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A majsejtproliferacié szabalyozasara és a majregeneracié indukaldsara
vonatkoz6 megfigyelések alapjan majeredetd endogén inhibitorok (Deschamps
és Verly 1975, Menczel és mtsai 1976, Onda és Yoshikawa 1975, Simard és
mtsai 1974, Verly és mtsai 1971) és stimulatorok (Fischer és mtsai 1971, Fred
és Sorof 1966, Morley és Kingdom 1973, Morley 1974) létezése egyarant fel-
tételezhets. Ennek ellenére a proliferacié szabalyozas molekularis vizsgalatara
vallalkozé, ujabb keletid kutatasok tobbsége egyoldali elényben részesiti az
inhibitorokkal toérténd szabalyozas gondolatat, és indokolatlanul kevés figyel-
met szentel a stimulatorok szerepének,illetve a kettds kontroll alatt allé sza-
balyozas lehetdségének. Az érdeklédés ardnytalansagaban szerepet jatszik az
utébbi idében fokozatosan tért h6dité kalon-koncepcio (Bullough 1973, Iversen
1967, Thornley és Laurence 1975) megalapozatlanul altalanosité, konzervativ
értelmezése, amely a proliferacié, negativ visszacsatolas elvén megvalésuld,
csak inhibitorokkal torténé szabalyozasnak kizarélagos szerepet tulajdonit.
Noha a kalon-koncepcié alapjan feltételezett, sejtvonalspecifikus inhibitor
anyagok elméleti fontossaga vitathatatlan, a daganat-terapiaval kapcsolatos
potencialis jelentsége (Rytoma és mtsai 1976, Rytoma és mtsai 1977) pedig
nyilvanvalé, a stimuldtorok létezésére utalé megfigyelések semmibevétele a
szabalyozas valodi természetének félreismerése mellett azt is eredményezheti,
hogy elhanyagoljuk az elméletileg és gyakorlatilag egyenrangi fontossagu,
stimulator hatasokat kozvetits, természetes szabalyozé anyagok kutatésat.

Aligha szorul b&vebb bizonyitasra, hogy egy osztédasi nyugalomban,
illetve aktiv osztédasban lev sejteket tartalmazd, homolég szovetben jelen-
levd, endogén szabalyozé anyagok mennyiségének vagy/és mindségének, és
igy az altaluk kézvetitett biologiai hatasok ereddjének is — a szévet osztédasi
aktivitasa aktualis mértékének fiiggvényében — kiilonboznie kell. E meg-
fontolas mellett vizsgalataink iranyat a proliferacié endogén regulatorainak
peptid természetére utalé megfigyelések és kisérleti adatok (Morley 1974,
Verly és mtsai 1971) is meghataroztak. A fentiekre alapozott kisérleti tervek
megvaldsitdsa soran nyert eredményekre tdmaszkodva, jelen kozleményiink-
ben a mitotikusan nyugvé, illetve részleges majirtassal fokozott osztédasra
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késztetett sejtekbdl allé6 majak vizes kivonataib6l részlegesen tisztitott peptid
komponensek kromatografias mintazatainak és az egyes frakciokban talalt
anyagoknak a DNS-, RNS- és fehérje-szintézisre, valamint Novikoff hepatoma
és NK/Ly ascites sejtek proliferaciéjara gyakorolt hatasainak 6sszehasonlité
vizsgalataval szerzett tapasztalatainkat foglaljuk 6ssze.

A kisérleti modszerek ismertetése

Kisérleti allatok : vizsgéilatainkhoz 150—200 g testsulyi, ivarérett, him
és néstény CFY patkanyokat (LATI) hasznaltunk.

Miitéti eljardasok: a majak részleges eltavolitasa éter narkézisban, minden
esethen 1/2 9 és 1/2 10 o6ra kozott, Higgins és Anderson (1931) szerint tortént.
A miitét idGpontjaban eltavolitott, osztédasi nyugalomban levé sejteket tar-
talmazé majak képezték a kontroll (K), a 24 éraval a részleges majirtast kove-
téen eltavolitott, aktiv osztédasban levé sejteket tartalmazé majak pedig a
regeneralé (R) szovetbdl el8allithat6 regulator anyagok forrasat.

Szovetkivonatok készitése: a K és az R méajak feldolgozasa azonos eljaras-
sal tortént. A majakat, kozvetleniil eltavolitasuk utan, négyszeres mennyiségi
jéghideg desztillalt vizzel 1500/perc fordulatszammal, 3 percig homogenizaltuk
jégbe meritett, teflon-iiveg homogenizatorral. A homogenizatumokat 4 réteg
steril gézen sziirtiik, és ezt kovetGen 30 percig 23000 g-vel, majd 90 percig
135000 g-vel centrifugaltuk. A feliiliszot, kiillondsen a regeneralé majak fel-
dolgozasanal feltlind mennyiséghen jelentkez8 zsirnemi anyagok eltavolitasa
érdekében, laza vattat tartalmazé iivegtdleséren ontottik at. Az igy el6készi-
tett feliiliszok képezték a kromatografias szeparaciés lépések kiindulé anya-
gait.

Elvalasztasi technikdk : a szévetkivonatok komponenseinek kromatogra-
fias szétvalasztasa soran lényegileg Grof és munkatarsai a biolégiai folyadékok
peptidkomponenseinek elvalasztasara bevezetett, kombinalt eljarasat kovet-
tik (Groéf és mtsai 1974, Menyhart és Grof 1977).

