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AZ MC-29 VIRUS ALTAL OKOZOTT MAJRAKB()L
KIALAKITOTT TRANSZPLANTALHATO HEPATOMA
BIOKEMIATI VIZSGALATA 1.

A CSIRKEMAJ ES A HEPATOMA DNS, RNS, FEHERJE
ES FOSZFOLIPID TARTALMANAK OSSZEHASONLITASA

KOVALSZKY ILONA, JENEY ANDRAS, ASBOT RICHARD és LAPIS KAROLY az
MTA levelez tagja

Kozlésre érkezett: 1976. II. 6.

Az elmiilt években a daganatok viruseredetével kapcsolatban egyre tébb
kozlemény latott napvilagot és szaporodnak egyes human tumorok virus-
eredetét feltételezd adatok is (Klein 1972, Lapis és Schaff 1974, Sarkar és
Moore 1972). A vilagszerte kiterjedten vizsgalt onkogén virusok hatasara elsé-
sorban mesenchymalis tumorok alakultak ki a kisérleti allatokban, és bar ezek
tanulmanyozasa szdmos adatot szolgaltatott a virus karcinogenezis mechaniz-
musara vonatkozéan, nem adhatott valaszt arra a kérdésre, mi térténik egy
magasan differencialt szdévet sejtjeivel a malignus transzformécié soran.
A kémiai karcinogénekkel elGidézett transzplantalhaté patkanyhepatomak
— elsGsorban a Morris hepatomak — vizsgéalata, és a majszovet malignus
transzformaciéja soran végbemend anyagesere valtozasok felderitése a daga-
natok kialakulasinak és biokémiajanak szamos lényeges sajatossagara muta-
tott ra (Morris 1965, Morris és Wagner 1968, Weber 1961, Weber 1968). Igy
a Morris 5123-as hepatoma vizsgalata soran deriilt fény arra, hogy tobb, addig
a daganatos sejtanyagcsere lényegi elvaltozasaként elismert biokémiai jelen-
ség nem sziikségszerl velejar6ja a malignus transzformaéciénak.

E tumor biokémiai sajatossagok tekintetében nagyon hasonlitott a
majhoz, glikolitikus aktivitasa kozel azonos a majéval, majspecifikus enzimei-
nek aktivitasa szintén jol megdrzott volt (Pitot 1962). A kiilonb6z8 novekedési
sebességili és malignitasd hepatomék tanulmanyozésa soran deriilt fény arra is,
hogy egyes anyagesere folyamatok intenzitdsa a malignitas fokaval parhuza-
mosan fokozédik, mig masoké progressziven csokken (Weber 1968).

Felmeriil azonban a kérdés, hogy azok a jelenségek, melyek a kémiai
karcinogénekkel el8idézett transzplantdlhaté hepatomakban térvényszerd-
nek tlinnek, kialakulnak-e virussal elGidézett malignus transzformacié esetén
is? E kérdés megvalaszolasiara nyilt meg az els6é lehet8ség, mikor 1972:ben
Lapis a Beard altal mar korabban megfigyelt (Beard 1970), MC-29 virus altal
elgidézett hepatomabél transzplantdlhaté daganatot alakitott ki. A primer,
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valamint a transzplantalhaté tumor biolégiai, fény- és elektronmikroszképos
morfolégiai sajatossagairél Lapis tobb cikkben szamolt be (Lapis és mtsai
1973, Lapis és mtsai 1974, Lapis és mtsai 1975). Jelen vizsgalatunk célja az
ujonnan kialakitott transzplantalhaté csirke hepatoma alapvetd biokémiai,
jellemzése, a tumor lényeges makromolekulainak meghatarozasa volt.

