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In vi t ro f e n n t a r t o t t s e j t ek mal ignusan t r a n s f o r m á l h a t ó k különböző 
k é m i a i carcinogén anyagokka l (Berwald és Sachs, 1963, 1965; Chen és Heidel-
be rge r , 1969). A mal ignus t r a n s f o r m a t i o h a t á s á r a a se j tek t u l a j d o n s á g a i b a n 
beá l ló , eddig i smer t és leírt vá l tozások egyike sem egyér t e lműen e l fogadot t 
a t r a n s f o r m a t i o beköve tkez t ének igazolására ( k o n t a k t gá t lás fe l függesztődése: 
E d w a r d s , 1971; Agglu t ina t io Concanaval in-A-val : Fox, 1971; csökkent szé-
r i u m i g é n y : Dulbecco, 1970; s tb . ) . Az in v i t ro malignus t r a n s f o r m a t i o be-
köve tkez t ének b izony í tásá ra az egyet len e l fogadot t módszer az á l la tba való, 
d a g a n a t o t e redményező v isszaol tás (Eagle, 1970). A carcinogén kémiai anya -
gok ha t á sá r a in v i t ro beköve tkező morfológiai vá l tozásoka t egyre több oldal-
ró l vizsgál ják (Sanford , 1974). A morfológiai v izsgálatok so rában ű j lehető-
sége t t e r e m t e t t a scanning e lek t ronmikroszkóp haszná la ta (Schaff és Lapis , 
1974). Segítségével mód nyí l ik a kezeletlen, az onkogén vírussal , kémia i 
carc inogénekkel kezel t , i l letve a spontán mal ignusan t r a n s f o r m á l ó d o t t se j t -
k u l t ú r á k felszíni k é p z ő d m é n y e i n e k t a n u l m á n y o z á s á r a (Po r t e r , 1973). 

Vizsgálati anyag és módszerek : 

Kezeletlen sejttenyészet : С Б А T6T6 egér 20 napos embr ió iból homogeni-
zá lássa l nyer t s e j t eke t 1 0 % bor j i í s avó t t a r t a l m a z ó Pa rke r m é d i u m b a n , Fa lcon 
edényekben t e n y é s z t e t t ü n k . A k u l t ú r á k passzálása 5 n a p o n k é n t (5 X10 5 

se j t (10 ml), 0 , 25% t ryps in t t a r t a l m a z ó o lda t ta l t ö r t é n t (K-ku l tú r a ) . 

20-methylcholanthrennel (MC) kezelt sejttenyészet : 

A kia lak í to t t egér embrió f ib rob las t k u l t ú r á k a t a 8. passzáláskor ké t fe lé 
o s z t o t t u k . A t enyésze tek egyik része nem k a p o t t kezelést , a másik része (5 
e d é n y , 5 x l 0 4 se j t (edény) , 14 n a p o n keresztül 0,1 ,ug/ml koncen t rác ióban MC 
kezelés t k a p o t t . A kezelt k u l t ú r á k a t a leírt módon passzá l tuk (MC-kultúra) . 

Visszaoltás: A kezelt és a kezeletlen f ib rob la s t s e j t eke t egynapos CBA 
T 6 T 6 egerekbe [s.c., 4 x 106 s e j t ( á l l a t ] o l to t tuk . A visszaoltás a K - k u l t ú r a eseté-
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b e n 9—21 passzálás közö t t összesen 13 á l l a tba , MC-kul tú ra esetében a kezelés 
u t á n i 3—9 passzálás közö t t összesen 12 á l l a tba t ö r t é n t . 3 hét te l az ol tás u tán 
a ke le tkeze t t t u m o r o k a t s zöve t t an i v izsgá la tnak v e t e t t ü k alá, i l letve a tumor -
s e j t e k e t t ryps ines homogenizá lás u t á n a leír t módszerre l in v i t ro t o v á b b te-
n y é s z t e t t ü k (MCR-kul tú ra ) . 