1. Ioncserélo kromatogrdfia: a K és R kivonatokbdél elGzdek szerint el6-
allitott és megkozelitGen azonos fehérjemennyiséget tartalmazé feliilliszé 50
ml-ét, eldzetesen 0,1 M ecetsavval egyensilyba hozott DOWEX 50 W—X12
kationcseréls oszlopra (2,6 x40 cm) vittik fel, majd 0,1 és 0,5 M ecetsavval,
5,0 ml/min. atfolyasi sebesség mellett elualtuk. Az eluatumok optikai akti-
vitasat két, sorba kapcsolt rendszeren mértiikk; 280 nm-es transzmisszi6t
UVICORD II. (LKB) fotométerrel, 240 nm (ill. gélkromatografia esetén 220 nm)
hullimhosszon PMQ II. (OPTON) automata spektrofotométerrel extinciot
mértiink, melyeket folyamatosan linearisan regisztraltunk. Az OPTON rend-
szer atfolyé kiivettajanak fényidthossza 1 em, az LKB rendszeré pedig 0,3 cm
volt. Az egyes kromatografias csicsoknak megfelel§ frakcidkat egyesitettiik,
majd liofilizaltuk.
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2. Gélkromatograifia :

a) viltozat: a fentiek szerint nyert liofilizaitumokat 2,5 ml deszt. vizben
oldottuk és SEPHADEX G-25 (superfine) géllel t51t6tt oszlopra (2,6 X 100 cm)
vittilkk, majd 0,02 M foszfatpufferrel, 0,5 ml/perc atfolyasi sebesség mellett
elualtuk. Az eluatum 220 és 280 nm-en mért optikai aktivitisdnak mérése
és az eludtum kezelése mindenben megegyezett az ioncserélé kromatografianal
leirtakkal. Az eljarast SEPHADEX G-10-en, ,.batch” technikaval végzett
sotalanitassal fejeztiik be.

b) wdltozat: mas esetekben a vizes szovetkivonatokat 809,-os (g/vol.)
végkoncentriciéju etanollal fehérjétlenitettiik, illetve extrahaltuk. Az alko-
holos kivonatot beparoltuk, a visszamaradé anyagokat 2,5 ml desztillalt viz-
ben oldottuk, majd SEPHADEX G-25 (superfine) géllel téltott oszlopra
(2,6 X100 cm) vittiik fel, és az a) valtozat szerint elualtuk. Az eludtumokat
SEPHADEX G-10 géllel végzett rekromatografalassal sétalanitottuk, s a szét-
valasztott frakcidkat kiilon gytjtottiik és liofilizaltuk.

Kémiat eljarasok :

A kromatografidsan szétvalasztott frakciok peptid tartalmanak bizo-
nyitasa a mintdkban savanyu hidrolizis (6 N HCI, 100 C°, 24 éra) utan meg-
jelené aminésavak papirkromatografias kimutatdsaval tértént (Whatman 3
MM papir, butanol:viz:jégecet 3:1:1; elGhivas ninhidrinnel). Az eluatumok
peptid-komponenseinek mennyiségi meghatarozasa Folin-reagenssel (Lowry
és mtsai 1951), a szabad aminocsoportok mennyiségi meghatarozasa pedig
ninhidrin reakciéval tortént.

Biologiai teszirendszerek :

1. DNS, RNS és fehérje prekurzorok beépiilésének mérése.

10 ml-es iivegedénykékbe mért 10 ul médiumban 20 pg fehérjét tartal-
mazé teszt anyagra 0,5 ml, 4 C°-o0s, F' 199 szovettenyészt8 médiumot mértiink,
amelybe 24 6ras regeneral6 patkanymajakbol (illetve vesékbél), hazilag készi-
tett eszkozokkel preparialt, 7—8 db. mikroszévethasdbot (1xX1X3 mm)
helyeztiink. A kontroll preparatumok 10 ul mennyiségi, az eléz6ekben leirt
médon sétalanitott, eredetileg 0,02 M koncentraciéji foszfat puffert tartal-
maztak. A kénuszukon levehet§ és légmentesen zaré gumisapkaval ellatott,
két injekcios tivel atszirt gumidugéval zarhaté edények gazterét a tikon
keresztiil 59, CO,-ot és 959, O,-t tartalmazé gazkeverékre cseréltiik ki. Ezt

kévetGen Hamilton mikrofecskenddvel — melynek tdjét a gumidugé egyik
injekecids tijén keresztiil az edénybe vezettik — 5 ul-ben 5uCi 3H-uridint,

és 0,02 uCi “C-leucint tartalmazé keveréket fecskendeztiink az inkubals
médiumba. 15 perces ,,hideg’ (4 °C) inkubalas utén, 37 C°-on végzett 30 perces,
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majd 10 ul-ben 5 uCi *H—TdR-t tartalmazé medium befecskendézését kove-
t8en tovabbi 20 perces razatassal (100 min~! frekvencia) kombinalt inkubalas
kovetkezett. Az inkubéciés periédus végén, a médium leontése utan 3 ml,
jéghideg TCA-t pipettaztunk a szdvetkubusokra. Homogenizalast és centri-
fugalast kovet8en a csapadékot haromszor jéghideg TCA-val, egyszer etanol-
éter 3:1 aranyu keverékével,és egyszer éterrel mostuk. A mosasokat a csapadék
centrifugacs6ben végzett reszuszpendalasaval végeztiik.

