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Bevezetés 

Szövet tenyészetben f e n n t a r t o t t sej tek különböző kémia i karcinogén 
a n y a g o k ha t á sá ra mal ignusan t r a n s z f o r m á l ó d h a t n a k (Berwald és Sachs 1963, 
1965). A policiklusos szénhidrogének közül g y a k r a n használ t vegyüle t a metil-
k o l a n t r é n (MC); abból is elsősorban a 3-MC és a 3-MC 11., 12. oxid fo rmá t hasz-
n á l j á k in vi t ro vizsgálatokhoz. A fe lhasznál t dózis á l t a lában magas , 0,5—10 
jUg/ml közöt t mozog. (Chcn 1969, H u b e r m a n 1972, Diamond 1972.) A karcinogén 
a n y a g o k ha t á sában az a lkalmazási módtó l (in v ivo vagy in v i t ro) , a tcsz tobjek-
t u m k é n t használ t á l l a t fa j tó l és se j t t ípus tó l függően különbségek m u t a t k o z n a k . 
A karcinogén h a t á s k ia lakulásához szükséges a kérdéses vegyüle t ak t ív f o r m á b a 
t ö r t é n ő á ta laku lása . Ez a f o l y a m a t a mikroszomális aril h id roka rbon hidroxiláz 
( А Н Н ) enzim je lenlétéhez, ill. kellő mennyiségéhez k ö t ö t t (Gelboin 1971). 
E z az enzim emlős ál latok m á j á b a n meg ta lá lha tó , de más szövetek izolált sej t -
j e ibő l (így pl. az ember i embrionális f ibroblasz tokból) h i ányozha t (Kuroki 1974). 
Az ak t í v vegyüle t (hidroxid ill. epoxid) megba t á rozo t t k r o m a t i n fehér jéhez 
k ö t ő d i k (H-prote in , l igandin), me lynek h i á n y á b a n nem jön lé t re a DNS és a 
karc inogén anyag közöt t i , t r ansz fo rmác ió t e redményező kölcsönhatás (Ke t t e re r 
1974). Megnehezíti az in vi t ro n y e r t e redmények értékelését az a t ény is, hogy 
e g y bizonyos passzálás-szám u t á n a szövet tenyésze tben f e n n t a r t o t t — különö-
sen egér eredetű — sej tek spon tán mal ignusan t r a n s z f o r m á l ó d h a t n a k (Sanford 
1968). A malignus t ranszformáció v izsgá la tá ra a j á n l o t t in v i t ro módszerek ön-
m a g u k b a n nem elegendőek a mal ignus t ranszformác ió igazolására (Sanford 
1974). Az egyetlen bizonyí tó ere jű kísér le tnek az ál la tba v isszaol to t t se j tek 
d a g a n a t k é p z ő képességét t ek in t ik (Eagle 1970). 

Vizsgála ta inkban a r i t k á b b a n használ t 20-MC viszonylag a lacsonyabb 
dózisával CBA T 0 T 6 egérembrio-f ibroblaszt se j t ek malignus á t a l ak í t á sá t igye-
k e z t ü n k létrehozni. A kezeletlen és kezelt k u l t ú r á k összehasonlí tásával ada to -
k a t k í v á n t u n k nyern i a megvá l tozo t t tu la jdonságokró l , a mal ignus t ranszfor -
mác ió és a se j tek А Н Н a k t i v i t á s á n a k kapcsola táró l , a CBA T 0 T e egértörzs izo-
lá l t embrionális se j t j e inek t r ansz fo rmá lha tóságá ró l , a t r anszformác ió során be-
köve tkező , azt kísérő és jelző, a biológiai s a j á tosságoka t i l lető vál tozásokról , 
kü lönös t ek in te t t e l a se j tek А Н Н ak t iv i t á sá ra . 
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Anyag és módszer 

Szövettenyészetek kialakítása : 

A szövet tenyésze tek k ia lak í tása a be l tenyész te t t CBA T6T6 egértörzsből 
származó 20 napos embriók fe lhaszná lásáva l t ö r t én t . Az embriók t ü d e j é t steril 
kö rü lmények közöt t szöve t tan i ollóval f e lda rabo l tuk , m a j d PBS-ben t ö r t é n t 
mosás u t án 20 percig 0 ,25%-os t r ips in o lda t t a l emész t e t t ük . Szűrés és centr i fu-
gálás u t án (1000/perc) a s e j t eke t 10 ml méd iumban (Pa rke r m é d i u m -j- 10% 
bor jűsavó) Falcon plaszt ik edényekben 37 C°-on i n k u b á l t u k . 

