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DAGANATOS SEJTPOPULÁCIÓ NÖVEKEDÉSÉNEK 
TANULMÁNYOZÁSA 

I. A daganat növekedési ütemének csökkenését kísérő sejtkinetikai, morfológiai és 
biokémiai változások vizsgálata NK/Ly ascites tumoron. 
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Bevezetés 

Az egységes sejtpoptiláeióval rendelkező kísérletes tumorok illetve sejt-
tenyészetek kialakítása, valamint az autoradiográfia, ci tofotometria, szövet-
tenyészeti filmtechnika széles körű alkalmazása nyi tot ta meg annak a ku ta tás i 
i rányzatnak a kapui t , amelyet ma sejtpopulációs kinetika néven ismerünk. 
Vizsgálati tárgya a sejtrendszereket felépítő sejtek mozgásjellemzőinek, ezek 
vál tozásának és ezen keresztül az egész populáció életében lejátszódó dinamikus 
eseményeknek a tanulmányozása. Ezek a kérdések először azok érdeklődését 
kel te t ték fel, akik a daganatos sejtrendszerek vizsgálatával foglalkoztak. Az 
1950-es évek elejétől meginduló és a kísérletes és k l in ika i onkológia terén 
egyre ki ter jedtebben alkalmazot t sejtkinetikai vizsgálatok igen fontos és új-
szerű adatokat szolgáltat tak a daganatnövekedés jellemzőire vonatkozóan. 
E vizsgálatok során megállapí tot ták, hogy a sejtpopuláció megnagyobbodásá-
val — a tumor fejlődésével — a növekedési ütem fokozatosan lassul, a sejtek 
gyors proliferációját csökkenés illetve annak megállása követi a kísérletes 
ascites és solid tumoroknál , valamint a szövettenyészetekben egyaránt (Patt 
és mtsai 1953, Klein és Révész 1953, Patt és Blackford 1954, Patt és Straube 
1956, Baserga 1963, Lala és Patt 1966, Young és mtsai 1969, Tannock 1969, 
Lapis és Kopper 1969). 

Vizsgálataink megkezdésekor úgy gondoltuk, hogy a tumoros sej tpopu-
láció növekedését kísérő sejtproliferációs jellemzők meghatározása, va lamint 
a sejtproliferáció változásait kísérő morfológiai, biokémiai és gyógyszerérzé-
kenységbeli tulajdonságok tanulmányozása lehetővé teszik a daganatok bio-
lógiai viselkedésének jobb megismerését. A tumor-biológiai ismeretek gazda-
godása pedig elősegíti a daganatok növekedésének befolyásolását célzó terápiás 
beavatkozások célszerűbb alkalmazását . 

A sejtpopuláció proliferációs aktivi tása vál tozásának a tanulmányozása 
onkológiai jelentősége mellett számos, a sejtbiológia tá rgykörébe tar tozó kér-
dés megválaszolására is lehetőséget nyú j t . Egy olyan biológiai rendszer, amely-
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ben a sejtpopuláció proliferációs aktivitása közel fiziológiás körülmények kö-
z ö t t reprodukálható módon és törvényszerűen változik, módo t nyúj t arra, 
hogy a DNS szintézisének vál tozásával összefüggő jelenségeket tanulmányoz-
hassuk. így megismerhetőkké válhatnak azok az extra- v a g y intracellularis 
tényezők, melyek szabályozzák a sejtek oszlási aktivi tását , ezen belül a DNS 
szintézisének beindítását i l letve leállítását. 

Anyag és módszer 

Kísérleteinkhez NK/Ly ascites tumort (Németh és Kellner 1961) használ - 

t u n k , melyet 7 naponként 5 X Ю6 sejtszámmal t ranszplantá l tunk átlagosan 
20—25 g-os egerek hasüregébe. A tumor közel diploid (42) kromoszómaszámú 
fővonallal rendelkezik, míg a se j tek 7—10%-a a polyploid (tetraploid) régióba 
tar tozik . Jellemzően két marker kromoszóma is megfigyelhető (Lapis 1962, 
Seidlová és Horák 1971). 

A tumorsej tek összmennyiségének meghatározásakor az egerek hasüregét 
0 , 9 % natriumkloriddal mos tuk át , majd az összegyűjtött sejteket Bürker-
haematocytométerben számol tuk meg (összsejtszám = sejtszám/ml X ml 
ascites). Az elhalt sejtek a r á n y á t l % n eozin-tartalmú Tyrode-oldat ta l hatá-
roz tuk meg. 

— Sejtkinetikai módszerek 

— A jelölési index ( t imidin index, T. I.) = jelölt sejt (100 sejt) vizsgála-
t a k o r az ál la toknak 30 gCi 3 H-t imidint (spec, akt . : 5 Ci/mM, Badiochemical 
Centre, Amersham) adtunk i. p . , majd 60 perc múlva az egereket leöltük, és az 
ascitesből keneteket kész í te t tünk. 

— A sejtciklus hosszának (Te) meghatározásakor a , ,jelölt mitózisok" 
módszerét (Quastler és Sherman 1959) alkalmaztuk. A vizsgált időpontokban 
(2—4—7—10 nap) az állatok 30 f i d 3H-timidint kaptak i. p . , majd a 2 és 4 
napos tumor vizsgálatakor 2—4 óránként 2—3 állatot leöl tünk, míg a 7 és 10 
napos tumorok esetében 3—4 óránként az állatokból 0,1—0,1 ml ascitest 
szívtunk le és keneteket kész í te t tünk. 

— A növekedési frakciót (GF = growth fraction) szakaszos jelzéssel 
vizsgáltuk. A transzplantáció u t á n i 7. és 10. napon az á l la toknak 8 óránként 
15 jttCi 3H-timidint adtunk, m a j d vizsgálati pontonként 0,1—0,1 ml ascitest 
szívtunk le és keneteket kész í te t tünk. 

— A jelzett sejtek transzplantációjának vizsgálatakor az állatoknak 90 
perccel a leölés előtt 30 pCi 3 H-t imidint ad tunk , majd az á to l t á s utáni 2. és 4. 
napon 3—3 ál la tot leöltünk, az ascitesből keneteket készí te t tünk, és meghatá-
roz tuk a DNS specifikus ak t iv i tásá t . 
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-— Autoradio gráfia. Az előzetesen zsír talaní tot t tárgylemezeken kész í te t t 
keneteket metilalkohol-jégecetben (3 : 1 v/v) rögzítettük 20 percig, száradás 
u t á n pedig Ilford K5 emulzióval (45 C°-on, 1 : 1 hígítás desztillált vízzel) 
von tuk be. A 6—15 napig exponál t autoradiogramokat Microdol X-el h í v t u k 
elő (18 C°, 5 perc), normál savanyú f ixálóban rögzítettük (18 C°, 1—2 perc) 
és bő mosás, m a j d szárítás u t á n metilzöld-pironnal f e s te t tünk . Az értékelés 
során jelöltnek azokat a sej teket tekintet tük, amelyek mag ja felett 5-nél t ö b b 
szemcsét t u d t u n k megfigyelni. 

— Cito fotometria. A tumorsej tek relat ív DNS-tar ta lmának meghatáro-
zásakor a metilalkoholban f ixá l t (20 perc) kene teke t Feulgennel festettük m e g : 
hidrolízis NHCl-ben 60 C°-on 7 percig — Schiff-reagens: 60 perc szobahőmér-
sékleten. A méréseket 550 nm-nál Barr és Stroud gyá r tmányú GN2 t í p u s ú 
mikrodenzitométerrel végeztük. 

— Elektronmikroszkópos módszerek 

— 0 s 0 4 f ixálás céljára 0,25—0,5 ml ascites tumort használtunk és a 
min táka t Palade (1952) szerint pufferolt 3 ml 2%-os 0 s 0 4 - b e n rögzítettük 60 
percig 4 C°-on. 

