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El6z8 tanulményunkban beszamoltunk arrél, hogy az NK/Ly ascites
tumor noévekedése soran a sejtek proliferaciés aktivitasa folyamatosan csok-
ken. A névekedési iitem lelassulasa azonban reverzibilis, mivel atoltas utan a
tumorsejtek tjra gyorsan proliferalé szakaszba keriilnek. A sejtproliferacio
csokkenésével parhuzamosan a sejtmag és a sejtmembran ultrastrukturalis
sajatossagainak a valtozasait, valamint a radioaktiv prekurzorok DNS-be,
RNS-be és fehérjékbe torténd beépiilésének a csokkenését észleltiik (Lapis és
mtsai 1973, Kopper és mtsai 1974). Jelen munkankban a génmikodést és
ezaltal a sejtproliferaciét befolyasolé magi fehérjéket kivantuk tanulmanyozni
az NK/Ly ascites tumor nivekedésének gyorsan és lassan' proliferalé popu-
laciéiban. ‘

Az elmiilt évtizedben végzett vizsgalatok meggy6z8 adatokkal bizonyi-
tottak, hogy az eukaryota sejtekben a DNS mtikodését — tehat a gén-infor-
macié atadasat a replikacié és a transzeripeié soran — a kromatin fehérjék
befolyasoljak. A kromatin fehérjék koziil el6szor a hisztonoknak tulajdonitottak
fontos szerepet a gén regulaciéban, mivel ezek gatoljak a DNS-t8l fiiggd RNS
szintézist (Bonner és Huang 1963). A sejtproliferdacié és a hisztonok kozotti
kapcsolatra utal az, hogy a DNS és a hisztonok — elssorban az F, frakcié —
szintézise egyid6ben torténik a sejt életciklusanak S fazisaban. Stevely
és Stocken (1968), valamint Gurley és mtsai(1974), arra kovetkeztettek,
hogy az F, hisztonok foszforilaciéja a sejtproliferacié megindulasanak fon-
tos feltétele. Ez utébbi megallapitassal 6sszhanghban Balhorn és mtsai
(1972) egyenes dsszefiiggést talaltak az F, hiszton foszforilaciéja és a tumorok
novekedése kozott. Hisztonok a DNS replikaciéjaban betéltott szerepére
legutébb Kriegstein és Hogness (1974) mutattak ra, akik arra kovetkeztettek,
hogy a ,,replikaciés villa” haladasanak mértékét a hisztonok hatarozzak meg.
A széles kord vizsgalatok azonban arra is rdmutattak, hogy a hisztonok
osszetételében, DNS-hez kot8désében és represszor hatasdban szoveti vagy
faji specifitast nem lehetett kimutatni, igy azok nem specifikus gén regulato-
roknak tekintheték (Stein és Baserga 1971). Eppen ezért a jelenlegi kutatasok
a hisztonok represszor hatasanak médositasaval foglalkoznak, amely létrejo-
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het a hisztonok foszforilaciéja, metilaciéja, acetilaciéja, valamint egyéb fehér-
jékkel vagy alacsony molekulasilyu vegyiiletekkel szembeni kélesonhatas
kovetkeztében.

Az utébbi id6ben a savanyd természetdi magi fehérjék génmiikodést
szabalyozé hatasainak a tanulmanyozasa keriilt az érdeklgdés kozéppontjaba.
Ezen fehérjékre jellemz§, hogy asparaginsavban és glutaminsavban gazdagok
és a hisztonoktél eltérden tryptophant is tartalmaznak.

Ezen kromatin frakcié egyes fehérjéi azonban oldékonysagi tulajdon-
sagaikban, DNS-hez torténd kotddésiikben és molekulasilyukban kiilonboznek
egymast6l. Lebomlasi félidejiik a hisztonoknal gyorsabb, de a sejt szamos
tobbi fehérjéinél lassiibb. Cytoplasmaban szintetizalédnak, foszforilalédhatnak
és a DNS nagy arkaban helyezkednek el. (Stein és Basega 1971, Langan és
Smith 1967, Kleinsmith és Allfrey 1969, Farber és mtsai 1971.)

Az irodalomban sokszor valtakozva és zavaréan hasznalt magi savanyu
fehérje, kromatin-savanyid fehérje, ,.,non-hiszton és magi rezidualis fehérje
kifejezések egyfelsl titkrozik a még nem egységesen kialakult terminolégiat,
masfeldl megjelolik a targyalt fehérje elGallitasi médjat. Elfogadhaténak
tarthaté az, hogy ,,non-hiszton” vagy kromatin savanyid fehérje kifejezést
hasznalunk ha azok el6allitisa a mar izolalt kromatinbél torténik. Ezzel
szemben az egész mag szakaszos izolalasa soran, a DNS-hez szorosan tarsulg,
nem hiszton jellegli fehérjét az vin. rezidualis frakcioban talaljuk. Hill és mtsai
(1971) megallapitasai utén ezen frakcikban lev§ fehérjék mikodésiik alapjan
harom csoportba oszthaték:

a) strukturalis szerep,

b) enzim miikodés (polymeraze, ligaze stb.),

c) gén regulacié.

