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In vitro fenntartott sejtek malignusan transformalhaték kiilonb6zd
kémiai carcinogén anyagokkal (Berwald és Sachs, 1963, 1965; Chen és Heidel-
berger, 1969). A malignus transformatio hatasara a sejtek tulajdonsagaiban
bealls, eddig ismert és leirt valtozasok egyike sem egyértelmiien elfogadott
a transformatio bekovetkeztének igazolasara (kontakt gatlas felfiiggeszt8dése:
Edwards, 1971; Agglutinatio Concanavalin-A-val: Fox, 1971; csokkent szé-
riumigény: Dulbecco, 1970; sth.). Az in vitro malignus transformatio be-
kévetkeztének bizonyitasiara az egyetlen elfogadott médszer az allatba valé,
daganatot eredményezd visszaoltas (Eagle, 1970). A carcinogén kémiai anya-
gok hatasara in vitro bekovetkez8 morfolégiai valtozasokat egyre tobb oldal-
rol vizsgaljak (Sanford, 1974). A morfolégiai vizsgalatok soraban 1j lehetd-
séget teremtett a scanning elektronmikroszkép hasznéalata (Schaff és Lapis,
1974). Segitségével méd nyilik a kezeletlen, az onkogén virussal, kémiai
carcinogénekkel kezelt, illetve a spontdn malignusan transformalédott sejt-
kultirak felszini képzédményeinek tanulmanyozéasara (Porter, 1973).

Vizsgdlati anyag és modszerek :

Kezeletlen sejttenyészet: CBA T6T6 egér 20 napos embriéibél homogeni-
zalassal nyert sejteket 109, borjisavét tartalmazé Parker médiumban, Falcon
edényekben tenyésztettiink. A kultirak passzalasa 5 naponként (5x10°
sejt (10 ml), 0,259, trypsint tartalmazé oldattal tértént (K-kultira).

20-methylcholanthrennel (MC) kezelt sejttenyészet :

A kialakitott egér embrié fibroblast kultirakat a 8. passzalaskor kétfelé
osztottuk. A tenyészetek egyik része nem kapott kezelést, a masik része (5
edény, 5x 10* sejt(edény), 14 napon keresztiil 0,1 ug/ml koncentraciéhan MC
kezelést kapott. A kezelt kultirakat a leirt médon passzaltuk (MC-kultira).

Visszaoltds: A kezelt és a kezeletlen fibroblast sejteket egynapos CBA
T6T6 egerekbe [s.c., 4 x 10° sejt(allat] oltottuk. A visszaoltas a K-kultira eseté-
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ben 9—21 passzalas kozott osszesen 13 allatba, MC-kultiira esetében a kezelés
utani 3—9 passzalas kozott osszesen 12 allatba tortént. 3 héttel az oltas utan
a keletkezett tumorokat szovettani vizsgalatnak vetettiik ala, illetve a tumor-
sejteket trypsines homogenizalas utan a leirt médszerrel in vitro tovabb te-
nyésztettik (MCR-kultira).

Scanning elektronmikroszképos (SEM ) vizsgdlat: Mindharom sejttenysé-
szettipust (K-, MC-, MCR-kultira) scanning elektronmikroszképos vizsgalat-
nak vetettiik ala. A sejteket Falcon petricsészébe helyezett fed§lemezen, 37 °C-
on Heraeus szén-dioxidtermosztatban térténé 2 napos inkubélassal tenyész-
tettiik, majd a kitapadt sejteket fiziolgids konyhaséoldattal térténd mosas
utan 2,59, glutaraldehidet tartalmazé oldatban 48 6ran at 4 °C-on fixaltuk.
(Az utéfixalast 30 percig végeztiik 29,-0s OsO ,-ben (pH 7,2). A sejteket puffer-
rel torténd mosas utdn acetonnal dehidraltuk. A preparatumok szaritasa
kritikus pont médszerrel, folyékony CO,-ben tértént (Boyde és Wood 1969).
Ezutan az anyag felszinét szénréteggel és 200—300 A vastagsagi aranyréteg-
gel fedtiik (Hochvacuum-Technik Dresden B301 tipusi késziilék). A prepa-
ratumokat JSM-50A scanning elektronmikroszképpal 20-kV gyorsité fesziilt-
ség mellett vizsgaltuk.

