolaris sejt proliferaciés képességét (EvAns és mtsai
1973).

Az alveolaris makrofagok folyamatosan ijulnak meg (BRUNSTETTER és
mtsai 1971). Eltavolitasuk lehetséges titjaiként a vér (Brain 1970) és a nyirok-
keringésbe (MENZEL 1971) torténd migraciojuk, mas makrofagok altal torténd
fagocitozisuk (HEpPLESTON 1970) és a mukociliaris transzport (GREEN 1970 b)
emlithetGk. Eredetiikre nézve is eltérdek a vélemények. Egyesek szerint csont-
veld eredeti Gssejtek, melyek migracié titjan jutnak az intersticiumba, s innen
az alveolusokba (BRUNSTETTER és mtsai 1971). Masok szerint az intersticium-
ban o0szt6dé prekurzor sejtekbdl szarmaznak (Evans és Bins 1969). Olyan ada-
tok is ismeretesek, melyek szerint az érett alveolaris makrofagok osztédasra
képesek és proliferaciojuk révén torténik a sejtpopuldciéo megijulasa (Evans és
mtsai 1973, GOoLDE és Byers 1974). Végiil, mint mar emlitettiik, a 2. tipusd
alveolaris sejtek makrofagokka torténd atalakulasa is feltételezhets (BERTALAN-
FFY 1963).

Ugyancsak korlatozottak és bizonytalanok ismereteink a tiid8szovetet
f61épits sejtek proliferaciéjat molekularis szinten szabédlyozé mediatorokrél és
modulatorokrél. Az emlds szervezetek kiilonféle szoveteit f6lépits expandalé és
megijulé sejtpopulaciok, egymastél akar nagysagrendekkel is kiilonboz8 proli-
feracids rataja (BERTALANFFY 1969), vagy az indukalt DNS szintézisnek és az
azt kovetd proliferaciénak az a sajatossaga, hogy elektiven csak a széban forgo
sejtpopulacidhoz tartozé sejtekre szoritkozik (Sprermor 1971), arra utalnak,
hogy a sziveti proliferacié szabalyozasa — legaldbbis részben — a széveteket
f61épits sejtekre nézve szelektiv, azaz sejtvonal-specifikus természett. Ebb&l
kévetkezik, hogy a sziveti proliferacié szabalyozasaban sejtvonal-specifikusan
haté mediator vagy modulator molekulaknak, vagy legalabbis olyanoknak
kell részt venniiik, melyek sejtvonal-specifikus szabalyozasi folyamatokat indu-
kéalnak. E regulator molekulik sejtvonal-specifikus hatasat, koztiik és az elek-
tiven reagalo sejtféleségek kozott f6lléps specialis kémiai struktirak (recepto-
rok) altal meghatarozott kolesonhatasok biztosithatjak (VORHEES és mtsai
1973, VERLY és mtsai 1974).
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Egy adott sejtpopulacié proliferaciéjat specifikusan (szelektiven) sza-
balyozé anyagféleség, kiilonb6z6 sejtpopulaciékat tartalmazé szévetekbdl tor-
ténd izolalasa technikailag nehéz feladat. Elvileg két 1t kovetése kozott va-
laszthatunk: a) a tobbféle sejtpopulaciot tartalmazé szévethdl fizikai (ultra-
centrifuga, cell-sorter) vagy bioldgiai (sejttenyészet) modszerek segitségével
allitjuk eld a kivant sejtféleség tiszta, homogén populaciéjat, s ezt hasznaljuk
fol a széban forgo sejtek proliferaciéjat specifikusan szabalyozé endogén anya-
gok extrakciéjara és izolaldasara; b) a heterogén sejtpopuliaciokbél felépiild
eredeti szovetet extrahaljuk. A sejtes eredet szerint, valamint a kémiailag is
heterogén dsszetételli kivonathél azutan, az egyetlen sejtpopuléaciobél szarmazé
és hatasat kizarolag erre a sejtpopulaciora kifejts specifikus faktor izolalasat
kémiai uton végezziik el, mikézben a biolégiai hatast célzottan kivalasztott
teszt-rendszereken ellendrizziik.

Font ismertetett vizsgalatainkban az utébb emlitett utat kovettiik.
Miutan a heterogén kivonat a 10°-nél nagyobb, ill. a 10%-nél kisebb molsilyi
anyagait ultrasziiréssel eltavolitottuk, a biolégiai aktivitas a DEAE Sephadex
A-50 oszlopon pH 7—6 gradienssel és 0,1—0,2 M ségradiensnél két csiicshan
elualédott D, frakcioban volt lokalizalhaté. A D, frakciot CM Sephadex
C-25 oszlopon tovabb bontottuk 13 komponensre, és ekkor a biolégiai aktivi-
tas hordozéja tobb, koztiik az oszlopon nem két6d6 komponenst is tartalmazo,
C, frakcié anyagai kozott helyezkedett el.

