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DAGANATOS SEJTPOPULÁCIÓ NÖVEKEDÉSÉNEK 
TANULMÁNYOZÁSA 

I I . Magi fehérjék vizsgálata gyorsan és lassan proliferáló M-NK/Ly ascites tumor 
sejtpopulációiban 

J E N E Y A N D R Á S , az o r v o s t u d o m á n y o k k a n d i d á t u s a , D Z U R I L L A Y ÉVA, 
K O P P E R LÁSZLÓ és L A P I S K Á R O L Y , az MTA levelező t a g j a 

Közlésre é rkeze t t : 1976. I I I . 9. 

Előző t a n u l m á n y u n k b a n b e s z á m o l t u n k arról, hogy az N K / L y ascites 
t u m o r növekedése során a se j tek proliferációs ak t iv i t á sa f o l y a m a t o s a n csök-
ken . A növekedési ü t e m lelassulása azonban reverzibilis, mivel á to l t á s u t án a 
t u m o r s e j t e k ú j r a gyorsan prol i ferá ló szakaszba kerü lnek . A sej tprol i feráció 
csökkenésével pá rhuzamosan a s e j t m a g és a s e j t m e m b r á n u l t r a s t ruk tu rá l i s 
s a j á tos sága inak a vá l tozása i t , v a l a m i n t a r ád ioak t ív p rekurzorok DNS-be, 
R N S - b e és f ehé r j ékbe tö r ténő beépülésének a csökkenését észlel tük (Lapis és 
m t s a i 1973, K o p p e r és mtsa i 1974). Je len m u n k á n k b a n a génműködés t és 
ezá l ta l a se j tprol i ferációt befolyásoló magi f ehér jéke t k í v á n t u k t anu lmányozn i 
az N K / L y ascites t u m o r növekedésének gyorsan és lassan proliferáló popu-
lác ió iban . 

Az elmúlt év t izedben végze t t v izsgála tok meggyőző a d a t o k k a l bizonyí-
t o t t á k , hogy az e u k a r y o t a s e j t e k b e n a DNS működésé t —- t e h á t a gén-infor-
máció á t a d á s á t a replikáció és a t ranszcr ipc ió során — a k r o m a t i n fehér jék 
befo lyáso l ják . A k r o m a t i n fehér jék közü l először a h i sz tonoknak t u l a j d o n í t o t t a k 
f o n t o s szerepet a gén regulác ióban, mivel ezek gá to l j ák a DNS- tő l függő R N S 
szintézis t (Bonner és H u a n g 1963). A sej tprol iferáció és a h isz tonok közöt t i 
kapcso l a t r a u ta l az, hogy a D N S és a hisztonok — elsősorban az F x f rakc ió — 
szintézise egyidőben tör tén ik a s e j t é le tc iklusának S fáz i sában . Stevely 
és S tocken (1968), va l amin t Gur l ey és mtsai(1974), a r ra köve tkez t e t t ek , 
hogy az F x h i sz tonok foszfori lációja a sej tprol i feráció meg indu lásának fon-
tos fel té tele . Ez u tóbb i megál lapí tássa l összhangban Balhorn és mtsai 
(1972) egyenes összefüggést t a l á l t a k az hiszton foszfori lációja és a t umorok 
növekedése közöt t . Hisz tonok a D N S repl ikác ió jában be tö l tö t t szerepére 
l e g u t ó b b Kriegstein és Hogness (1974) m u t a t t a k rá , akik ar ra köve tkez t e t t ek , 
hogy a „replikációs v i l l a " h a l a d á s á n a k mér téké t a h isz tonok ha t á rozzák meg. 
A széles körű v izsgá la tok a z o n b a n a r ra is r á m u t a t t a k , hogy a hisztonok 
összetéte lében, DNS-liez kö tődésében és represszor h a t á s á b a n szövet i vagy 
f a j i speci f i tás t n e m lehe te t t k i m u t a t n i , így azok nem specif ikus gén reguláto-
r o k n a k t e k i n t h e t ő k (Stein és Base rga 1971). Éppen ezért a jelenlegi k u t a t á s o k 
a h i sz tonok represszor h a t á s á n a k módos í tásáva l fogla lkoznak, amely létrejö-
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liet a hisztonok foszfori lációja , met i lác ió ja , acet i lációja , va l amin t egyéb fehér-
j ékke l vagy a lacsony molekulasú lyú vegyüle tekkel szembeni kölcsönhatás 
köve tkez tében . 

Az u tóbbi időben a s a v a n y ú te rmésze tű magi f ehé r j ék génműködés t 
szabályozó h a t á s a i n a k a t a n u l m á n y o z á s a kerül t az érdeklődés középpon t j ába . 
Ezen fehér jékre je l lemző, hogy aspa rag insavban és g lu t aminsavban gazdagok 
és a h isz tonoktól e l térően t r y p t o p h á n t is t a r t a l m a z n a k . 

Ezen k r o m a t i n frakció egyes fehér jé i a zonban oldékonysági tu l a jdon-
sága ikban , DNS-hez tö r t énő kö tődésükben és mo leku la sú lyukban különböznek 
egymás tó l . Lebomlás i fé l idejük a h isz tonoknál gyorsabb , de a se j t számos 
t ö b b i fehérjéinél l a s súbb . Cy top lasmában sz in te t izá lódnak, foszfor i lá lódhatnak 
és a D N S nagy á r k á b a n he lyezkednek el. (Stein és Basega 1971, Langan és 
S m i t h 1967, Kle insmi th és Al l f rey 1969, Fa rbe r és mtsa i 1971.) 