A tenyészetek fenntartása : 

A k ia lak í to t t se j t t enyésze tek passzálásálioz 0 ,25%-os t r ipsin o lda to t , 
f e n n t a r t á s á h o z 1 0 % b o r j ú s a v ó t t a r t a l m a z ó Pa rke r m é d i u m o t haszná l tunk . 
A passzálás az első n é h á n y a lka lommal r i t kábban és t áp fo lyadékcse réve l fel-
v á l t v a , később a s tabi l izá lódot t s e j t vona l ak esetében á t lagosan 5 n a p o n k é n t 
t ö r t é n t (500 000 sejt /10 ml). 

A kísérletre felhasznált sejtvonal kiválasztása: 

Az ind í to t t t enyésze tek je lentős részéből nem sikerül t s tabi l izá lódot t sejt-
v o n a l a t k ia lakí tani . A s tab i l izá lódot t se j tvona lak közül néhány a mal ignus 
t r ansz fo rmá lódás ra u ta ló je leket m u t a t o t t már a 20. passzázs előtt is. 

I smer t e t endő v izsgá la ta inkhoz azt a se j tvona la t v á l a s z t o t t u k ki , amely 
kezelet lenül , á l la tba való visszaol tás u t á n a 20. passzázsig még nem okozo t t da-
g a n a t o t . Ez a se j tvonal in v i t ro növekedése során sem m u t a t o t t mal ignus á ta la-
ku lás ra uta ló biológiai, i l letve morfológiai je leket . 

Kezelések: 

A 20 MC-vel való kezeléshez 10 000 sej t /edény koncen t rác ióban ülepí te t -
t ü k ki a se j teke t , m a j d az MC-t DMSO-ban oldva a d t u k a se j tek méd iumához 
ú g y , hogy a DMSO végkoncen t rác ió ja ne ha l ad j a meg a 0 ,05%-ot . Az MC-t t a r -
t a l m a z ó méd iumot 14 nap ig csere né lkül a tenyésze teken h a g y t u k . Kon t ro l l kén t 
kezelet len, ill. 0 ,05% DMSO-val kezelt tenyésze teket ha szná l tunk . 

Sejtdenzitás meghatározása : 

A kezeletlen és kezelt se j t eke t 0,5 millió se j t /edény koncen t rác ióban ülepí-
t e t t ü k ki a kísérleti edényekbe . Az összsej tszámot és az 1 cm2 edényfelüle t re eső 
se j t s zámot Buerker k a m r á b a n h a t á r o z t u k meg n a p o n k é n t a tenyész tés i idő 
a l a t t . A k u l t ú r á k o n az 5. n a p o n tápfo lyadékcseré t végez tünk , így 9 n a p o n á t 
k í s é rhe t t ük f igyelemmel a se j tdenz i t á s a lakulásá t . 

Orvostudomány 27, 1976 



KARCINOGENEZIS VIZSGÁLATOK EGÉR FIBROBLASZT SEJTEKEN 207 

Savókoncentráció-függés vizsgálata : 

A szokásos passzálásokhoz 1 0 % bo r jű savó t t a r t a lmazó m é d i u m o t hasz-
n á l t u n k . Ennek h íg í tásáva l 5, 3, 1 % savót t a r t a l m a z ó médiumot á l l í t o t tunk 
elő. Passzáláskor a se j teke t alacsony se j t s zám fe lhasználásával (5 000 sej t /edény) 
ü l ep í t e t t ük ki. I lyen módon az egyes se j tekből képződő te lepeket külön-külön 
t u d t u k t a n u l m á n y o z n i . Az inkubációs idő eltel tével (5. és 6. nap) v izsgál tuk a 
t e l epenkén t észlelt se j t számot a kü lönböző szé rumkoncen t rác iókná l . 

Telepkezelés vizsgálata lágy agar-médiumban : 

A sej teket is t a r t a l m a z ó k o m p l e t t méd iumhoz forró fü rdőben t a r t o t t 5%-
os agar-agar (Difco) törzsoldato t c s e p p e n t e t t ü n k olyan mennyiségben, hogy az 
agar -agar végkoncent rác ió ja 0 ,4%-os legyen. E z u t á n a szuszpenziót 5 ml-enként 
5 cm á t m é r ő j ű Fa lcon plasztik petr icsészékbe m é r t ü k szét, ma jd 5 % C 0 2 — 95 
% levegővel á t á r a m o l t a t o t t t e r m o s z t á t b a n 8 nap ig inkubá l tuk . Az inkubálás i 
idő elteltével a t e lepenként i á t lagos se j t számot vizsgál tuk. 