Lehetséges azonban, hogy egy ugyanazon fehérje t6bb médon is részt vesz a
kromatin szerkezeti és miikodési egységének fenntartasaban.
A gén regulaciéjaban betsltott és sokak szerint specifikus szerepiiket az
alabbi megfigyelések tamasztjak ala:
a) Aktiv szévetek és aktiv allapotban levs kromatin tébb magi savanyud
fehérjét tartalmaz, mint az inaktivak (Dingman és Sporn 1964,
Frenster 1965).

b) A hisztonok altal gatolt DNS-té8l fiiggd RNS polymerazt ijbél miiko-
désbe hozzak (Wang 1970, Spelsberg és mtsai 1971).

¢) Izolalt kromatinban a széveti specifikus RNS szintézist biztositjak
(Paul és Gilmour 1968, Wang 1971).

d) A DNS-hez két6dé kromatin savanyid fehérjék immunspecificitast
mutatnak (Wakabayashi és mtsai 1973).

Nagy szdmu adat tanisaga szerint a kromatin savanyud fehérjék részt
vesznek a sejt replikaciés tevékenységében. Megallapitast nyert, hogy a nyugvé
sejtpopulaciok stimuléciéjakor a DNS szintézis beindulasat a kromatin sava-
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nyi fehérjék fokozott szintézise el6zi meg az tin. praereplikéciés szakaszban
(Rovera és Baserga 1971). Ezen fehérjék a hisztonoktdl eltérden a sejtciklus
mindegyik fazisaban szintetizalédnak, azonban legkifejezettebben a késdi
G,-ben, ahol az aminosav beépiilés mintegy négyszeresére emelkedik (Gerner
és Humphrey 1973).

A sejtproflieracié és a magi fehérjék kapcsolatanak a tanulmanyozaséara
szamos kisérleti modell alkalmas; igy a regeneral6dé maj, a phytohaemaggluti-
ninnal stimulalt lymphocytak, a medium cserével vagy szérummal oszlasra
kényszeritett nyugvé sejtpopulacick vizsgalata (Allfrey 1970, Baserga és
Stein 1971).

A bemutatandé kisérletiinkben ugyanazon tumor gyorsan és lassan
proliferalé sejtpopulaciéinak osszehasonlitasat végeztilkk, amely mddszer
alkalmasnak igérkezett a magi fehérjék, sejtproliferacié valtozasat kisérd
miikodésének a vizsgalatara.

Anyag és mddszer

Kisérleteinkhez mindkét nemti 20—25 g silyd CFLP egerekre 5 x 10°
tumorsejttel i.p. transplantalt NK/Ly ascites tumort haszniltunk az atoltast
kovetd kiillonb6zd napokban.

Az RNS polymeraze aktivitas vizsgalatahoz Berkowitz és mtsai (1969)
modszerével sejtmagot izolaltunk. Az Mg+ *-al és Mn* *-al aktivalhaté RNS
polymeraze aktivitast a SH—UTP beépiilése alapjan, Pogo (1972) altal leirt
médon hataroztuk meg a kévetkezéképpen:

Az NK/Ly ascites tumor sejteket mostuk 0,32 M szacharozéval, amely
oldat 0,002 M MgCl,-t (vagy MnCl,-t), 0,001 M Kaliumfoszfatot pH 6,8-et
tartalmazott. A sejteket duzzasztottuk 0,01 M NaCl 0,001 M Kaéliumfoszfat
pH 6,8 pufferral 5°C-on 15 percig, majd homogenizaltuk 0,32 M szacharoz-
0,001 M MgCl, (vagy MnCl,) 0,39,-0s Triton-X-100 tartalmi pH 6,3-as 0,001
M Kiliumfoszfat-pufferban. Az igy nyert sejtmagokat a kiovetkezd osszetételd
inkubalé oldatban szuszpendaltuk: 0,3 M szacharoz, 0,01 M Tris-HCI (pH
7,8), 0,03 M 2-merkaptoetanol. A magnéziummal aktivalt RNS polymeraze
vizsgalatahoz ez az oldat 0,004 M MgCl,-t és 0,06 M NaCl-t, a mangannal
aktivalt pedig 0,002 M MgCl,-t és 0,03 M (NH,),So,-t tartalmazott.

Kisérleti pontonként négy meghatarozast végeztiink. Az inkubalé
oldat 0,25 ml-je 107 sejtmagot tartalmazott, amelyet 15 percig 37°C-on el§-
inkubéaltunk, majd 0,1—0,1 uM ATP-t, CPT-t és GTP-t, valamint :0,03 uM
UTP-*H-t adtunk hozza. A reakciét 15 perc milva 5 ml 109%-os triklorecet-
savval leallitottuk. A keletkezett csapadékot Whatman GF szlir6n &ssze-
gytjtottiikk és mostuk 310 ml 10%-0s triklérecetsavval, amely 10 xuM nem
radidaktiv nukleotidakat és 0,05 M Natriumpyrofoszfatot tartalmazott. A
Whatman GF sziirén 6sszegytijtott RNS-t tartalmazé csapadék radioak-
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tivitasait Beckman LS-100 C spektrometeren toluol-ethoxyethanol alap-
anyagu szcincillator oldatban mértik meg (Fox 1968).