Az i roda lomban sokszor v á l t a k o z v a és zava róan haszná l t magi savanyú 
f e h é r j e , k roma t in - savanyú f ehé r j e , „non-h i sz ton" és magi rezidualis fehér je 
k i fe jezések egyfelől tükrözik a m é g nem egységesen k ia lakul t te rminológiá t , 
másfe lő l megjelölik a t á rgya l t f ehé r je előállítási m ó d j á t . E l fogadha tónak 
t a r t h a t ó az, hogy , ,non-h i sz ton" vagy k r o m a t i n s a v a n y ú fehér je kifejezést 
ha szná lunk ha azok előállítása a m á r izolált k roma t inbó l tö r tén ik . Ezzel 
szemben az egész m a g szakaszos izolálása során, a DNS-hez szorosan társuló, 
n e m hiszton jel legű fehér jé t az lín. reziduális f r akc ióban t a l á l j uk . Hill és mtsai 
(1971) megál lapí tása i u t án ezen f r akc iókban levő fehé r j ék működésük a lap ján 
h á r o m csoportba osz tha tók : 

a ) s t ruk turá l i s szerep, 
b) enzim m ű k ö d é s (polymeráze , ligáze s tb . ) , 
c) gén reguláció. 

Lehetséges azonban , hogy egy ugyanazon fehér je t ö b b módon is részt vesz a 
k r o m a t i n szerkezeti és működés i egységének f e n n t a r t á s á b a n . 

A gén regulác ió jában b e t ö l t ö t t és sokak szer int specif ikus szerepüket az 
a l ább i megfigyelések t á m a s z t j á k alá: 

a ) Aktív szöve tek és ak t í v á l l apo tban levő k r o m a t i n t ö b b magi savanyú 
fehér jé t t a r t a l m a z , m i n t az inak t ívak (Dingman és Sporn 1964, 
Frenster 1965). 

b) A hisz tonok által gátol t DNS- tő l függő R N S po lymeráz t líjból műkö-
désbe hozzák (Wang 1970, Speisberg és mt sa i 1971). 

c) Izolált k r o m a t i n b a n a szövet i specif ikus R N S szintézist b iz tos í t ják 
(Paul és Gi lmour 1968, W a n g 1971). 

d) A DNS-hez kötődő k r o m a t i n s avanyú fehé r j ék immunspec i f ic i t ás t 
m u t a t n a k ( W a k a b a y a s h i és mtsai 1973). 

Nagy számú a d a t t a n ú s á g a szerint a k r o m a t i n s a v a n y ú fehér jék részt 
vesznek a sejt repl ikációs tevékenységében . Megál lapí tás t n y e r t , hogy a nyugvó 
se j tpopulác iók s t imulác ió jakor a D N S szintézis be indu lásá t a k romat in sava-
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n y ú f ehé r j ék fokozot t szintézise előzi m e g az ún. praerepl ikációs s zakaszban 
(Rovera és Baserga 1971). Ezen f ehé r j ék a h isz tonoktól eltérően a se j t c ik lus 
mindegyik fáz isában sz in te t izá lódnak, azonban legkife jezet tebben a késői 
G1-ben, ahol az aminosav beépülés m i n t e g y négyszeresére emelkedik (Gerner 
és H u m p h r e y 1973). 

A sej tprof l ieráció és a magi f e h é r j é k kapcso la t ának a t a n u l m á n y o z á s á r a 
számos kísérlet i modell a lka lmas ; így a regenerálódó m á j , a phy tohaemagg lu t i -
n innal s t imulá l t l y m p h o c y t á k , a m e d i u m cserével v a g y szérummal oszlásra 
kényszer í t e t t nyugvó se j tpopulációk v izsgá la ta (Allfrey 1970, Base rga és 
Stein 1971). 

A b e m u t a t a n d ó k ísér le tünkben ugyanazon t u m o r gyorsan és lassan 
proliferáló se j tpopulác ió inak összehasonl í tását v é g e z t ü k , amely módsze r 
a lka lmasnak ígérkezet t a magi f e h é r j é k , sej tprol i feráció vál tozását kísérő 
működésének a v izsgá la tá ra . 

Anyag és módszer 

Kísér le teinkhez m i n d k é t nemű 20—25 g súlyú C F L P egerekre 5 X 10e  

t u m o r s e j t t e l i .p. t r a n s p l a n t á l t NK/Ly asci tes t umor t haszná l tunk az á t o l t á s t 
köve tő kü lönböző n a p o k b a n . 

Az R N S polymeráze akt ivi tás v izsgá la tához Berkowi tz és mtsa i (1969) 
módszerével se j tmagot izolá l tunk. Az M g + + - a l és M n + + - a l ak t ivá lha tó R N S 
polymeráze ak t iv i tás t a 3 H — U T P beépülése a lap ján , Pogo (1972) á l t a l leírt 
módon h a t á r o z t u k meg a köve tkezőképpen : 

Az N K / L y ascites t u m o r sej teket m o s t u k 0,32 M szacharózéval , ame ly 
oldat 0,002 M MgCl2-t (vagy MnCl2-t), 0,001 M Kál iumfosz fá to t p H 6,8-et 
t a r t a l m a z o t t . A se j teket duzzasz to t tuk 0,01 M NaCl 0,001 M Ká l iumfosz fá t 
p H 6,8 puf fe r ra l 5°C-on 15 percig, m a j d homogenizá l tuk 0,32 M szacharoz-
0,001 M MgCl2 (vagy MnCl2) 0,3%-os Tr i ton -X-100 t a r t a l m ú p H 6,3-as 0,001 
M Ká l iumfosz fá t -pu f f e rban . Az így n y e r t s e j tmagoka t a következő összeté te lű 
inkubáló o lda tban szuszpendá l tuk : 0,3 M szacharóz, 0,01 M Tris-HCl (pH 
7,8), 0,03 M 2 -merkap toe tano l . A m a g n é z i u m m a l a k t i v á l t RNS po lymeráze 
v izsgála tához ez az o lda t 0,004 M MgCl 2 - t és 0,06 M NaCl-t , a m a n g á n n a l 
ak t ivá l t pedig 0,002 M MgCl2-t és 0,03 M (NH 4 ) 2 So 4 - t t a r t a l m a z o t t . 