Hangsilyozzuk, hogy ezekben a vizsgalatokban minden, eddig az iroda-
lomban kézlésre keriilt tiid8szovetre vonatkozé kisérlettel szemben, a biologiai
hatas mérése in vivo koriilmények kozott tortént. Az in vivo biolégiai tesztelés
kétségtelen hatranyai (viszonylag nagy anyagsziikséglet, az értékek nagyobb
szorasa stb.) mellett az alabbi elonyokkel rendelkezik: a) médot ad az anyag
in vivo hatékonysaganak kozvetlen megitélésére; b) az anyag ugyanazon allat
tobb szovetére gyakorolt in vive hatasanak szimultan mérése altal lehetdvé
valik a hatas szovetspecificitasanak egyidejii megitélése; c) elkeriilhetd a
mindig mesterséges kornyezetet jelentd in vitro rendszerek — a bioldgiai hatast
esetleg meghamisité vagy semlegesitd — inherens bizonytalansagi tényezginek
érvényesiilése; d) megbizhatobb lehetGséget biztosit a valédi inhibitor és a
toxikus hatasok — in vitro rendszerekben, olykor megoldhatatlan nehézségek-
be itk6z6 — elkiilonitésére.

Kisérleteinkben az aktiv anyag hatasanak sejtvonal-specifikus természe-
tét tobb oldalrél is valészintsitettiik. Autoradiografias méréseink szerint DNS
szintézis — jelentéktelen kivételektdl eltekintve — szamottevé mértékben,
csak az alveolusok felszinén elhelyezkedd sejtekben volt észlelhets. Mivel a
kiilonb6z6 sejtek biztonsagos megkiilonboztetését lehetGvé tevd hisztolégiai
eljarasokat kisérleteink soran nem alkalmaztuk, az alveolusok felszinén DNS
szintézist folytaté sejtekként az 1. és 2. tipusd alveolaris sejtek, valamint a
makrofagok johetnek szamitasha. A makrofagokrairanyulé6 hatast azzal zarhat-
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juk ki, hogy a hatékony frakcié makrofagokat ugyancsak b&ségesen tartal-
mazo lépszévetben in vivo, csontvels tenyészetben pedig in vitro kérilmények
kézott hatastalannak bizonyult. Ezek utan az aktiv anyag hatasanak lehetsé-
ges célsejtjeiként csak az 1. és 2. tipusi alveolaris sejtek maradnak. Irodalmi
adatok szerint az 1. tipusu alveolaris sejtek osztédasi és ennek alapjan DNS
szintézisének rataja a 2. tipusi alveolaris sejtekétdl jelentdsen elmarad (Evans
és mtsai 1973). Ezért nagy valdszintiséggel allithaté, hogy az észlelt hatas elsg-
sorban a DNS-t magasabb rataval szintetizalé 2. tipusd alveolaris sejtekre
iranyul. Az anyag hatasanak sejtvonal-specifikus természetét az ismertetett in
vitro mérések is megerdsitették. Mindezek alapjan jogosnak tiinik az a feltéte-
lezés, hogy a tiidGszévet 104—10° molsily tartoméanyba esé anyagokat tartal-
mazé vizes kivonatabél részlegesen tisztitott fehérje frakcié egy (vagy tiobb)
olyan faktort tartalmaz, melynek in vivo DNS szintézist gatlé hatasa a tiidére
nézve szovetspecifikus, a 2. tipusi alveolaris sejtekre nézve pedig sejtvonal-
specifikus természeti. A gatlas aspecifikus, toxikus eredete, egyrészt az in vivo
hatas szovetspecificitdsa, masrészt az anyag nagy dézisanak in vitro koriilmé-
nyek kozott kimutatott hatastalansaga alapjan kizarhato.

A C; frakcié biolégiailag hatékony komponensének fehérje természetét
az alabbi megfigyelések tamasztjak ala: a) a frakcié 3—510* D molsulyd,
tehat a fehérjék nagysagrendjébe tartozé komponenseket tartalmaz; b) a frak-
cié6 tilnyomé részben Folin pozitiv anyagokbdél épiil fel; ¢) ha a frakciot 24
oran at szobah6meérsékleten tartjuk, a biologiai hatds megsemmisithetd.

Az ismertetett kisérleti eredmények és a részlegesen tisztitott biolégiailag
aktiv anyag tulajdonsagaira vonatkozé megfigyelések alapjan feltételezziik,
hogy a (, frakci6 hatasos anyagat 3—>5 X 10* tartomanyba es6 molsillyal rendel-
kezs, fehérje természetii, fiziologias szabalyozasi funkciét ellaté, természetes
(endogén) gatlé faktor képezi. Az aktiv anyag tobb jellemzije (molsily-tarto-
many, szovetspecifikus hatas stb.) arra utal, hogy kisérleteinkben ugyanannak
az anyagnak a'részleges tisztitasara keriilt sor, amely Houck (1976) altal tiid6-
szbvethdl preparalt acetonszaraz por vizes kivonata ultrasziirletében is jelen
volt, és amely bronchus carcinoma-sejtek in vitro tenyészetének DNS szintézi-
sét és proliferaciéjat sejtvonal-specifikus médon gatolta. A biolégiailag aktiv
frakcio anyagainak tovabbi tisztitasara, anyagi természetének kozelebbi jellem-
zésére, biologiai hatasanak részletesebb elemzésére iranyulé vizsgalatok labora-
tériumunkban folyamatban vannak.

Koészonetnyilvanitds: Balazs professzornak a timocita és csontvel§ sejttenyészeteken végzett
tesztelésekért, Kopetty Didndnak kifogastalan asszisztensi munkajaért halas koszonetiinket
fejezziik ki.
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