Allatoltások kivitelezése: 

A sej teket — tr ipsinnel e l távol í tva az edényfalról — cen t r i fugá l tuk 
(1000/perc), há romszor mostuk fiziológiás konyhasóo lda t t a l , m a j d ugyancsak 
fiziológiás konyhasóo lda t t a l oly módon h íg í to t tuk , hogy a k a p o t t szuszpenzió 
0,1 ml-e 4 X 10° se j t e t t a r t a lmazzon . A sej tek befecskendezése ú j s z ü l ö t t CBA 
T 6T 0 egerekbe, a h á t bőre alá t ö r t é n t (0,1 ml/ál lat) . A sejtekkel b e o l t o t t egereket 
-— amennyiben azokban dagana t n e m ke le tkeze t t — 6 hónapos k o r u k i g megfi-
gyelés a la t t t a r t o t t u k . Dagana tképződés esetében a tumor á l t a l á b a n már az 
o l tás t köve tő 10. n a p o n t a p i n t h a t ó v á vá l t , és a 20. napra á t m é r ő j e elérte az 
1—1,5 cm-t . E k k o r az á l la tokat leö l tük és a d a g a n a t o k a t k ip repa rá l tuk . A daga-
na t szöve tbő l egyrészt morfológiai v izsgá la toka t végez tünk , másrész t a dagana t -
se j teke t ú j a b b in v i t ro ku l tú rák létesí tésére haszná l tuk fel. 

Biokémiai vizsgálatok 

A vizsgála tokhoz 48 órás t enyésze teke t ha szná l tunk . Egy-egy m i n t a 2 mil-
lió se j te t t a r t a l m a z o t t . Az А Н Н ak t i v i t á s t Nebert és Gelboin (1968) módszere 
szerint mér tük , és a 30 perc a la t t képződö t t N a O H oldékony Benzpyre i i á ta la -
kulási t e rmék 1 m g se j t fehér jére v o n a t k o z t a t o t t f luoreszcenc iá jában f e j ez tük 
ki. A képződöt t t e r m é k f luoreszcenciá já t Gelboin á l ta l rendelkezésünkre bocsá-
t o t t 3 - O H - B e n z p y r e n és má j mikroszomális enzim ál ta l á t a l ak í t o t t Benzpyren 
származék f luoreszcenciá jával hason l í t o t tuk össze. 
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Morfológiai vizsgálatok 

A monolayer k u l t ú r á k a t e t a r ol-ecetsavas f ixá lás u tán Giemsa oldat ta l 
f e s t e t t ü k meg. Szöve t t an i metsze teke t 4%-os fo rmal inos fixálás és para f f inos 
beágyazás u tán k é s z í t e t t ü n k ; ezeket HE-a l f e s t e t t ü k . 

Eredmények 

A kivá lasz to t t se j tvonal a h a t o d i k passzálás u t á n s tabi l izá lódot t , de még 
n e m m u t a t o t t ma l ignus t ranszformác ióra uta ló j e l eke t , így a lka lmas vol t a car-
cinogénnel tö r ténő kezelésre. Felszapor í tás u tán a nyolcadik passzálásnál kerül t 
sor a 20-MC tox i e i t á s ának v izsgá la tá ra . Az e redményeke t az 1. t á b l á z a t b a n 

1. táblázat 

Mc toxiei tásának meghatározása СБА ТЙТ(. egér fibroblaszt sejtekben 

Kiindulási se j tszám: 10 ezer sej t /edény 
Kezelési idő: 5 n a p 
Passzálás-szám: 8 