Az elébbiek szerint el6kezelt mintdkb6l a DNS, RNS és fehérje szét-
valasztasa az alabbiak szerint tortént: az RNS-t szobah6mérsékleten 18 éran
at, 0,5 M KOH-al hidrolizaltuk, majd a liggal azonos térfogatd 0,75 M HC10 ,-el
torténd savanyitassal a DNS-t és a fehérjét lecsaptuk. Centrifugalds utin a
feliilliszot megtartottuk, és a csapadékot haromszor mostuk pontosan bemért
mennyiségii desztillalt vizzel, majd az eredeti feliiliszét s a moséfolyadékot
egyesitettiik (I. feliiliszé). A csapadékot, 2,5 M KOH jelenlétében 90 percig
90 C°-os vizfiirdébe (fehérje-hidrolizis), majd 3,0 M végkoncentraciéji HC10,
jelenlétében, 15 percen at forré vizfiird8be helyeztitk (DNS hidrolizis). A centri-
fugalas utan nyert II. feliilldsz6b6l *H-(DNS) és 1C-(fehérje), az I. feliihisz6bol
pedig *H-energiaji (RNS) sugarzast mértiink. A radioaktivitds mérése 5 ml
szeintillaciés folyadékba (Instagél) mért 500 ul mintaval, 299 (*H), illetve
659, (14C) hatasfokkal tortént. A fehérjét ninhidrinnel, valamint Lowry szerint
(Lowry és mtsai 1951), a DNS-t Burton szerint (Burton 1965), az RNS-t
pedig orcin reakciéval (Brown 1946) hataroztuk meg. A radioaktivitas és a
kémiai mérések eredményei alapjan a DNS, RNS és fehérje-szintézis intenzi-
tasat reprezentalé specifikus aktivitasokat szamitottunk.

2. Sejiproliferdcio mérése:

209, lészérummal kiegészitett Fisher médiumban tenyésztett NK/Ly
ascites és Novikoff hepatoma sejtek szamaban 24 o6ra alatt bekovetkezs val-
tozas mérésével tortént. A vizsgalt anyagokat 10,20 és 100 ug/ml fehérjére
szamitott koncentraciéban adtuk a tenyészetekhez. A sejtek szamolasat
Biirker kamraban, mikroszkép alatt, 1200-szoros nagyitas mellett végeztiik.

Eredmények

1. A K és R tipusit kromatogramok ésszehasonlito elemzése.

A K és R majak kivonatainak ioncseréls oszlopon nyert, 240 és 280 nm-en
folyamatosan regisztralt kromatogramjan emlitésre mélté kvalitativ kiilonb-
ségek nem mutatkoztak (1. @dbra). Mindkét kivonathél egy, a kivonat fehérje
komponenseit reprezentalé (jelen vizsgilat soran toviabb nem analizilt), P
frakecié mellett, egy 0,1M ecetsavval elualhaté, mindkét hullaimhosszon elnye-
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lést mutato, viszonylag homogén D,-frakeié és egy 0,5M ecetsavval elualhaté,
a K és R kivonatokban hasonlé mintazati, de nyilvanvaléan heterogén 6ssze-
tételdi D, frakcié volt elkiilonithetd. A kémiai analizis szerint a K és R kivo-
natok D, és D, frakciéja egyarant peptid-komponenseket tartalmazott.
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1. dgbra. Kontroll (K) és regeneralé (R) patkdanymadjak vizes kivonatdnak DOWEX 50 W —X12
gyantdval t6ltott oszlopon nyert kromatogramja. A P betii a (vizsgdlatra nem keriilt) fehérje,
a D, és D, a (vizsgélatra keriilt) peptidtartalma frakeciék jelzése

D, 1

A D, frakeiék liofilizditumanak 220 és 280 nm-en folyamatosan regisztralt
SEPHADEX G-25 gélkromatogrifias profilja lathaté a 2. dbran. A biolégiai
aktivitds mérése az abran lathaté S;A, S;B és S,C frakciokkal tortént.

Mind a K, mind az R kivonatbdl szarmazé S;A frakciokban harom kom-
ponens volt elkiilénithetd, amelyek koziil — V. alapjan szamolva — a K kivo-
nat 1 komponense az R kivonat 2 komponensével, a K kivonat 2 komponense
az R kivonat 3 komponensével identikusnak tekinthets. A K kivonat 280 nm-
en elnyelést mutaté anyagot nem tartalmazé 3. és az R kivonat 1 komponense
viszont kizarélagosan csak a K, illetve az R kivonatokban voltak jelen.

A K és R kivonatok S,B frakciéi profiljainak eltérései felttinébbek.
A frakcik heterogenitasa mindkét esetben nyilvanvalé. Ezen beliil azonban —
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2. dabra. Kontroll (K) és regeneralé (R) patkdnymdjak vizes kivonatabél, ioncseréld kromatog-

rafiaval elsallitott D, frakcibk SEPHADEX G-25 géllel toltott oszlopon nyert 280 (transz-

mittancia) és 220 (extinkcié) nm.-en szimultdn regisztralt kromatogramjai. S;A, S;B és S;C

a bioldgiai tesztelésre keriilt frakcidk, a kromatogramokon féltiintetett szimok pedig a frakciok

komponenseinek jelzései. A transzmittancia és az extinkeci6 skaldk egymashoz viszonyitva nem
léptékardanyosak

kvantitativ és kvalitativ — kiilonbségek mutatkoznak. A K és R kivonat
S;B frakciéjanak komponensei kozott fennallé legfeltiinébb kiilonbség a
280 nm-on abszorbedlé komponensek viszonylagos hidnya a K kivonatban.
Amig az R kivonatban legnagyobb mennyiségben a komponens mindkét
hullamhosszon abszorbeal6 anyagai voltak jelen, a Kkivonat 3 komponense az
S,B frakcié legkisebb mennyiségben jelenlevd anyagait reprezentaltak. Végiil
megallapithat6, hogy a 4-es komponens K kivonatban jelenlevé anyagainak
mennyisége jelentdsen meghaladja az R kivonatban taldlhat6 hasonlé anyagok
mennyiségét.

