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A cukoralkoholok, kéztiik a hexitolok kiilonb6z§ szarmazékai jelentds
sejtkarosité, citotoxikus, illetve citosztatikus hatassal rendelkeznek [12,13,15].
E szarmazékok koziil tobb vegyiiletet (Degranol, Myelobromol, Dibromdulcit
stb.) a daganatos betegségek gyégyszeres terapiajaban is felhasznalnak [20].
A gyakorlati alkalmazassal parhuzamosan tovabb folytatédnak azok a vizs-
galatok, amelyek e gydgyszerek sejtbiologiai hatasat, intracellularis tdmadas-
pontjat, hatidsmechanizmusat igyekeznek felderiteni. Az ésszehasonlité vizs-
galatokhoz sziikséges elGszor az egymasnak megfeleld, in. ekvitoxikus dézi-
sokat meghatarozni. A Puck és Marcus [19] altal kidolgozott mddszerrel
(telepképz6 képesség, colony forming ability) kvantitativ médon mérhetd:
a) az egyes szerek kiilonb6z6 dézisainak sejtkarosité hatasa, b) a vegyiiletek
stabilitasa oldatban, ¢) van-e a daganatsejt életciklusanak fokozottabban
érzékeny fazisa a szerrel szemben.

Ma mar a legtobb hatasos citosztatikumrél tudjuk, van-e ,,fazis-specifi-
kus” hatasa [1, 7]. Az alabb ismertetendd vizsgalatainkban 2—2 sztereoizomer
citosztatikum, a Myelobromol (Dibrommannit, DBM) és Dibromdulcit (DBD),
illetve a Dianhidromannit (DAM) és Dianhidrodulcit (DAD) kiilonb6z8 dézi-
sainak a sejttilélésre gyakorolt hatasat hasonlitottuk éssze. Tanulmanyoztuk
a DBD és DAD stabilitasat a feloldas utan. Tovabba megvizsgaltuk, hogy a
sejt életciklusanak egyes fazisai egyforman érzékenyek-e a DAD hatéasaval
szemben.

Anyag és médszer

A vizsgilatokat HeLa sejteken végeztiik. A tenyésztési médszer azonos
volt azzal, amit elzfleg Nias [11] irt le. A Paterson Laboratoriumban (Man-
chester) klénozott térzs sejtjeit 100 ml-es orvossagos iivegekben tenyésztettiik.
Atoltaskor, heti két alkalommal 1% 105 sejtet vittiink at 10 ml tapfolyadékba.

*E munka a Nemzetkozi Rékellenes Unié (U.I.C.C.) 4ltal adomédnyozott, Eleanor
Roosevelt International Cancer Fellowship (American Cancer Society) keretében, a Paterson
Laboratories, Christie Hospital and Holt Radium Institute-ban (Manchester) késziilt.
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A tapfolyadék osszetétele: Dulbecco altal médositott Eagle tapfolyadék, 109,
emberi kevert vérsavéval kiegészitve. Ilyen koriillmények kozott a sejtek loga-
ritmikus fazisban néttek.

A vegyiileteket jéghideg fiziologias NaCl-oldatban oldottuk fel és 0,22 u
porusnagysagi Millipore membransziirgvel sterilizaltuk. A DBD-t elGszor
dimetilacetamidban oldottuk, majd fiz. séoldattal higitottuk. Hosszantarté,
tobbszéri kezelés esetén az oldatot szétampullaztuk és —20 °C-on taroltuk.

A tilélési gorbéket Puck és MArcuUs [19] médszerével hataroztuk meg:
1000—1000 sejtet vittiink be 1—1 tenyésztd edénybe. A vizsgalt anyagot
0,05—0,2 ml-nyi oldatban adtuk a 10 ml tapfolyadékhoz. A kontroll tenyésze-
tekhez fiz. s6oldatot adtunk. 10 nap milva minden ép sejthdl 1—1 telep, kolo-
nia ndtt ki. A kezelést t1ilél§ sejtek aranyanak megallapitasa céljabél a kontroll
mintak tdlélését 1009%,-nak tekintettiik. Minden vizsgalathoz 3—3 parallelt
hasznaltunk és minden vizsgalatot megismételtiink.

A DBD és DAD bomlasat gy vizsgéltuk, hogy feloldas utan idékézon-
ként (5, 10, 20, 30, 45 pere, 1, 2, 3 . . . 6ra) mintdkat vettiink és azokkal kezel-
tilk a tenyészeteket. A toxicitas csokkenését a tiléls sejtek ardnyanak allandé
névekedése jelezte.