— Kettős fixálás esetében a tumorsej teket először 2,5%-os pufferol t 
(pH 7,4) glutáraldehidben rögzítet tük 60 percig 4 C°-on, m a j d háromszor 10 
percig mostuk 7 ,5% szacharózt tartalmazó foszfá t pufferben. Az 0 s 0 4 f i x á l á s t 
ugyanúgy végeztük, mint az előző esetben. 

— A citokémiai vizsgálatok egy részében, így EDTA-,,festés"-kor az 
anyagot csak glutáraldehidben rögzítettük. 

— A ruténium-vörös festést 2,5%-os glutáraldehid ta r ta lmú ná t r i um-
kakodilát tal pufferol t (pH 7,4) rögzítőben végeztük, amely 500 ;iíg/ml ru ténium-
vöröst ta r ta lmazot t . A kakodilát-pufferes mosás után tovább i 3 órán keresztül 
rögzítettük és fes te t tük anyagainkat ruténium-vörös t a r t a l m ú (300 mg/ml) 
0 s0 4 -ben , sötétben, szobahőmérsékleten. 

— A fixálás után a vizsgálati min táka t felszálló alkoholsorban és pro-
piléndioxidban víztelení tet tük, majd Durcupanba ágyaz tuk be. Az u l t r a -
vékony metszeteket urani lacetát telített vizes oldatában 30 percig f e s t e t tük , 
ma jd Reynolds (1963) szerint kontrasztoztuk további 2 percig. Az E D T A -
festést Bernhard (1969) által leírt módon végeztük. A felvételeket J E M 7A 
elektronmikroszkópon készí te t tük. 

— Biokémiai módszerek 

— A 3H-uridin beépülésének vizsgálatakor az ascites tumor t r ansz -
plantációját követő különböző napokon az állatok 20 pCi 3H-uridint (spec, 
ak t . : 20 Ci/Mm, Radiochemical Centre, Amersham) kaptak i. p. 60 perc m ú l v a 
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a tumort leszívtuk és a se j teket centrifugálással kiülepí te t tük (1000 g, 5 perc, 
5 C°), m a j d 0 ,9% nátriumkloriddal mos tuk . 

— A sejtszuszpenzió egy részéből a nukleotida pool-t , valamint az RNS- t 
vontuk ki és meghatároztuk azokban a 3H-uridin specifikus akt iv i tásá t . — 
A nukleotida pool-t hidegen 0,5 N perklórsavval vontuk ki , majd a lipid-frakció 
alkohol-éter eleggyel t ö r t énő eltávolítása u t á n az RNS- t 0,5 N perklórsavval 
extraháltuk (70 C°, 20 perc) . — A nukleotida-pool mennyiségét Unicam spekt-
rofotométeren a 260 nm-en mért abszorpció alapján, az RNS- t pedig az orcinol 
reakcióval ha tároztuk meg (Brown 1946). 

— A sejtszuszpenzió másik részéből Berkowitz és mtsa i (1969) á l ta l leírt 
módon 0 , 3 % Triton-X 100 alkalmazásával sejtmagot izoláltunk. A magból 
a neutrális szolubilis fehér jéket , va lamin t a magi r iboszómákat t a r t a lmazó 
frakciókat 3 mM CaCl2-ot tartalmazó 0,01 M Tris-HCl pufferral ( p H 7,4) 
extrahál tuk hidegen 10 percig. Ezután a hisztonokat 0,2 N HCl-al hidegen, a 
nuklein-savakat pedig 0,5 N perklórsavval extraháltuk 70 C°-on 15 percig. 
A maradék-fehérjét N NaOH-ban oldot tuk. A fehér je tar ta lmat Lowry és mtsai 
(1951) módszerével — R N a s e standard alkalmazásával — határoztuk meg. 

— A kromatin f rakc ióka t és a nukleoluszt Mattoccia és Comings (1971) 
módszere szerint izoláltuk a tisztított sejtmagból. A magi üledéket 0,33 M 
szacharózban szuszpendáltuk és 4 C°-on 5 másodpercig u l t rahangoztuk Braun-
sonic 300 S ul trahanggenerátor 30 jelzésű fokozatának beállítása mellet t . 
A fel nem t á r t sejteket centrifugálással távol í tot tuk el (400 g, 3 perc). A feliil-
úszót 4000 g-vel 20 percig centr i fugál tuk, és ezután az üledék a heterokroma-
t int és a nukleoluszt, a felülúszó pedig az eukromatint ta r ta lmazta . A hetero-
kromatint és nukleoluszt tar talmazó üledéket 0,1% digitoninba v e t t ü k fel és 
u l t rahangoztuk 4 C°-on 2—3 percig — ugyancsak a 30-as fokozat beállí tása 
mellett. A nukleoluszt 0,88 M szacharózén keresztül ülepí te t tük 2000 g-vel 
10 percig. Az RNS izolálása céljából az egyes frakciókhoz 0,5% végkoncent-
rációban nátr ium-lauri lszulfátot és azonos térfogatú 0 , 1 % 8-OH-kinolint tar-
talmazó 80%-os fenolt a d t u n k és 55 C°-on 15 percig ext rahál tuk. 

A fenolos és vizes fáz is t centrifugálással választot tuk el, a vizes fázist 
kloroform-butanol (3 :1 v/v) keverékével ismételten fehér jementes í te t tük , majd 
az RNS-t ké t térfogat 2 % kal ium-acetátot tartalmazó etanollal k icsaptuk. 
Az RNS- ta r ta lmat orcinol reakcióval ha tá roz tuk meg. 

— A D N S izolálását és mennyiségének mérését Burton (1956) módszere 
szerint végeztük. 

— A radioaktivitás meghatározásához a 0,5 ml-es mintákat 10 ml 
scintillációs folyadékkal (PPO :2 g, P O P O P : 0,02 g, 2-etoxietanol: 168 ml, 
toluol: 288 ml) kevertük össze. A radioakt ivi tást Packa rd Tricarb spektro-
méteren ha tá roz tuk meg. 
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Eredmények 

1. A sejtpopulációs-kinetikai vizsgálatok eredményei 

a) A n ö v e k e d é s i g ö r b e v á l t o z á s a i 

5 x 10° NK/Ly ascites tumorse j t i. p. t ranszplantációjá t követően a 
daganatos sejtek száma vizsgálati periódusunk végéig (18. nap) állandóan 
emelkedett . Az összsejtszám kezdetben közel exponenciálisan nő t t , majd a nö-

2 4 6 8 10 12 14 16 18 nap2 4 6 8nap2 © 6 8 
A t ransp tan tác ió u tán 

) 12 14 16 18 nap 

1. ábra. Összsej tszám és ke t tőződés i idő vá l tozása N K / L y asci tes t u m o r á to l t á sa u t án 
1. a. Összse j t szám a lakulása 5 X 106 t u m o r s e j t á tol tása u t á n 
1. b. K e t t ő z ő d é s i idő vá l t ozása 5 X 10° t u m o r s e j t á tol tása u t á n 

1. c. Összsej tszám a laku lása különböző se j t számmal v é g z e t t á tol tás u t á n (A = 5 X 107, 
В = 5 X 106, С = 5 X 105) 

1. d. Összsej tszám a laku lása 4(A) és 10(B) napos N K / L y asc i tes t umor 107 t u m o r s e j t t e l t ö r t é n t 
á to l t á sa u t á n 

vekedési ütem fokozatosan lassult (1. a. ábra). Ez t jelzi a növekedési görbe 
alapján számított kettőződési idő ( = adott sej tszám megkétszereződéséhez 
szükséges idő) megnyúlása is a különböző korú tumorok esetében (1. b. ábra). 