A K és R kivonat csaknem homogén S,C frakciéiban csak kvantitativ
kiilsnbségek talalhaték: a K kivonatbdl nyert S,C frakcié mennyisége kb.
hatszorosa az R kivonat identikus frakciéjanak.
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A D, frakcié liofilizituméanak gélkromatografiaval nyert profiljait a
3. @brdn mutatjuk be, ahol az S,A, S,B és S,C frakciék gytjtése a fentiekben
ismertetett médon tortént. A K kivonat S,A frakciéja kevesebb komponenst
tartalmazott, mint az R kivonat azonos frakciéja. A két kivonat S,B és S,C

frakcidinak komponensei — a V. -0k alapjan megitélve — azonosaknak
tekinthetdk.
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3. abra. Kontroll (K) és regeneralé (R) patkdnymadjak vizes kivonatdbél, ioncserélg kromatogra-
fidval elgallitott D, frakciok SEPHADEX G-25 géllel toltott oszlopon nyert 280 (transz-
mittancia) és 220 (extinkcié) nm.-en szimultin regisztralt kromatogramjai. S,A, S,B és S,C
a bioldgiai tesztelésre keriilt frakeidk, a kromatogramokon foltiintetett szamok pedig a frakeidk
komponenseinek jelzései. A transzmittancia és az extinkcié skaldk egymashoz viszonyitva nem
léptékarinyosak

A gélkromatografia b) valtozataval kapott, 220 nm-en regisztralt min-
tazatat a 4. dbran mutatjuk be.

A K és R kivonatbél nyert S,A; frakeiék egyarant harom, kromatog-
rafiasan azonosan viselkedd, egymastél mennyiségileg is csak lényegteleniil
kiilonb6z6 komponenshél alltak. Ugyanakkor a K és R eredetii S,B,, frakcick

Orvostudomdny 29, 1978



216 MARCSEK — GROF - MENYHART

2 K-kivonat

ml

TRANSMITTANCIA (280nm)
X
|
N
>
o)
|
|
%)
N
o]
o
|
|
wn
N
o
o,
oy

50 1

200 .‘.gj 600 800 mi
+—=S7A,—+— 5B, —+— 5,0, —
ER.A K G & OK

4. abra. Kontroll (K) és regenerdlé (R) patkdnymdjak vizes kivonatabdl nyert alkohol os

extraktumédnak a SEPHADEX G-25 gélkromatografia b) viltozatdaval eléallitott, 280 nm.- en

(transzmittancia) regisztralt kromatogramjai. S,B; és S,Cy a biologiai tesztelésre ker iilt
frakciok, a kromatogramokon lev szdmok pedig a frakei 6k komponenseinek jelzései

egyarant 6t komponenst tartalmaztak, melyek koziil a K eredeti 4. és R ere-
detd 5. komponensek, kromatografias ismérvek alapjan,a heterolég frakeiék
azonos szamozasi komponenseitdl kilénbozd anyagféleségeket tartalmazé
osszetevéknek latszanak.

2) A gélkromatogrdifiaval nyert frakciok biolégiai hatdsai :

a) Hatdas a DNS szintézisre (*H-TdR inkorporacid).

Az egyes kromatografias frakcick DNS szintézisre gyakorolt hatasainak
vizsgalata el8tt, tesztrendszeriink reaktivitasidnak ellendrzésére jelzett pre-
kurzoroknak makromolekulakba térténd beépiilését vizsgaltuk a DNS szin-
tézist specifikusan gatlé hidroxiurea (HU) jelenlétében (1. tdbldzat).
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I. Tablazat

Szintézis (00) %)

HU é
(uM test) ' DNS RNS [ Fehérje
0.25 ~41 +7 | -2
0,50 —49 (') +11 | 47

Tesztrendszeriink reaktivitasat bizonyitotta, hogy HU jelenlétében kiza-
rélag a 3H-TdR DNS-be torténé beépiilése csokken (<7 0,1 uM koncentraciok-
nal), mig az RNS-be és fehérjébe torténd prekurzor inkorporacié szignifikansan
nem valtozott.

Az egyes frakciok DNS szintézisre gyakorolt hatéasait az alabbiak szerint
foglalhatjuk éssze: az S,B frakciok kivételével nem volt kiilonbség a K és R
kivonatokbél szarmazé gélkromatografias frakciok DNS szintézisre gyakorolt
hatasaban (5. @dbra): mindkét kivonat S;A, S,C, S,A és legintenzivebben S,C
frakcioi stimulaltdk, az S|B frakciok pedig lényegileg nem befolyasoltak a
regeneralé majakbél preparalt mikro-szévethasabok in vitro DNS szintézisét.
Ezzel szemben felt{ing kiillonbségek mutatkoztak a K és R kivonatokbél
szeparalt S,B frakciok DNS szintézisre gyakorolt hatasai kozott: amig a K-ki-
vonatok frakciéi a DNS szintézist drasztikusan csékkentették (—529,), az
R-kivonatok homolég frakciéi a DNS szintézist egyaltalan nem befolya-
soltak.

A stimulator és inhibitor hatasok szévet, illetve sejtvonalspecifikus
természetének eldontésére megvizsgaltuk a két kivonat egyarant stimulalé
hatasi S,A és S,C, valamint a két kivonat eltéréen viselkedé S,B frakciéinak,
a 48 éraval elébb féloldali nefrektomiaval hipertréfiara kényszeritett kontra-
lateralis vesékbdl készitett mikro-szovethasabok in vitro DNS szintézisére
gyakorolt hatasait is (5. @bra). A K, illetve R tipusi S;A és S,C frakciék hatas-
talanok voltak a vesék DNS szintézisére; az S,B frakciék viszont, a maj DNS
szintézisére gyakorolt hatasaikkal megegyezfen, a vesék DNS szintézisét is
gatoltak.