A fazisérzékenység megallapitasdhoz a sejteket TERASIMA és ToLMACH
[21] mitézis-szelekciés modszerével szinkronizaltuk. A szinkrénia fokat ugy
ellendriztitk, hogy meghataroztuk: a) a mitézis indexet rogton a mitotikus
sejtek dsszegyljtése utan, b) az atlagos sejtkett6z8dést (average cellular mul-
tiplicity) 6ranként, és a jelolgdési indexet SH-timidinnel 6ranként. A sejtkettd-
z6dést gy ellendriztiik, hogy a szinkronizalt populaciébél Falcon tenyésztd
edényekbe vitt mintakban 6rdnként megszamoltuk az egyedi és paros sejteket.
A kisérleti flaskakban levd szinkron sejteket a szinkronizalas utan 2 6ranként
kezeltiik 25 ug/ml DAD-dal 15 percig. Ez a dézis nem-szinkron tenyészetekben
109, tudlélést eredményezett. Kiillon modszert dolgoztunk ki az M és G, fazis
érzékenységének tanulmanyozasara: az aszinkron, egyrétegi tenyészeteket 15
percig kezeltik 25 ug/ml DAD-dal, majd a mitézisban levé sejteket a kezelés
utan azonnal (M fézis), illetve 1, 3 és 5 6ra milva (G, fazis) leraztuk, és centri-
fugalassal 6sszegylijtve tulélési vizsgalatra allitottuk be.

,»Jelolt mit6zis”” médszerrel hataroztuk meg, hogyan befolyasolja a DAD
a sejtek tovahaladasat a sejtcikluson keresztiil. A Leighton csévekbe, fedd-
lemezre iilepitett sejteket masnap 2 pCi/ml 3H-timidinnel (spec. akt.: 5 Ci/mM;
Radiochemical Centre, Amersham, England) 15 percig jeleztiik, majd alapos
6blités utan 10 ug/ml ,,hideg” timidinnel gatoltuk a tovéabbi jelolédést. A cso-
vek egyik felét 50 ug/ml DAD-dal kezeltiik 15 percig. Ezutan 2 ranként 1—1
mintat fixaltunk, orceinnel festettiik, Ilford L4 emulziéval lefedtiik és 9 napig
exponaltuk 44 °C-on. A mintdkban meghataroztuk a jelolt és jeloletlen mit6zi-
sok aranyat. A jel6lddési indexet hasonlé médszerrel, a jelslt interfazis sejtek
aranyanak megallapitasaval vizsgaltuk.
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Eredmények

A DBM s DBD az aszinkron HeLa sejtek tilélését 3—4 pg/ml dézisban
39-ra csokkentette, ,,folyamatos” kezelés esetén (1. abra). A két vegyiilet
kozotti toxicitaskiilonbség a dézis emelésével egyre szembetlinGbbé valt. A
DBD fokozottabb karosité hatasat az oldészer ilyen nagy higitasban (1:13 000)
nem befolyasolta. Az alacsonyabb dézistartomanyban mindegyik vegyiilettel
nyert gorbe alakja véllhoz (shoulder) hasonlit, mielGtt az exponenciélis szakasz
kovetkeznék. A sejtek tilélése a dianhidro-szarmazékoknal 1 ug/ml alatt 19,
ala csokkent. A két-két sztereoizomer koziil a dulcit-médosulatok toxikusab-
bak, mint a mannit-szarmazékok (2. abra).

A DBD és DAD bomlasanak vizsgalatanal a dézist ugy valasztottuk ki,
hogy a friss oldat nagyfoki sejtpusztulast idézzen el§. Ezutan az oldatot allni
hagytuk. A DBD 3 ug/ml dézisa a feloldas utan csaknem az dsszes sejtet el-
pusztitotta, folyamatos kezelés esetén. 4 és 10 6ra kozott a toxicitas jelentdsen
csokkent, de a 48 és 72 6ras oldat hatasara a tilélés még mindig esak 60—709,-
ot ért el (3. abra). A DAD toxicitasa egyenletesen csokkent és 72 éra alatt ha-
tastalanna valt. Fiziolégias NaCl-oldatban valé oldas, valamint a hGmérséklet
csokkentése a szer bomlasat lassitotta (4. abra). Egy masik kisérleti szériaban
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1. dbra. HeLa sejtek tdlélési gorbéi Dibrommannit (DBM) és Dibromdulcit (DBD) kiilonb6z8
dézisaival torténd kezelés utdn
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2. dbra. HeLa sejtek tilélési gorbéi Dianhidromannit (DAM) és Dianhidrodulcit (DAD)
kiilonb6z6 doézisaival torténd kezelés utan

a bomlasi gérbe lépcs6zetes volt (5. abra), amelybél a bomlas kinetikajara,
a keletkez6 intermedierek valtozé toxicitasara lehet kévetkeztetni.