Kísér le t i p o n t o n k é n t négy m e g h a t á r o z á s t v é g e z t ü n k . Az i n k u b á l ó 
oldat 0,25 ml- je 10' s e j t m a g o t t a r t a l m a z o t t , amelyet 15 percig 37°C-on elő-
i n k u b á l t u n k , m a j d 0 ,1—0,1 /«M ATP- t , C P T - t és G T P - t , va lamin t |0,03 fiM 
UTP- 3 H- t a d t u n k hozzá. A reakciót 15 p e r c múlva 5 ml 10%-os t r ik lo rece t -
savval leá l l í to t tuk . A ke le tkeze t t c s a p a d é k o t W h a t m a n G F szűrőn össze-
g y ű j t ö t t ü k és mos tuk 3 x 1 0 ml 10%-os t r ik ló rece t savva l , amely 10 ^ÍM n e m 
rad ioak t ív nuk leo t idáka t és 0,05 M N a t r i u m p y r o f o s z f á t o t t a r t a l m a z o t t . A 
W h a t m a n G F szűrőn összegyűj tö t t R N S - t t a r t a l m a z ó csapadék r a d i o a k -
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t i v i t á s á t B e c k m a n LS-100 С spek t rome te ren to luol -e thoxyethanol a l a p -
a n y a g ú szcinci l lá tor o lda tban m é r t ü k m e g (Fox 1968). 

A s e j t m a g o k egy részéből Bur ton (1956) módszerével m e g h a t á r o z t u k a 
D N S t a r t a l m a t . Az RNS p o l y m e r á z e a k t i v i t á s t az egy mg D N S - r e v o n a t k o z -
t a t o t t pM-ban k i fe jeze t t U M P beépülés a l a p j á n fe jeztük ki . 

A magi f ehé r j ék v izsgá la tához 30 p C 3H-lizint v a g y 3 H-argin in t i .p . 
a d t u n k az N K / L y ascites t u m o r o s egereknek 1, 6, illetve 24 óráig. Az á l la -
t o k leölése u t á n az ascites f o l y a d é k o t cent r i fugálássa l e l t ávo l í to t tuk , a s e j t -
m a g o t Per ry és Kelley (1968) módszerével izolál tuk. Stein és Borún (1972) 
módszerének módos í tásáva l az a lábbiak sze r in t izoláltuk a mag i f e h é r j é k e t : 

108 s e j t m a g o t szakaszosan e x t r a h á l t u n k 
a) 0,15 M NaCl-dal, 
b) 0,35 M NaCl-dal, 
c) 0,2 M NaCl-ot t a r t a l m a z ó 0,2 N HCl-da l , 
d) m a j d a v i sszamaradt maradéko t 1 % Nat r ium dodecylszul fá to t t a r -

t a l m a z ó 0,01 M Na- fosz fá tban ( p H 6,8) oldot tuk fel . 
A f r akc iók f e h é r j e t a r t a l m á t Lowry és m t s a i (1951) szer in t Folin reagens-

sel, a r ad ioak t iv i t á suka t pedig Beckman L S — 1 0 0 С spek t rométe rben h a t á r o z -
t u k meg. 

Az e lőá l l í to t t fehérje f r akc ióka t moleku lasú lyuk a l a p j á n SDS-poly-
akri lamid-gél elektroforézisen W e b e r és Osborn (1969) módszerével szétválasz-
t o t t u k . A f r a k c i ó k a t o ldot tuk 0 ,01 M N a t r i u m f o s z f á t (pH 7,0) — 1% N a t r i u m -
dodecylszul fá t [SDS] — 1 % 2 - m e r k a p t o e t a n o l o ldatban 37 °C-on 2 ó rá ig , 
m a j d azokat 18 óráig d ia l i zá l tuk 0 ,1% S D S - t és 0 ,1% 2 - m e r k a p t o e t a n o l t 
t a r t a lmazó 0 ,01 M N a t r i u m f o s z f á t (pH 7,0) pufferre l szemben , amely azonos 
az elektroforézisnél haszná l t pufferra l . Az egyes k ísér le tekben m e g a d o t t 
f ehé r j emenny i sége t 10% glicer innel és 5 /Л 0,05%-os b romfeno lkék j e l ző 
festékkel e g y ü t t helyeztük fe l a géloszlop t e t e j é re . Az e lválasz tás 4 M u r e a t 
t a r t a lmazó 1 0 % - o s polyakrylamid-gélen t ö r t é n t szobahőmérsékle ten, 6 ó rá ig 
és csövenként 8 m A mellett . 

Az elektroforézis befe jezésével a gé leke t Coomassie Bri l l iant b l u e v a l 
megfes t e t tük és azok denz i t á sá t Joyce-Loebl Chromoscan t í p u s ú denz i tomete -
ren 575 n m - e n megmér tük . A molekulasú ly megbecsülésére a k ö v e t k e z ő 
s t a n d a r d o k a t haszná l tunk : B o v i n serum a l b u m i n (BSA) m s : 68,000, t r ip sz in 
m s : 23,800, r ibonukleáze (RNáze) m s : 13,700, és cy toch rom С m s : 
12,400. 

A m e c h a n i k u s a n fe lszele te l t géleket 3 0 % H 2 0 2 -ban 50°C-on 5 óráig i n k u -
bá l tuk , m a j d azok r ád ióak t iv i t á sá t B e c k m a n LS—100 С spec t romete ren 2-
e thoxyet l ianol - to luol a l apanyag i í folyadékszcint i l lát iós rendszerben m e g m é r -
t ü k (Fox 1968). 

Az egyes hiszton f r a k c i ó k a t a J o h n s (1964) módszerének Gur ley és 
Hard in (1968) á l ta l tör ténő módos í to t t e l j á r á sáva l á l l í to t tuk elő. 
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A k r o m a t i n f ehé r j ék és a DNS kapcso la t ának a megbecsülésére Graz iano 
és H u a n g (1971) módszerével csökkenő ion erőssége me l l e t t izolált k r o m a t i n 
eh id iumbromid kötőképességét F a r r a n d spek t rof luor imete ren 335 n m ger-
jesztési és 593 nm f luoreszcent iás hu l lámhosszná l v izsgá l tuk . 