A sejtmagok egy részébdl Burton (1956) médszerével meghataroztuk a
DNS tartalmat. Az RNS polymeraze aktivitast az egy mg DNS-re vonatkoz-
tatott pM-ban kifejezett UMP beépiilés alapjan fejeztiik ki.

A magi fehérjék vizsgalatahoz 30 pC *H-lizint vagy 3H-arginint i.p.
adtunk az NK/Ly ascites tumoros egereknek 1, 6, illetve 24 6raig. Az alla-
tok leblése utan az ascites folyadékot centrifugalassal eltavolitottuk, a sejt-
magot Perry és Kelley (1968) mddszerével izolaltuk. Stein és Borun (1972)
modszerének modositasaval az alabbiak szerint izolaltuk a magi fehérjéket:

10% sejtmagot szakaszosan extrahaltunk

a) 0,15 M NaCl-dal,

b) 0,35 M NaCl-dal,

¢) 0,2 M NaCl-ot tartalmazé 0,2 N HCI-dal,

d) majd a visszamaradt maradékot 1%, Natrium dodecylszulfatot tar-

talmazé 0,01 M Na-foszfatban (pH 6,8) oldottuk fel.

A frakciok fehérjetartalmat Lowry és mtsai (1951) szerint Folin reagens-
sel, a radioaktivitasukat pedig Beckman LLS—100 C spektrometerben hataroz-
tuk meg.

Az el8allitott fehérje frakcickat molekulasilyuk alapjan SDS-poly-
akrilamid-gél elektroforézisen Weber és Osborn (1969) médszerével szétvalasz-
tottuk. A frakciékat oldottuk 0,01 M Natriumfoszfat (pH 7,0) — 19, Natrium-
dodecylszulfat [SDS] — 19, 2-merkaptoetanol oldatban 37 °C-on 2 oraig,
majd azokat 18 éraig dializaltuk 0,19, SDS-t és 0,19, 2-merkaptoetanolt
tartalmazé 0,01 M Natriumfoszfat (pH 7,0) pufferrel szemben, amely azonos
az elekiroforézisnél hasznalt pufferral. Az egyes kisérletekben megadott
fehérjemennyiséget 109, glicerinnel és 5 wul 0,059,-0s bromfenolkék jelzd
festékkel egyiitt helyeztiik fel a géloszlop tetejére. Az elvalasztas 4 M ureat
tartalmazé 109,-os polyakrylamid-gélen tdrtént szobahSmérsékleten, 6 oraig
és csovenként 8 mA mellett.

Az elektroforézis befejezésével a géleket Coomassie Brilliant blueval
megfestettiitk és azok denzitasat Joyce-Loebl Chromoscan tipusid denzitomete-
ren 575 nm-en megmértilk. A molekulasily megbecsiilésére a kiovetkezd
standardokat hasznaltunk: Bovin serum albumin (BSA) ms: 68,000, tripszin
ms: 23,800, ribonukledze (RNéze) ms: 13,700, és cytochrom C ms:
12,400.

A mechanikusan felszeletelt géleket 309, H,0,-ban 50°C-on 5 éraig inku-
baltuk, majd azok radiéaktivitasit Beckman LS—100 C spectrometeren 2-
ethoxyethanol-toluol alapanyagi folyadékszcintillatiés rendszerben megmér-
titk (Fox 1968).

Az egyes hiszton frakciékat a Johns (1964) médszerének Gurley és
Hardin (1968) altal térténd médositott eljarasaval allitottuk eld.
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A kromatin fehérjék és a DNS kapcsolatanak a megbecsiilésére Graziano
és Huang (1971) médszerével csokkend ion erdssége mellett izolalt kromatin
ehidiumbromid kotéképességét Farrand spektrofluorimeteren 335 nm ger-
jesztési és 593 nm fluoreszcentias hullamhossznal vizsgaltuk.

Kisérletekhez az alabbi izotopokat, ill. finom vegyszert hasznaltunk:
L-lizin-6-*H, HCI (spec.akt: 291,0 mCi/mM, MTA Izotép Intézet),

L-Arginin 5-*H—HCI (spec.akt: 16 Ci/mM, Radiochmical Center Amersham)
és Uridin-5-3H—Na-trifoszfat (spec.akt: 1 Ci/mM, Radiochemical Center
Amersham).

Az Ethidiumbromid (2,7-diamino-10-ethyl-9-phenilphenantridium bro-
mid) Calbiochem, a Coomassie Brilliant Blue pedig Schwarz-Mann gyartméanyd
volt.