A DNS szintézisre gyakorolt hatasok mellett elvégeztiik a frakcick RNS-
és fehérje-szintézisre gyakorolt hatasainak vizsgalatat is. A legkisebb mennyi-
ségben szeparalhaté A-frakciokat mar a DNS szintézis vizsgalatanal felhasz-
naltuk. Ezért az S;A frakcionak az RNS és fehérje, az S,A frakciénak pedig a

fehérje-szintézisre gyakorolt hatasainak vizsgalatara nem keriilhetett sor.

b) Hatas az RNS szintézisre

A vizsgalt frakciok — beleértve a DNS szintézist legkifejezettebben
befolyasolé S,B és S,C frakciékat is — a regeneralé méajszovet in vitro RNS
szintézisre gyakorlatilag hatastalanok voltak (5. dbra).
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5. dbra. Kontroll (iires oszlopok)., és regenerdlé (satirozott oszlopok) patkinymadjak vizes

kivonatib6l SEPHADEX G-25 gélkromatografia a) véltozataval elgallitott frakciék 20 pg/ml

Lowry pozitiv anyagot tartalmazé dézisainak in vitro hatdsa mdj- és veseszovetek DNS,

valamint majszovet RNS és fehérje-szintézisére. Az dbra aljan a vizsgélt frakcidk jelzései

lathaték. Az oszlopok a kontroll értékektdl valé szdzalékos eltéréseket mutatjik; a pozitiv ()

értékek stimuldciot, a negativ (—) értékek gétldst jelentenek. Az oszlopokon lithaté fiigg6leges
vonalak a standard devidciét mutatjak

¢) Hatas a fehérje szintézisre

A DNS és RNS szintézisre gyakorlatilag hatastalan S;B, valamint a
DNS szintézist stimulalé és az RNS szintézisre hatastalan S,C frakcidk egy-
arant és hasonlé mértékben stimulaltak a regeneralé majszovet in vitro
fehérje-szintézisét, tekintet nélkiil arra, hogy K vagy R tipusi frakeidkrol
volt-e sz6. Ezzel szemben a K és R tipusu S,B és S,C frakciok differencialisan
hatottak a majszovet fehérje-szintézisére: a DNS szintézist a majban inten-
ziven csokkentd K tipusi S,B frakcié, ha csak kis mértékben is, de stimulalta,
az R tipusu pedig szignifikansan gatolta a maj fehérje-szintézisét. A DNS szin-
tézist a majban intenziven stimuldlé K tipusi S,C frakecié6 gyakorlatilag
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hatastalan volt a maj fehérje-szintézisére, mig a maj DNS szintézisét stimulalé,
R tipusdi homolég frakcié a maj fehérje-szintézisét is jelentSsen stimulalta

(+ 43%)-
d) Hatas a sejtproliferdciéra

A SEPHADEX gélkromatografia b) valtozataval eldallitott S,A,, frakeié
K és R tipusa az NK/Ly ascites és a Novikoff hepatoma sejtek proliferacigjat
egyforman kis mértékben (—169,) gatolta. Ezek a frakciok tehat nem tar-
talmaztak differencialisan hat6é anyagokat. Ugyanakkor az S,B, és S,C,
frakeciok sejtproliferaciora gyakorolt hatasai lényegi hasonlésagot mutattak a
SEPHADEX gélkromatografia a ) valtozataval nyert S,B és S,C frakcick DNS
szintézisre gyakorolt, differencialis hatasaival. Mint lattuk, a K kivonatbdl
nyert S,B frakcié a maj- és a veseszovet DNS szintézisét egyarant gatolta,
az R kivonat azonos frakciéja pedig mindkét szévetféleségen hatastalannak
bizonyult (6. dbra). Hasonloképpen a K kivonatbél a SEPHADEX gél-
kromatografia b) valtozataval eldallitott S,B;, frakeié az NK/Ly ascites és a
Novikoff hepatoma tenyészetek proliferaciéjat egyarant gatolta, az R kivonat
identikus frakciéja pedig mindkét sejttenyészetben hatastalan volt (6. dbra).
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6. abra. Kontroll (K) és regenerdlé (R) patkdnymadjak vizes kivonatab6l SEPHADEX G-25

gélkromatografia b) vialtozataval eléallitott S,By, és S,C, frakciék 20 ug/ml Lowry pozitiv

anyagot tartalmazé doézisainak hatdsa a Novikoff hepatoma (az dbra A. része) és az NK/Ly

ascites sejtek (az dbra B. része) proliferdciéjara. Az oszlopok a tenyészt§ médium 1 ml.-ében

levé sejtek szdmdban, a tenyésztés els§ 24 o6rdjaban bekovetkezd novekedést mutatjik (kiin-

dulédsi sejtszdam: 4,7 x 10* sejt/ml). Az oszlopokon lathaté fiiggbleges vonalak a standard
devidciot tiintetik fol
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Minthogy a K és R kivonatokbél mindkétféle eljarassal elGallitott frakeidk a
kétféle szovet, illetve sejttenyészet DNS szintézisére, illetve proliferacidjara,
K vagy R eredetiiktdl fiigg6en bar differencialisan, de azonos médon hatottak,
e hatasokat nem tekinthetjiik szovet-, illetve sejtvonalspecifikus hatasoknak.