MC ее. I sejtszám/edény 

0,01 /í g/ml 310 ezer 
0,1 gg/ml 320 ezer 
1 /íg/ml 310 ezer 

10 g g/ml 270 ezer 
50 /tg/ml 180 ezer 
К ("g/ml 320 ezer 

DMSO К /tg/ml 310 ezer 

közö l jük . Az á l t a lunk a lka lmazot t és sikeres mal ignus t ranszformác ió t létrehozó 
MC-dózis a 0,1 g g/ml, t e h á t nem m u t a t k o z o t t t o x i k u s n a k . A tenyésze t kezelését 
a nyo lcad ik passzálás u t á n végeztük 0,1 jtg/ml MC fe lhasználásával . A 14 napos 
kezelési periódus e l te l tével a kezelet len és a kezelt se j tek morfológiá ja közöt t 
j e len tős eltérés m u t a t k o z o t t (1. és 2. ábra) . A kezel t k u l t ú r á k b a n a k o n t a k t 
gát lás fe l függesz tődöt t , a sej tek sok i r ányú növekedés mellet t több ré tege t alkot-
t a k . A kezeletlen és keze l t ku l tú rák biológiai sa j á tossága inak t o v á b b i összeha-
sonl í tására a sej tek fe lszaporí tása u t á n kerül t sor. A tovább i passzázsok során 
tápfo lyadékcsere né lkü l , szokott t enyész tés i v i szonyok mellett a kezeletlen és 
kezelt se j tpopulác iók szaporodási sajátosságai n e m különböz tek egymás tó l (2. 
t á b l á z a t ) . 

A monolayer k ia laku lásá t k ö v e t ő t ápfo lyadékcsere u tán végez tük el a 
sejtdenzitás összehasonl í tásá t . J e l en tős különbséget k a p t u n k az edényenkén t i 
összsej tszám és az ebbő l számítot t egységnyi fe lü le t re eső se j tszám vona tkozá -
s á b a n . Az 5. napon v é g z e t t t ápfo lyadékcsere u t á n az 1 cm2-re eső se j t s zám csak 

Orvostudomány 27, 1976 



KARCINOGENEZIS VIZSGÁLATOK EGÉR FIBROBLASZT S E J T E K E N 209 

1 . ábra: Kezelet len CB A T6TG egér tüdő f ibroblaszt , 13. passzázs. A k o n t a k t gát lás érvényesül , 
a se j tek egy réteget a lko tnak . (Giemsa, 300x) 

2. ábra: MC-kezelt (0,1 ftg/ml) С Б А T 6 T 6 egér t ü d ő f i b r o b l a s t , 3. passzázs kezelés u t á n . A k o n -
t a k t gátlás fe l függesz tődöt t , a se j tek he lyenkén t t ö b b ré tegben nőnek . (Giemsa, áUUx) 
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2. táblázat 

Kezelet len és Mc-kezelt se j tvonal s e j t s zámának alakulása szokásos passzálások során 

Napok Kontroll MC-kezelt 

Passzázs Sejtszám/edény Passzázs Sejtszám/edény 
szám (x 10«) szám (x 10«) 

0. 13 0,6 3 0,6 
1. 13 0,6 6 0,6 
2, 13 0,9 3 1,0 
3. 13 1,6 3 1,6 
4. 13 2,1 3 2,3 
5. 13 2,2 3 2,3 
0, 18 0,5 8 0,5 
1. 18 0,4 8 0,4 
4, 
2. 18 0,7 8 0,8 
3. 18 1,1 8 1,1 
4. 18 1,5 8 1,6 
5. 18 2,1 8 2,1 
6. 18 2,3 8 2.3 

3. táblázat 

A se j tdenz i tás és összsejtszám alakulása a kezeletlen és Mc-kezelt se j tvona lban tápfolyadékcsere 
előt t és u t á n 

Se j t szám a kísérlet indí tásakor : 0,5 mil l /edény (10 mo) 
Passzázs szám: Kont ro l l 15 

MC-kezelt 5 
Tápfolyadékcsere: 5. napon 

Napok Kontroll MC-kezelt 

Sejtszám Sejt/cm2 Sejtszám Sejt/cm2 

(x 10«) (x 10«) (x 10«) (x 10«) 

0. 0,5 0,2 0,5 0,2 
1. 0,4 0,16 0,45 0,18 
2. 0,7 0,28 0,8 0,32 
3. 1,1 0,44 1,3 0,52 
4. 1,8 0,72 1,8 0,72 
5. 2,2 0,88 2,3 0,92 
6. 2,4 0,96 2,7 1,08 
7. 2,3 0,92 3,2 1,28 
9. 1,8 0,72 2,4 0,96 

az MC-vel t r ansz fo rmá l t k u l t ú r a ese tében ha lad ta meg a 6. és 7. n a p o n az 
1 X 104 s e j t számot (3. t á b l á z a t , 3., 4. áb ra ) . 