A fazis-érzékenységre vonatkozé vizsgalatok el6tt megallapitottuk, hogy
a nem-szinkron kontroll He La sejtek telepképz8 képessége 70 —809,. Ugyan-
ennyi volt a szinkronizalt sejteké is. A szinkronizalt sejtekkel torténd vizsga-
latokhoz révid, 15 perces kezelési iddt valasztottunk, hogy az eredeti, bomlat-
lan molekula hatasat kovethessiik. Ilyen rovid kezelés esetén a sejtpusztulas
10—30 pg/ml kozott kovetkezett be (6. abra).25 ug/ml DAD hatasara a til-
élés 10%,-ra csokkent. Kozvetleniil a szinkronizalas utan a mitézis index 849,
volt. Az atlagos sejtkettdz6dés az els6 18 6ra folyaman éallandé szinten maradt,
atlagosan 1,8 sejtet tartalmazott minden telep. Ez annyit jelent, hogy a ,,te-
lepek” 809,-a tartalmazott két leanysejtet, amelyek a mitotikus sejtekbdl
szarmaztak (7. abra). A jel6l6dési indexek azt mutattdk, hogy az elsé 8 ora
folyaman igen alacsony szazalékban fordultak el§ S fazisban levé sejtek. A je-
1616dési index alapjan megallapithaté, hogy a G, fazis atlagos idGtartama 10
6ra, az S fazisé 11 6ra (7. abra). Az atlagos sejtciklus idébdl (24—25 6ra) ki-
vonva az M -+ G, -+ S idétartamat, megkapjuk a G, fazis hosszat (4—5 ora).
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DBD bomlasa 37°C-os tdpfolyadékban
Do6zis: 3 ug/ml

19 oldeszer:

Dimethylacetamid
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3. dbra. DBD sejtkérosité hatdsinak csokkenése a feloldds utdn kiilonb6z8 idépontokban vett
mintdkban
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4. dbra. DAD sejtkdrosité hatdsdnak csokkenése a feloldds utdn, kiilonbozs kisérleti kériillmé-
nyek kozott
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100
DAD bomldsa 37°C-o0s tapfolyadekban
Doézis: 036 wug/ml
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5. dbra. DAD sejtkdrosité hatdsdnak csokkenése a feloldds utdni korai idépontokban
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6. abra. HeLa sejtek talélési gorbéje DAD-dal torténd rovid, 15 perces kezelés utdn
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7. dbra. Szinkronizalt HeLa sejtek jelolgdési indexe (—— O —QO——) és atlagos sejtkettdz6-
dése (A.S.K., —*——%—) a szinkronizalds utdn kiilonb6z6 idépontokban vett mintdkban
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8. dbra. Szinkronizdlt HeLa sejtek tilélése DAD-kezelés utdn. A kezelés az abszcisszdn fel-
tiintetett id6pontokban, 25 ug/ml dézissal, 15 percig tortént. A gorbe két kiilon kisérlet dtlagos
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9. dbra. M és G, fdzisban kezelt HeLa sejtek tulélési gorbéje. Kezelés médja: 25 pug/ml DAD,
15 perc

Erre a kozvetett meghatarozasra azért van sziikkség, mert a kiiilepitett szink-
ron populédcié a szinkronizalas utdn 20—22 éraval kezdi elvesziteni szinkré-
niajat.

A DAD-dal végzett fazis-érzékenység vizsgalatbél megallapithatd, hogy
a G, fazis folyaman a tulélési szint nem valtozott jelentdsen. Az S fazis korai
szakaszanak megfelel 12. 6raban a sejtek rezisztenciaja hirtelen megnétt, majd
ezt kivetdleg fokozatosan csokk enta 20. 6raig, amely idGpont az S—G, at-
menetnek felel meg. Ezutan a gorbe emelkedése a sejtrezisztencia lassd nove-
kedését jelezte a G, fazis folyaman (8. abra). A G, és M fazis érzékenységét
kiilon kisérletben tanulmanyozva megallapithattuk, hogy a mitotikus sejtek
sokkal érzékenyebbek a DAD irant, mint a késdi G, sejtek. A G, fazis korabbi
idépontjaiban a sejtek rezisztencidja csokkent (9. abra).