Kísér le tekhez az a lábbi i zo topoka t , ill. f inom vegyszer t h a s z n á l t u n k : 
L-l izin-6-3H, HCl ( spec .ak t : 291,0 mCi /mM, MTA Izo tóp In téze t ) , 
L-Arginin 5 - 3 H—HCl (spec .ak t : 16 Ci/mM, Radiochmical Center A m e r s h a m ) 
és Ur id in -5 - 3 H—Na- t r i fosz fa t ( spec .ak t : 1 Ci/mM, Radiochemical Center 
Amersham) . 

Az E t h i d i u m b r o m i d (2 ,7-d iamino-10-e thyl -9-pheni lphenant r id ium bro-
mid) Calbiochem, a Coomassie Bri l l iant B lue pedig Schwarz-Mann g y á r t m á n y ú 
vol t . 

Eredmények 

Előző v izsgá la ta inkban k i m u t a t t u k , hogy az N K / L y ascites t u m o r 
növekedése során a s e j t ek átlagos ciklus ide je meghosszabbodik , az S fáz i sban 
levő s e j t ek a ránya pedig csökken, a m e l y n e k köve tkez tében a gyorsan proli-
feráló se j tpopulác ió fo lyama tosan á t a l a k u l lassan pro l i fe rá lóvá . A kü lönböző 
prol iferációs sa já tossággal rendelkező se j tpopulác iók n e m c s a k a DNS, h a n e m 
az R N S szintet izáló képesség t e k i n t e t é b e n is különböznek egymástól ( K o p p e r 
és m t s a i 1974). Ezt b i zony í t j a az 1. sz. á b r á n b e m u t a t o t t R N S po lymeráze 
a k t i v i t á s á n a k a csökkenése is. A kü lönböző korú t u m o r o k s e j t m a g összehason-
l í tásakor magnéz ium je lenlé tében a 3 H - U T P m a j d n e m k é t és félszer j o b b a n 
épül t be a 3 napos, m i n t a 8 napos t u m o r b ó l izolált s e j t m a g RNS-ébe. K i sebb 
mére t ekben ugyan , de csökkent a m a n g á n n a l a k t i v á l h a t ó R N S po lymeráze 
ak t iv i t á s is. 

K é r d é s k é n t v e t ő d ö t t fel, hogy a gén át í rás t és rep l ikác ió t befolyásoló 
magi f e h é r j é k szintézise, amely függ a s e j t ek é le tc ik lusának a fázisai tól , — 
hogyan köve t ik a D N S működésének és a sej tek prol iferációs á l l a p o t á n a k a 
vá l tozásá t . Ezér t összehasonl í to t tuk a 3 és 10 napos N K / L y ascites t u m o r o n a 
3H-lizin és 3H-arginin beépülését . Az I . t áb láza t a d a t a i m u t a t j á k , h o g y a 
r ad ioak t iv lizin beépülése a 10 napos t u m o r fehérjéibe m i n t e g y felére c s ö k k e n t 
a 3 n a p o s ér tékhez képes t . Ez t azonban számos, a fehérjeszintézissel közve t -
lenül össze n e m függő t ényező is l é t r e h o z h a t j a (a je lze t t se j tpopuláció e l térő 
nagysága , permeabi l i tás , aminosav-pool és aminosav me tabo l i zmus vá l tozása ) . 
Ezen h iba fo r rá s kiküszöbölésére a m a g i fehér jék spec i f ikus ak t iv i t á sa i t az 
egész se j t fehér jé inek specif ikus a k t i v i t á s á r a is v o n a t k o z t a t t u k (Cholon és 
S tudzinski 1974). A beépülés kiér tékelésénél azt is f igye lembe kell venni, h o g y a 
vizsgált f ehé r j ék lizin t a r t a l m a eltérő, í gy a jelölődési kü lönbségek n e m c s a k a 
szintézis m é r t é k é t t ük röz ik . 

E z é r t ezt a k í sé r le tünke t az egyes f ehé r j e f r akc ióknak a tumor k o r á t ó l 
függő jelölődésének időbeli vál tozása a l a p j á n k íván tuk kiér tékelni . A 3 és 10 
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250 . 

2 8 u Napok 

1. Abra. RNS-po lymeráze a k t i v i t á s vizsgálata k ü l ö n b ö z ő korú N K / L y ascites t u m o r o n . 
M g + + ak t ivá lha tó R N S po lymeráz ; Mn + + a k t i v á l h a t ó RNS po lymeráz 

I. Táblázat 
3H-lizin beépülése NK/Ly ascites tumor mag fehérjébe 

Fehérje frakciók: 

Jelzési idő: 

3 napos tumor 10 napos tumor Fehérje frakciók: 

Jelzési idő: 1 ó la 6 óra 24 ói a 1 óra 6 óra 24 óra 

Egész sejt 75,2 42,7 27,9 34,1 12,7 7,4 
± 1 , 2 ± 1 , 0 ± 0 , 4 ± 1 , 5 ± 0 , 8 ± 0 , 3 

Magi 0,15 M NaCl -a l 39,5 26,8 20,6 21,2 10,5 7,2 
k ivonha tó ± 0 , 7 ± 0 , 6 ± 0 , 4 ± 0 , 9 ± 0 , 2 ± 0 , 3 

Magi 0,35 M NaCl -a l 53 ,3 31,8 14,8 27,2 12,8 6,6 
k ivonha tó ± 0 , 8 ± 0 , 7 ± 0 , 4 ± 1 , 4 ± 0 , 8 ± 0 , 2 

Hisz ton 62 ,6 32,1 27,2 28,7 11,2 8,1 
± 1 , 6 ± 0 , 8 ± 1 , 2 ± 1 , 0 ± 0 , 3 ± 0 , 2 

Rezidualis magi 44 ,5 29,5 24,8 24,8 9,2 5,5 
s a v a n y ú fehérje ± 1 , 2 ± 1 , 0 ± 0 , 4 ± 0 , 8 ± 0 , 1 ± 0 , 1 

Eredmények k i f e j ezve spcifikus a k t i v i t á s b a n (103 c p m x fehérje m g - 1 ) . 