Scanning elektronmikroszkópos (SEM) vizsgálat: Mindhárom se j t tenyé-
sze t t í pus t (K-, MC-, MCR-ku l tú ra ) scanning e lek t ronmikroszkópos vizsgálat-
n a k v e t e t t ü k alá. A se j t eke t Fa lcon petr icsészébe he lyeze t t fedőlemezen, 37 °C-
on Heraeus szén -d iox id te rmosz tá tban t ö r t é n ő 2 n a p o s inkubálássa l tenyész-
t e t t ü k , m a j d a k i t a p a d t s e j t e k e t fiziológiás k o n y h a s ó o l d a t t a l t ö r t é n ő mosás 
u t á n 2 , 5 % g lu ta ra ldeh ide t t a r t a l m a z ó o lda tban 48 ó rán á t 4 °C-on f i x á l t u k . 
(Az u tó f ixá lá s t 30 percig v é g e z t ü k 2%-os 0 s 0 4 - b e n ( p H 7,2). A se j t eke t puffer-
rel t ö r t é n ő mosás u t á n ace tonna l deh id rá l tuk . A p r e p a r á t u m o k szár í tása 
k r i t i k u s pon t módszerrel , f o lyékony C 0 2 - b e n t ö r t é n t (Royde és Wood 1969). 
E z u t á n az anyag felszínét szénréteggel és 200—300 Á vas t agsagu a ranyré teg-
gel f e d t ü k (Hochvacuum-Techn ik Dresden B301 t í p u s ú készülék). A prepa-
r á t u m o k a t JSM-50A scann ing e lek t ronmikroszkóppa l 20-kV gyorsí tó feszült-
ség mel le t t v izsgál tuk . 

Eredmények 

A scanning e lek t ronmikroszkópos v izsgá la tokhoz fe lhasznál t kezeletlen 
és MC-nel in v i t ro kezelt s e j t eke t szövet tenyésze t i módszerekkel és egérbe 
t ö r t é n ő visszaol tással ha son l í t o t t uk össze. A s e j t t e n y é s z e t e k morfológiai 
kü lönbségei t f énymikroszkóppa l , a se j t ek növekedésé t a lacsony koncen t rá -
c ió jú savót t a r t a l m a z ó m é d i u m b a n , a ko lóniaképzés t l á g y a g a r b a n vizsgál tuk. 
E z e n kísér le tekben a kezel t és a kezeletlen se j tek k ö z ö t t je lentős különbsége-
k e t t a l á l t unk . Az e r e d m é n y e k — melyeke t más h e l y e n részletesen közlünk 
—- a r ra u t a l n a k , hogy a MC-nel kezelt se j tek m a l i g n u s a n t r a n s f o r m á l ó d t a k . 
A mal ignus t r a n s f o r m a t i o igazolását az j e l en te t t e , h o g y a kezelt se j t ek CBA 
T 6 T 6 egerekre visszaol tva orsósej tes s a r comá t o k o z t a k . A kezeletlen k u l t ú r á k 
ese tében , azonos számú se j t t e l t ö r t é n t o l tás u t á n n e m fe j lőd tek ki t u m o r o k . 
A t u m o r o k b ó l t ryps ines homogenizálássa l nyer t s e j t e k ú j r a t enyész tésekor 
szöve t t enyésze tben i smét in tenz íven szaporod tak . 

A scanning e lek t ronmikroszkópos morfológiai összehasonl í tó vizsgálat 
is a malignus t r a n s f o r m a t i o beköve tkez té re u ta l . A közö l t képek a kezeletlen 
k u l t ú r a esetében a 17., az MC-nel kezelt k u l t ú r a e se tében a kezeléstől számí-
t o t t 7., a szöve t tenyész tésbe v isszavi t t (MCR-kul túra ) s e j t ekné l pedig az ú j ra -
tenyész tés tő l s z á m í t o t t 2. passzálásból n y e r t SEM p r e p a r á t u m o k n a k felel-
n e k meg. 