Eredmények

El6z6 vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az NK/Ly ascites tumor
ndvekedése soran a sejtek atlagos ciklus ideje meghosszabbodik, az S fazisban
levé sejtek aranya pedig csokken, amelynek kovetkeztében a gyorsan proli-
feral6 sejtpopulacié folyamatosan atalakul lassan proliferaléva. A kiillonbozd
proliferacios sajatossaggal rendelkezd sejtpopulaciok nemcsak a DNS, hanem
az RNS szintetizalé képesség tekintetében is kiilonboznek egymastél (Kopper
és mtsai 1974). Ezt bizonyitja az 1. sz. abran bemutatott RNS polymeraze
aktivitasanak a csokkenése is. A kiilonb6z6 kori tumorok sejtmag 6sszehason-
litasakor magnézium jelenlétében a *H-UTP majdnem két és félszer jobban
épiilt be a 3 napos, mint a 8 napos tumorbdl izolalt sejtmag RINS-ébe. Kisebb
méretekben ugyan, de csokkent a mangannal aktivalhaté RNS polymeraze
aktivitas is.

Kérdésként vetddott fel, hogy a gén atirast és replikaciét befolyasolé
magi fehérjék szintézise, amely fiigg a sejtek életciklusanak a fazisaitol, —
hogyan kiévetik a DNS miikédésének és a sejtek proliferaciés allapotanak a
valtozasat. Ezért 6sszehasonlitottuk a 3 és 10 napos NK/Ly ascites tumoron a
3H-lizin és 3H-arginin beépiilését. Az I. tablazat adatai mutatjak, hogy a
radioaktiv lizin beépiilése a 10 napos tumor fehérjéibe mintegy felére csokkent
a 3 napos értékhez képest. Ezt azonban szamos, a fehérjeszintézissel kozvet-
leniil 6ssze nem fiigg8 tényezd is létrehozhatja (a jelzett sejtpopulacio eltérd
nagysaga, permeabilitas, aminosav-pool és aminosav metabolizmus valtozasa).
Ezen hibaforras kikiiszobélésére a magi fehérjék specifikus aktivitasait az
egész sejt fehérjéinek specifikus aktivitasara is vonatkoztattuk (Cholon és
Studzinski 1974). A beépiilés kiértékelésénél azt is figyelembe kell venni, hogy a
vizsgalt fehérjék lizin tartalma eltérd, igy a jelolddési kiilonbségek nemecsak a
szintézis mértékét tikrozik.

Ezért ezt a kisérletiinket az egyes fehérje frakcicknak a tumor koratél
fiiggd jelolddésének iddbeli valtozasa alapjan kivantuk kiértékelni. A 3 és 10
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1. Abra. RNS-polymerize aktivitds vizsgilata kiilonboz6 kortt NK/Ly ascites tumoron.
— — — — Mg+*+ aktivilhaté RNS polymerdz; ———— Mn++ aktivdlhat6 RNS polymerdz

I. Tablazat
3H-lizin beépiilése NK[Ly ascites tumor mag fehérjébe

Fehérje frakciok: 3 napos tumor 10 napos tumor

Jelzési idé: 1 &a ‘ 6 éra ’ 24 &a 1 éra 6 6ra 24 éra

Egész sejt 75,2 42,7 21,9 34,1 12,7 7,4
F12 | 410 Fou | L1 +08 | 203

Magi 0,15 M NaCl-al 39,5 26,8 20,6 21,2 10,5 7,2
ivonlists 407 | +06 | +04 | +09 | +02 | +03
Magi 0,35 M NaCl-al 53,3 31,8 14,8 27,2 12,8 6,6
kivonhats +0.8 | 407 £04 1 £14 108 e
Hiszton 62,6 32,1 27,2 28,7 11,2 8,1
16 | iR 12 | <1 +03 | Fo0,.2

Rezidualis magi 44,5 29,5 24,8 24,8 9,2 5:5
savanyu fehérje +1,2 +1,0 +0,4 +0,8 +0,1 +0,1

Eredmények kifejezve spcifikus aktivitdsban (103 cpm x fehérje mg—1).
—xX’)2
45D = VM
n—I

Csoportonkénti 4— 6 allatbél eltdvolitott tumorsejtek jelolése és magi fehérje frakeidk vizsgalata
az Anyag és Médszer cimii fejezetben leirtak szerint tortént.
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II. Tablazat

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

3 napos tumor 10 napos tumor

Magi fehérje frakeiok: Jelzési ids Jelzési ids
1 éra | 6 6ra 24 éra 1 éra 6 éra 24 6ra
0,15 M NaCl-al kivonhaté 0,53 0,63 0,74 0,63 0,82 0,98
0,35 M NaCl-al kivonhaté 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
Rezidudlis sav fehérje 0,59 0,69 0,89 0,72 0,72 0,75

Eredmények kifejezve relativ spec. aktivitdsban.