A G, fazis kozéps8 szakasza és az S fazis korai periédusa kozott mutat-
kozé érzékenységheli kiilonbséget kiilon kisérletben is megergsitettiik. Szinkro-
nizalt sejteket a szinkronizalas utan 5 és 12 6raval kiillonb6z6 DAD-koncentra-
ciokkal kezeltiink. A két idGpontban felvett gorbék lefutdsa egyértelmiien bi-
zonyitotta a két fazis kozott fennallé érzékenységbeli kiilonbséget (10. abra).

A sejteknek az M féazisba toérténd haladasat vizsgalva megallapithattuk,
hogy a jelzett mitézisok ardnyanak emelkedése az elsé 8 6ra folyaman azonos
volt a kontroll és DAD-kezelt tenyészetekben. Ez arra utalt, hogy a G, és az
S fazis kései szakaszaban lev§ sejtek normalis iitemben haladtak az M fazisba.
A DNS szintézis korabbi szakaszaiban lev§ sejtek haladasa kezelés hatasara
jelent8sen lelassult. A kezeléskor G, fazisban tartézkodé sejtek nem jutottak
el az M féazisig a 24 6ras kisérlet folyaman, amint azt a 10. és 24. éra kozott
csaknem 100%,-ban jelenlevd jelzett mitézisok bizonyitottdk (11. abra).

MTA Biol. Osst. Koal. 19, (1976)
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11. dbra. Jelzett mitézis gorbe kezeletlen (— — —O— --) és 50 ug/ml DAD-dal kezelt (—QO—)
aszinkron HeLa tenyészetekben
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Megbeszélés

A sztereoizomerek 6sszehasonlité vizsgalatabol kitiint, hogy mind a Br-
szubsztitualt derivatumok, mind a dianhidro-szarmazékok esetében a dulcit-
konfigurdcié rendelkezik magasabb toxicitassal. A dianhidro-szarmazékok
koriilbeliil egy nagysdgrenddel toxikusabbak a Br-derivatumoknal. A két
dianhidro-szarmazék kozott allatkisérletekben is csak kvantitativ kiilonbség
mutatkozott: a DAD-bél felényi dézis volt sziikséges ugyanakkora daganat-
gatl hatas eléréséhez, mint a DAM-b6l (INsTiTORIS és mtsai 4). A Br-szarma-
zékok viszont a tumorspektrumra valé hatasukban is eltértek egymastol
(KELLNER és mtsai 5).

A DBD és DAD kémiai felezési idejét a tobb 1épésben torténd lebomlas
miatt nem lehetett meghatarozni. A bomlési gorbe lépcs6zetes alakja valo-
szinlivé tette toxikus kozti-termékek képzodését. Igy egy adott idépontban
valészintileg tobb komponens egyiittes hatasanak eredményét figyelhettiik
meg. Eltérének mutatkozik a DAD és DBD bomlasi végterméke, mivel a
DAD 72 6ras allas utdn hatastalanna valt, mig a DBD-oldat még jelentds sejt-
karosité hatassal rendelkezett.

A tulélési vizsgalatok igazoltak azokat a citomorfolégiai megfigyelése-
ket, melyek szerint az eddig tanulmanyozott cukoralkohol-szarmazékok koziil
a DAD a legtoxikusabb [5, 10, 12]. A tulélési gérbén a ,,shoulder’ arra utal,
hogy a sejtekben a karosito hatéas a dézis emelésével halmozddik, amely végiil is
a sejt pusztulasihoz vezet [3]. Az ilyen ,,sigmoid”-tipusi goérbék az ionizalo
sugarzasokra és a legtobb alkilez§ szerre jellemzGek. A ,,shoulder” jelenléte
masrészt egy olyan kiiszobdézist is jelenthet, amelynél egy elégtelen drog-
mennyiség keriil be a sejthe, és az érzékeny ponthoz kotddve fejti ki hatasat.