Kérdés, hogy a t ranszplantá l t sejtek száma, vagy a daganat kora mennyi-
ben befolyásolja a tumor növekedési ütemét. Nagyságrendileg különböző sejt-
számmal végezve a t ranszplantációt , illetve különböző korú tumorok azonos 
sejtszámmal tör ténő átoltása esetében egyaránt a proliferáció sebességének 
lassulását észleltük a tumor növekedése során. Különböző sejtszám transzplan-
tálása esetében azonban a növekedési ütemben eltérés muta tkozot t , mégpedig 
gyorsabb proliferációt észleltünk az alacsonyabb sejtszám és lassabbat a ma-
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gasabb sejtszám átoltása után (1. с. ábra) . A különböző korú t u m o r o k azonos 
sej tszámmal történt á tol tása azonos jellegű összsejtszám-emelkedést hozott 
létre (1. d. ábra). 

^ N ö v e k e d é s i ü t e m e t b e f o l y á s o l ó t é n y e z ő k 
v á l t o z á s a 

A növekedési ü t e m változását befolyásoló tényezők közül vizsgáltuk 
5 X 10® tumorsej t á tol tása utáni különböző időpontokban a proliferáló sejtek 
átlagos ciklusidejét. A jelzett mitózisok módszerével meghatározot t átlagos 

2. ábra. Az átlagos sej tc iklusidő vá l tozása az N K / L y asci tes t umor n ö v e k e d é s e során 

ciklusidő a tumor növekedése során fokozatosan megnyúlt (I. táblázat) , a 
cikluson belül az egyes fázisok idő ta r t ama szintén meghosszabbodott (2. ábra). 

A sejtciklus változása mellett a sejtrendszer növekedési ü t e m é t befolyá-
solja a , ,nem-proliferáló" sejtek jelenléte, illetve a proliferáló sejtek aránya 
( = növekedési frakció, GF). A növekedési frakció kísérletesen 3H-timidin 
folyamatos vagy Gx -j- G 2 + M idő ta r tamnál rövidebb időközönként ismételt 
adásával határozható meg, míg a timidin-index, illetve a sejtciklus és S-fázis 
hosszának ismeretében kiszámítható (GF = T. I. Ts/Tc). Utóbbi eljárást al-
kalmazva eredményeink alapján a növekedési frakció a t ranszplantációt kö-
vetően kismértékben bár , de fokozatosan csökkent (I. táblázat) . — 7 és 10 
napos t u m o r esetében szakaszos jelzést alkalmazva kísérletesen is meghatá-
roztuk a proliferáló sej tek arányát , amelyet ebben az esetben a jelölt sejtek 
a rányának maximális értéke muta t . A maximális jelölődés az idősebb tumor-
nál alacsonyabbnak muta tkozot t , azonban mindkét tumornál az elméletileg 
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számított értékeknél magasabb szinten állandósult a jelzett sej tek aránya 
(3. ábra). 

A sejtpopulációból tör ténő sejtvesztés mértéke a harmadik olyan tényező, 
amely lényegesen befolyásolhatja a növekedés ü temét . NK/Ly ascites tumor-
ban a pusztuló sejtek aránya a transzplantáció u tán i korai időszakban (0—2. 
nap) észlelt magasabb értékek után a 10. napig 10% körül mozgott, m a j d ez-

100 

80 

„ 60 
I . 4 0 

| 20 
-ö о , , , — , , , — . . 
о 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 óra 
aI 

20-

0 T J , Ti Л _ , , I T_i I 
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 óra 
Az első 3 H- t im id in adása után 

3. ábra. A növekedés i f rakció vizsgálata . J e l z e t t se j tek a r á n y á n a k változása 3 H - t i m i d i n (T) 
szakaszos a d á s a u t á n 

után ismételten emelkedett . — A számítás ú t ján kifejezhető sejtveszteségi ráta 
(ki) képviseli a populációból ugyanazon idő alatt keletkezett sejtek frakciója 
(születési rá ta — k#) és a növekedést tényelegesen megvalósító sejtfrakció 
(növekedési r á t a — kc) különbségét. Megál lapí that tuk, hogy az N K / L y ascites 
tumor növekedésének 10. napjáig e sejtveszteségi r á t a lényegesen n e m válto-
zik. — Ugyancsak számításokkal ha tá rozha t juk meg a sejtveszteségi faktor t 
(Steel 1967), amely esetünkben a tumor növekedése során mérsékelt emelkedést 
muta to t t (I. táblázat) . 

A sejtpopuláció életképessége meghatározásának további lehetősége 
transzplantálhatóságuk, illetve repopulációs képességük vizsgálata. A proli-
ferációs tula jdonságaikban eltérő 4 és 10 napos N K / L y ascites t u m o r t 90 
percig 3H-timidinnel jelöltük, majd azonos sej tszámmal átoltottuk. Az átoltás 
u tán mind a jelölt sejtek aránya, mind a D N S specifikus aktivitása fokozatosan 
csökkent (4. b . c. ábra). Tekintettel arra , hogy a jelölfídés hígulása jól tükrözi 
a proliferációs akt ivi tást , valamint, hogy a 4 és 10 napos tumornál a DNS 
specifikus akt ivi tásának csökkenése azonos jelleggel következett be, az át-
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I . táblázat 

Az NK/Ly ascites tumor növekedési jellemzői a transzplantáció utáni napokban 

2. nap 4. nap 7. nap 10. nap 

K e t t ő z ő d é s i idő ( T D ) óra 2 2 , 8 48,0 132,0 450,0 
Á t l a g o s sejtciklus idő ( T C ) óra 17,5 30,5 47,5 61,0 l 

— G j fázis t a r t a m a ( T q J 2 ) óra 3,5 7,5 14,0 21,01 

— S fázis t a r t a m a (TG) óra 12,5 20,5 28,5 32,5 
— G » fázis t a r t a m a ( T q 2 ) óra 1,5 3,0 5,0 8,5 
T i m i d i n index (T. I . ) 0 / 

/ 0 64,8 55,0 42,5 36,5 
T s / T c 71,5 65,5 60,0 53,3' 
N ö v e k e d é s i f rakció ( G F ) 
— számí to t t 3 0,907 0 ,840 0,709 
— m é r t (szakaszos j e l zé s ) 0 , 8 2 - 0 , 9 5 0 , 6 7 - 0 , 8 8 
Szü le tés i rá ta (K B / 4 ) h - 1 0,0371 0 ,0201 0 ,0113 0,0077 
Növekedés i r á t a (Kq / 4 ) h - 1 0,0303 0,0144 0,0052 0,0015 
Se j tvesz tés i rá ta (KL/4) h " 1 0,0068 0.0057 0 ,0061 0,0062 
Se j tvesz tés i fac tor (0/ 5 ) 0,183 0 ,283 0,540 0,850 

Megjegyzés : 

, , , , „ T In (1 + G F ) x T s 
1. számítot t é r t é k T r = — Ц — - — - — -

In 2 x T . I. 
2. az M-fázis t a r t a l m á t külön n e m vizsgál tuk — a G j valódi t a r t a l m a : G, + M/2, a G , - é 

p e d i g G 2 + M/2 
T I 

3. GF = 

4. K r = 

T S / T C 

In (1 + GF) 

ln2 
G q = — 

„ In (1 + GF) ln2 
= rp ™ — 

с 
5 . 0 = K L / K B 

Az észlelt e r e d m é n y e k 5 X 10е s e j t t e l tö r t én t á t o l t á s u t á n i növekedési j e l lemzőkre v o n a t -
k o z n a k . 

oltás előtt a ké t sejtpopuláció közöt t fennálló kinetikai eltérések eltűnésére 
következ te the tünk . Továbbá az t is muta t j ák ezek az adatok, hogy bizonyos 
körülmények közö t t a lassabban proliferáló populáció újra á ta lakul egy lénye-
gesen gyorsabban proliferálóvá. 