(_ frakei6 specifikus aktivitdsa
"~ egész sejt fehérjéinek spec. aktivitdsa

Az adatok kiszdmitdsanak alapjat a I. Tabldzaton bemutatott kisérlet képezte.

napos tumorok oésszehasonlitasakor azt tapasztalhattuk, hogy az utébbiban a
SH-lizin beépiilése nemesak kisebb, hanem 24 o6ra alatt a radiaktivitis csok-
kenése is gyorsabb. A hisztonok aminosav 6sszetételének ismerete érthetévé
teszi azt, hogy a *H-lizin jobban épiil be a hisztonokba, mint a savanyu fehér-
jékbe. Ez a kiilonbség azonban mar nem annyira kifejezett a 10 napos tumornal,
mint a 3 naposnal, amelybdl a savanyi fehérjék szintézisének relativ emelkedé-
sére lehetne gondolni. Irodalmi adatokkal megegyezden a mi vizsgalatainkban
is a magi fehérjék jelolddése elmaradt az egész sejt fehérjéitdl, azonban a
beépiilés csokkenése is lassiibb némelyik magi fehérjében (Stein és Baserga
1971). gy megemlitendd a 3 napos tumor magi reziduilis savanyi fehérjéinek
és a 10 napos tumor hiszton frakciéi radiéaktivitasanak viszonylagosan lassiibb
iitemt csokkenése (II. tablazat).

Kovetkezd kisérleteinkben tanulmanyoztuk a radiéaktiv aminosav
beépiilését a hisztonok és rezidualis savanyid fehérjék SDS-polyakrilamid gél
elektroforézissel szétvalasztott frakciéiba.

A 2. és 3. abra az NK/Ly ascites tumor magi fehérjéinek megoszlasat
mutatja az SDS-polyakrilamid gélen. A 0,15 M NaCl-al kivonhaté frakeié a
karyoplasma szolubilis fehérjéit és az RNP partikulumokat tartalmazza (Busch
és Mauritzen 1967). A rezidualis savanyd fehérjék egy lassabban vandorls,
nagyobb molekulasilyi (kb. 65 000) és egy vagy két gyorsan viandorlé, ala-
csonyabb molekulasilyd (kb. 30 000—10 000) frakciok koré csoportosulnalk.
Ezzel szemben a 0,35 M NaCl-al kivonhat6, a kromatinhoz kevéshé tarsulé
fehérjék molekulasily szerint megoszlasa sokkal egyenletesebb.

A 3. abra a mag 6sszhiszton és a Johns (1964) modszerével eldallitott
egyes- hiszton frakciok elektroforetikus vandorlasit mutatja be. Ily médon
kivantuk igazolni az ésszhiszton elektroforézisekor az egyes frakeiok helyét a
polyakrilamid-gélen.
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A 3H-lizin beépiilésének a vizsgilatakor a 3 és 10 napos tumor magi
rezidualis savanyu fehérjéi kozott nyilvanvald eltérést lehetett tapasztalni.
Az 1 éras jelol6dés utan a radidaktivitas a 3 napos tumornal legkifejezettebben
a 60 000 és 30 000 molekulasiily kozotti fehérjéknél jelenik meg, mig a 10 napos
tumornal a kisebb mértékid beépiilés megoszlasi csticsa a 30 000 molekulasily
alatti frakciéban észlelhetd (4. és 5. abra).

————— BSA

Tripsin
.......... RNose
————— Citochrom c

0,35M NaCl frakcio

e e

0,55 M NaCl frakcio residualis savanyu feherje

2. Abra. Magi fehérje frakciok elvilasztdsa SDS-polyakrilamid gél-elektroforézisen.
Az dbrdn a fiiggtleges tengely az 575 nm-en mért relativ denzitdst, a vizszintes tengely pedig
a vandorldsi tdvolsdgot mutatja.

A hisztonok vizsgalatanal feltiingnek tarthattuk, hogy a 3H-lizin beépii-
lése legnagyobb mértékben nem a lizin-gazdag F,, hanem az F,—F,, frakcik-
ban volt észlelhetd (6. abra). A 10 napos tumor hisztonjaiba a beépiilés alacso-
nyabb volt, de az a frakciék koézott egyenletesebben oszlott meg (7. abra).
Ez utébbi kisérletben az F, frakecié eldtt Coomassie-Brilliant blue fest&dés-
mentes teriileten is észleltiink radioaktivitast. Hasonlé megfigyelésrél Gottes-
feld és mtsai (1974), valamint Ljiljana és Koviljka (1973) szamoltak be.
Utébbi szerz8k a Coomassie Brilliant blue-val nem fest8d§ és a beépiilt amino-
sav radioaktivitasat mutaté teriileten glykoproteint mutattak ki.

A 3H-lizin mellett a *H-arginin beépiilését is megvizsgaltuk a hisztonok-
ba. A 3H-lizinnel végzett kisérlet eredményéhez hasonléan a 3 napos tumor
hiszton frakcié kozil az Fo, -F,, jelolédése volt a legnagyobb. A 10 napos
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tumorn/A mA az F,q; frakci jel |1 ddse volt a legnagyobb, az egy rA& vizsgA
lati idiben. Jelenti s&jet tulajdon thattunk annak, hogy 24 r/A&al a *H-
arginin ad/Asa utAn a 10 napos tumor F,y @& F, , frakci inak megfelell ter leten
ajel l1dgs nem volt alacsonyabb, mint az egy rAs jelz& utAh. Ez a megfigyel &5
arra utal, hogy egyes hisztonfrakci k (Fz), Fz,2) leboml/Bi ideje a sejtmag t bbi

[
Es7s
osszhiston
f2b
f1 f2a2
f3 f2a1
- —_— +

3. "bra. Histon frakci k elvAtasztASa SDS-polyakrylamid g@-elektrofor@isen.
Felvitt feh@rje mennyis@dy: sszhiszton = 50 fig, fj = 22 fig, f3= 36 fig, f,* = 40 fig, fo0, =

1. TAbl AZat

Ethidiumbromid fluoreszcenciAa 3 @ 10 napos NK/Ly ascites tumorb | izol A& Dezoxyribonuk-
leoprotein jelenl@@ben.