A K és R kivonatokbél a SEPHADEX gélkromatografia két valtozataval
elgallitott S,C illetve S,Cy, frakeidk a kétféle szovet, illetve sejttenyészet DNS
szintézisére, illetve proliferaciéjara ugyancsak differencialisan fejtették ki hata-
saikat. Mind a K, mind az R kivonatokbél az a) valtozat szerint preparalt
S,C frakeiék stimulaltak a majszévet DNS szintézisét, és hatastalanok voltak
a veseszovet DNS szintézisére (5. dabra). Ezzel megegyezfen, a K és az R
kivonatokbdl a b) valtozat szerint nyert S,C, frakciok stimulaltdk a Novikoff
hepatoma sejtek proliferacigjat, ugyanakkor hatastalanok voltak az NK/Ly
ascites sejtek proliferaciéjara (6. dbra). Mivel az emlitett, majeredeti frakeciok
csak a majszovet, illetve hepatoma tenyészetek DNS szintézisét, illetve proli-
feraciojat stimulaltik, a veseszivetre,illetve NK/Ly ascites tenyészetre viszont
hatastalanoknak bizonyultak, a frakciék hatasanak szovet, illetve sejtvonal-
specifikus természetét valészininek tarthatjuk.

Megbeszélés

Az eml&s szervezetek megijulé sejtpopulaciéibél allé széveteinek egy-
mastél nagysagrendekkel eltérd mitotikus aktivitasa (Bertalanffy 1969) vagy
az indukalt DNS szintézisnek, sejtproliferaciénak elsGsorban az érintett szo-
vetre lokalizalt megjelenése (Weinbren és Fritschen 1959) egyarant arrél
arulkodik, hogy a sejtproliferacié szabalyozasa szovetenként egyedileg, azaz
szovet-, illetve sejtspecifikusan torténik. Ebbél kovetkezik, hogy a sejtproli-
feraci6 szabalyozasaban szévet-, illetve sejtvonal specifikus regulatorok, vagy
legalabbis olyanok vesznek részt, amelyek szovet-,illetve sejtspecifikus folya-
matokat indukélnak. Masrészrgl feltételezhets, hogy a K méjakban jelenlevd
és bel6lik kivonhaté regulator anyagok mennyisége vagy mindsége, és igy
biol6giai hatéasa is kiilonbézik az R majakban talalhatéaktél. Ennek meg-
felelGen a részleges majirtas idépontjaban eltavolitott, osztédasi nyugalomban
levé sejtekbdl allé majszovetbdl, majd ugyanennck a majnak parcialis hepa-
tektomiaval fokozott osztédasra késztetett sejteket tartalmazé, 24 6ra milva
eltavolitott maradékabél kivonhaté regulator anyagok természetének és hata-
sainak osszehasonlité vizsgalata idealis (6nkontrollos) kisérleti feltételeket
jelent egyrészt a mitotikus homeosztazist a nyugvé majban fenntarté, mas-
részt a majsejtek fokozott proliferaciéjat a regeneralé majban kivalté haté-
anyagok, roviden a majsejtproliferacié fiziologias regulator anyagai tanulma-
nyozasaban. A K és R majakbél elgallithato frakciék barmilyen tulajdonsaga-
ban mutatkozé kiilonbségek mindenekelStt azért érdemelnek kiilonss figyel-
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met, mert legvalészintibben a kiillonbségeket felmutaté komponensek tartal-
mazhatjak a majsejtprolifericiot fiziolégiasan szabalyozé anyagféleségeket.

Mint lattuk, a K és R tipusu gélkromatografias profilok identikus sza-
kaszai szamos, nem egyszer feltling eltéréseket mutattak. A K és R eredeti
S;B frakciékban elsGsorban a kvalitativ, az S;C, S,B és S,C frakciékban elsG-
sorban a kvantitativ kiilonbségek dominaltak. E profilbeli kiilonbségekhez
azonban altalaban nem csatlakoztak a biologiai hatasok kiilsnbségei. A K és R
eredetli S,A, S,B, S,C és S,A frakciok DNS, RNS és fehérjeszintézisre gyako-
rolt hatasaiban emlitésre mélt6 kiillonbségek nem mutatkoztak. Ennek alapjan
kizarhat6 az a lehet8ség, hogy ezek a frakciok a proliferacio fiziolégias sza-
balyozasaban szerepet jatszé hatéanyagokat tartalmaznak. Kivételt képeznek
mindenekel8tt az S,B és részben az S,C frakciok, amelyek — mivel a DNS és
a fehérje szintézist, K vagy R eredetiiktdl fiiggden, kiillonboz6képpen befo-
lyasoltak — megfelelnek a fiziolégias szabalyozé anyagokat tartalmazé frak-
cickkal szemben tamaszthaté kovetelményeknek. A K eredettd S,B és S,By
frakeciok a majszovet DNS szintézisét (5. dabra), illetve a Novikoff hepatoma
tenyészetek proliferaciéjat (6. dbra) erdteljesen gatoltak, viszont az R eredetii
identikus frakciok ilyen hatdsokat nem kozvetitettek. Ezt a megfigyelést dgy
értelmezhetjiik, hogy mig a mitotikusan nyugvé majbél izolalt komponens
inhibitor anyagot tartalmaz, addig a proliferalé majszovetben a széban forgé
inhibitor eliminalasara vagy hatasanak semlegesitésére keriil sor. Az S,B és
S,By, frakciék hatasa azonban nem volt szévet, illetve sejtvonalspecifikus:
a vese- és majszovet DNS szintézisét, valamint az NK/Ly ascites és a hepatoma
tenyészetek proliferaciéjat egyarant gatolta. Irodalmi adatok szerint mas szé-
vetekbdl, tobbek kozott vesébdl is elGallithaték nem szovetspecifikus, pl. a
majon is hatasos inhibitor kivonatok (Volm és mtsai 1973). Ennek alapjan
elképzelhetd, hogy a DNS szintézis, illetve a sejtproliferacié nyugalmi érté-
kének fenntartasaban minden szovet-,illetve sejtféleséghen megtalalhat6, nem
szovetspecifikus inhibitor molekulak vesznek részt. A proliferacié szovet-
specifikus indukalhatésaga kozelebbi természetének megértéséhez az S,C és
S,Cp frakciok tulajdonsagait kell figyelembe venniink. Mint lattuk, a K és R
eredetd S,C és S,Cy, frakcidk egyarant és csaknem azonos intenzitassal stimu-
laltak a majszovet DNS szintézisét (5. @bra) és Novikoff hepatoma tenyészetek
proliferaciéjat (6. abra), ugyanakkor azonban hatastalanok voltak a vese-
szovet DNS szintézisére (5. dbra) s az NK/Ly ascites tenyészetek prolifera-
ciéjara (6. dbra). E frakciok hatasa tehat szovet, illetve sejtvonalspecifikus-
nak tekinthetd.