Csoportonkénti 4 — 6 állatból e l t á v o l í t o t t tumorsej tek jelölése és magi f e h é r j e frakciók v izsgá la ta 
az Anyag és Módszer című fe jezetben leírtak szerint t ö r t é n t . 
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II . Táb láza t 

Magi fehérjék egész sejt fehérjéire vonatkoztatott jelölődése 3H-lizin-nel 

Magi fehérje frakciók: 

3 napos tumor 10 napos tumor 

Magi fehérje frakciók: J e l z é s i i d ő J e l z é s i i d ő Magi fehérje frakciók: 

1 óra 6 óra 24 óra 1 óra 6 óra 24 óra 

0,15 M NaCl-al k ivonha tó 0,53 0,63 0,74 0,63 0,82 0 ,98 
0,35 M NaCl-al k ivonha tó 0,71 0,84 0,50 0,81 1,10 0,89 
Hiszton 0,82 0,75 0,98 0,84 0,88 1,10 
Reziduális sav f ehé r j e 0,59 0,69 0,89 0,72 0,72 0,75 

Eredmények kifejezve re la t ív spec, ak t iv i tásban . 

( f r a k c i ó specifikus ak t iv i t á sa ) 
egész sej t fehérjéinek spec, aktivi tása ) 

Az ada tok k iszámí tásának a l ap já t a I. T á b l á z a t o n b e m u t a t o t t kísérlet képezte. 

napos t u m o r o k összehasonl í tásakor azt t a p a s z t a l h a t t u k , h o g y az u t ó b b i b a n a 
3H-lizin beépülése nemcsak kisebb, h a n e m 24 óra a la t t a rád iak t iv i tás csök-
kenése is gyorsabb . A l i isztonok aminosav összetételének ismerete é r t h e t ő v é 
teszi azt , hogy a 3H-lizin j o b b a n épül be a h i sz tonokba , m i n t a savanyú f e h é r -
jékbe . Ez a különbség a z o n b a n már nem a n n y i r a kifejezet t a 10 napos t u m o r n á l , 
min t a 3 naposná l , amelyből a savanyú f e h é r j é k szintézisének relat ív emelkedé-
sére lehetne gondolni . I r o d a l m i ada tokka l megegyezően a mi v izsgá la ta inkban 
is a magi f ehé r j ék jelölődése e lmaradt az egész sejt f ehér jé i tő l , azonban a 
beépülés csökkenése is l a s súbb némelyik m a g i fehér jében (Stein és B a s e r g a 
1971). Így megeml í tendő a 3 napos t umor m a g i reziduális s a v a n y ú f ehé r j é inek 
és a 10 napos t u m o r liiszton f rakciói r ád ióak t i v i t á s ának viszonylagosan l a s s ú b b 
ü t e m ű csökkenése (II . t á b l á z a t ) . 

K ö v e t k e z ő kísér le te inkben t a n u l m á n y o z t u k a r á d i ó a k t í v a m i n o s a v 
beépülését a h isz tonok és reziduális s a v a n y ú fehér jék SDS-polyakr i lamid gél 
elektroforézissel szé tvá lasz to t t f rakcióiba. 

A 2. és 3. ábra az N K / L y ascites t u m o r magi f ehé r j é inek megoszlását 
m u t a t j a az SDS-polyakr i lamid gélen. A 0 ,15 M NaCl-al k i v o n h a t ó f r akc ió a 
ka ryop lasma szolubilis f ehé r j é i t és az R N P p a r t i k u l u m o k a t t a r t a lmazza (Buscl i 
és Mauri tzen 1967). A reziduál is s avanyú f e h é r j é k egy l a s sabban v á n d o r l ó , 
nagyobb molekulasú lyú (kb . 65 000) és egy v a g y két gyo r san vándorló, a la -
csonyabb molekulasúlyú (kb . 30 000—10 000) frakciók k ö r é csopor tosulnak . 
Ezzel szemben a 0,35 M NaCl-al k ivonha tó , a k romat inhoz kevésbé t á r s u l ó 
fehér jék molekulasúly szer int megoszlása s o k k a l egyenletesebb. 

A 3. á b r a a mag összhiszton és a J o h n s (1964) módszerével e lőá l l í to t t 
egyes- liiszton f rakciók e lektrofore t ikus v á n d o r l á s á t m u t a t j a be. Ily m ó d o n 
k í v á n t u k igazolni az összhiszton elektroforézisekor az egyes frakciók he lyé t a 
polyakr i lamid-gélen. 
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A 3 H-l iz in beépülésének a v izsgá la takor a 3 és 10 napos t u m o r m a g i 
reziduális s a v a n y ú fehérjéi k ö z ö t t n y i l v á n v a l ó eltérést l ehe t e t t t a p a s z t a l n i . 
Az 1 órás j e lö lődés után a r ád ióak t iv i t á s a 3 napos t u m o r n á l legki fe jeze t tebben 
a 60 000 és 30 000 molekulasúly közötti f ehé r j ékné l jelenik meg , míg a 10 n a p o s 
tumorná l a k i s e b b mér tékű beépülés megoszlás i csúcsa a 30 000 moleku lasú ly 
a la t t i f r a k c i ó b a n észlelhető (4. és 5. á b r a ) . 

BSA 
Tripsin 
RNose 
Citochrom с 

2. Ábra. M a g i fehérje f r a k c i ó k elválasztása SDS-polyakr i lamid gél-elektroforézisen. 
Az ábrán a függő leges tengely az 575 nm-en m é r t r e l a t í v denzitást , a vízszintes t enge ly ped ig 

a vándor lás i t á v o l s á g o t mu ta t j a . 

A h i s z t o n o k v izsgá la táná l fe l tűnőnek t a r t h a t t u k , h o g y a 3H-lizin b e é p ü -
lése l egnagyobb mér tékben n e m a l iz in-gazdag Fj , h a n e m az F 3 —F 2 b f r a k c i ó k -
ban volt ész le lhe tő (6. á b r a ) . A 10 napos t u m o r h i sz ton ja iba a beépülés a lacso-
nyabb vo l t , d e az a f r a k c i ó k között egyenletesebben osz lo t t meg (7. á b r a ) . 
Ez u tóbbi kísér letben az Е г frakció e lő t t Coomassie-Bril l iant blue fe s tődés -
mentes t e r ü l e t e n is ész le l tünk r ad ioak t iv i t á s t . Hasonló megfigyelésről Go t t e s -
feld és m t s a i (1974), v a l a m i n t L j i l j ana és Kovil jka (1973) s zámol t ak be. 
Utóbbi sze rzők a Coomassie Brilliant b l u e - v a l nem fes tődő és a beépül t a m i n o -
sav r ad ioak t iv i t á sá t m u t a t ó területen g lykopro te in t m u t a t t a k ki. 