c J D N S - s z i n t é z i s é s - t a r t a l o m v á l t o z á s a 

A transzplantációt követően fokozatos csökkenést f igyel tünk meg az 
aktuálisan 3 H-t imidin t beépítő, azaz DNS-szintézist folytató se j tek a rányában 
(5. ábra). A t u m o r „elöregedésével" nemcsak a jelzett sejtek aránya csökken, 
hanem lényegesen megkevesedik a sejtek fe le t t i szemcseszám is (6. ábra) . 
E ké t paraméter jelzi a DNS-szintézis r á t á j á n a k populáció-szinten és se j t -
szinten egyaránt bekövetkező csökkenését. 
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10 12 14 nap "* 0 2 
A t ransp lantác iá után 

nap 

4. ábra. DNS-szintézis vizsgálata 
4. a. A D N S spec. akt . vá l t ozá sa 3 H-t imid in adása u t á n (60') az N K / L y ascites t u m o r növe-

kedése során 
4. b. 3 H-t imid inne l je lzet t 4 n a p o s t umor á t o l t á s a u t á n a j e l ze t t s e j t ek a r á n y á n a k vál tozása 
4. c. 3 H-t imid inne l je lze t t 4 és 10 napos N K / L y ascites t u m o r s e j t e k á to l tása u t á n az izolált 

D N S spec, a k t . - á n a k vál tozása 

2 4 6 8 10 12 14 nap 
A transplantóció után 

5. ábra. A j e l ze t t sej tek a r á n y á n a k vá l tozása az N K / L y asci tes t u m o r növekedése során 

Ugyancsak a DNS-szintézis r á t á j á n a k erőteljes csökkenését észleltük, 
amikor megvizsgáltuk a : iH-timidin beépülését a se j tek forró perklórsavval 
kivonható DNS frakciójában. Az előző adatokkal összhangban azt észleltük, 
hogy a DNS specifikus aktivitása fokozatosan csökkent a sejtpopuláció növe-
kedési ütemének változásával (4. a. ábra). 
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Az NK/Ly ascites tumorse j tek relatív DNS-tartalmának mérésekor a proli-
feráló sejtrendszerekre jellemző kéthullámú eloszlást f igyel tünk meg, mely 
hul lámok a közel diploid, azaz Gx fázisban levő sejteknek, illetve a tetraploid, 
azaz G2 fázisban levő sejteknek felelnek meg. Közöttük helyezkednek el az 
aktuál isan DNS-t szintetizáló (s-fázisban levő) sejtek. A 4. nap tó l a 14. napig 

10 20 .30 40 50 60 70 80 90 1Ó0 10 22 30 40 50 60 70 80 90 100 
DNS ta r ta lom relativ egységekben 

10 20 30 40 50 60 70 80 9 0 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
DNS tar ta lom relativ egységekben 

7. ábra. Az N K / L y asci tes t u m o r s e j t e k DNS t a r t a l m á n a k vál tozása a t u m o r növekedése 

végzet t mérések azt muta t t ák , hogy a diploid régióban a t u m o r korának előre-
haladtával mérsékelt csökkenés, míg a tetraploidban enyhe emelkedés figyel-
he tő meg (7. ábra) . A Gĵ  és G 2 fázisok jobb elkülönítését é rhe t jük el, ha az 
autoradiográfiát kombináljuk a DNS-tar talom mérésével. Rövid 3H-timidinncl 
t ö r t énő jelzés u t á n ugyanis az S-fázisban levő sejtek jelzet té válnak, és így 
módunk van a jelöletlen sejtek DNS-tar ta lmának meghatározásával az emlí-
t e t t fázisokban levő sejteket elkülöníteni. A 7 napos tumornál a Gx/G2 a rány 
71,5%/27,5% vol t , míg 14 napos tumornál 62%/32,5%, azaz az idősebb tumor-
sejtpopulációban felszaporodtak a tetraploid régióba tar tozó sejtek (8. a. b. 
ábra) . 

Ugyancsak az autoradiográfia és citofotometria kombinál t alkalmazásá-
va l próbáltunk választ adni a r r a , hogy az ún . nem-proliferáló sejtek milyen 
fázisban vannak. Méréseinket 14 napos tumorsejt-populáción végeztük, még-
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
a 
CT 

25 - b 14 nap 
-Ö 
m 20 I G,/G2 62 /32-5 

о 15 J 
a 
=71 10 1 i 
CT 

. n 
5 J L 122 

L 136 
Ф 0 . M У , • • I , • , 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

25 

20 

15 

10 

с 14 nap 

1 
GÍ /G j 75/19 

1 122 
ж _ .135 
m • «138 
Я I | _ 141 Л 1 O h l • „ 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
DNS tartalom relativ egységekben 

8. ábra. Nem- je l ze t t N K / L y ascites t u m o r s e j t e k D N S - t a r t a l m á n a k v izsgá la ta 
8. a. Egyszer i 3 H- t imid in adása u t á n a 7 napos t u m o r b a n 
8. b. Egyszeri 3 H- t imid in adása u t á n a 14 napos t u m o r b a n 

8. c. 3 H-t imid in szakaszos adása u t á n i 54. ó rában a 14 n a p o s tumorban 

pedig 3H-timidinnel tör ténő szakaszos jelzés után. A n e m jelzett sejtek zöme 
diploid DNS-tar ta lmúnak bizonyult (75%), azonban 19%-ban te t raplo id 
sejteket is észleltünk (8. c. ábra). 

2. A biokémiai vizsgálatok eredményei 

a j 3 H - u r i d i n n u k l e o t i d a - p o o l - b a é s ö s s z - R N S -
b e t ö r t é n ő b e é p ü l é s é n e k v á l t o z á s a 

Az előzőekben ismer te te t t sej tkinetikai kísérletek azt muta t t ák , hogy 
az NK/Ly ascites tumor növekedése során a radioaktív t imidin a sejtpopuláció 
egyre kisebb hányadába és azokba is egyre kisebb mértékben épül be. A továb-
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biakban megvizsgáltuk, hogy a sejtek replikációjával nem annyira szorosan 
összefüggő másik nukleinsav, az RNS radioakt ív jelölődése hasonló módon 
változik-e a sejtpopuláció proliferációs akt ivi tásának csökkenése során. Meg-
állapítottuk, hogy a 3H-uridin beépülése a se j tek savoldható frakciójába — 
amely a nukleotida-pool-t ta r ta lmazza —• va lamint az RNS-be nagy fokban 
csökkent az N K / L y ascites t u m o r átoltását követő napokban (II. táb láza t ) . 