A szérumkoncentráció csökkentésének h a t á s á t a s e j t ek osz tódására a 14. 
passzálás (MC-kezelt se j t ekre v o n a t k o z t a t v a 4. passzálás) u t á n v izsgá l tuk . A 4. 
t á b l á z a t b ó l l á tha tó , hogy a t e l epenkén t i á t lagos se j t szám a 3%-os savókoncen t -
ráció mel le t t m u t a t o t t j e len tős el térést a kezeletlen és MC-kezelt se j tpopu lác ió 
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3. ábra: Kezelet len CBA T 6 T 6 egér t ü d ő f ib rob lasz t h á r o m n a p p a l a t apfo lyadekesere u tan l ő 
passzázs. A t áp fo lyadékcse re n tán a kezele t len sejtek n e m m u t a t n a k t o b b r e t e g n novekedest . 
F (Giemsa, 300x) 

4. ábra: MC-kezelt CBA T 6T 6 egér t ü d ő f ibroplasz t h á r o m n a p p a l a t á p f o I y a d é k c s e r e u t á n 5 
passzázs a kezelés u t á n . A többré tegű ú n . criss-cross növekedes k i fe jeze t tebbe vál ik. (Giemsa 
F 300x) 
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4. táblázat 

Kezeletlen és MC-kezelt sejtvonal szérumkoncentráció függésének meghatá rozása 

Se j t szám a kísérlet ind í tásakor : 5000/edény (10 ml) 
Passzázs szám: Kont ro l l 14 

MC-kezelt 4 
Szérumkoncentráció: 1 — 1 0 % 

Szérumkoncc-nt ráció 
(százalék 

ü 
10 

Kontroll 
átlagos sejt szám/telep 

5. nap 

о 
1,5 
8,2 
9,8 

6. nap 

о 
0 

14 
16 

MC-kezelt 
átlagos sejtszám/telep 

5. nap 

3 
9,5 
9,7 

10 

6. nap 

3 
15 
17 
17 

5. táblázat 

Kezeletlen és MC-kezelt sejtek telepképző képessége lágyagaras médiumban 

Agar koncentráció: 0 , 4 % 
Kondicionálási idő: 8 n a p 
Passzázs-szám: 

kontrol l : 18 
MC-kezelt: 8 

Se j t szám a kísérlet ind í tásakor : 1000/petrics. (8. ml) 

Sejtvonal 2 sejt/telep 3—6 sejt/telep 7—10 sejt/telep 

Kontrol l 
MC-kezelt 

10% 
12% 8 % 2% 

közöt t . Míg a kezeletlen se j tek ennél a koncen t rác ióná l osztódásra n e m vol tak 
képesek, a kezelt s e j t ek át lagosan 15 se j t e t t a r t a l m a z ó telepeket képez tek . 

Lágyagaros médiumban való telepképzésre •— b á r alacsony száza lékban — 
csak az MC-kezelt s e j t ek vo l t ak képesek (5. t áb láza t ) . 

A mikroszomális АНН enzimaktivitás v izsgá la tá ra a passzálások során 
fo lyamatosan kerül t sor . í g y a kontro l i -se j tek esetében a 13., 17., 26. passzálás-
nál , az MC-kezelt se j tpopulác ió esetében a kezeléstől számí to t t 3., 7., 16. pasz-
szálásnál. Az e r edményeke t az 5. á b r á n m u t a t j u k be . A 3-OH-BP-re jel lemző 
karak te r i sz t ikus f luoreszcenciá t a kezelet len vonal ese tén a 13. és 17., a t ransz-
formál t vona l esetén ped ig csak a 3. passzázsban t u d t u k észlelni, és ekkor is 
igen a lacsonynak b i zonyu l t . U g y a n a k k o r a N a O H - v a l ex t rahá lha tó fáz isban 
egy ú j f luoreszcenciás sa já tossággal rende lkező a n y a g j e l en t meg, me lynek ger-
jesztési m a x i m u m a 370 n m , f luoreszcencia m a x i m u m a pedig 480 n m vo l t . Ez t a 
f luoreszcenciát sem az o l d o t t benzpyrenben , sem a h e x á n oldékony fáz isban , 
sem a m á j mikroszomális enzym ál tal képze t t N a O H oldékony fáz i sban nem 
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6. táblázat 

A kezeletlen és MC-kezelt se j tek visszaol tása ú j s z ü l ö t t CB A T 6 T 6 egerekbe 

Se j t szám: 4 x l 0 6 / á l l a t , sc. 
Kiértékelés: ol tás u t án i 20. napon. 