A 3 H-l iz in mellett a 3 H-arginin beépülésé t is megvizsgá l tuk a h i sz tonok-
ba. A 3 H-l iz inne l végzett kísér let e redményéhez hasonlóan a 3 napos t u m o r 
hiszton f r a k c i ó közül az F 2 b -F2 a s je lölődése volt a l egnagyobb. A 10 n a p o s 
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t u m o r n á l m á r az F 2 ű i f r akc ió jelölődése vo l t a legnagyobb, az egy órás v izsgá-
la t i i dőben . Je len tősége t t u l a j d o n í t h a t t u n k a n n a k , hogy 24 órával a 3 H -
arginin adása u t á n a 10 napos t u m o r F2ft és F2Ű2 f rakc ió inak megfe le lő t e r ü l e t e n 
a je lölődés n e m vo l t a l ac sonyabb , m i n t az egy ó rás jelzés u t á n . E z a megf igyelés 
a r ra u t a l , hogy egyes h i s z ton f r akc iók (F2(), F2(,2) lebomlási i d e j e a se j tmag t ö b b i 

3. Ábra. H i s t o n f rakciók e lvá lasz tása SDS-polyakry lamid gél-elektroforézisen. 
Fe lv i t t f e h é r j e mennyiség: Összhiszton = 50 fig, f j = 22 fig, f 3 = 36 fig, f 2 ^ = 40 fig, f 2 0 2 = 

50 (ig és f 2 ű l = 40 (ig. 

I I I . Tábláza t 

E th id iumbromid f luoreszcenciája 3 és 10 napos N K / L y ascites tumorból izolá l t Dezoxyr ibonuk-
leoprotein je lenlétében. 

T u m o r kora I—1 0 

3 napos 49,0 
53,0 

10 napos 28,5 
21,0 

A dezoxyribonukleoprotein izolálása Graziano és H u a n g (1971) módszerével , egyre csökkenő 
ion-erősség mellet t t ö r t én t . 
A 3 ml 0,015 M NaCl—0,0015 M Na c i t r a t ( p H 7) p u f f e r 1 O D mennyiségnek megfelelő de -
zoxyr ibonukleoprote in t és 5 (ig e th id iumbromidot t a r t a l m a z o t t . Flureszcencia mérést 335 n m 
gerjesztési és 593 n m fluoreszcenciás hullámhossznál F a r r a n d spektrof luor imeteren végeztük el . 
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4. Ábra. 3 H-l iz in beépülése 3 n a p o s N K / L y ascites t u m o r magi rez iduá l i s savanyú f e h é r j e f r a k -
cióiba. 

A gélre fe lv i t t f e h é r j e mennyiség 150 —150 /tg. J e l m a g y a r á z a t : denzitás 575 n m - e n ; 
X — X— cpm 1 órai j e lzés u tán ; — — — — cpm 24 ó ra i jelzés u tán 

500 

250 

5. Ábra. 3 H-l iz in beépülése 10 n a p o s NK/Ly asc i tes tumor magi rez iduál i s s a v a n y ú f e h é r j e 
f rakció jába . Gé l re fe lvi t t f e h é r j e mennyiség 350 — 350 /tg. 

J e l m a g y a r á z a t : d e n z i t á s 575 nm-en; X—X— cpm 1 ó ra i jelzés u tán ; — — 
c p m 24 órai j e lzés u t á n 

fehér je f rakc ió i tó l eltérően l a s s ú b b a lassan proliferáló se j tpopu lác ióban , m i n t 
a gyorsan prol i ferálóban (8. és 9. ábra). 

A D N S és a k r o m a t i n fehér jék k ö z ö t t i kapcsolat természetére az etlii-
d iumbromid kötődés v izsgá la tábó l k í v á n t u n k k ö v e t k e z t e t n i . Az e t h i d i u m -
bromid f luoreszcent iá ja igen jelentősen fokozódik, miközben in terka lác iós 
kötésbe lép a DNS-sel. A DNS-hez k ö t ő d ő kromat in f e h é r j é k azonban meg-
akadá lyozzák a festék k ö t ő d é s é t a DNS-hez . Ezér t a k r o m a t i n e th id iumbromid 

250 

cpm 

500 
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C P m E575 

6. Ábra. 3H-lizin beépülése 3 napos N K / L y ascites tumor , h i s z t o n frakcióiba. 
Gélre fe lvi t t f ehér jemennyiség : 100 /ig. J e l m a g y a r á z a t : denzitás 575 n m - e n ; 

X — X — cpm 1 órai jelzés u t á n ; — — cpm 24 óra i je lzés u tán 

cpm E575 

7. Abra. 3 H-l iz in beépülése 10 napos N K / L y asci tes tumor h i s z t o n frakcióiba. 
Gélre fe lvi t t f e h é r j e mennyiség 100 /ig. J e l m a g y a r á z a t : denzi tás 575 n m - e n ; 

X—X— cpm 1 óra i jelzés u t án ; cpm 24 óra i jelzés után 

kötőképességéből a DNS szabad szegmen t j e inek a n a g y s á g á r a k ö v e t k e z t e t -
h e t ü n k . Kísé r le tünkben az t t a lá l tuk , h o g y a 3 és 10 n a p o s tumorból i zo lá l t 
D N P különböző mér t ékben fokozza az e th id iumbromid f luoreszcenc iá já t . 
A 10 napos t u m o r D N P - n e k a 3 n a p o s h o z képest m i n t e g y felére c s ö k k e n t 
f luoreszcent ia fokozó h a t á s a a r ra utal , h o g y a szabad D N S szegmentek t e r ü -
lete kisebb. Fe l té te lezhetően a 10 n a p o s t u m o r b a n a D N S k i t e r j e d t e b b e n 
f ede t t k r o m a t i n fehér jékkel , min t a 3 n a p o s b a n , amely a gén működés f o k o -
z o t t a b b represszál tságára u t a l ( I I I . t á b l á z a t ) . 
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cpm 
^575 

8. Ábra. 3 H - A r g i n i n beépülése 3 napos N K / L y asci tes tumor h i s z t o n frakcióiba. 
Gélre felvitt f e h é r j e mennyiség: 100 /tg. J e l m a g y a r á z a t : — denzi tás 575 n m - e n ; 

X — X — cpm 1 óra i je lzés u tán ; — — cpm 24 ó ra i jelzés u tán 

500. 