I I . táblázat 
3H-uridin beépülése különböző korú NK/Ly ascites tumorsejtekbe 

Tumor 
kora 

napokban 

O D „ , d p m (tg R N S dpm nucleotide pool Tumor 
kora 

napokban 10« sejt OD2„„ 10« sejt ftg RNS d p m RNS 

2 
0 , 2 1 5 

± 0 , 0 4 
1 1 0 0 0 0 0 

± 9 4 0 0 0 
1 0 , 8 

± 3 , 2 
3 9 , 2 0 1 

± 7 , 6 0 0 
2 7 

4 
0 , 1 4 2 

± 0 , 0 3 
4 6 6 , 2 3 7 

± 4 0 . 6 0 0 
2 6 , 5 

± 4 , 3 
7 , 6 6 3 

± 1 , 8 0 0 
6 0 

7 
0 , 2 4 8 

± 0 , 0 3 
9 1 , 7 8 7 

± 4 , 3 6 0 
2 6 , 4 

± 3 , 6 
2 , 8 6 0 

± 2 3 0 
3 2 

1 0 
0 , 2 7 1 

± 0 , 0 4 
6 3 , 9 0 0 

± 4 , 4 5 0 
3 1 , 6 

± 5 , 1 
1 , 3 8 7 

± 2 5 8 
4 1 

A csökkenés elemzésénél természetesen f igyelembe kell venni a tumor tömegé-
nek megnagyobbodását , amelynek következtében egy se j t re kevesebb 3 H -
uridin jut . Ez magyarázatul szolgálhatna a nukleotida-pool és az RNS frakciók-
b a n észlelt 3 H-ur id in beépülés csökkenésére. A nukleotida-pool és az RNS f rak -
ció összehasonlítása azonban az t muta t ja , hogy azok csökkenésének mértéke 
n e m teljesen egyező. A transzplantálást köve tő 2. és 4. nap közöt t a 3H-uridin 
specifikus ak t iv i tása a nukleotida-poolban felére, míg az RNS-ben mintegy 
ötödére csökkent . Hasonlóképpen kifejezettebb mértékű csökkenést tapasztal-
h a t t u n k az R N S frakcióban, m i n t a nukleotida-pool-ban, ha a második napon 
nye r t adatokat a 10 naposakkal vet jük össze. Továbbá figyelembe kell venni 
az t , hogy a 10 napos ascites t u m o r nukleotida-pool frakciója még mindig szá-
mottevő 3 H-ur id in t t a r ta lmazot t , így tovább i radioaktív prekurzort t u d o t t 
volna az RNS- t szintetizáló rendszer számára szolgáltatni. — Ezek az ada tok 
— melyek még különböző mennyiségű 3H-uridinnel végzet t jelzésekkel, a 
nukleotida-pool összetételének elemzésével és az RNS-polimeráz akt ivi tásának 
meghatározásával kiegészítésre szorulnak — ar ra utalnak, hogy az RNS egyre 
alacsonyabb radioakt ív jelzése nem elsődlegesen a csökkent prekurzor-felvétel 
következménye. 
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b ) 3 H - u r i d i n k r o m a t i n f r a k c i ó k b a é s n u k l e o -
l u s z b a t ö r t é n ő b e é p ü l é s é n e k v á l t o z á s a 

A következő kísérletben megvizsgáltuk a sejtek kromat in frakcióiban 
és a nukleoluszban az RNS jelölődését a tumor t ranszplantációja u táni 2. és 
9. napon. Irodalmi adatokkal megegyezően azt ta lá l tuk, hogy az eukromatin 
frakció RNS-ének radioaktív jelzettsége meghaladja a heterokromatin RNS-ét 
( Frenster és mtsai 1963). Ez a különbség a mi kísérletünkben azonban csak a 
gyorsan szaporodó — 2 napos — sejtpopuláció esetében volt tapasztalható. 
A 9 napos tumor kromat in és nukleolaris RNS frakcióiba a 3H-uridin beépülése 
jóval alacsonyabb vol t , mint a 2 napos tumor esetében. A csökkenés mértéke 
azonban nem azonos az egyes magi frakcióknál: a 2 napos tumorban az eukro-
mat in , míg a 9 napos tumorban a nukleolaris R N S radioaktív jelölődése a leg-
nagyobb a magi f rakciók közül ( I I I . táblázat). 

I I I . táblázat 
3H-uridin beépülése 2 és 9 napos NK/Ly ascites tumor sejtek magi frakcióinak RNS-ébe 

Tumor kora Euchromatin 
Hetero-

chromatin Nucleolus 

2 
2492 388 1162 

2 
2326 764 1874 

9 
301 222 429 

9 
301 183 424 

Eredmények d p m x / í g R N S - 1 - b e n kifejezve. 
Csoportonként 4 egér, egyenként 20 /tCi 3H-uridint (spec, akt . : 5 Ci/mM Radiochemica 

Center , Amersham) k a p t a k 1 óráig. 

c J M a g i f e h é r j é k v á l t o z á s a 

Egyes magi fehérjék (hisztonok, savanyú természetű fehérjék) fontos 
szerepet töltenek be az RNS-szintézis szabályozásában (Huang és Bonner 
1962, Allfrey és mtsa i 1963, Gilmour és Paul 1970, Wang 1970). E fehérjéknek 
a sejtproliferáció során bekövetkező változásaira Umana és mtsai (1964) 
m u t a t t a k rá, akik alacsonyabb hiszton-mennyiséget találtak a gyorsan szapo-
rodó szövetekben, így a tumorokban is. Fenti meggondolás alapján meghatá-
roztuk az NK/Ly ascites tumorsej tek magi fehérjéinek mennyiségi változását 
a t u m o r átoltását követő napokban. Mindhárom magi frakció — melyek az 
összes magi fehérjét képviselik — fehér je tar ta lmának emelkedését tapasztal-
tuk a tumor növekedése során. A hiszton-szint emelkedése mellett feltűnőek 
t a r t j u k a savanyú természetű fehérjék t a r t a lmának mintegy háromszoros 

3* Orvostudomány 25, 1974 



3 2 K O P P E R - J E N E Y - B E N E D E C Z K Y - L A P I S - T A K Á C S 

fokozódását . Meg kell azonban jegyezni, hogy ez utóbbi frakció nem azonos 
az irodalomban non-histon, illetve savanyú természetű kromatinfehérjeként 
i smer t frakcióval — bár feltételezhetően azt is magába foglalja (IV. táblázat) . 

IV. táblázat 

NK/Ly ascites tumorsejtek magi fehérje tartalmának változása 

T u m o r kora 
napokban 

T R I S 
Solubilis Hiszton 

S a v a n y ú 
f ehé r j e 

2 1 2 , 3 ± 3 1 0 , 6 ± 1 , 9 1 1 , 0 ± 3 , 0 

4 7 , 4 ± 1 , 9 1 5 , 4 ± 3 , 9 1 2 , 4 ± 4 , 7 

7 1 6 , 1 ± 2 , 1 1 6 , 2 ± 2 , 1 1 7 , 5 ± 1 , 9 

1 0 1 9 , 5 ± 4 , 2 2 4 , 9 ± 3 , 4 3 4 , 9 ± 5 , 0 

A frakciók fig f e h é r j e t a r t a l m á t 10e se j t számra v o n a t k o z t a t v a fe jez tük ki . 

3. Elektronmikroszkópos vizsgálatok eredményei 

a j F i n o m s z e r k e z e t i v á l t o z á s o k 0 s 0 4 f i x á l á s e s e -
t é b e n 

A „f ia ta l" , 2 napos tumor sejtjeiben (9. ábra) a sej tmag vese, vagy bab 
a lakú, a karioplazma közepesen elektrondenz. — A csak 0s0 4 - f ixá l t minták-
b a n a tumoros sejtpopuláció kisebb hányadát olyan sej tek alkot ják, melyek 
magjában a maganyag szokatlan homogén eloszlásban van jelen, hiányoznak 
az elektrondenz, feltehetően kromat innak megfelelő területek (10. ábra) . — A 
2 napos tumorsej tek ci toplazmájában legfeltűnőbb a nagyszámú szabad ribo-
szóma jelenléte (9. ábra). A durva felszínű endoplazmás reticulum csak kis 
mennyiségben, rövid tubulusok fo rmájában figyelhető meg. A Golgi-apparátus 
viszonylag fejletlen (9. ábra-G), a mitochondriumok száma csekély. Elvétve egy-
egy lizoszóma-szerű test és lipidcsepp is lá tha tó a tumorse j tek ci toplazmájában. 

Az „idős" 10—14 napos tumor sejt jeinek a lapvető ul t rastrukturál is 
organizációja lényegében megegyezik a 2 napos tumorokból származó sejteké-
vel (11. ábra). — Szembetűnő a citoplazma szabad riboszóma-állományának 
megkevesbedése és a durva felszínű endoplazmás re t ikulum tubulusainak fel-
szaporodása. A Golgi-apparátus rendszerint nagyobb ki ter jedésű és számos 
lizoszóma-szerű, egyes esetekben pedig lipofuszcin granulumokra emlékeztető 
részecskéket t a r t a l m a z . 

b) F i n o m s z e r k e z e t ű v á l t o z á s o k k e t t ő s f i x á l á s 
e s e t é b e n 

A glutáraldehid -f- 0 s 0 4 f ixá l t tumorsej tek finomszerkezete jobban meg-
őrzöt t , mint a csak 0s0 4 -e l f ixá l t sejteké. Kettős f ixálás után eltérő kario-
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plazmájú sej tmagokat nem tud tunk megfigyelni — ellentétben a csak 0 s 0 4 - a l 
fixált anyaggal . Az elektrondenz marginizált kromatin mindig egyértelműen 
látszott (12. ábra). 

c) R N P és D N P c i t o k é m i a i v i z s g á l a t a 

A szemléletesség kedvéért először a 10 napos tumor R N P , illetve D N P 
festődését m u t a t j u k be (13. ábra). I t t ugyanis a kétféle makromolekula festő-
dése szabályos: az RNP- ta r t a lmú nukleolusz nagy elektrondenzitásával tűnik 
szembe, míg a nukleoluszt körülvevő tá rsu l t kromatin és a marginizált kro-
matin homogén, közepesen elektrondenz, szürke mezők formájában lá tha tó . 