Ezek alapjan a maj mitotikus homeosztazisanak, valamint proliferacidja
szovetspecifikus indukalasanak szabalyozasa a kovetkez8képpen vazolhato
fel. A mitotikusan nyugalomban levé majakban nem szévetspecifikus inhibitor
(S,B és S,By, frakecid) s egy, ezzel egyensilyt tarté, az inhibitor hatasat sem-
legesitd, szovetspecifikus stimulator (S,C és S,Cy, frakeié) anyagok egyiittesen
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gondoskodnak a mitotikus nyugalmi allapot, a homeosztézis fenntartasarél.
A proliferacios inger hatasara a nem szovetspecifikus inhibitor eddig ismeret-
len mechanizmussal eliminalédik, vagy hatasa semlegesitdik. Ily médon a
szovetspecifikus stimuldtor hatasa — a vele egyensilyt tart6, nem szévet-
specifikus inhibitor hidnyaban — tilsilyra keriil, s a DNS szintézis stimu-
lalasaval szovetspecifikus proliferaciés valaszt indukal.

Valamennyi gélkromatografias frakcié gyakorlatilag hatastalan volt az
RNS szintézisre (5. dbra). Ezt kétféleképpen értelmezhetjiik. Egyrészt elkép-
zelhet§, hogy — egyez8en azokkal az adatokkal, melyek a fokozott RNS
szintézist a majregeneracié korai szakaszara tartjak jellemzének (Fujoka'és
mtsai 1963, Glazer és mtsai 1974) — a vizsgalt frakciok forrasaul szolgalo,
a részleges majirtas utan 24 éraval nyert majszéovet RNS szintézist stimulalo
anyagokat mér nem tartalmaz. Masrészt azzal a lehet&séggel is szamolhatunk,
hogy az RNS szintézis szabilyozasaban résztvevd regulatorok anyagi termé-
szetéb8l kovetkezSen, az alkalmazott elvalasztasi technikaval a hatékony
frakciék nem allithatok eld.

Szemben az S,B és S,C frakciokkal, a K és R eredetii S,B és S,C frakcidk
nemcsak a DNS, hanem a fehérje-szintézisre is differencialtan hatottak (5. dbra).
A K tipusi S,B frakecié gyakorlatilag nem befolyésolta, az R tipusi viszont
enyhén, de kovetkezetesen gatolta a fehérje-szintézist. A K eredetii S,C frakcié
ugyancsak hatastalan volt a fehérje-szintézisre, ugyanakkor az R eredeti
frakciénak kifejezett stimulalé hatasa volt.

Egyelére csak feltételezésekre szoritkozhatunk a K és R eredetii frakcidk
fehérje-szintézisére gyakorolt differencialis hatasanak funkcionalis jelen-
t6ségét illetden. A DNS szintézist az S,C frakciok K és R tipusa egyarant, a
fehérje-szintézist azonban csak az R tipusi frakcié stimulalta. Nines okunk
tehat feltételezni, hogy e frakci6 DNS szintézisre irdnyulé hatasa afehérje-
-szintézis befolyasolasan keresztiil térténik. Ismeretes azonban, hogy a rege-
neralé majszovet fehérje-szintézisének brutté novekedésén tdl a szintézis
mintazata is megvaltozik: bizonyos fehérjék szintézisének szelektiv névekedé-
séhez (Novikoff és Potter 1948), masokénak szelektiv csokkenése (Bush és
mtsai 1962) tarsul. E valészinileg specifikus szerepet jatszé (inciator ?) fehér-
jék szintézisében bekdvetkezd valtozasok — ma még ismeretlen médon — sze-
repet jatszhatnak bizonyos, a proliferacié folyamatanak szervezésében részt
vev6 genom szakaszok aktivalasaban vagy represszalasiban (Church és
McCarthy 1967; Lancker 1969). Elképzelhetd, hogy az R tipusi S,B és S,C
frakciok a fehérje-szintézist a K-tipusi frakciékkal ellentétben befolyasols
anyagal e szabalyozasi folyamat mediatorait tartalmazzak.