300 . 

200 . 

9. Abra. 3 H-Arg in in beépülése 10 napos N K / L y ascites t u m o r h i sz ton frakcióiba. 
Gélre felvi t t f ehé r j emenny i ség : 100 /íg. J e l m a g y a r á z a t : — denzitás 575 n m - e n ; 

X — X — cpm 1 óra i jelzé u tán; — — cpm 24 ó ra i jelzés u t án 

too . 

100 . 

Megbeszélés 

Előző t a n u l m á n y u n k b a n sokoldalúan t a n u l m á n y o z t u k az NK/Ly asc i t e s 
t umor se j tpopulác ió i prol iferációs pa raméte re inek vá l tozása i t a t r anszp lan tác ió 
u tán i kü lönböző napokban (Lapis és mtsa i 1973, Kopper és mtsa i 1974). 

Megál lap í to t tuk , h o g y a tumor növekedésével e lsősorban a sejtek á t l a g o s 
ciklus ideje — a két mi tóz is közötti idő — hosszabbodik meg, a n e m oszló 
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se j t ek a rányának emelkedése a t u m o r növekedés i ü t emének a lelassulásáért 
csak kevésbé t e h e t ő felelőssé. E z e n e r e d m é n y ü n k alapján a sej tprol i feráció és a 
se j t u l t r a s t ruk tu rá l i s , v a l a m i n t anyagcsere sajátosságai összefüggéseinek 
t a n u l m á n y o z á s á h o z kísérleti m o d e l l t t u d t u n k kialakítani . 

Az RNS po lymeráze v izsgá la t a arra m u t a t o t t rá, h o g y a kísérleti r e n d -
sze rünkben nemcsak az ak tuá l i san DNS-t szintet izáló se j tek a r á n y a , v a l a m i n t 
a D N S repl ikác ió jának le lassulását tükröző S fázis ideje, h a n e m a DNS-ről 
t ö r t é n ő gén á t í rás is változik. E z é r the tő is, mivel a dedif ferenciá lódot t d a g a -
n a t o s sej tekben az R N S szintézis sokkal szorosabban kapcsolódik a s e j t 
repl ikációjához, m i n t a differenciálódásra képes normál s e j t e k b e n . Azon kísér-
let i e r edményünk , miszerint a m a g n é z i u m m a l és a m a n g á n n a l ak t ivá lha tó 
RNS-po lymeráze működése k ö z ö t t i kü lönbség függ a t u m o r korától, a r r a 
enged köve tkez te tn i , hogy az R N S szintézis csökkenése m e l l e t t , a képződö t t 
R N S - e k jellege is vá l toz ik . I t t a r r a lehet gondolni , hogy a gyo r san proliferáló 
t u m o r b a n a magnéz iummal a k t i v á l h a t ó nukleoláris R N S polymeráze I . 
működése áll e lő té rben , amíg a lassabban prol i ferá ló popu lác iókban a m a n g á n -
na l ak t ivá lha tó ex t ranukleolár i s R N S po lymeráze II . , I I I . és R N S polymeráze 
I . b á r a lacsonyabb szinten, de hason ló m é r t é k b e n működik. 

A sej tprol i feráció és a m a g i fehér jék összefüggéseit az eddigi t a n u l -
m á n y o k szinkronizál t t enyésze tben vagy a n y u g v ó és a prol i ferációra i n d u k á l t 
se j tpopulác iók összehasonl í tásával vizsgál ták (Gerner and H u m p h r e y 1973, 
F a r b e r és mtsai 1971). Úgy gondo l juk , hogy az általunk a l k a l m a z o t t kísérlet i 
rendszerben a gyorsan és a lassan szaporodó N K / L y ascites t u m o r se j tpopulá-
c ióinak összehasonlí tásával — in v ivo kö rü lmények között t a n u l m á n y o z h a t j u k 
a dagana tos se j tpopulác ió proliferációs ü t e m é n e k lelassulását kísérő tényező-
ke t , amelyek közül némelyek fe l té te lezhetően szerepet j á t s z a n a k a sej tprol i -
f e rác ió t szabályozó mechan izmusokban . J e l e n kísér le te inkben a rad ioak t ív 
lizin és arginin beépülését v izsgá l tuk a génregulációban szerepet j á t s z ó 
h i sz tonokba és mag i reziduális s a v a n y ú f ehé r j ékbe . A 3H-lizin adását k ö v e t ő 
1, 6 és 24 órás beépülési ér tékek á t t ek in tése a gyorsan és a l assan szaporodó 
se j tpopulác iók közö t t i f igyelemre mél tó különbségekre m u t a t o t t rá . A 3 n a p o s 
t u m o r n á l a reziduális savanyú f e h é r j é k , a 10 nap o sn á l pedig a hisztonok r e l a t ív 
speci f ikus ak t iv i tása idővel eme lkede t t , ame ly arra látszik u t a l n i , hogy ezen 
f e h é r j é k lebomlása lassúbb, m i n t a sejt t ö b b i fehérjéi . E z e n köve tkez te tés t 
a z o n b a n csak a r e l a t ív specif ikus akt iv i tás a l a p j á n v o n h a t j u k le, mivel a 10 
n a p o s tumorból a m á r beépült 3H-l iz in a 3 n a p o s tumorná l g y o r s a b b a n t ávoz ik . 
Ezen u tóbb i jelenség m a g y a r á z a t á t nem i s m e r j ü k , csupán a r r a a feltételezésre 
szor í tkozha tunk , miszer int a p ro t eázok a k t i v i t á s a fokozódot t vagy a s e j t -
oszlások késése, i l le tve e lmaradása köve tkez tében a képződöt t f ehé r j ék je lentős 
része fölöslegessé vá l ik , ezért l ebon tód ik v a g y k iürü l a se j tbő l . 