Eredmények

A scanning elektronmikroszképos vizsgalatokhoz felhasznalt kezeletlen
és MC-nel in vitro kezelt sejteket szévettenyészeti modszerekkel és egérbe
torténd visszaoltassal hasonlitottuk ossze. A sejttenyészetek morfolégiai
kiilonbségeit fénymikroszképpal, a sejtek novekedését alacsony koncentra-
ciéju savét tartalmazé médiumban, a koléniaképzést lagyagarban vizsgaltuk.
Ezen kisérletekben a kezelt és a kezeletlen sejtek kozott jelentds kiilonbsége-
ket talaltunk. Az eredmények — melyeket mas helyen részletesen kézliink
— arra utalnak, hogy a MC-nel kezelt sejtek malignusan transformalédtak.
A malignus transformatio igazolasat az jelentette, hogy a kezelt sejtek CBA
T6T6 egerekre visszaoltva orsésejtes sarcomat okoztak. A kezeletlen kultirak
esetében, azonos szamu sejttel tortént oltas utan nem fejlédtek ki tumorok.
A tumorokbél trypsines homogenizalassal nyert sejtek dtjratenyésztésekor
szovettenyészetben ismét intenziven szaporodtak.

A scanning elektronmikroszképos morfolégiai 6sszehasonlité vizsgilat
is a malignus transformatio bekiovetkeztére utal. A kozslt képek a kezeletlen
kultira esetében a 17., az MC-nel kezelt kultiira esetében a kezelést8l szami-
tott 7., a szovettenyésztésbe visszavitt (MCR-kultdra) sejteknél pedig az tjra-
tenyésztést§l szamitott 2. passzalasbél nyert SEM preparatumoknak felel-
nek meg.

A kezeletlen kontroll sejtek tenyészetében (K-kultdra) a sejtek kozel
parhuzamos elhelyezkedéstiek, nem ndnek egymasra, kozottilk bizonyos ta-
volsag van. Ez megfelel a fénymikroszképosan észlelt allapotnak. A sejtek
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ilyen, viszonylag rendezett novekedése a malignusan nem transformalt
kultdrak jellemzé képe, a sejtek tovabbi osztédasanak, egymasrandvésének
a kontakt gatlas jelensége szab hatart. A sejtek felszinén valtozé alaki, rész-
ben gracilis mikrovillus-szeril, szélesebb nyeld, langnyelvszeri nyilvanyok
figyelhet6k meg és azok alakulasaban, eloszlasiban bizonyos rendezettség
lathaté. A sejtnyulvanyok tébbnyire parhuzamosak, szamuk viszonylag kevés
(1. és 2. abra).

A MC-nel kezelt, malignusan transformalt kultirdkban jél megfigyel-
hetd a sejtek sokiranyd és tobbréteghen torténd (multilayer, criss-cross)
novekedése. A K-kultirakban gatat szab6 kontakt inhibitio itt nem érvénye-
siil, a kozvetleniil egymas mellett levd, vagy egymast keresztezd sejtek is
képesek osztédni. Az osztédasra késziil§ sejtek tagolt felszind gombalakokat
oltenek. Tjgy tiinik, hogy a sejtek volumene megnétt. Jelent8s valtozast
mutat a sejtfelszin is. A sejtnyidlvanyok vaskosabbak, szélesebbek és lényege-
sen rendezetlenebb elhelyezkedéstiek, mint a kezeletlen kultira esetében,
helyenként szinte lebernyegszerti, undullé jellegtiek. Az osztédaskor kotelékei-
bél kiszabadul6, lekerekedett sejtek felszine a tobbiekéhez képest kevésbé
tagolt (3. és 4. abra).

Az éllatokban 3 hét alatt kialakult tumorok reexplantalt sejtjei malignus
voltuknak megfelelGen slirlin egymas mellé és f6lé burjanoznak, a kontakt
inhibitié hidnyanak megfelelGen tobbrétegli, keresztbe-kasul torténd (multi-
layer, criss-cross) novekedést mutatnak.