Egyes irodalmi adatok szerint, mas szévetekhez hasonléan a majban is
peptid-természetli, szovetspecifikus hatasi inhibitorok, tn. kalonok kules-
szerepet jatszanak a proliferdcié szabalyozasaban (Deschamps és Verly 1975,
Menczel és mtsai 1976, Onda és Yoshikawa 1975, Simard és mtsai 1974).
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Azon tilmengen, hogy a majproliferacié kalon-szerd anyagokkal torténd sza-
balyozasat mas vizsgalatok is megkérddgjelezték (Spielhof 1971, Volm és mtsai
1973, Wayss és mtsai 1973), sajat vizsgalataink sem erdgsitették meg szdvet-
specifikus inhibitorok jelenlétét a majkivonatokban. Megfigyeléseink tehat
egyrészt alatamasztjak a majsejtek proliferaciéjanak pusztan kalonszert anya-
gokkal torténd szabalyozéasaval szemben hangoztatott kételyek jogossagat,
masrészt rdmutatnak, hogy stimulator és inhibitor hatasokat kézvetit8 regu-
latorok létezésével egyarant szamolnunk kell. Mivel pedig — amint kisérleti
adatainkra tdmaszkodva az el6zGekben mar kifejtettik — a proliferacio
szovetspecifikus szabalyozasa — serkentése vagy gatlasa — egy nem szivet-
specifikus és egy ezzel ellentétes, de szovetspecifikus hatasd regulator egyiitt-
hatasan alapulé, kett8s szabalyozas alatt allé rendszerrel is megvalégsithatd,
nyilvanvalé, hogy a kalon-modell nem tekintheté a szovetspecifikus proli-
feracio szabalyozas egyetlen elképzelheté valtozatanak.

OSszefoglalds

Kiindulva abbél az elképzelésbél, hogy a szoveti proliferacié szabalyo-
zasaban peptid-természetli regulator molekulak vesznek részt, foltételexztiik,
hogy az osztédasi nyugalomban levé (nyugvé = K), valamint a részleges maj-
irtassal fokozott osztodasra késztetett sejtekbdl folépiilé (regeneraléo — R)
majszovetbdl elGallithaté peptid komponensek mennyiségében, osszetételé-
ben és/vagy biolégiai hatasaban kiilonbségek mutatkoznak. E hipotézis helyes-
ségét ellendrzend§, dsszehasonlité vizsgalatokat végeztiink a K- és R-tipusi
patkanymajak vizes kivonatabdl, ioncseréld és gélkromatografia kombinacié-
javal részlegesen tisztitott peptid tartalmi osszetevék kromatografias min-
tazataira, mennyiségére, valamint az egyes frakciok bioldgiai hatasara vonat-
kozoan. A kisérletek eredményei a kovetkezdkben foglalhaték 6ssze:

1. Jollehet a K- és R-tipusi majakbol elGallitott peptid tartalmi frakeiok
kromatografias mintazataiban és mennyiségében esetenként jelentds kiilonb-
ségek mutatkoztak, ezek nem tették lehetdvé a frakciok biolégiai hatasaiban
mutatkozé kiilonbségek értelmezését.

2. A K- és R-tipusi méjakbél egyarant 6— 6, kromatografiasan azonosan
viselkedd peptid tartalmu frakecié biolégiai hatasanak vizsgalatat végexztiik el.

a) A szioveti DNS szintézisre gyakorolt hatas tekintetében egyetlen
frakcio (S;B), K- vagy R-eredetétdl fiiggetleniil hatastalannak bizonyult.
Harom frakcié (B;A, S;C és S,A) — K- vagy R-eredetiikre ugyancsak tekintet
nélkiil — mérsékelten, egy (S,C) pedig erdteljesen stimulalta a majszovet, de
nem befolyasolta a veseszovet DNS szintézisét (szovetspecifikus, nem differen-
cialis hatas). A DNS szintézisre K- vagy R-eredetétél fiiggGen haté egyetlen
frakciénak az S,B frakcié bizonyult: amig a K-eredetii frakcié a maj- és vese-
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szovet DNS szintézisét egyarant és erGteljesen gatolta, addig az R-eredeti
identikus frakcié egyik szovetféleség DNS szintézisét sem befolyésolta (nem
szovetspecifikus differencialis hatas).

b) Két, médositott szeparaciés eljarassal kapott frakcionak (S,By, S,Cp)
a sejttenyészetek proliferacijara gyakorolt hatasa mindenben megegyezett a
mar emlitett S,B és S,C frakciok DNS szintézisre gyakorolt hatasaival: a K-
eredetid S,B;, frakcié mind a Novikoff hepatoma, mind az NK/Ly ascites
tenyészetek proliferaciéjat gatolta; az R-eredetid identikus frakeciék viszont
mindkét tenyészet proliferaciéjara hatastalanoknak bizonyultak (nem szovet-
specifikus, differencialis hatas). Ezzel szemben mind a K-, mind pedig az R-
eredetl S,C;, frakcié stimulalta a Novikoff hepatoma tenyészetek proliferacios-
jat, és hatéstalan volt az NK/Ly ascites tenyészetek proliferaciéjara (szovet-
specifikus, nem differencialis hatas).

c¢) Vizsgalataink a fehérje-szintézist differencialisan és nem differenciali-
san stimulél, illetve differencialisan gatlé peptid tartalmi frakcick létezését
bizonyitottéak.

d) Sem a K- sem az R-eredetii frakciok nem gyakoroltak emlitésre mélté
hatasokat az RNS szintézisre.

3. Eredményeink arra mutatnak, hogy a szébanforgé peptid tartalmu
frakciok a szoveti proliferacié homeosztazisat biztosité szabalyozé rendszer
természetes, endogén mediatorait tartalmazzak.

4. A szoveti proliferacié szabalyozasaban a szovetspecifikus inhibitorok
szerepét egyoldalian hangsilyozé kalon-modellel a DNS szintézist, illetve a
sejtproliferaciét nem szovetspecifikusan és differencialisan gatlé, illetve szévet-
specifikusan és nem differencialisan stimulalé mediatorok egyiitthatasara ala-
pozott, kettds szabalyozas alatt allé rendszer alternativajat allitjuk szembe.

Koszonetnyilvanitds : Dr. Palyi Istvannak és Dr. Pélyi Vilméanak a szévet-
tenyésztési munkak elvégzéséért, Grof Jozsefnének, Kopetty Diananak és
Korompay Emilnének az értékes technikai segitségért halas koszonetet
mondunk.
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