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A kémiai karcinogénekkel elSidézett transzplantalhaté hepatomak
morfolégiai, biolégiai és biokémiai tanulmanyozasa soran szamos szerzd
mutatott ra, hogy ezek a tumorok a névekedés iitemének fokozédasaval
parhuzamosan egyre tobb majra jellemz§ tulajdonsagot veszitenek el (Morris
1965, Miyaji és mtsai 1968, Shonk 1965, Weber és Lea 1967, Weber 1968,
Weber 1974). Fény deriilt arra is, hogy a biztosan malignus, de lassd novekedésii
és jol differencialt H 5123-as hepatoma biokémiai sajatossagai tekintetében
alig kiilsnbozik a majtél és nem rendelkezik a malignitas eddig elismert bio-
kémiai paramétereivel (Pitot 1963). A kiilonb6z8 novekedési sebességi hepa-
tomak tanulményozasinak eredményeképpen alakitotta ki Weber a mole-
kularis korrelaciés elméletét, mely szerint a daganatos sejtanyagcsere lényegét
az anabolikus és katabolikus folyamatok egyensilyanak progressziv fel-
borulasa jelenti. A hepatomakban a niévekedés iitemével aranyosan csokken
a szénhidratok szintézise, valamint a nukleinsavak és fehérjék lebontasa.
Ugyanekkor a szénhidratok lebontasa és a nukleinsavak szintézisének iiteme
novekszik (Weber és Lea 1967, Weber 1968). Weber az atoltas gyakorisagaval
jellemzett novekedési sebesség alapjan a patkany hepatomakat gyors, kizepes
és lassi novekedésd csoportokra osztotta fel. Az MC-29 virussal indukalt
hepatoma transzplantalhaté formaja biolégiai és morfolégiai sajatossagai
alapjan a leggyorsabban n6v6 majtumorok ko6zé tartozik (Lapis 1974). Vizs-
galataink meglepd mdédon mégis arra utaltak, hogy bar szamos szubcellularis
frakci6 fehérje tartalma csokkent a méajhoz viszonyitva, a fehérjeszintézisben
donté szerepet jatszé mikroszéma frakcié a hepatomaban aranylag jél meg-
6rzott volt. Kérdéses azonban, hogy mennyiben tekinthet$ az emlitett frakcié
— megdrzott fehérje tartalma alapjan — mindgségileg is valtozatlannak.

Ismeretes, hogy a maj szimos olyan enzimmel rendelkezik, mely mas
szervben nem, vagy csak igen alacsony aktivitassal mikédik. Ilyen enzimek
aktivitasanak vizsgalata a hepatomaban valaszt adhat arra a kérdésre, hogy
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ez az igen gyorsan proliferal6 tumor 8rzétt-e meg és ha igen, milyen mértékben,
majra jellemz§ tulajdonsidgokat. Lehetdvé valik ilyen médon bizonyos sejt-
frakciok mélyebb tanulmanyozasa is, ha olyan enzimeket valasztunk vizs-
géalataink targyaul, melyek aktivitdsa bizonyos scjtorganellumokhoz kétott.
A fenti meggondolasok alapjan a kovetkez8 harom kérdésre kerestiink valaszt:

1. Vannak-e a hepatomédban majspecifikus enzimek?

2. Amennyiben vannak, aktivitdsuk a majéhoz hasonlé-e?

3. Stimulusok hatdsara a tumorban levd enzimek a maj enzimeihez
hasonléan reagilnak-e?

Vizsgalataink targyaul 2 mikroszomalis enzimet, az aril hidrokarbon
hidroxilazt (AHH) és a gliikkéz-6-foszfatazt (G-6-Pase) valasztottuk. A két
enzim a majban taldlhaté meg legnagyobb mennyiségben, mikédésiik a maga-
san differencialt majszovetre jellemzd, aktivitasuk a tumorban, a daganat-
sejtek élete szempontjabol nem sziikséges, mikodésiitk az egész szervezet
szolgalataban all, mivel a G-6-Pase biztositja a glikéz kijutdasat a majsejtek-
bél, az AHH pedig a méregtelenitéshben jatszik fontos szerepet. Milikédésiiket
endogen (hormonok) és exogen (pl. gydgyszerek) anyagok egyarant befolya-
solni képesek. A két mikroszomalis enzim mellett figyelmiink a glitk6z-6-
foszfat dehidrogenaz enzim vizsgalatarais kiterjedt (G-6-P DH), mivel Weber
(1963) és Shonk (1965) kimutatta hogy ezen enzim aktivitasa az dsszes malig-
nus hepatomdban magasabb, mint a majban.