Emellett a sejtek scanning elektronmikroszképpal a sejtnyulvanyok
tekintetében jellegzetes képet adnak. Szembetiling, hogy a sejtfelszin a kezelet-
len, K-kultirdkhoz képest, de az in vitro malignusan transformalt sejtek
felszinéhez képest is tagoltabba valt. A nagyszami, gracilis mikrovillus-jellegti,
egymast keresztez§ nyilvanyoktél a sejtfelszin valésaggal bolyhossa vilt.
Erdekes jelenség, hogy az osztédasra késziils, lekerekedett sejtek felszine is
sokkal tagoltabb, mint az in vitro transformalt, de allatban nem passzalt
kultirak esetében (5. és 6. abra).

Megbeszélés

A CBA T6T6 egér embrié fibroblast sejtekbdl kialakitott in vitro rend-
szeriinkben egymas mellett vizsgalhatjuk a kezeletlen és a methylcholanthren-
nel malignusan transformélt fibroblast sejtek morfologiai sajatossagait.
A malignus transformatio bekovetkezését tobbféle médszerrel kovettiik és
allatba valé visszaoltas segitségével igazoltuk. Az egerekben kifejlédott
tumorok sejtjeit ismét szovettenyészeti korillmények kozott vizsgalva dssze-
hasonlitottuk azokat az eredeti és a transformalt kultirakkal. A kisérletekben
igen hasznos informdéciét nyujtottak a scanning elektronmikroszkopos vizs-
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galatok. Megallapithattuk, hogy a malignusan transformalt sejiek tenyészetei-
ben — a kezeletlen kultira monolayer novekedésével szemben — jellegzetes
a kontakt gatlas megszlinésével magyarazhaté korlatlan és tébb rétegben
torténd rendezetlen sejtnovekedés. Bar errdl a jelenségrdl felvilagositast
nyijt a fénymikroszképos vizsgalat is, a sejtek egymashoz viszonyitott térbeli
elhelyezkedése és a sejtfelszini képz6dmények, a scanning elektronmikroszko-
pos mdodszerrel lényegesen jobban tanulmanyozhaték. Megfigyelhets, hogy
a sejtnyidlvanyok stirtiségében, orientaciéjaban és vastagsagaban a haromféle
tenyészet sejtjei kozott jelentds kiilonbségek vannak. Az MCR-kultira sejtjei
felszini képz6dményeinek igen jellegzetes volta — de kiilsnosen a sejtfelszinen
a malignus transformatiéval parhuzamosan végbemend valtozasok gazdag-
saga — valészintileg a kozbeiktatott in vivo névekedésével egyiittjaré, meg-
valtozott koriilmények hatasaval fiigg 6ssze. Elképzelhetd, hogy ezek a mor-
folégiai valtozasok nemecsak a vizsgalt sejtvonalon, hanem mas sejtkultirak
malignus transformatiéja esetén is jelentkeznek. Az ilyen irdnyban kiter-
jesztett vizsgalatok alapot jelenthetnek a malignus transformatio scanning
elektronmikroszképos jellemzéséhez.

Koszonetiinket fejezziik ki Dr. Schaff Zsuzsanak és Csikés Andras
mérnoknek a SEM vizsgalatokban és preparalasi technikaban nyujtott ira-
nyitasukért és segitségiikért, valamint Dr. Kovéacs Jéanos tanszékvezetd
docens trnak a scanning elektronmikroszképos kapacitas biztositasért.

Osszefoglalds
A szerz8k CBA T6T6 egér embriébél kialakitott kultirdkat 20-methyl-

cholanthrénnel in vitro malignusan transformaltak. Scanning elektronmikrosz-
kép segitségével hasonlitottak Ossze a kezeletlen és az MC-kezeléssel trans-
formalt, valamint a kezelt sejtekbél szdrmazé tumorok szdvettenyészetbe
re-explantalt sejtjeit. A 3 sejttipus jelentGs eltérést mutatott a sejtek egymas-
hoz viszonyitott helyzetében, valamint a felszini képzddmények szamaban és
alakjaban.
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