Ezzel szemben a 2. napos tumorban az RNP- ta r t a lmú struktiírák pre-
ferenciális festődése nem volt megfigyelhető, és a fiatal tumor sejtjeiben mind 
az RNP- ta r t a lmú nukleolusz, mind az DNP- ta r t a lmú kromatin egyaránt festő-
dött (14. ábra) . A módszertani hibát vagy esetlegesen vegyszerbeli különbsé-
gek okozta műtermék képződése lehetőségét kizárja az, hogy ugyanabban a 
metszetben egymás mellett t ud tunk megfigyelni szabályos preferenciális R N P 
festődést egy f iatal , éretlen leukocyta mag jában és erőteljes festődést m u t a t ó 
nukleoluszt és marginizált kromatint a szomszédos tumorsej tben (15. ábra) . 

d) A s e j t f e l s z í n ( s e j t k ö p e n y ) v i z s g á l a t a r u t é -
n i u m - v ö r ö s s e l 

A „ f i a t a l " , 2 napos tumorsejtek felszínén ruténium-vörössel tö r ténő 
festés u tán meglehetősen vastag, 250—300 Á átmérőjű elektrondenz réteget 
figyeltünk meg (16. ábra). 

Megbeszélés 

1. Sejtpopulációs kinetikai változások értékelése 

A sejtpopuláció növekedési ütemének csökkenését a következő tényezők 
idézhetik elő: a) a proliferáló sejtek átlagos ciklusidejének (Tc) meghosszabbo-
dása; b) a proliferáló sejtek arányának (GF) csökkenése; с) a sejtveszteségi rá ta 
( k J emelkedése. 

A b e m u t a t o t t kísérleteinkben azt észleltük, hogy az NK/Ly ascites 
tumorsejtek átlagos ciklusideje és a ciklus fázisainak tartama a tumor növekedésé-
vel párhuzamosan megnyúlt. Az egyes fázisok közül szembetűnő a G4 jelentős 
meghosszabbodása, azonban a G2 és S is hasonló tendenciát muta to t t . A „jel-
zett mitózis" görbék első hul lámát tekintve lá tha t juk , hogy azok fokozatosan 
elveszítik meredekségüket, ami arra utal , hogy a fázis-tartamok egyre nagyobb 
ingadozást mutatnak. Hasonló jelenségről — más tumorokon — Lala (1971) és 
Shackney (1973) is beszámolt. 

A proliferáló daganatsej tek életideje t e h á t egyre hosszabb. Kérdés, hogy 
ez önmagában magyarázza-e a növekedési ü temben észlelt változásokat, vagy 

3* Orvostudomány 25, 1974 



3 4 K O P P E R - J E N E Y - B E N E D E C Z K Y - L A P I S -TAKÁCS 

számolhatunk-e olyan sejtek jelenlétével is, melyek a cikluson történő keresz-
tülhaladásuk során annak valamelyik fázisában megrekednek. E sejteket nem-
proliferáló, nyugvó vagy G0 sejteknek nevezi az irodalom (Lajtha és mtsai 
1962). A nyugvó állapot jelentheti a proliferáló képesség végleges elvesztését 
(steril sejtek), azonban lehetséges az is, hogy a sejtek e képessége megmarad 

^ 5 2 4 6 8 10 12 14 nap 
^ A t ransp lan tác ió u tán 
V) 
-a 
Ф 

r——-— 

95 I 1 : 1 1 1 1 1 1 1 
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 óra 

Sejtciklus idő 

17. ábra. Növekedési f r akc ió vál tozása 
17. a. A növekedés i f rakc ió vá l tozásának ábrázo lása szemilogar i tmusos görbén 

17. b. A növekedés i f rakció vá l tozása a sej tc iklusidő függvényében , valószínűségi g ö r b é n 

és bizonyos stimulusok hatására visszalépnek a sejtciklusba. NK/Ly ascites 
tumor esetében a növekedési frakció számított értékei azt mutat ták, hogy a 
tumor korával párhuzamosan a nem-proliferáló sejtek aránya emelkedik. A kísér-
letesen meghatározott értékek azonban — különösen hosszabb jelzés alkalma-
zásakor — magasabbak, mint a számítás t i t ján nyertek (Lala 1971). Ezt ta-
pasztaltuk magunk is 7 és 10 napos NK/Ly ascites tumor szakaszos jelzése 
esetében. Az eltérés magyarázatául szolgálhat egyrészt az, amit az előzőekben 
már említet tünk, bogy ti. a fázisok ta r tama a tumor korának előrehaladtával 
egyre nagyobb ingadozást muta t , ezért az átlagos G4 + G2 -j- M, illetve a 
maximális G-, -j- G2 -j- M t a r t am között jelentős eltérés lehet. A két módszer 
közötti eltérés másik oka az lehet, hogy a tumorsejtpopulációban megjelenő 
nem-proliferáló sejtek képesek visszalépni a ciklusba és így jelzetté válni. El-
tekintve a növekedési frakció meghatározásakor felmerülő hibaforrásoktól, 
eredményeink alapján rövidebb-hosszabb ideig nem-proliferáló sejtek jelenléte, 
illetve arányuk emelkedése az NK/Ly ascites tumor növekedése során bizonyí-
tot tnak tekinthető (17. a. ábra). 
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Kérdés, hogy ezek a sejtek a ciklus mely fázisában szakí t ják meg ú t j u k a t . 
A 3H-timidinnel szakaszosan jelzett 10. napos NK/Ly ascites t u m o r nem jelölő-
dött sejt jeinek DNS-tar ta lmát mérve citofotométerrel mind Gx , mind G2 fázis-
nak megfelelő, közel diploid és tetraploid DNS-tar ta lommal rendelkező sej te-
ket sikerült megfigyelni (arányuk: 75%/19% volt) . Lehetséges tehát , hogy az 
NK/Ly ascites tumorban a ciklusból kilépő sejtek nemcsak Gj-hen, hanem 
G2-ben is képesek megrekedni. Felvetődik azonban annak a lehetősége is, hogy 
a szakaszos jelzés u tán megfigyelt tetraploid régió a nem-proliferáló tetraploid 
sejteket reprezentálja. Ennek a kérdésnek eldöntése tovább i vizsgálatokat 
igényel. 

Az ascites tumor növekedési ütemét t e h á t a proliferáló sejtek ciklus-
idejének megnyúlásán kívül a ciklusból kilépő, illetve abba b e j u t ó sejtek ak tuá -
lis aránya is befolyásolja. A tumor korával, a sejtciklus progresszív megnyúlásá-
val nő a sejtek ciklusból való kikerülésének és csökken a ciklusba való vissza-
kerülésének valószínűsége (17. b. ábra). 