A kezeletlen kont ro l l s e j t ek tenyésze tében ( K - k u l t ú r a ) a s e j t ek közel 
p á r h u z a m o s e lhelyezkedésűek, n e m nőnek egymásra , k ö z ö t t ü k bizonyos tá-
volság van . Ez megfelel a f énymikroszkóposan észlelt á l l apo tnak . A sej tek 
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i l yen , viszonylag rendezet t növekedése a mal ignusan n e m t r ans fo rmá l t 
k u l t ú r á k jel lemző képe, a s e j t ek további osz tódásának , egymásranövésének 
a k o n t a k t gátlás jelensége szab h a t á r t . A se j t ek felszínén vá l tozó alakú, rész-
b e n gracilis mikrovil lus-szerű, szélesebb nye lű , lángnyelvszerű nyú lványok 
f i gye lhe tők meg és azok a l aku lá sában , eloszlásában b izonyos rendeze t t ség 
l á t h a t ó . A s e j t nyú lványok t ö b b n y i r e pá rhuzamosak , s z á m u k viszonylag kevés 
(1. és 2. ábra) . 

A MC-nel keze l t , ma l ignusan t r an s fo rmá l t k u l t ú r á k b a n jól megfigyel-
h e t ő a sejtek sok i rányú és többré tegben t ö r t é n ő (mul t i l ayer , criss-cross) 
növekedése . A K - k u l t ú r á k b a n g á t a t szabó k o n t a k t inhibi t io i t t nem érvénye-
sül , a közvet lenül egymás me l l e t t levő, v a g y egymást keresz tező se j tek is 
képesek osztódni. Az osztódásra készülő se j t ek tagol t fe lsz ínű gömba lakoka t 
ö l t e n e k . Ügy t ű n i k , hogy a s e j t e k volumene megnőt t . J e l en tős vá l tozás t 
m u t a t a sejtfelszín is. A s e j t n y ú l v á n y o k vaskosabbak , szélesebbek és lényege-
sen rendeze t l enebb elhelyezkedésűek, mint a kezeletlen k u l t ú r a esetében, 
h e l y e n k é n t szinte lebernyegszerű , unduláló je l legűek. Az osz tódáskor kötelékei-
ből k iszabaduló , lekerekedet t s e j t ek felszíne a többiekéhez képest kevésbé 
t a g o l t (3. és 4. á b r a ) . 

Az á l l a tokban 3 hét a l a t t k i a l aku l t t u m o r o k r eexp lan tá l t se j t je i mal ignus 
v o l t u k n a k megfelelően sűrűn e g y m á s mellé és fölé b u r j á n o z n a k , a k o n t a k t 
inh ib i t ió h i á n y á n a k megfelelően többré tegű , keresz tbe-kasu l t ö r t énő (mul t i -
l aye r , criss-cross) növekedést m u t a t n a k . 

Emel le t t a se j tek scann ing e lekt ronmikroszkóppal a s e j t n y ú l v á n y o k 
t e k i n t e t é b e n jel legzetes képet a d n a k . Szembetűnő , hogy a sej t fe lszín a kezelet-
len, K - k u l t ú r á k h o z képest , de az in vitro mal ignusan t r a n s f o r m á l t se j tek 
felszínéhez képes t is t ago l t abbá v á l t . A nagyszámú , gracilis mikrovil lus- jel legű, 
e g y m á s t keresztező n y ú l v á n y o k t ó l a sej tfelszín valósággal bolyhossá vá l t . 
É r d e k e s jelenség, hogy az osz tódás ra készülő, l ekerekedet t se j t ek felszíne is 
s o k k a l t ago l t abb , m i n t az in v i t r o t r ans fo rmá l t , de á l l a t b a n nem passzá l t 
k u l t ú r á k esetében (5. és 6. á b r a ) . 