Anyag és madszer

A transzplantalhaté tumor fenntartasa, atoltasa Lapis és mtsai (1974)
altal leirt mdédon tortént. Vizsgalatainkat mindkét nembeli naposcsibébe
subcutan oltott 10 napos tumoron végeztiik, a tumorok a 4—15. atoltasokbél
szarmaztak. Kontrollként 10 napos egészséges csirkék majat vizsgaltuk. Az al-
latok a ledlésig szabadon fogyaszthattak taplalékot és vizet. A csirkéket deka-
pitalassal 6ltiik meg, az eltavolitott maj és tumor sulydt megmértiik. A szdvet-
mintakat, ha azonnal nem keriiltek felhasznalasra, —25 °C-on hiitéttiikk és
legkés6bb harom napon beliil feldolgoztuk. A tumor és majszovetet otszoros
térfogat 0,1 M-os (pH 7,5) K-foszfat pufferben homogenizaltuk. A homogena-
tumbdl orcein festés segitségével meghataroztuk az 1 g nedves silyra esd
sejtszamot, majd a szévetek makromolekuldinak mennyiségi meghatarozasa-
hoz mintat vettiik. A megmaradt homogenatumot 600 xg-vel 10 percig centri-
fugaltuk — az iiledékbdl izoldltuk a sejtmagokat (Busch és mtsai 1968), a
feliiliszobal pedig a citoplazma frakciokat (Hogeboom 1955, 1. dbra).

Maj Hepatoma

1. Homogenizalds (0,25 M szaharoz)
2. Differencial centrifugalas
600g 10 perc

Felillszo Uledek-2,2 M Szahars
1ezerg l 80¢ezer g 7oro
0. p E.W: Tisztitott mag
Uledek | Mitokondrium
Feliliszo

105 ezer g 90 perc

iede

Feliliszo
ONS = Difenilamin ~ (Burton 1956)
RNS = Orcin (Brown 1948)
Feherje = Folin reagens (Lowry és misai)
p-lipid = Eter-alkoholos extraktum

P tartalma (Fiske-Subarrow)

1. dbra. A szivetek frakciondlisdnak és a makromolekulik meghatdrozdsinak vizlatos menete.
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A szovethomogenatumbél és a differencial centrifugalassal nyert 4
frakciobél az alacsony molekulasilyd komponenseket 4 °C-on 0,5 N perklér-
savval mosva tavolitottuk el. ‘A zsiroldékony anyagokat éter-alkohol 1 :3
aranyu keverékével 2 X 10 percig szobahdn kezelve a mintainkat, nyertiik ki.
A visszamaradt iiledékb6l a nukleinsavakat 0,5 N perklérsavval 2 x 20
percen at hidrolizdlva vontuk ki. A fennmaradé csapadékot, mely a fehérjéket
tartalmazta, 0,1 N NaOH-ban oldottuk fel. A 70 °C-on tértént perklérsavas
hidrolizis soran nyert extraktumbél a DNS-t difenilamin (Burton 1956), az
RNS-t orcin (Brown 1946) reagenssel hataroztuk meg. A fehérje tartalom
meghatarozasahoz Folin reagenst (Lowry 1951) hasznaltunk. Az éter-alkoho-
los extraktumbdél a foszfolipid tartalmat kénsavas roncsolas utan az anorga-
nikus foszfor tartalom alapjan Fiske és Subbarow (1925) médszere szerint
hataroztuk meg. Eredményeinket 1 sejtre szimitva pikogrammban tiintetjiik

fel (10-12 g).
Eredmények

Vizsgalataink soran a csirke hepatomaban 2-szer magasabb DNS tar-
talmat talaltunk, mint a majban. A tumor fehérjetartalma ugyanakkor csak
629%;-a az egészséges majszovetének. A foszfolipid tartalom csékkenése még a
fehérjénél is kifejezettebb (1. tablazat).

I. tablazat

A csirkemaj és hepatoma DNS, RNS, fehérje és foszfolipid tartalma.

ok Y
DNS 2,574-0,38 5,0140,19 194
RNS 11,42+2,19 8,44 41,30 73,9
Fehérje 154,94+11,80 95,60-+17,60 61,7
Foszfolipid 4,604-0,13 1,90+ 0,27 41,3

Az eredmények 1 sejtre szdmitva pikogrammban lettek feltiintetve.
A tumorban mért valtozdsok szignifikansak, p < 0,001