Vizsgalati rendszeriink a sejtanyagcserében centrélis szerepet jatszo
gliik6z-6-foszfat koré csoportosult. A G-6-P jelent8ségét az a tény emeli ki,
hogy az atalakulas soran képz6dd termékek a sejtanyagesere csaknem minden
1épésébe bekapcsolédhatnak. Szerepe van az energia glikogén forméjaban
torténd tarolasaban, a beléle felszabadulé gliikéz a szervezet energia pétlasara
szolgal, direkt oxidaciéja soran képz8d8 termékek a nukleinsav szintézisbe
kapcsolédnak be, ugyanitt képzddik a zsirsav szintézishez és a gydgyszer-
atalakit6 enzim miikodéséhez sziikséges NADPH, a glikolizisen 4t kapcsolédik
a terminalis oxidéaci6hoz, az aminosav és zsirsav szintézishez (1. dbra).

Annak eldéntése érdekében, hogy a tumorban kimutathaté majra jel-
lemz8 anyagcsere folyamatok kiilonb6z8 stimulusok hatasara a méjhoz ha-
sonléan valtoznak-e meg, részben exogen szer, részben pedig a szervezetben
fiziolégiasan is eléforduld, és a szénhidrat anyageserét befolyasolé két hormon
hatasat vizsgaltuk. A harom alkalmazott stimuldlészer kivalasztdsadhoz a
kévetkezé6 meggondolasok vezettek.

Ismeretes, hogy a gliik6z-6-Pase kulcsenzim szerepét tolti be a maj
glikoneogenetikus tevékenységében (Weber és Lea 1967, Weber 1968). A gli-
koneogenezis pedig, és ezzel egyiitt a G-6-Pase aktivitasa, szteroiddal fokoz-
haté. Ugyanezen enzim diabetesben fokozott aktivitasat Langdon és Weakly
(1955), valamint Ashmore és Weber (1959) adatai szerint az Insulin normali-
zalja. Ezen kiviil az Insulin hatasira a G-6-P direkt oxidaciéja és igy a zsir-
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savszintézishez, valamint az AHH miikodéséhez elengedhetetleniil sziikséges
NADPH képz6dés is fokozédik. E folyamat elsd 1épését az altalunk is vizsgalt
G-6-P DH katalizalja. Ismert tény, hogy a policiklikus szénhidrogének cso-
portjaba tartozé metilkolantrén a maj gyogyszeratalakité enzimaktivitasat
fokozni képes (Gelboin 1967). Masrészt e szer az egyik legismertebb kémiai
karcinogén, igy a hatasara létrejovd valtozasok egy virussal indukalt tumor-
ban, esetleg jabb ismeretek forrasat képezhetik.
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1. @bra. A kisérleti rendszerben vizsgalt enzimek szerepe a gliik6z-6-foszfat intermedier anyag-

cseréjében. Roviditések: P. lase: foszforilaz, Gly. sin.: glikogén szintetdz, PGM: foszfoglukomu-

taz, HK: hexokindz, G-6-Pase: gliik6z-6-foszfatdz, G-6-PDH: gliik6z-6-foszfit dehidrogenaz,

PHI: foszfohexoizomerdz, AHH: aril-hidrokarbon hidroxildz, G-1-P: gliik6z-1-foszfat, G-6-P:
gliik6z-6-foszfat, 6PGL: gliitkonsav-6-foszfat.