Megbeszélés 

A CBA T 6 T 6 egér embrió f ib roblas t se j t ekbő l k i a l ak í to t t in vi t ro rend-
s z e r ü n k b e n egymás mellet t v i z sgá lha t juk a kezelet len és a me thy l cho l an th r en -
nel mal ignusan t r an s fo rmá l t f ib rob las t s e j t ek morfológiai sa já tossága i t . 
A mal ignus t r a n s f o r m a t i o beköve tkezésé t többfé le módszerre l k ö v e t t ü k és 
á l l a t b a való visszaol tás segítségével igazol tuk . Az egerekben k i fe j lődö t t 
t u m o r o k se j t je i t i s m é t szövet tenyészet i kö rü lmények k ö z ö t t vizsgálva össze-
ha son l í t o t t uk a z o k a t az eredeti és a t r an s fo rmá l t k u l t ú r á k k a l . A k ö r l e t e k b e n 
igen hasznos in fo rmác ió t n y ú j t o t t a k a scanning e lekt ronmikroszkópos vizs-
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g á l a t o k . Megá l l ap í tha t tuk , hogy a mal ignusan t r a n s f o r m á l t sej tek tenyészete i -
b e n — a kezeletlen k u l t ú r a monolayer növekedésével szemben — jellegzetes 
a k o n t a k t gát lás megszűnésével m a g y a r á z h a t ó kor l á t l an és t öbb rétegben 
t ö r t é n ő rendezet len se j tnövekedés . Bá r erről a je lenségről felvi lágosí tást 
n y ú j t a fénymikroszkópos v izsgá la t is, a se j tek egymáshoz v i szonyí to t t térbeli 
elhelyezkedése és a sej t felszíni képződmények , a scanning e lektronmikroszkó-
pos módszerrel lényegesen j o b b a n t a n u l m á n y o z h a t ó k . Megfigyelhető, hogy 
a s e j t n y ú l v á n y o k sűrűségében, o r ien tác ió jában és v a s t a g s á g á b a n a háromfé le 
t enyésze t se j t je i közö t t j e l en tős különbségek v a n n a k . Az MCR-ku l tú r a sej t jei 
felszíni képződménye inek igen jellegzetes vo l t a — de különösen a sej t felszínen 
a mal ignus t r a n s f o r m a t i ó v a l p á r h u z a m o s a n végbemenő vál tozások gazdag-
sága — valószínűleg a k ö z b e i k t a t o t t in v ivo növekedésével e g y ü t t j á r ó , meg-
v á l t o z o t t kö rü lmények h a t á s á v a l függ össze. E lképze lhe tő , hogy ezek a mor-
fológiai vá l tozások nemcsak a vizsgál t se j tvonalon , h a n e m más s e j t k u l t ú r á k 
mal ignus t r a n s f o r m a t i ó j a ese tén is j e len tkeznek . Az i lyen i r á n y b a n kiter-
j e s z t e t t v izsgálatok a lapo t j e l e n t h e t n e k a malignus t r a n s f o r m a t i o scanning 
e lek t ronmikroszkópos je l lemzéséhez. 

Köszöne tünke t fe jezzük ki Dr . Schaff Zsuzsának és Csikós András 
m é r n ö k n e k a SEM v izsgá la tokban és prepará lás i t e c h n i k á b a n n y ú j t o t t irá-
n y í t á s u k é r t és segí tségükér t , v a l a m i n t Dr . Kovács J á n o s t anszékveze tő 
docens ú rnak a scanning e lek t ronmikroszkópos k a p a c i t á s b iz tos í tásér t . 

Összefoglalás 

A szerzők CBA T6T6 egér embrióból k ia lak í to t t k u l t ú r á k a t 20-methyl-
cho lan th rénne l in v i t ro ma l ignusan t r a n s f o r m á l t a k . Scann ing e lektronmikrosz-
k ó p segítségével h a s o n l í t o t t á k össze a kezeletlen és az MC-kezeléssel t rans-
f o r m á l t , v a l a m i n t a kezel t se j tekből származó t u m o r o k szövet tenyészetbe 
re -exp lan tá l t se j t j e i t . A 3 s e j t t í pus je lentős eltérést m u t a t o t t a se j tek egymás-
hoz v iszonyí to t t he lyze tében , v a l a m i n t a felszíni k é p z ő d m é n y e k s z á m á b a n és 
a l a k j á b a n . 
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