A tumor és majmintikbol nyert izolalt és tisztitott sejtmagok makro-
molekula tartalma szintén eltér egymastél (2. tablazat). A hepatoma sejtek
magjaban nemcsak a DNS, hanem az RNS és fehérje tartalom is lényegesen
magasabb, mint a majban. A makromolekulik mennyiségének valtozasa egy-
massal parhuzamos, igy egymashoz viszonyitott arinyuk lényegesen nem
valtozik. A magban észlelt valtozassal szemben a tumor mitokondrium
(15000 x g iiledék) frakciéjanak RNS, fehérje és foszfolipid tartalma jélents-
sen csokkent (3. tablazat). Az RNS tartalom csaknem 3-szor, a fehérje tar-
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II. tablazat

A csirkemdj és hepatoma magjinak DINS, RNS és fehérje tartalma

Csirkemaj Hepatoma lﬁmttl:gl‘lo :n::;ti}:f]im;
DNS 2,3340,28 4,65+0,16 200
RMS 0,5740,19 1,184-0,09 204
Fehérje 8,164-0,65 13,88+0,83 L lrfi |

Az eredmények 1 sejtre szamitva pikogrammban lettek feltiintetve.
A tumorban mért véltozdsok szignifikdnsak, p < 0,001

III. tablazat

A csirkemdj és hepatoma mitokondrium (15 000xg-vel iileped§) frakciéjanak RIS, fehérje és
foszfolipid tartalma

Csirkemsj i o ok oy
RNS 0,9740,12 0,33+0,06 ‘ 33,8
Fehérje 45,82+44,76 20,974+6,01 45,7
Foszfolipid 1,37+0,12 0,28+0,005 20,4

Az eredmények 1 sejtre szdmitva pikogrammban lettek feltiintetve
A tumorban mért valtozdsok szignifikdnsak, p < 0,001

talom pedig hozzavetSlegesen 2-szer t6bb a maj hasonlé frakciéjaban. A hepa-
tomaban észlelt csokkenést nem lehet egyszerfien a mitokondriumok szdmanak
megfogyatkozasidval magyarazni, mivel a makromolekuldk egymashoz viszo-
nyitott aranya is megvaltozott.

A hepatoma mikroszéma frakciéjanak (105 000 X g iiledék) fehérje
tartalma 189,-kal kisebb a majénal, hasonlé mérvii az RNS és foszfolipid
tartalom csokkenése is. A maj és a tumor mikroszéma frakciéjdban a szamitott

fehérje-RNS arany hasonlé (4. tablazat).

IV. tablazat

A csirkemdj és hepatoma mikroszoma (105 000xg-vel iilepedd) frakciéjanak RNS, fehérje és
foszfolipid tartalma

Csirkeméj Hepatoma bl 'm;f;tﬁ/l:ffmz
RNS 4,364+0,21 3,57+0,71 81,8 a
Fehérje 17,4042,30 15,95+ 3,41 91,6 b
Foszfolipid 1,29+0,07 1,044-0,15 ‘ 80,6 a

Az eredmények 1 sejtre szdmitva pikogrammban lettek feltiintetve
a: p < 0,05
b: nem szignifikdns
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A hepatoma hialoplazma frakciéjaban (5. tablazat) az RNS és fehérje
mennyiségi kifejezetten csokkent. A maj hialoplazmaban szamitott 15,7 fe-
hérje-RNS ardny az alacsony fehérjetartalom miatt 12,6-re csokken a hepatoma
ezen frakciéjaban.

V. tablazat

A csirkemdj és hepatoma hialoplazma (105 000xg szupernatins) frakciéjanak RNS, fehérje és
foszfolipid tartalma

‘ Csirkeméj Hepatoma ﬁmtt‘::;lm;i:?ﬁzflim:
RNS 5,14+0,28 3,34+0,83 64,9 a
Fehérje 81,23 48,92 42,484-3,70 52,3 a
Foszfolipid ‘ 1,504+0,76 0,8140,08 53,8 b

Az eredmények 1 sejtre szamitva pikogrammban lettek feltiintetve.

a: p< 0,05
b: nem szignifikans

Az RNS és fehérje megoszlasat a sejtmag és a citoplazma kozott a 6.
tablazat mutatja. Lathat6, hogy mig az egészséges csirke majaban 18-szor
tobb RNS és fehérje van a citoplazmaban mint a magban, ez az arany a hepa-
tomaban 6,2-re csdkken. A viltozasért az RNS esetében elsésorban a mag
megnivekedett RNS tartalma, a fehérje esetében a mag fehérjetartalmanak
novekedése és a citoplazma fehérje tartalmanak csokkenése egyarant felelds.