Az aktuálisan nem-proliferáló tumorsej tek bizonyos behatásokra (aspi-
ráció, retranszplantáció stb.) igen gyorsan képesek visszalépni a ciklusba és 
gyorsan proliferáló sejtekké válni. A 4 és 10 napos, tehát sejtkinetikai szem-
pontból jelentősen eltérő sajátságokkal rendelkező tumorokból azonos sej t -
számmal transzplantációt végezve gyakorlatilag teljesen hasonló növekedési 
görbét észleltünk. Ha a retranszplantáció előtt a populációt rövid ideig 3 H-
timidinnel jelöltük, akkor az átol tás után a DNS specifikus akt ivi tása mindkét 
tumornál azonos tendenciával csökkent, jelezve az azonos növekedési ü t eme t . 
Fenti kísérlet eredménye arra utal , hogy az ascites tumor „öregedése" során 
keletkező nem-proliferáló sejtek nem tekinthetők végállapotban levő steril 
sejteknek, hanem olyanoknak, melyek megfelelő stimulus hatására képesek 
visszanyerni osztódási képességüket. Mindkét korú tumornál az átoltás u tán a 
lassabb növekedési ü temet gyorsabb növekedés vál tot ta fel, és ez természete-
sen nemcsak a nem-proliferáló sejtek proliferativvá válását , hanem a ciklus-
ban levő sejtek felgyorsult növekedési sebességét is jelzi. 

A sejtcikluson és a növekedési frakción kívül a populációból történő sej t -
vesztés mértéke befolyásolhat ja egy adott sejtrendszer növekedési ü t emé t . 
Az NK/Ly ascites tumor növekedése során az elhalt sejtek a ránya , a sejtveszte-
ségi rá ta lényegesen nem vál tozot t . A sejtveszteségi faktor ugyanezen idő a l a t t 
mérsékelten emelkedő tendenciát muta to t t . Végeredményben azt mondha t juk , 
hogy a transzplantációt követő 10—14. napig az NK/Ly ascites tumor növeke-
dési ütemének változásáért a sejtveszteség nem, vagy csak igen kis mértékben 
felelős. 

Felvetődik, hogy a kísérletes ascites tumorok tanulmányozásánál nye r t 
eredmények mennyiben vethetők össze a kísérletes solid tumorok , de különös-
képpen az emberi daganatok sejtpopulációs kinetikai sajátosságaival. I ro-
dalmi adatok szerint a t ranszplantálható solid tumorok növekedési üteme is 
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egyre lassul, azonban az ascites tumorokkal ellentétben ezért elsősorban a 
nyugvó se j tek megjelenése, illetve arányuk emelkedése a felelős. Emellet t jelen-
tős szerepet játszik a sejtveszteség nagysága, míg az át lagos ciklusidő a tumor 
korával lényegesen nem vál tozik (Mendelsohn 1960, 1962, Frindel és mtsai 
1967, Simpson-Herren és mtsa i 1968, Tannock 1969, Lala 1972). Nemcsak 
ugyanazon tumor különböző növekedési szakaszaiban vagy ascites és solid 
formája közö t t észlelhetők sejtkinetikai eltérések, h a n e m spontán tumorok 
sorozatos t ranszplantációja esetében is (Steel és mtsai 1971). 

A h u m á n tumorok sej tkinetikai jellemzőinek széles körű vizsgálatát első-
sorban módszertani és e t ika i problémák nehezítik. Az eddigi vizsgálatok azt 
muta t ják , hogy a humán tumorokban a se j tek ciklusideje és a fázisok t a r t ama 
tumoronként változik, és n incs szoros összefüggésben a szövettani megjelenés-
sel. A tumorse j t ciklusideje n e m szükségszerűen rövidebb — sok esetben hosz-
szabb — m i n t a szervezet gyorsan megúju ló populációit felépítő egészséges 
sejteké (Cooper 1968, Levi és mtsai 1969, Fabrikant 1970, Tubiana 1971, John-
son és Wolberg 1971, Heenen és mtsai 1973). A tumorok között a kettőződési 
időben, ugyanazon tumoron belül a valódi és potenciális kettőződési idő között 
figyeltek meg lényeges különbségeket, amely nagyfokú sejtveszteség jelen-
létére, így a sejtveszteség fontos , növekedést befolyásoló szerepére u ta l (Steel 
és Lamerton 1966, Steel 1967, Refsum és Berdal 1967, Iversen 1967, Frindel és 
mtsai 1968). A dagana tokban a normál szöveteknél magasabb a növekedési 
frakció, azonban nem-proliferáló sejtek jelenléte — a kísérletes tumorokhoz 
hasonlóan — szintén k i m u t a t h a t ó volt (Peckman és Steel 1972). Saunders és 
mtsai (1967) leukémiás betegeknél a csontvelő daganatsejt-sűrűségének emel-
kedésével párhuzamosan a növekedési ü t e m lassulását észlelték. Citosztatikus 
szerrel t ö r t én t kezelés u t á n a sejtpusztulás miat t kialakul t denzitás-csökkenés-
nél a túlélő sejtek proliferációjának gyorsulását t apasz ta l ták (Foadi és mtsai 
1967). Mauer és Saunders (1969) szerint a nem-proliferáló leukémiás sej tek rela-
tíve rezisztensek a kemoterápiás beavatkozásokkal szemben, és másokkal együtt 
feltételezik, liogy e sejtek képezik a recidivák forrását (Clarkson 1969). 

A kísérletes és h u m á n tumorokon megfigyelt sej tkinetikai adatok, vala-
mint sa já t eredményeink is a tumorok növekedési ü temének változékonyságát 
jelzik. Kérdés , hogy a populáció-szintjén észlelt eltérések milyen sej ten belüli 
eseményekkel, biokémiai, morfológiai módszerekkel tapaszta lható változások-
kal hozhatók összefüggésbe. 

2. Biokémiai változások értékelése 

Az ascites tumorok növekedését kísérő anyagcsere-változásokkal nap-
jainkig meglehetősen kevés tanulmány foglalkozott. Harris és mtsai (1970) 
számos enzim aktivitását határozták meg az Ehrlich-ascites tumor átol tását 
követő különböző napokban , és bár a 3H-leucin fehér jébe történő beépülése 
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a timidin indexhez hasonlóan csökkent, a vizsgált enzimek aktivi tásában vál-
tozást nem tapasz ta l tak . Ezzel szemben a monoaminooxidase akt ivi tásának 
fokozódásáról számolt be Yamanaka (1971) ugyancsak az Ehrlich-ascites tumor 
vizsgálata során. A polinukleotidase-k akt ivi tásának a tumor korától függő vál-
tozását az Ehrlich-ascites tumorban és a L51878y lymphoma tumorban Horakova 
(1972) írta le. Holoubek (1971) a különböző hiszton-frakciók szintézisét hason-
l í tot ta össze a f ia ta l és idős Ehrlich-ascites tumor sejt jeiben. Megállapította, 
hogy a 3H-leucin beépülése az F j hiszton-frakcióba és a 3H-timidin beépülése 
a DNS-be csökken a tumor öregedésével. Ezzel szemben az F 3 hiszton-frakció 
jelölődése inkább kisfokú emelkedést mu ta to t t . 

Az NK/Ly ascites tumor növekedésének különböző szakaszaiban végzett 
vizsgálatainak eredményei arra utalnak, hogy a tumorsej tek nukleinsav anyag-
cseréjében lényeges változások következnek he. A növekedés előrehaladtával 
meghosszabbodik a sejtek genetikai ál lományának replikációs ideje, csökken az 
időegység alat t aktuálisan DNS-t szintetizáló sejtek aránya, a 3H-timidin 
DNS-be történő beépülése. A DNS-szintézis üteme tehá t populáció- és sejt-
szinten egyaránt jelentősen csökkenő tendenciát m u t a t . 