A DAD-dal kezelt aszinkron HeLa sejtek tilélési gérbéje magasabb dé-
zisoknal sem mutat olyan valtozast, mint a fazis-specifikus szerek, amelyek-
nél ,,plateau’ alakul ki. A szinkronizalt sejtekkel végzett kisérleteink szerint
a sejtek valtozo érzékenységet tanusitottak életciklusuk kiilonb6z6 fazisaiban.
Az M és G, fazisok fokozottabb érzékenysége épp tgy jellemz6 a DAD-ra,
mint mas alkilezd szerekre [1, 7]. Az S fazis korai szakaszanak kisebb érzékeny-
sége arra utal, hogy a méar beindult DNS szintézis rezisztensebb a droggal
szemben, mint a preparativ szakasz. MUELLER [8] szerint az tdn. ,,transcrip-
tion-controlled” sejtek, mint pl. a HeLa torzs, leginkdbb korai S fazisban
igénylik az RNS szintézisét. Nem zarhat6 ki annak lehet8sége, hogy éppen
ebben a periédusban folyé RNS szintézis az a metabolikus folyamat, amely
a tobbihez képest jobban ellenall a szer hatasdnak. Az S fazis masodik szaka-
szara viszont a fokozott érzékenység jellemzs, amelybe a késén replikalodé
DNS szintézise is beleesik. Aktinomicin D-vel és p-fluorofenilalaninnal végzett
vizsgalatokban kimutattak [9], hogy a HeLa sejtek DNS szintézisének utolsé
harmada rendkiviil érzékeny ezekre az RNS- és fehérje inhibitorokra.

MTA Biol. Oszt. Kézl. 19, (1976)
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A HelLa sejtek valtozé érzékenysége az S fazis folyaméan egy mésik meg-
figyeléssel is osszefiiggésbe hozhat6, amely szerint a DNS szintézis mértéke az
S fazis folyaman HeLa sejtekben nem allandé. Kozuka és Moore [6] azt
talaltak, hogy az els6 szakaszt (S,) lassi, a masodik szakaszt (S,) pedig igen
gyors *H-timidin felvétel jellemzi. Hasonlé megfigyelést tett CLEAVER [2]
L-sejteken. A korai S fazis csokkentebb DAD-érzékenysége a csokkent inten-
zitasi DNS szintézissel is dsszefiiggéshe hozhaté. A G, fazis kisebb érzékeny-
ségét mind a szinkronizalt sejtekkel végzett kisérletek, mind a jelzett mitézis
kisérlet egyértelmiien kimutattak. A G, sejtek haladasa az M fazisha DAD
kezelés hatasara sem valtozott. A G, fazis mas alkilezGkkel szemben is rezisz-
tensebb, mint a sejtciklus tobbi fazisa [1, 7].

Mas citosztatikus hatasid cukoralkohol szarmazékokkal, igy a Degranol-
lal és Dibromdulcittal végzett vizsgalataink [14, 16, 17, 18] a sejtciklus id&-
tartaménak, elsGsorban az S és G, fazisok hosszanak megnyilasat mutattak ki.
A DAD esetében egyetlen fazison beliil tapasztaltunk valtozé érzékenységet.
A DNS szintézis fazisanak kiilonboz6 érzékenységili szakaszokra valé felosz-
tasa hozzajarulhat a DAD hatasanak szubcellularis szinten térténd jobb meg-
ismeréséhez.

Osszefoglalas

Szerz6 6sszehasonlitotta 4 citosztatikus hatasd cukoralkohol szarmazék,
a Myelobromol (Dibrommannit, DBM), a Dibromdulcit (DBD), a Dianhidro-
mannit (DAM) és Dianhidrodulcit (DAD) hatasat HeLa sejtek tdlélésére szo-
vettenyészetben. A dulcit-vazzal rendelkezd vegyiiletek toxikusabbak, mint
a megfeleld sztereoizomerjeik, a mannit-szarmazékok. Masrészt, az anhidro-
vegyiiletek koriilbeliil egy nagysagrenddel toxikusabbak a megfeleld Br-deri-
vatumoknal.

A DBD és DAD bomléasat ésszehasonlitva megallapithaté volt, hogy a
DAD a tenyésztd folyadékban, 37 °C-on 72 6ra alatt hatastalanna valik, mig
a DBD hasonlé kiorilmények kozott még jelentds toxicitassal rendelkezik.
A ,,bomlasi gorbe’ alakjabol toxikus kozti termékek képzddésére lehetett ko-
vetkeztetni.

A HeLa sejtek életciklusanak fazisai kéziil az M, a G, és az S fazis késdi
szakasza, az S—G, atmenet fokozottabban érzékeny volt a DAD hatasaval
szemben, mint a sejtciklus t6bbi szakasza. A DNS szintézis fazisa a DAD hata-
saval szemben két szakaszra oszthaté: egy korai, rezisztensebb, és egy kései,
érzékenyebb szakaszra. A kisérletbdl megallapithaté, hogy a DAD nem fazis-
specifikus alkilez6 szer, azonban a sejtciklus egyes fazisai valtozé érzékeny-
séget tantsitanak a szerrel szemben.
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