Tumor kora I 1,
3 napos 49,0
53,0
10 napos 28,5
21,0

A dezoxyribonukleoprotein izolA&/Aa Graziano @ Huang (1971) m dszer@el, egyre cs kkeni
ion-er1 ssgy mellett t rt@nt.

A 3ml 0,015 M NaCl 0,0015 M Na citrat (pH 7) puffer 1 OD mennyisZgnek megfeleli de-
zoxyribonukleoproteint &5 (ig ethidiumbromidot tartalmazott. Flureszcencia m@@st 335 nm
gerjeszt@si @& 593 nm fluoreszcenci A& hull AmhossznA Farrand spektrofluorimeteren vgezt k el.
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500

250

4. " bra. *H-lizin be@p I@e 3 napos NK/Ly ascites tumor magi rezidu/is savanyocefeh@rje frak-

ci iba
A gdrefelvitt feh@je mennyisgg 150 150 /tg. Jelmagyar A at: denzitA&& 575 nm-en;
X X cpm 1 rai jelz@s utAp; cpm 24 rai jelz& utAd

cpm

500

250

5. “bra. ®H-lizin begp Ige 10 napos NK/Ly ascites tumor magi rezidudfis savanyce feh@je
frakci jAba. G@re felvitt feh@je mennyis@y 350 350 /tg.
JelmagyarA&at: denzitAs 575 nm-en; X X cpm 1 rai jelz@s ut/Ap;
cpm 24 rai jelz@s utAp

feh&jefrakci it | eltdi en lassabb alassan prolifer sejtpopul Z£i ban, mint
a gyorsan prolifer/& ban (8. & 9. Abra).

A DNS @& a kromatin feh@jek k z tti kapcsolat term@szete az etlii-
diumbromid k t1dgs vizsgAatAb | k vAatunk k vetkeztetni. Az ethidium-
bromid fluoreszcentiAta igen jelentisen fokoz dik, mik zben interkal ZAi s
k tesbe 1&p a DNS-sel. A DNS-hez k tidi kromatin feh@j@k azonban meg-
akadAyozz/Ak a fest@k k t1 dds@ a DNS-hez. Ez&t a kromatin ethidiumbromid
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CPm

6. “bra. 3H-lizin begp I@e 3 napos NK/Ly ascites tumor ,hiszton frakci iba.

Gdre felvitt feh@jemennyis@y: 100 /ig. Jelmagyar/Azat: denzitA& 575 nm-en;
X X cpm 1 rai jelz@s utAn; cpm 24 rai jelz@s utAd
cpm =76)

7. Abra. 3H-lizin be@p I@e 10 napos NK/Ly ascites tumor hiszton frakci iba.
Gdre felvitt feh@je mennyis@y 100 /ig. Jelmagyar/Azat: denzitA 575 nm-en;
X X cpm 1 rai jelz@s utAp; cpm 24 rai jelz@s utAd

k t1 kpessdgbi| a DNS szabad szegmentjeinek a nagysAgAta k vetkeztet-
het nk. K s@&let nkben azt tal Atuk, hogy a 3 @& 10 napos tumorb | izol Akt
DNP k | nb zii m&tkben fokozza az ethidiumbromid fluoreszcenciApAE.
A 10 napos tumor DNP-nek a 3 naposhoz k@pest mintegy felde cs kkent
fluoreszcentia fokoz hatAsa arra utal, hogy a szabad DNS szegmentek ter -
lete kisebb. Felt@elezhetien a 10 napos tumorban a DNS Kkiterjedtebben
fedett kromatin feh@&jgkkel, mint a 3 naposban, amely a g¢h mRk d&s foko-
zottabb represszAttsAgAEa utal (111, tABlAZat).
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cpm
575

8. “bra. ®H-Arginin begp IZe 3 napos NK/Ly ascites tumor hiszton frakci iba.

Gdre felvitt feh@jemennyisgy: 100 /tg. Jelmagyar/Azat: denzitA 575 nm-en;
X X cpm 1 rai jelz@s utAp; cpm 24 rai jelz@ utAn
500.
too .
300 .
200 .
100 .

9. Abra. 3H-Arginin be@b IZe 10 napos NK/Ly ascites tumor hiszton frakci iba.

Gdre felvitt feh@rjemennyis@y: 100 /g. Jelmagyar/Azat: denzitA&& 575 nm-en;
X X cpm 1 rai jelz@ utAs; cpm 24 rai jelz@ utAn
Megbeszd@

Eli z1 tanulmAayunkban sokoldaloan tanulmAayoztuk az NK/Ly ascites
tumor sejtpopul A&i i proliferAi s param@ereinek vAtozASait a transzplant/ZEi
utAai k | nb z1 napokban (Lapis & mtsai 1973, Kopper & mtsai 1974).

MegAtl ap tottuk, hogy a tumor n veked@s@el elsi sorban a sejtek Atlagos
ciklus ideje a k@& mit zis k z tti idi hosszabbodik meg, a nem oszl
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sejtek arAayAnak emelked@e a tumor n veked@si tem@hek a lelassul AAAt
csak kevsbdteheti feleli ss@ Ezen eredm@hy nk alapjAB a sejtproliferAei @& a
sejt ultrastrukturAis, valamint anyagcsere sajAEossAgai sszef gg@seinek
tanulmAayozAsSARoz k sdleti modellt tudtunk Kkialak tani.

Az RNS polymerAe vizsgAata arra mutatott rA hogy a k s@leti rend-
szer nkben nemcsak az aktuAtisan DNS-t szintetizAE sejtek arAhya, valamint
a DNS replikAi jApak lelassul BAE t kr z1 S fAis ideje, hanem a DNS-ri|
t rt@n gdh AErAs is vARozik. Ez @theti is, mivel a dedifferenciZ& dott daga-
natos sejtekben az RNS szint@kis sokkal szorosabban kapcsol dik a sejt
replikAei jABoz, mint a differenciA dASra k@pes norm/Z sejtekben. Azon k s&-
leti eredm@hy nk, miszerint a magn@iummal @& a mangAanal aktivAthat
RNS-polymer/&Ze mBk ddse k z tti k | nbsdy f gg a tumor korZ& I, arra
enged k vetkeztetni, hogy az RNS szint@is cs kken@se mellett, a k&pzid tt
RNS-ek jellege is vAtozik. Itt arra lehet gondolni, hogy a gyorsan proliferA
tumorban a magn@iummal aktivAhat nukleolZis RNS polymerfe |.
mi3k dZse A elit@ben, am g a lassabban prolifer& popul Zi kban a mangAB-
nal aktivAthat extranukleolZis RNS polymer/Ze Il1.,111. & RNS polymer/Ae
|I. bAE alacsonyabb szinten, de hasonl m@tZkben mRk dik.

A sejtproliferfi @& a magi fehdrjak sszef ggkeit az eddigi tanul-
mAnyok szinkronizAet teny@szetben vagy a nyugv @& a prolifer4ei ra induk Akt
sejtpopul A£i k sszehasonl tASAval vizsgAtAk (Gerner and Humphrey 1973,
Farber & mtsai 1971). gy gondoljuk, hogy az Attalunk alkalmazott k s&leti
rendszerben a gyorsan & alassan szaporod NK/Ly ascites tumor sejtpopul &
ci inak sszehasonl tAsAzal in vivo k r Im@hyek k z tt tanulmAayozhatjuk
a daganatos sejtpopul A&&i proliferAi s tem@hek lelassul BA k s&1 téhyezi -
ket, amelyek k z | n@dmelyek felt@elezheti en szerepet jAEszanak a sejtproli-
ferAi t szabZAyoz mechanizmusokban. Jelen k s&leteinkben a radioakt v
lizin & arginin bedp I&A vizsgAttuk a g@hregulZ&i ban szerepet |jAEsz
hisztonokba @& magi rezidudiis savanycefeh@j@kbe. A *H-lizin ad/AEA& k vet
1, 6 & 24 /& bedh | dtkek Atekintse a gyorsan @& a lassan szaporod
sejtpopul Z&i k k z tti figyelemre mdt k | nbs@yekre mutatott r/& A 3 napos
tumornA areziduAis savanyoefeh@jgk, a 10 naposnA pedig a hisztonok relat v
specifikus aktivitAsa idivel emelkedett, amely arra |Aszik utalni, hogy ezen
feh@rj@k lebomlAsa lassobb, mint a sejt t bbi fehdjd. Ezen k vetkeztet@bst
azonban csak a relat v specifikus aktivitA alapjAa vonhatjuk le, mivel a 10
napos tumorb | a m/Z& be@ It *H-lizin a3napos tumorn4 gyorsabban tA&ozik.
Ezen ut bbi jelensdy magyar/atAE nem ismerj k, csupAa arra a feltdelez@bre
szor tkozhatunk, miszerint a protef&Zok aktivitASa fokoz dott vagy a sejt-
oszl ABok k&sbe, illetve elmaradAsa k vetkezt@ben a k@pzid tt feh@jek jelenti s
rgsze f | slegessdv/Aik, ezdt lebont dik vagy ki r | a sejtbil.