VI. tablazat

A fehérje és RNS megoszlisa a mag és citoplazma kézott csirkemdjban és hepatomaban

Fehérje RNS
pg/sejt % ardny pg/sejt % arany

Mag 8,16 5,26 1 0,577 5,22 1
Mij

Citoplazma 144,42 94,74 18 10,470 94,717 18,1

Mag 13,88 14,50 1 1,18 13,90 1
Hepatoma

Citoplazma 79,40 85,50 5,9 7,24 86,10 6,2

Megbeszélés

Az ismertetett vizsgéalatok célja egy djonnan kialakitott transzplantal-
haté tumor DNS, RNS, fehérje és foszforlipid tartalmanak meghatarozésa
volt. A munka jelentGségét az adja meg, hogy ismereteink szerint ez az egyetlen
transzplantalhaté hepatoma, melyet virussal létrehozott majrakbél alakitot-
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tak ki. Vizsgalataink soran a maj és az MC-29 virus altal indukalt méajtumorbél
kialakitott transzplantalhaté hepatoma kozott szamos kiilsnbséget figyel-
hettiink meg. :

A differencial centrifugaldssal nyert frakciok makromolekulainak mennyi-
ségét vizsgalva megallapithattuk, hogy a hepatoma megvaltozott dsszetételéért
részben a magi RINS, DNS és fehérje tartalom emelkedése, részben pedig a
citoplazma fehérjéinek megfogyatkozasa a felelGs.

A hepatoma koriilbeliil 2-szeresre névekedett DNS tartalma 6sszhangban
all Weber (1961) adataival, aki Novikoff hepatomaban, és Molnar (1965)
adataival, aki majrakban hasonlé mérvi emelkedésrél szamolt be. Elektron-
mikroszképos vizsgélattal Lapis szintén a mag-plazma ardny mag javira
torténé eltolédasat figyelte meg (Lapis, 1976, megjelenés elgtt). Kézenfekvd,
hogy egy gyorsan név6 tumor sejtjeinek nagy része G, fazisban van. Igy
magyarazza Weber is a Novikoff hepatoma DNS tartalmanak emelkedését.
Elképzelhet§ azonban az is, hogy a sejtek egy része a kéros oszlasok kovet-
keztében oktaploid, vagy ennél is magasabb szami kromoszéma garnitdiraval
rendelkezik. A magi RNS és fehérje tartalom emelkedett voltat a fokozott
szintézis és a csokkent lebontas mellett a kivetkez6k magyarazhatjak.

Lehetséges, hogy a sejtmagban kéros RNS-ek szintézise folyik, melyek
a maghél kijutni mar nem képesek, valamint virus eredeti tumorrél 1évén
526, felmeriil a virus RNS termelésének lehet§sége is. A magi fehérje tarta-
lom emelkedését magyarazhatja egyszertien az a tény is, hogy a megnéveke-
dett nukeinsav tartalom kévetkeztében tobb, a nukleinsavak proteinburka-
ként szolgalé fehérjére van sziikség. A jelenség értékelése szempontjabol két-
ségteleniil figyelemre mélté az az irodalmi adat, mely felhivja a figyelmet,
hogy egyes kisérletes tumorokban az anyagcsere szisztematikusan a DNS és
RNS szintézis javara tolédik el, mig a lebontasukban szerepet jatszé enzimek
aktivitasa csokken (Weber 1974).