A 3H-uridin NK/Ly ascites tumorsej tekbe tör ténő beépülése a tumor 
korának előrehaladtával szintén csökkenést mu ta to t t . A kromatin-állományból 
és a nukleoluszból izolált RNS frakciók 3H-uridin jelölődésének az összehason-
lítása a 2 és 9 napos tumorban r ámuta to t t arra, hogy a különböző proliferációs 
aktivi tású sejtpopulációkban az RNS-anyagcsere jellegében is különbözik egy-
mástól . A gyorsan proliferáló sejtekben az eukromatin, a lassabban prolife-
rálóban pedig inkább a nukleoláris RNS jelölődése volt a legkifejezettebb. E 
vizsgálatok egyben arra is u ta lnak, hogy a növekedés során észlelt RNS jelö-
lődés csökkenése már a szintézis helyén, a sej tmagban bekövetkezik. így ke-
vésbé valószínű, hogy a szintetizált RNS-ek fokozot tabb lebontásának tulaj-
donítható az alacsonyabb szintű specifikus aktivitás. A magi fehérjék tartal-
mának a tumor növekedése során tapasztal t emelkedése összefüggésben látszik 
állni a kromatin-frakciók és a nukleolusz csökkent 3H-uridin jelölődéséhez és 
tükrözik a se j tmagban létrejövő változásokat . 

3. Finomszerkezeti vizsgálatok értékelése 

A különböző korú ascites tumorok ul t ras t rukturál is vonásainak össze-
hasonlításakor a legszembetűnőbb elváltozások a citoplazma denzitásában, 
a mitochondriumokban, a durva felszínű endoplazmás reticulumban és a lipid-
cseppek részéről következtek he (Selby és mtsai 1955, Lapis 1967, Detain és 
Frindel 1970, Fletcher 1972). Sajá t vizsgálatainkban a 2 és 14 napos NK/Ly 
ascites tumor sejt jeiben a mitochondriumok finomszerkezetében és a cito-
plazma elektrondenzitásában nem észleltünk figyelemre méltó változást . Jelen-
tős lipid-csepp szaporulatot sem tud tunk megfigyelni a tumor öregedése során. 
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Vizsgálataink során igen meglepőnek t a r to t tuk , hogy az RNP-s t ruk tú rák 
Bernhard (1969) szerinti preferenciális festődése nem következett be a 2. napos 
t umorban , mivel a nukleolusz és egyéb RNP- ta r t a lmú s t ruk túrák mellett a 
k romat in is fes tődöt t . A jelenség magyarázatára a következő szempontok 
merülnek fel: a ) a festési eljárás n e m eléggé specifikus, b) a 2 napos tumorse j t 
k romat in ál lományában RNP- t a r t a lmú s t ruktur elemek is jelen vannak és a 
festődés ettől ered, с) maga a k romat in festődik, azaz olyan fizikokémiai álla-
po tban van, amely az EDTA-festés számára kedvező feltételeket jelent, d) 
végül felmerül annak a lehetősége is, hogy a fenti jelenség hát terében nekro-
biot ikus folyamatok állnak. 

Következtetések 

A kísérletes és részben az emberi tumorokon tör tént megfigyelések, vala-
min t sa já t tapasztalataink is a tumorok növekedési ütemének, a tumorsej tek 
anyagcsere-tulajdonságainak és egyes morfológiai sajátosságainak a daganatok 
korával kapcsolatos változékonyságára muta tnak rá. Kérdés, hogy mely kuta-
tási területeken hasznosíthatók ezek a megfigyelések. 

A daganatok biológiai tula jdonságai megítélésénél szemléletileg is jelen-
tősnek ta r t juk azt, hogy — a korább i felfogással szemben — a tumor növeke-
dése során a sejtek oszlási üteme nem feltétlenül fokozódik, hanem számos — 
ba nem minden — esetben csökkenés tapasztalható. 

A daganatos sejtpopulációk növekedési ü temét befolyásoló tényezők 
közül az ascites tumorok — és t a l án a human leukémiák esetében is — az intra-
ce l lu la rs szintetikus folyamatok progresszív lassulása, míg az experimentális 
és h u m a n solid tumoroknál a növekedési változás hát terében elsősorban a 
nyugvó állapotban levő sejtek a rányának emelkedése és a sejtveszteség látszik 
a legfontosabb tényezőnek. Mindez felveti annak lehetőségét, hogy előbbieknél 
sej tszinten, utóbbiaknál pedig szöveti szinten érvényesül a szabályozó mecha-
nizmusok hatása. 

Feltehető, hogy biológiai törvényszerűség nyilvánul meg a daganatos 
sejtpopuláció „fejlődésével" já ró növekedési ü tem csökkenésében. E változás 
tanulmányozása, illetve összehasonlítása egy differenciálódást eredményező 
és egy daganatos növekedést m u t a t ó biológiai rendszerben lehetőséget nyú j t 
a lapvető biológiai jelenségek megfigyelésére. így a daganatos sejtpopuláció 
növekedésének vizsgálatánál felmerülő kérdések egyike az, hogy a tumorok-
ban megjelenő nem-, vagy igen lassan proliferáló sejtek funkcionális szempont-
ból eltérnek-e a proliferativ á l lapotban levőktől. A gyorsan és lassan prolife-
ráló sejtpopulációk között minőségi különbségeket jelző adatok ma még csak 
elvétve találhatók az irodalomban. Becker és Stanners (1972) a proliferáló és 
nyugvó állapotban levő szövettenyészeti sejtek között az ú jonnan szintetizált 
fehér jék elektroforetikus vizsgálatakor minőségi eltérést ta lá l tak . Feltételezik, 
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liogy a nyugvó sejtek biokémiai ál lapotukat tekintve nem egyeznek meg a 
normál sejtciklus egyik fázisával sem. 

Vizsgálataink is r á m u t a t t a k arra, hogy a sejtpopuláció növekedési üte-
mével együtt csökken a se j tek genetikai á l lományának replikációja. A DNS-
szintézis r á t á j á n a k lassulása, reverzibilis vagy irreverzibilis megszűnése nem-
csak tumorbiológiai, hanem általános sejtbiológiai szempontból is jelentős 
kérdésnek tekin thető . E vál tozásokat létrehozó vagy azokban szerepet já tszó 
tényezők — elsősorban a Gx fázis végén, a G x —S fázishatáron zajló események 
sorrendjének (Baserga 1968, Prescott 1968) — ismerete hozzájárulna a genetikai 
állomány replikációjának fiziológiás körülmények között tör ténő szabályozá-
sának megismeréséhez is. Ügy gondoljuk, hogy a DNS-szintézis természetének, 
valamint az azt befolyásoló tényezők működésének összehasonlítása az ascites 
tumorok növekedésének egyes szakaszaiban megfelelő biológiai vizsgáló rend-
szert szolgáltat a genetikai állomány szabályozórendszerének tanulmányo-
zásához. 

Összefoglalás 

Szerzők a kísérletes t umorok növekedési jellemzőivel és az azt befolyásoló 
tényezőkkel foglalkoznak. — Megállapították, hogy az NK/Ly ascites t umor 
növekedése során a sejtpopuláció kettőződési ideje fokozatosan meghosszabbo-
dik. Ennek kialakulásában elsősorban a se j tek átlagos ciklusidejének meg-
nyúlása és másodsorban a nem-proliferáló se j tek megjelenése játszik szerepet. 
A sejtosztódás ütemével együ t t csökken a DNS-szintézis ü teme sejt- és popu-
láció-szinten egyaránt . Ugyancsak ezzel párhuzamosan csökkenést m u t a t o t t 
a 3H-uridin tumorsej tekbe, ezen belül főként az eukromatin frakcióba tö r ténő 
beépülése is. Elektronmikroszkópos citokémiai vizsgálatok azt muta t t ák , hogy 
a 2 és 10 napos tumorok a sejtmagok D N P - és RNP-s t ruk túrá jának EDTA-
festéssel tör ténő elkülönítése tekintetében eltérően viselkedtek. 

Az eredmények onkológiai jelentőségük mellett biológiai kísérleti modellt 
szolgáltatnak a genetikai ál lomány replikációját szabályozó tényezők tanul-
mányozására. 

Végül k ö s z ö n e t ü n k e t fe jezzük k i a Semmelweis O r v o s t u d o m á n y i E g y e t e m Radio lógia i 
I n t é z e t e Izotóp L a b o r a t ó r i u m a m u n k a t á r s a i n a k a r ad ioak t iv i t á s -mérések elvégzéséért. 
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