Anyag és maodszer

Vizsgalatainkat mindkét nembeli Hunnia hibrid csirkébe subcutan transz-
plantalt a 30—46. atoltasokbél szarmazé 10 napos tumoron végeztik. Ossze-
hasonlitasként 10 napos egészséges csirkék majat hasznaltuk. A szévetminta-
kat a dekapitalassal megolt allatokbél azonnal eltavolitottuk, és ha nem keriil-
tek azonnal felhasznéalasra, —25 °C-on taroltuk. A vizsgéalatainkhoz hasznalt
vegyszerek koziil a benzpirén Sigma, a metilkolantrén Fluka, a NADP, NADPH
és G-6-P Serva gyartmanyiu volt. A kristalyos Insulin és a Hydrocortison a
Ké&banyai Gyégyszerarugyar készitménye volt. Az AHH aktivitasait Nebert
és Gelboin (1968) mddszere szerint végeztiik a Diamond (1972) altal leirt
moédon. A reakciéelegyet 37 °C-on 30 percig inkubaltuk, majd a reakciét 1 ml
acetonnal allitottuk le. Az atalakulasi terméket elszor hexanba, majd 1 N
NaOH-ba raztuk at, a lighan 0ldédé 3-OH-Benzpirént Farrand spektrofluori-
meteren 400 mm gerjesztésnél az 520 mm-en mért fluorescentia intenzitasa-
val mértiik. Az értéket ismert mennyiségli OH-Benzpirént tartalmazé higitasi
sor fluorescentia gorbéjével hasonlitottuk ossze. A standard gorbe készitésé-
hez sziikséges 3-OH-Benzpirént Dr. Gelboin allitotta el8, és a Lyoni Rak-
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kutaté Centrum bocsatotta rendelkezésiinkre. Az enzimaktivitast egységekben
fejeztiik ki, 1 E = az az AHH aktivitas, mely az inkubéaciés id§ alatt 1 pM
3-OH-BP keletkezését katalizalja. A G-6-Pase aktivitast Harper (1962)
moédszere szerint mértiik. A reakciéelegy 0,1 ml 0,1 M-os (pH 6,5) citratpuffer-
ben homogenizalt szévetmintat és 0,1 ml 0,08 M-os gliik6z-6-P-t tartalmazott.
A mintakat 15 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd a reakciét 2 ml 109,-os trkls-
ecetsavval allitottuk le. A képzddstt anorganikus foszfor mennyiségét Fiske
és Subarrow (1925) médszere szerint hataroztuk meg. Az enzimaktivitast 1 mg
fehérjét tartalmazé homogenat altal 1 6ra alatt felszabaditott anorganikus
foszfor mennyiségében fejeztiik ki.

A ¢liik6z-6-P-DH aktivitasidnak meghatarozasit Lohr és mtsa (1962)
médszere szerint végeztiik. A fotométer kiivettdba2,4 ml (pH 7,5) 0,05 M-os
trietanolamin-HCI puffert, 0,5 ml majhomogenizatumot, 0,05 ml 25 mg/ml
toménységli NADP-t, majd 5 perc milva 0,05 ml 0,04 M-os G-6-P-t tesziink.
A képz8d6 NADPH intenzitasat 340 nm-en mértiik. Az enzimaktivitast az 1
ora alatt képz8d6 NADPH mennyiségében fehérjére, vagy nedvessilyra vonat-
koztatva fejeztiik ki. Az enzimstimulaciés kisérleteinkben a metilkolantrént
egyszeri 25 mg/kg testsily dézis intraperitonealis befecskendezésével, az alla-
tok leblése elgtt 24 éraval adtuk. A hidrokortizon dézisa 250 mg/kg i.p. volt,
a szert 1, 7, 24 o6raval az 6lés elGtt adagoltuk. Az Insulint 200 E/kg testsily
dézisban szubkutan befecskendezéssel juttattuk az allatok szervezetébe.
Az allatokat a kezelést kovet8 1,3 és 7. 6raban oltik meg.

Eredmények

Vizsgalataink sordn el@szor a 3 enzim alapaktivitasat mértiik meg. Az I.
tablazaton lathaté, hogy a hepatomaban az AHH és gliik6z-6-Pase aktivitas
megtalalhaté. Ez az eredmény azért figyelemre mélt6, mert az altalunk vizsgalt
tumorral azonos novekedési sebességli Morris hepatomakban a két enzim ak-
tivitasa gyakorlatilag mar nem mérhet6 (Sugimura 1966, Weber 1968). A G-6-P
DH aktivitas hasonléan Weber (1963) és Shonk (1965) adataihoz, a tumorban
joval magasabb volt, mint a majban.

Osszefoglalva tehat az MC-29 virussal indukalt majtumorbél kialakitott
transzplantalhaté hepatoméaban két méjra jellemz§ enzim aktivitasat és egy,
a malignus hepatomakra jellemz8 enzim aktivitis emelkedést tudtunk meg-
figyelni.

Stimulalé szereink a harom enzim aktivitasat a kévetkezd médon be-
folyasoltak:

Metilkolantrén befecskendezése utan 24 éraval az AHH aktivitas az
egészséges majban jelentGsen fokozédott (2. tablazat). A hepatomaban a keze-
lést kiovetGen az eredetileg is nagyon alacsony aktivitds csaknem nullara csok-
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1. tablazat

Az aril-hidrokarbon-hidroxilaz, gliikéz-6-foszfatdz és gliikéz-6-foszfat dehidrogendz aktivitdsa a
csirkemdjban és az MC—29 virussal indukdlt hepatomdban

i Mérések Aktivita
Enzim szémea pikomél 3-t0v}llt-a§P/6ra
| | per mg fehérje r per 100 sejt
‘ | Mij Heptoma } %% | Maj ‘ Hepatoma ‘ L
AHH 10 30,0-+4,5° ‘ 4,4+2,3 l 14,6 4,64+0,7 0,424-0,22 1 9,0
nanomél Pj/éra
) ’ per mg fehérje | per 10° sejt
‘ ‘ Maj Hepatoma ‘ %% ’ Maj | Hepatoma | %a
G-6-Pase l 10 i 14004-182 ‘ 800496 ’ 57 ‘ 2174-28,2| 176,48+9,1 | 35,2°
|
nanomél NADPH/6ra
‘ ‘ per mg fehérje | per 10° sejt
| | Maj Hepatoma ’ %" ’ Maj | Hepatoma | %2
G-6-P- DH ’ 6 21,3+3,0 | 121,848,6 576° | 3,240,46 11,54-0,82 359°

a: a tumorban mért aktivitds a m4j aktivitdsdnak 9%,-ban kifejezve.

b: 4+ SE

c: a kiilonbség statisztikailag szignifikdns, p < 0,005

AHH: aril hidrokarbon hidroxildz 3-OH-BP —: 3-OH-Benzipirén
G-6-Pase: gliik6z-6-foszfatdz P;: anoganikus foszfor

G-6-P DH: gliik6z-6-foszfit dehidrogendz

II. tablazat

A metilkolantrén hatisa a mdj és a hepatoma aril-hidrokarbon-hidroxilaz és gliikéz-6-foszfataz

aktivitasara
} Kezelés AHH } G-6-Pase
Maj — 100 100[:
Maj MC 5287 90
Hepatoma - 100 100
Hepatoma MC 1¢ 112°

a: statisztikailag szignifikdns: p < 0,05
b: statisztikailag nem szignifikdns

MC = metilkolantrén Dézis: 25 mg/testsily kg 24 érdn 4t
Eredmények a kezeletlen kontroll 9% -dban feltiintetve.
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kent. A gliikk6z-6-foszfatdz aktivitasdt a metilkolantrén érdemlegesen nem
befolyasolta.

A szteroid hormonok koziil stimulalé szerként kivalasztott hidrokortizon
hatasat a 2. abran tiintettiik fel. A majban a kezdeti enyhe aktivitas csokke-
nést kovetben az AHH aktivitdsa nagymértékben fokozédik, hasonlé médon
emelkedik a G-6-Pase aktivitas is. A szteroid hatdsdra a tumorban sem az
AHH, sem a G-6-Pase aktivitasa nem véaltozik.

200 E/kg testsiily Insulin subcutan befecskendezése utan jellemzd valto-
zas az AHH és a G-6-P DH aktivitasaban volt észlelhets. A méajban az AHH
és a G-6-P DH aktivitdsa a szer adasat kovet8 3. orara jelent8sen fokozédik,

o AHH 5 G-6- Pase
o /o
300 - 300
250 | L 250
8 200
= 200 - /
= 48P % - 150
100} S 1 Lo ?/ /
50 + - 50 +
T ¢ v T i T T T T i
a 1 7 24 g 1 7 2% ora

2. gbra. 250 mg/kg teststly hidrokortizon hatdsa a m4j és a hepatoma AHH, illetve glitkéz-
6-foszfatéz aktivitdsdra. — mdj, o—o hepatoma. Az eredményeket az alapaktivitds 9,-dban
kifejezve tiintettiik fel. Az egyes pontok 5—5 parhuzamos vizsgidlatnak felelnek meg.

AHH G-6-P DH
% %
500 | 150 \+
250 |
200 | -100

150 |-

14\ N\

\6——/‘?

T Y u

9. 3 6 & a & ora

Aktivitds

T T T

3. dbra. 200 E/kg teststly Insulin hatdsa a maj és a hepatoma AHH, illetve gliikéz-6-foszfat
dehidrogendz aktivitdsidra. — m4dj, o—o hepatoma. Az eredményeket az alapaktivitds %,-
4dban kifejezve tiintettiik fel. Az egyes pontok 5—5 pdrhuzamos vizsgilatnak felelnek meg.
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majd a tovabbiakban az AHH aktivitasa rohamosan zuhan, a G-6-P DH lassan,
de a 6. 6rara szintén csokken és kozeledik eredeti értékéhez (3. abra). A tumor-
ban az Insulin hatasara az AHH aktivitas csaknem teljesen eltlinik. A kisérlet
sordn gyorsteszt segitségével tdjékozédtunk az allatok vércukor értékérdl,
mely szintén a 3. éraban bizonyult a legalacsonyabbnak.

Megbeszélés

Vizsgalataink soran valaszt szerettiink volna kapni arra a kérdésre, hogy
egy virus altal elGidézett majtumorbdl kialakitott transzplantalhaté hepatoma
rendelkezik-e a sejtanyagcsere olyan lépéseivel, melyek a majra jellemzgek, és
ha igen, ezek a folyamatok befolyasolhaték-e kiilonb6z6 szabalyozé tényezdk-
kel. A harom enzim aktivitasat vizsgalva megallapithattuk, hogy hasonléan
a kémiai karcinogénekkel indukalt transzplantilhaté hepatomakhoz, az
‘MC-28 virus altal indukalt hepatoma transzplantalhaté formajaban is jelen-
tésen csokkent a két mikroszomalis enzim és nétt a G-6-P DH aktivitasa.
Emlitésre mélténak tartjuk azonban, hogy a vizsgalt tumor névekedési iite-
mét figyelembe véve a mikroszomailis enzimek csékkenésének mértéke kisebb,
mint a kémiai karcinogénekkel indukalt tumorokban, mivel hasonlé gyors
novekedésti Morris hepatoma a két enzimet méar nem tartalmazza (Sugimura
1966, Weber és Lea 1967, Weber 1968). A majspecifikus enzimeken kiviil ki
tudtuk mutatni a malignus hepatomékra jellemz5 emelkedett G-6-P DH
aktivitast is (Morris 1965, Weber 1963, Shonk 1965). A G-6-Pase és az AHH
viszonylag j6l megfrzott volta vetette fel a kérdést, vajon stimulusok hatasara
ezen enzimek mikédése a majban és a tumorban hasonlé médon valtozik-e
meg. A metilkolantrénnel és a két endogén hormonnal, végzett stimulalas
hatésara vizsgalt enzimek aktivitdsa a majban fokozédott. A hepatoméaban
aktivitas fokozédasat egyik szer sem volt képes kivaltani, st metilkolantrén
és hidrokortizon hatasira az AHH, Insulin hataséra pedig az AHH és a G-6-P
DH enzim aktivitasa csokkent. ‘ )

Az AHH és a G-6-Pase aktivitas jelenléte az altalunk vizsgalt tumorban
arra utal, hogy a maj differencialt funkcidiért felelds genetikai informaciok
megtalalhat6k és — legalabbis bizonyos mértékben — képesek a tumorsejtek-
ben is érvényesiilni. Klinikai megfigyelések is arra utalnak, hogy szamos diffe-
rencialt tevékenység fokozédhat, vagy akar megjelenthet bizonyos daganatok-
ban (Weber 1974). Ez szintén arra utal, hogy a dedifferencialédas biokémiai
értelemben nem sziikséges velejaréja a malignitasnak. Vizsgalataink, melyek
ramutattak, hogy a tumorsejtek elvesztik érzékenységiiket specifikus stimulélé
szereik irdnt inkabb a sejtregulacié karosodéasanak alapvetd szerepére utalnak.
Pitot és Cho (1965) szdmos vizsgalat eredményeképpen szintén azt a kovet-
keztetést vontak le, hogy a tumorok enzim stimulalé hatasokra sokkal kevésbé
reagilnak, mint a normalis, egészséges sejtek.
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Vizsgalataink bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy a Weber (1974)
altal kémiai karcinogénekkel el§idézett hepatomakban megfigyelt gén ex-
presszié ujra programozédas a virus karcinogenezis soran is kialakul.

Osszefoglalds

Szerz8k majspecifikus enzimek viselkedését vizsgaltdk egy virussal ki-
alakitott majtumor transzplantidlhaté formajaban.

Megallapitottak, hogy a tumorban a maj aril hidrokarbon hidroxilaz
aktivitasanak kb. 109,-a, a gliik6z-6-foszfataz aktivitdsanak mintegy 1/3-a
mérhetd. Kimutattdk a malignus hepatomakra jellemz§ emelkedett gliik6z-6-
foszfat dehidrogenaz aktivitast is. A majspecifikus enzimek aktivitdsianak
relative magas volta ellenére a hepatomaban stimulalé szerekkel aktivitas
fokozédasat nem lehetett kivéltani.

Szerzd8k véleménye szerint ezek az adatok arra utalnak, hogy a malig-
nizicié soran a genetikai informaciék megnyilvanuldsat szabalyozé tényezdk
karosodasa fontos szerepet jatszik.
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