Sejtvonalak Passzázs 
szám 

Testsúly Tumorsúly 
Tumorsejtek 
szaporodása 

ismét szövet-
tenyészetben 

Kontrol l 9 9 g 
10 

- — 

13 8 
8 

- — 

16 
18 
18 

19 

9 
11 

7 
10 
11 
10 
8 

-

— 

21 
26 
30 

9 
7 
8 
7 
8 

í 
1,2 
2 
2,5 

+ + + + 

MC-kezelt 3 

6 

7 

9 

7,5 g 
8 
9 
8 
9 
6,5 
7,2 

10 
8 g 
7,9 
8,5 
8 

3,6 g 
3,2 
4 
3,2 
4 
3,2 
3.1 
4.2 
2 g 
3,8 
3,8 
3 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

t u d t u k k i m u t a t n i , ezért fe l té te lezzük, hogy egy á l ta lunk i smere t len B P á t a l a -
kulási t e rmék képződö t t . A két v o n a l között az eltérés a köve tkező volt . Míg a 
no rmá l vona l esetén az első két passzázsban e g y a r á n t meg ta l á lha tó a 3 - O H - B P 
és az ű j t e rmék f luoreszcenciá ja , add ig a t r ansz fo rmá l t vonal 3. passzázsában 
csak a normál vonalhoz v i szonyí tva igen a lacsony 3 - O H - B P f luoreszcenciát 
t u d t u k mérni . Az ú j t e rmék f luoreszcenciá ja , a m a l i g n u s v o n a l b a n , a 7. passzázs-
ban je len t meg, a normál se j t ekhez v i szonyí tva magas in tenz i tássa l , u g y a n -
ekkor a 3 -OH-BP- re jellemző f luoreszcencia e l t ű n t . A 16. passzázs során az ú j 
anyag képződése is a normál v o n a l által k é p z e t t mennyiség alá csökkent . 

A kezeletlen és kezelt se j tpopulác ió se j t j e i t a passzálások során fo lyamato -
san visszaoltottuk a CBA T6T6 á l l a t tö rz s ú j s z ü l ö t t egereibe. Az e redményeke t a 
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5. ábra: Az MC-kezelt f ib rop lasz t sej tekkel (6. passzázs a kezelés u t á n ) ol tot t egerek tumorábó l 
kész í te t t szövet tani m e t s z e t f énymikroszkópos képe. Orsóse j tes sarcoma. ( H E , 300x) 

6. t á b l á z a t m u t a t j a . A visszaol tásokból m e g á l l a p í t h a t j u k , hogy a vizsgála tok-
hoz fe lhaszná l t se j tvonal a s tabi l izálódás u t á n a 21. passzálásig nem vo l t malig-
nusan t r a n s z f o r m á l ó d o t t n a k t ek in the tő . A 21. passzálás u t á n a s e j t vona l spon-
t á n t r ansz fo rmá lódo t t . E z a fo lyamat viszonylag gyor san következe t t b e és az 
MC-kezelt se j tvona lakhoz hasonlóan d a g a n a t o t okozo t t a kísérleti á l l a tokban . 
A 21. passzálás u tán kü lönben a kezelet len se j tpopuláció sej t jei is e lvesz te t ték 
k o n t a k t szenz i t iv i tásuka t és egyéb biológiai t u l a jdonsága ikban is a mal ignus 
t r ansz fo rmác ió jegyeit m u t a t t á k . 

Morfológiailag az 1—1,5 g siílyú, szürkésfehér , t ö m ö t t d a g a n a t o k jól 
kö rü l í r t ak vol tak , a bőr a l a t t i kö tőszöve tben he lyezked tek el. Kórszöve t t an i 
v izsgá la t ta l va l amenny i d a g a n a t orsóse j tes s a r comának felelt meg (6. ábra) . 
A ke le tkeze t t tumorok s e j t j e i t t r ipszines emésztés u t á n ismét in v i t ro körülmé-
nyek közé helyeztük. A tenyész tés m i n d e n esetben s ikeres volt. Az MC-kezelt 
se j tekből k ia lakul t t u m o r o k b ó l ind í to t t szöve t tenyésze tek fénymikroszkópos 
morfo lógiá ja és in vi t ro szaporodási t u l a jdonsága i megegyez tek az MC-kezelt 
se j tpopulác ióval . 