A polyakrilamid-g@h-elektrofor@isen vdgzett vizsgAtatokban a k | nb zi
matekben prolifer&E NK/Ly ascites sejtpopulZi kb | izolAt kromatin
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fendrje frakci kban a legnagyobb fokce aminosav bep 1@t elt@ molekula-
sadyocefeh@rj@k mutattak. A gyorsan n vekvi 3 napos NK/Ly ascites tumorban
a magi rezidualis savanyce feh@j@ k z | a nagy molekulasodyce csoes k r |
Zzlelt k alegnagyobb be@p I@st, amely sszhangban AH Weisenthal & Ruddon
(1972) az oszlAi ciklusban levi lymphoma sejteken v@gzett hasonl meg-
figyel@eivel. Ezzel szemben a 10 napos tumorban egy sokkal alacsonyabb
molekulasodyce magi rezidudkis savanyce feh&rje jel |1 dse vAR uralkod v/AE

A 3H-arginin @ a ®H-lizin be@p |Zs¢hek a vizsgAatakor a hisztonok is
eltd frakci k jel 1 dsehek az elit@be ker 1@ mutattA&K atumor n veke-
dse sorAn. VizsgAati kK r Imghyeink mellett a 3 napos tumorn/Z& azF ;. F 3 &
F.f, frakci knak megfelel1 ter leten lehetett szAmottevi be@ |6t talAkni,
ezzel szemben a 10 napos tumor eset@ben mA az F,q @ Fu,, frakciok is jeld-
lidtek. K I n sk@ppen @&demleges, hogy a 10 napos tumor vizsgAatakor az
F.o, frakcioban a3H-arginin beépulése24 éra alatt alig csokkent.

A bemutatottkisérletinkbenlathattuk, hogy az NK/Ly ascites tumor
novekedésévelaz aminosavakkromatin fehérjékbet rt@ni bedp [&chek meg-
vAtoz/AsAal pAEhuzamosan a sejtek oszl/Asi ideje meghosszabbodott, az RNS-
polymer/e aktivitA cs kkent & kevesebb ethidiumbromid k tid tt a kro-
matinhoz. Ezen ut bbi vAttozASok a g@hrepresszi fokoz dAsAEa utalnak.
K&rdzs, hogy a gzhmRk dZs ezen cs kken@sghek kifejli ddsgben milyen szerepe
van a kromatin feh@&jgknek. Jelen eredmghyeink arra engednek k vetkeztetni,
hogy a g@hrepresszi fokoz dASAE nem lehet csupA a kromatin feh@rjgk
egkzhek a szint@is@en bek vetkezi vAttozASAZal magyar/ni, mivel a
radioakt v aminosav be@p IZse ezen feh@rjZkbe meglehetisen j | k veti az
egdz sejt feh&jdbet rt@ni bedp I&t. gy a magi feh@jgk szint&ise nem t&F
el az eg®z sejt fehdjdti| sem a gyorsan prolifer/E , sem a lassan proliferAE
sejtpopul Z£i ban. A polyakrilamid gd elektrofor@issel sz@vAtasztott egyes
fen@rjzk vizsgAtata azonban m/Z t bb tAmpontot nyogtott arra vonatkoz an,
hogy melyik feh@je jAEszhat szerepet a sejtprolifer/fi szabAkyoz/AsAban. “gy
adataink arra utalnak, hogy a reziduAis magi savanyce fehdjk k z | az
elektroforetikusan lassabban vAadorl , relat ve nagyobb molekulasatycefeh@rjzk
sz ks@hesek a gyors sejtprolifer/i lioz. Ezzel szemben a hisztonok kI -
n sk@ppen az F o0, & F 51 frakci k relat ve hosszabb detidejRek a lassan
szaporod , mint a gyorsan szaporod sejtekben. Ez&t felt@elezhetien az Fja;
@& az F,, hisztonok k zvetlen vagy k zvetett szerepet jAEszanak a sejt-
prolifer/i cs kkens@ eredm@hyezi g@h-represszi ban.
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sszefoglal /&

Az NK/Ly ascites tumor n veked@se sorAa a sejtprolifer4€i cs kken@sa
k s anyagcsere v/AtozAsokat tanulmAayoztuk a sejtmagban. sszehason-
| tottuk a 3 & 10 napos sejtpopul A&i kban radioakt v aminosavval jel It
hisztonok @& reziduAkis savanyoe feh@j@k megoszIlAAA polyakrilamid g9
elektrofor@zisen. A k@& sejtpopul Ai a DNS replikAei jA t kr z1 S fAis
idi tartamAban, az RNS polymer/e aktivitASban & az izolA& dezoxyribonuk-
leoprotein etliidium-bromid k ti kdpessdghen k | nb z tt egymAst |. Azt ta-
pasztaltuk, hogy a gyorsan szaporod , 3 napos tumor, @& a lassan szaporod
10 napos tumoros sejtpopul Zi kban elt@ kromatin feh@je frakci k jel Ii-
dse AH elit&ben. A gh represszi fokoz dASAEa utal megfigyel@sekkel egy-
idiben a reziduAiis savanyce feh@je nagy molekulasadyoe tartomAnyAnak
cs kkent m@&tekB jel |1 d&@ & a hisztonok k I n sk@ppen az F,a, & Fq
frakciok — lassubblebomlaséat észleltuk.
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