A sejtplazmaban észlelt valtozasért, mely legkifejezettebben a mito-
kondrium és a hialoplazma fehérjetartalmanak megfogyatkozasaban nyilva-
nult meg, szintén a csokkent szintézis, vagy a fokozott lebontas teheté fele-
16ssé. A mitokondrialis frakcié fehérje tartalménak valtozasa 6sszhangban
all Ohe és mtsai megfigyelésével, akik 1967-ben kiilonb6z6 novekedési rataja
hepatomak mitokondriuméanak tanulmanyozasa sordn ramutattak arra, hogy
a tumorok mitokondrialis fehérjéinek mennyisége annal jobban csékken, minél
gyorsabban n6vé tumorrél van szé. Adataik alapjan a patkdnymajmitokondriu-
manak fehérjetartalma 50 mg/g/ nedves sily volt, mely érték a gyorsan nové
hepatomak esetén akar 14—9 mg-ra is lecs6kkent. Ha sajat adatainkat 1 g
nedves stilyra szamitva tintetjiik fel, azt latjuk, hogy a csirke hepatomaban
mért mitokondrialis fehérje tartalom a majban mért 30 mg/g értékrdl 17,1
mg/g-ra csokkent. A csokkenés mértéke megfelel a kémiai karcinogénekkel el-
idézett gyorsan noév6 hepatomaknal leirtaknak. Lapis elektronmikroszképos
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vizsgalattal a mitokondriumok szdmanak csokkenését és szerkezeti karosoda-
sat figyelte meg (Lapis 1975, megjelenés el6tt). A fehérje szintetizalé rendszer
biokémiai szubsztratumanak megfelel6 mikroszéma frakcié fehérje, RNS és
foszfolipid tartalma a tumorban és a méajban hasonlé volt, szamottevé mennyi-
ségi kiilonbséget nem tudtunk kimutatni.

A mag fokozott és a citoplazma csékkent fehérje tartalma felveti a lehetd-
séget, hogy a tumor mikroszomalis rendszerének miikodése a magi fehérjék
szintézisének iranyaba tolédik el, a sejtplazma differencialt miikodéséhez
sziikséges fehérjék szintézise pedig visszaszorul. Ezt a feltevést tamasztjak
ald azok az adatok, melyek a Morris hepatomak ndvekedési iitemével par-
huzamosan fokoz6dé aminosav beépiilésrdl szdmolnak be. Ezzel ellentétben
pedig szamos, a maj differencialt mikodéséhez sziikséges enzim aktivitdsa
csokken (Lea és mtsai 1966, Morris 1965, Ohe és mtsai 1967, Weber 1968,
Weber 1974). Ezek az adatok sajat eredményeinkhez hasonléan a szabalyozé
rendszer zavarara utalnak és rdmutatnak arra a tényre, hogy a differencialt
miikodést végz6 citoplazma organellumok fehérje tartalméanak csokkenése
fokozott fehérje szintetizalé aktivitas mellett jon létre. A foszfolipid tarta-
lom csokkenését a tumor citoplazma organellumokban valé elszegényedése
magyarazhatja (Lapis 1976).

Adataink arra utalnak, hogy a virus altal indukalt transzplantalhaté
hepatoma szamos, a kémiai karcinogénekkel elgidézett hepatomékéhoz hasonlo
sajatossaggal rendelkezik. A mag dominancidja, a csokkent citoplazmatikus
fehérje és foszfolipid tartalom tehat a daganatkeltd agenstdl fiiggetleniil meg-
figyelhetd, és a valtozas mértéke a vizsgalt paraméterek vonatkozasiaban gy
tlinik, valéban a névekedés sebességétél fiigg, mivel az altalunk vizsgalt igen
gyors noévekedésti hepatomaban mért véltozasok a gyorsan proliferalé Morris
hepatomakban, valamint a Novikoff hepatomaban észleltekhez hasonlithaték.

Osszefoglalds

Szerzénk egy olyan 1j transzplantalhaté hepatoma DNS, RNS, fehérje
és foszfolipid tartalmat vizsgaltak, melyet virussal indukalt majrakbél ala-
kitottak ki, és az els§ ismerten viruseredetd transzplantalhaté hepatoma.
A tumor és maj homogenizdtum, valamint a mag, mitokondrium, mikroszoma
és hialoplazma frakciok oOsszehasonlité vizsgalata alapjan megallapitottak,
hogy a hepatomasejtek magjanak DNS, RNS és fehérjetartalma jelent&sen
megndtt, mig a mitokondrium és hialoplazma RNS és fehérje tartalma le-
csokkent a maj azonos frakciéihoz viszonyitva. Ezek az adatok arra utalnak,
hogy a hepatomaban a makromolekulak megoszlasa a mag javara tolédik el.
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