Az eredmények megbeszélése 

Az á l t a lunk k i a l ak í t o t t CBA T 6 T 6 egérembrio f ib rob lasz t s e j t v o n a l vi-
szonylag alacsony, 0,1 / tg/ml 20-MC dózissal ma l ignusan t r ansz fo rmá lha tó . 
Kísér le te ink során több , az eml í te t t egér törzsből szá rmazó f ibroblaszt tenyésze-
t e t k í s é r tünk f igyelemmel . Megfigyel tük, hogy a t enyésze t ek nem m i n d i g te-
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k in the tők egyér te lműen mal ignusan n em- t r an sz fo rmá ló d o t t n ak , v a g y t ransz-
f o r m á l ó d o t t n a k . E lőfordul t , hogy a mal ignus t r ansz formác ió ra u t a ló jelek a 
passzálások során lassan, fokoza tosan , egymástól függet lenül j e l en t ek meg, más 
ese tben a spon t án t r ansz formác ió hirtelen köve tkeze t t be. A s p o n t á n malignus 
t r ansz fo rmác ió v izsgá la tá ra egyelőre csak viszonylag durva módszerek állnak 
rendelkezésünkre . E vizsgálatok a l ap ján úgy lá tsz ik , hogy a leír t kísérlethez 
haszná l t s e j t vona lunkon a spon tán t ranszformáció a 20. passzálás körü l viszony-
lag rövid idő a l a t t köve tkeze t t be. U g y a n a k k o r az А Н Н ak t iv i t á sban megfigyelt 
lassú csökkenés a r ra f igye lmezte t , hogy a mal ignus t r ansz formác ió mérhető 
je le inek megjelenése előtt már meg indu l va lami lyen á ta lakulás a se j t ek anyag-
cseréjében. A megfelelő se j tvona l k ivá lasz tásáva l elérhető, hogy a karcinogén 
anyagga l való kezelés u t án a biológiai t u l a jdonságok egyszerre, egy lépésben 
vá l tozzanak meg. Vizsgá la ta inkban az MC-nek egyes sej t te lepek morfológiá jára 
k i f e j t e t t közvet len h a t á s á t nem t a n u l m á n y o z t u k , mivel az á l t a lunk k ivá lasz to t t 
se j tvona l a 8. passzálás idején még nem képze t t jól e lkülöní the tő te lepeket . 

E redménye inkbő l megá l lap í tha tó , hogy rendsze rünkben a malignus 
t r ansz fo rmác ió során a se j tpopulác ió osztódási ü t e m e nem vá l toz ik , ugyan-
akko r a se j tek életképessége, ellenállóképessége növekszik . Er re u t a l a növeke-
dési képesség m e g t a r t á s a megvá l tozo t t kö rü lmények közöt t (a lacsony szérum-
koncent rác ió , lágyagar) . A k o n t a k t gát lás megszűnésére viszont a mediumcsere 
u t á n megfigyel t n a g y o b b se j tdenz i tás a lap ján k ö v e t k e z t e t h e t ü n k . A mikroszo-
mál is vegyes f u n k c i ó j ú oxidase v izsgála ta során n y e r t ada tok a r r a u ta lnak , 
hogy a B P me tabo l ikus á ta laku lása qua l i t a t iv és q u a n t i t a t i v kü lönbsége t m u t a t 
egyfelől a passzálások fo lyamán , másfelől a no rmál és az MC t r a n s z f o r m á l t vo-
n a l a k közöt t . A B P i rodalomból i smer t és l eggyakrabban mér t á t a laku lás i ter-
m é k é t a 3 -OH-Benzpyren - t , m i n d k é t vona lnak csak a kora i passzázsa iban (nor-
má l 13, 17, t r a n s z f o r m á l t 3) t u d t u k észlelni. U g y a n a k k o r egy eddig ismeretlen 
á t a l aku lás i t e r m é k b ő l származó f luoreszcenciá t t a l á l t u n k (A/F 370/480), amely 
hasonlóképpen a OH-BP-hez a t o v á b b i passzázsok fo lyamán sz in tén egyre 
k isebb mér t ékben képződik . Az MC kezelés h a t á s á r a t r a n s z f o r m á l ó d o t t sejtvo-
n a l b a n a 3 - O H - B P képződés kisebb fokú vol t , m a j d tel jesen megszűn t . Ezzel 
egyidőben je len t csak meg az líj á t a laku lás i t e rmék f luoreszcenciá ja , mely a 
t o v á b b i passzázsok során r o h a m o s a n csökkent . 10 passzázs eltel tével az időegy-
ség a l a t t képződö t t anyag mennyisége 20-ára csökkent , míg a n o r m á l vonal 
esetén az előző ak t iv i t á s e g y h a r m a d a vol t meg ta lá lha tó . E v izsgála tok valószí-
nűs í t ik , hogy az enz imakt iv i t á s n e m c s a k szükséges a malignus t ranszformác ió 
bekövetkezéséhez , h a n e m annak bekövetkezése vissza is h a t az enz imakt iv i t á s ra . 