A polyakri lamid-gén-elektroforézisen v é g z e t t v izsgá la tokban a különböző 
m é r t é k b e n proliferáló N K / L y ascites se j tpopulációkból izolá l t k romat in 
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fehér je f rakc iókban a legnagyobb fokú aminosav beépü lé s t eltérő molekula-
súlyú f ehé r j ék m u t a t t a k . A gyorsan n ö v e k v ő 3 napos N K / L y ascites t u m o r b a n 
a magi rezidual is s avanyú fehérjéi közül a nagy molekulasúlyú csúcs körül 
észleltük a legnagyobb beépülés t , amely összhangban áll Weisenthal és R u d d o n 
(1972) az oszlási ciklusban levő l y m p h o m a sejteken végze t t hasonló meg-
figyeléseivel. Ezzel szemben a 10 napos tumorban e g y sokkal a lacsonyabb 
molekulasúlyú magi reziduál is savanyú fehér je je lölődése vált u ra lkodóvá . 

A 3 H-arginin és a 3H-lizin beépülésének a v izsgá la takor a h i sz tonok is 
eltérő f r akc iók jelölődésének az előtérbe kerülését m u t a t t á k a tumor növeke-
dése során. Vizsgálati körü lményeink me l l e t t a 3 napos tumorná l az F1; F 3 és 
F2f, f r akc ióknak megfelelő területen l e h e t e t t s z á m o t t e v ő beépülést ta lá ln i , 
ezzel szemben a 10 napos t u m o r esetében már az F2 Q l és F2£,2 frakciók is jelö-

lődtek. Különösképpen érdemleges, hogy a 10 napos t u m o r vizsgála takor az 
F2Û2 f r akc ióban a 3 H-arginin beépülése 24 óra alatt alig csökkent . 

A b e m u t a t o t t k í sér le tünkben l á t h a t t u k , hogy az N K / L y ascites t u m o r 

növekedésével az aminosavak kromatin fehér jékbe t ö r t é n ő beépülésének meg-
vál tozásával pá rhuzamosan a sejtek oszlási ideje meghosszabbodot t , az RNS-
polymeráze akt ivi tás c sökken t és kevesebb e th id iumbromid kötődöt t a kro-
mat inhoz . Ezen u tóbbi vál tozások a génrepresszió fokozódására u t a l n a k . 
Kérdés, hogy a génműködés ezen csökkenésének kifej lődésében milyen szerepe 
van a k r o m a t i n fehér jéknek . Jelen e redményeink arra engednek köve tkez te tn i , 
hogy a génrepresszió fokozódásá t n e m lehet csupán a kromatin f e h é r j é k 
egészének a szintézisében bekövetkező vál tozásával magyarázni , mive l a 
rad ioak t ív aminosav beépülése ezen f ehé r j ékbe meglehetősen jól k ö v e t i az 
egész sej t fehér jé ibe t ö r t é n ő beépülést. í g y a magi f e h é r j é k szintézise n e m tér 
el az egész se j t fehér jé i től sem a gyorsan proliferáló, s e m a lassan proliferáló 
se j tpopulációban. A polyakr i lamid gél elektroforézissel szétválasztot t egyes 
fehér jék vizsgálata a z o n b a n már több t á m p o n t o t n y ú j t o t t arra vona tkozóan , 
hogy melyik fehérje j á t s z h a t szerepet a sej tproliferáció szabályozásában. Így 
ada ta ink a r r a u ta lnak, hogy a reziduális magi s a v a n y ú fehérjék közü l az 
elektroforet ikusan l a s sabban vándorló, re la t íve nagyobb molekulasúlyú fehér jék 
szükségesek a gyors sejtproliferációlioz. Ezzel szemben a hisztonok — külö-
nösképpen az F2Ű2 és F 2 ű 1 frakciók — re la t íve hosszabb életidejűek a lassan 
szaporodó, min t a gyorsan szaporodó se j t ekben . Ezér t fel tételezhetően az F 2 a 2 

és az F 2 a i hisztonok közvet len vagy közve te t t s ze repe t já t szanak a sejt-
proliferáció csökkenését eredményező gén-represszióban. 
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Összefoglalás 

Az NK/Ly asc i tes tumor növekedése során a sej tprol iferáció csökkenését 
kísérő anyagcsere vá l tozásoka t t a n u l m á n y o z t u k a se j tmagban . Összehason-
l í to t tuk a 3 és 10 n a p o s se j tpopulác iókban r a d i o a k t í v aminosavva l jelölt 
h isz tonok és rez iduál is savanyú f ehé r j ék megosz lásá t po lyakr i lamid gél 
elektroforézisen. A k é t se j tpopuláció a DNS rep l ikác ió já t t ü k r ö z ő S fázis 
i d ő t a r t a m á b a n , az R N S polymeráze ak t iv i t á sban és az izolált dezoxyr ibonuk-
leoprotein e t l i id ium-bromid kötőképességéhen k ü l ö n b ö z ö t t egymástó l . Azt ta -
p a s z t a l t u k , hogy a g y o r s a n szaporodó, 3 napos t u m o r , és a lassan szaporodó 
10 napos tumoros s e j t popu lác iókban eltérő k r o m a t i n fehérje f r a k c i ó k jelölő-
dése áll előtérben. A gén represszió fokozódására u t a l ó megfigyelésekkel egy-
időben a reziduális s a v a n y ú f e h é r j e nagy molekulasú lyú t a r t o m á n y á n a k 
csökkent mér tékű je lö lődését és a h i sz tonok — különösképpen az F2a2 és F 2 û l  

f rakciók — lassúbb lebomlásá t ész le l tük . 
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