Összefoglalás 

Szerzők CBA T eT 0 egérembrió — f ibroblasz t s e j tvona laka t á l l í t o t t ak elő. 
E se j tvona lak közül a spon tán b iz tosan nem t r ansz fo rmá l t s e j tvona la t 20 metil-
ko lan t r én , v iszonylag alacsony (0.1 /ig/ml) dózisával mal ignusan t r ansz fo rmál -

Orvostudomány 27, 1976 



KARCINOGENEZIS VIZSGÁLATOK EGÉR FIBROBLASZT S E J T E K E N 217 

t ák . A mal ignus t r ansz formác ió során a kezeletlen, met i lko lan t rén kezelt sejt-
populáció összehasonl í tásával v izsgál ták meg a megvá l tozo t t biológiai t u l a j d o n -
ságoka t ; a k o n t a k t szenzi t iv i tás elvesztését és a mal ignus t r ansz formác ió és az 
aril h id roka rbon liidroxiláz enz imak t iv i t á s kapcsola tá t . Megál lap í to t ták , hogy a 
t r ansz fo rmác ió u tán a s e j t ek szaporodási ü teme nem vá l tozo t t , u g y a n a k k o r 
el lenál lóbbá vá l tak a megvá l tozo t t körü lményekke l szemben. A kezelet len 
vona l aril h idrokarbon hidroxi láz ak t i v i t á sa fokozatosan csökkent a passzálások 
során, a met i lkolant rén kezelés h a t á s á r a pedig e l tűn t , illetőleg je lentősen ala-
c sonyabbá vá l t , mint a kont ro l l ese tében . 

A m u n k a t á m o g a t á s á é r t köszönete t m o n d u n k a Magyar T u d o m á n y o s 
Akadémia Te rmésze t t udomány i I I . (biológiai) Főosz t á lyának és az I n t e r n a t i o -
nal Agency for Research on Cancer (Lyon) -nak . (Grant № RA 70/003) 

I R O D A I , О М 

Berwald , Y. és Sachs, L.: N a t u r e (Loudon) 200. 1182. (1963). 
Berwald, Y. és Sachs, L. : J . N a t l . Cancer Ins t . 35, 641. (1965). 
Chen, T. T. és Heidelberger, С.: In t e rn . J . Cancer 4, 166. (1969). 
Diamond, L., McFall, R., Miller, J. és Gelboin, H. V.: Cancer Res. 32, 731. (1972). 
Eagle, H„ Foley, G. E. és Koproivski, H.: J . E x p . Med. 131, 863. (1970). 
Gelbion, J. A„ Donovan, P. J. és Nelson, R. L.: Proc . Na t . Acad. Sej. USA 68/12, 2958. (1971). 
Huberman, E., Kuroki, T., Marguardt, Ii., Selkirk, J. К., Heidelberger, С., Grover, P. L. és 

Sims, P. : Cancer Res. 32, 1391. (1972). 
Fetterer, В.: X I . In te rn t iona l Cancer Congress, Firenze 1, 14. (1974). 
Kuroki, T.: X I . In te rna t iona l Cancer Congress, Firenze. 1, 13. (1974). 
Nerbert, D. W. és Gelboin, H. W. : J. Biol. Chem. 243. 6242. (1968). 
Sanford, K. K.: Natl . Cancer. Ins t . Monogr., 26, 387. (1968). 
Sanford, K. K.: J. Natl . Cancer Ins t . 53, 1481. (1974). 

3* Orvostudomány 27, 1976 


	27. kötet / 3-4. sz.���������������������������
	LAPIS KÁROLY, FERENCZ GÉZA, SZENDE BÉLA, KOVALSZKY ILONA és JENEY ANDRÁS: In vitro karcinogenezis vizsgálatok egér fibroblaszt sejteken����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������

	Oldalszámok������������������
	205����������
	206����������
	207����������
	208����������
	209����������
	210����������
	211����������
	212����������
	213����������
	214����������
	215����������
	216����������
	217����������


