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DAGANATOS SEJTPOPULACIO NOVEKEDESENEK
TANULMANYOZASA

I. A daganat novekedési iitemének csokkenését kiséro sejtkinetikai, morfolégiai és
biokémiai wvdltozasok wvizsgdlata NK|Ly ascites tumoron.
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Kozlésre érkezett: 1973. XII. 15.
Bevezetés

Az egységes sejtpopulaciéval rendelkez§ kisérletes tumorok illetve sejt-
tenyészetek kialakitasa, valamint az autoradiografia, citofotometria, szovet-
tenyészeti filmtechnika széles kori alkalmazéasa nyitotta meg annak a kutatasi
iranyzatnak a kapuit, amelyet ma sejtpopuldciés kinetika néven ismeriink.
Vizsgalati targya a sejtrendszereket felépit§ sejtek mozgasjellemzfinek, ezek
valtozasanak és ezen keresztiil az egész populécié életében lejatsz6do dinamikus
eseményeknek a tanulminyozasa. Ezek a kérdések elGszor azok érdeklddését
keltették fel, akik a daganatos sejtrendszerek vizsgalataval foglalkoztak. Az
1950-es évek elejétdl megindulé és a kisérletes és klinikai onkolégia terén
egyre kiterjedtebben alkalmazott sejtkinetikai vizsgalatok igen fontos és 1j-
szerli adatokat szolgaltattak a daganatnivekedés jellemzgire vonatkozoéan.
E vizsgalatok soran megallapitottdk, hogy a sejtpopulacié megnagyobbodasa-
val — a tumor fejlédésével — a novekedési iitem fokozatosan lassul, a sejtek
gyors proliferaciéjat csokkenés illetve annak megallasa koveti a kisérletes
ascites és solid tumoroknal, valamint a szévettenyészetekben egyarant (Pait
és mtsai 1953, Klein és Révész 1953, Patt és Blackford 1954, Paitt és Straube
1956, Baserga 1963, Lala és Patt 1966, Young és mtsai 1969, Tannock 1969,
Lapis és Kopper 1969).

Vizsgalataink megkezdésekor tigy gondoltuk, hogy a tumoros sejtpopu-
lacié novekedését kisérd sejtproliferacios jellemz6k meghatarozasa, valamint
a sejtproliferacié valtozasait kisér§ morfolégiai, biokémiai és gyogyszerérzé-
kenységbeli tulajdonsagok tanulményozasa lehet§vé teszik a daganatok bio-
légiai viselkedésének jobb megismerését. A tumor-biolégiai ismeretek gazda-
godasa pedig elGsegiti a daganatok névekedésének befolyasolasat célzé terapias
beavatkozasok célszertibb alkalmazasat.

A sejtpopulacié proliferaciés aktivitasa valtozasanak a tanulmanyozasa
onkolégiai jelentdsége mellett szamos, a sejtbhiologia targykorébe tartozé kér-
dés megvalaszolasara is lehet8séget nytjt. Egy olyan biolégiai rendszer, amely-
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ben a sejtpopulécié proliferaciés aktivitasa kozel fiziologias korilmények ko-
zdtt reprodukédlhaté médon és torvényszertien valtozik, médot nyijt arra,
hogy a DNS szintézisének valtozasaval osszefiiggs jelenségeket tanulmanyoz-
hassuk. igy megismerhet6kké valhatnak azok az extra- vagy intracellularis
tényezdk, melyek szabalyozzak a sejtek oszlasi aktivitasat, ezen belil a DNS
szintézisének beinditasat illetve leallitasat.

Anyag és modszer

Kisérleteinkhez NK/Ly ascites tumort (Németh és Kellner 1961) hasznal-
tunk, melyet 7 naponként 5 X 10° sejtszammal transzplantaltunk atlagosan
20—25 g-os egerek hasiiregébe. A tumor kozel diploid (42) kromoszémaszamu
f&vonallal rendelkezik, mig a sejtek 7—109,-a a polyploid (tetraploid) régiéba
tartozik. Jellemz8en két marker kromoszéoma is megfigyelhet (Lapis 1962,
Seidlovd és Hordk 1971).

A tumorsejtek dsszmennyiségének meghatarozasakor az egerek hasiiregét
0,99, natriumkloriddal mostuk at, majd az Osszegyljtott sejteket Biirker-
haematocytométerben szamoltuk meg (dsszsejtszam — sejtszam/ml X ml
ascites). Az elhalt sejtek aranyat 19, eozin-tartalmi Tyrode-oldattal hata-
roztuk meg.

— Sejtkinetikai médszerek

— A jelélést index (timidin index, T. I.) = jelolt sejt (100 sejt) vizsgala-
takor az allatoknak 30 pCi *H-timidint (spec. akt.: 5 Ci/mM, Radiochemical
Centre, Amersham) adtunk i. p., majd 60 perc milva az egereket ledltiik, és az
ascitesbdl keneteket készitettiink.

— A sejiciklus hosszanak (Tc) meghatarozasakor a ,,jelolt mitézisok”
modszerét (Quastler és Sherman 1959) alkalmaztuk. A vizsgalt idGpontokban
(2—4—1T7—10 nap) az allatok 30 xCi *H-timidint kaptak i. p., majd a 2 és 4
napos tumor vizsgalatakor 2—4 éranként 2—3 allatot lesltiink, mig a 7 és 10
4 o6ranként az allatokb6l 0,1—0,1 ml ascitest
szivtunk le és keneteket készitettiink.

— A novekedési frakciot (GF = growth fraction) szakaszos jelzéssel
vizsgaltuk. A transzplantacié utani 7. és 10. napon az allatoknak 8 éranként
15 uCi *H-timidint adtunk, majd vizsgalati pontonként 0,1—0,1 ml ascitest
szivtunk le és keneteket készitettiink.

napos tumorok esetében 3

P

— A jelzett sejtek transzplantdcidjanak vizsgalatakor az allatoknak 90
perccel a ledlés el6tt 30 uCi *H-timidint adtunk, majd az atoltas utéani 2. és 4.
napon 3—3 allatot ledltiink, az asciteshdl keneteket készitettiink, és meghata-
roztuk a DNS specifikus aktivitasat.
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— Autoradiogrifia. Az el6zetesen zsirtalanitott targylemezeken készitett
keneteket metilalkohol-jégecetben (3 :1 v/v) rogzitettik 20 percig, szaradas
utan pedig Ilford K5 emulziéval (45 C°-on, 1 :1 higitas desztillalt vizzel)
vontuk be. A 6—15 napig exponélt autoradiogramokat Microdol X-el hivtuk
el (18 C° 5 perc), normal savanyi fixaléban rogzitettiikk (18 C°, 1—2 perc)
és b6 mosas, majd szaritas utan metilzold-pironnal festettiink. Az értékelés
soran jeloltnek azokat a sejteket tekintettiik, amelyek magja felett 5-nél t6bb
szemcsét tudtunk megfigyelni.

— Citofotometria. A tumorsejtek relativ DNS-tartalmanak meghatéaro-
zasakor a metilalkoholban fixalt (20 perc) keneteket Feulgennel festettiik meg:
hidrolizis NHCI-ben 60 C°-on 7 percig — Schiff-reagens: 60 perc szobah8mér-
sékleten. A méréseket 550 nm-nal Barr és Stroud gyartmanyd GN2 tipusid
mikrodenzitométerrel végeztiik.

— Elektronmikroszkopos madszerek

— 0s0, fixalas céljara 0,25—0,5 ml ascites tumort hasznaltunk és a
mintakat Palade (1952) szerint pufferolt 3 ml 29,-0s OsO ;-ben régzitettiik 60
percig 4 C°-on.

— Kettds fixalas esetében a tumorsejteket elszor 2,5%-o0s pufferolt
(pH 7.,4) glutaraldehidben rogzitettiik 60 percig 4 C°-on, majd haromszor 10
percig mostuk 7,59, szacharézt tartalmazé foszfat pufferben. Az OsO, fixalast
ugyanigy végeztiik, mint az el§z8 esetben.

— A citokémiai vizsgalatok egy részében, igy EDTA-, festés”-kor az
anyagot csak glutaraldehidben rogzitettiik.

— A ruténium-vorss festést 2,5%,-0s glutaraldehid tartalmid natrium-
kakodilattal pufferolt (pH 7,4) rogzit6ben végeztiik, amely 500 pg/ml ruténium-
vorost tartalmazott. A kakodilat-pufferes mosas utan tovabbi 3 6ran keresztiil
rogzitettilk és festettiilk anyagainkat ruténium-vordés tartalmd (300 mg/ml)
0s0,-ben, sététhen, szobah8mérsékleten.

— A fixalas utén a vizsgalati mintakat felszallo alkoholsorban és pro-
piléndioxidban viztelenitettilk, majd Durcupanba agyaztuk be. Az ultra-
vékony metszeteket uranilacetat telitett vizes oldataban 30 percig festettiik,
majd Reynolds (1963) szerint kontrasztoztuk tovabbi 2 percig. Az EDTA-
festést Bernhard (1969) altal leirt médon végeztiik. A felvételeket JEM 7TA
elektronmikroszképon készitettiik.

— Biokémiai médszerek

— A 3H-uridin beépiilésének vizsgalatakor az ascites tumor transz-

s sz

akt.: 20 Ci/Mm, Radiochemical Centre, Amersham) kaptak i. p. 60 perc milva
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a tumort leszivtuk és a sejteket centrifugalassal kiiilepitettiik (1000 g, 5 perc,
5 C°), majd 0,99, natriumkloriddal mostuk.

— A sejtszuszpenzié egy részéb6l a nukleotida pool-t, valamint az RINS-t
vontuk ki és meghatiroztuk azokban a *H-uridin specifikus aktivitasat. —
A nukleotida pool-t hidegen 0,5 N perklérsavval vontuk ki, majd a lipid-frakeié
alkohol-éter eleggyel torténd eltavolitasa utan az RNS-t 0,5 N perklérsavval
extrahaltuk (70 C°, 20 perc). — A nukleotida-pool mennyiségét Unicam spekt-
rofotométeren a 260 nm-en mért abszorpcié alapjan, az RNS-t pedig az orcinol
reakciéval hataroztuk meg (Brown 1946).

— A sejtszuszpenzié masik részéb8l Berkowitz és mtsai (1969) altal leirt
médon 0,39, Triton-X 100 alkalmazasaval sejtmagot izolaltunk. A maghél
a neutralis szolubilis fehérjéket, valamint a magi riboszémaékat tartalmazé
frakcickat 3 mM CaCl,-ot tartalmazé 0,01 M Tris-HCl pufferral (pH 7.4)
extrahaltuk hidegen 10 percig. Ezutan a hisztonokat 0,2 N HCl-al hidegen, a
nuklein-savakat pedig 0,5 N perklérsavval extrahaltuk 70 C°-on 15 percig.
A maradék-fehérjét N NaOH-ban oldottuk. A fehérjetartalmat Lowry és mtsai
(1951) médszerével — RNase standard alkalmazasaval — hataroztuk meg.

—- A kromatin frakcidkat és a nukleoluszt Mattoccia és Comings (1971)
modszere szerint izolaltuk a tisztitott sejtmaghdl. A magi iiledéket 0,33 M
szacharézban szuszpendaltuk és 4 C°-on 5 masodpercig ultrahangoztuk Braun-
sonic 300 S wultrahanggenerator 30 jelzésli fokozatanak beillitaisa mellett.
A fel nem tart sejteket centrifugalassal tavolitottuk el (400 g, 3 perc). A feliil-
uszot 4000 g-vel 20 percig centrifugaltuk, és ezutan az iiledék a heterokroma-
tint és a nukleoluszt, a feliiltisz6 pedig az eukromatint tartalmazta. A hetero-
kromatint és nukleoluszt tartalmazé iiledéket 0,1%, digitoninba vettiik fel és
ultrahangoztuk 4 C°-on 2—3 percig — ugyancsak a 30-as fokozat beallitasa
mellett. A nukleoluszt 0,88 M szacharozén keresztiil ilepitettik 2000 g-vel
10 percig. Az RNS izolalasa céljabdl az egyes frakciokhoz 0,5%, végkoncent-
raciohan natrium-laurilszulfatot és azonos térfogati 0,19, 8-OH-kinolint tar-
talmazé 809,-0s fenolt adtunk és 55 C®-on 15 percig extrahaltuk.

A fenolos és vizes fazist centrifugalassal valasztottuk el, a vizes fazist
kloroform-butanol (3 :1 v/v) keverékével ismételten fehérjementesitettiik, majd
az RNS-t két térfogat 29, kalium-acetatot tartalmazé etanollal kicsaptuk.
Az RNS-tartalmat orcinol reakciéval hataroztuk meg.

— A DNS izolalasat és mennyiségének mérését Burton (1956) médszere
szerint végeztiik.

— A radioaktivitas meghatarozasahoz a 0,5 ml-es mintakat 10 ml
scintillaciés folyadékkal (PPO :2 g, POPOP: 0,02 g, 2-etoxietanol: 168 ml,
toluol: 288 ml) kevertiik ossze. A radioaktivitast Packard Tricarb spektro-
méteren hataroztuk meg.
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Eredmények

1. A sejtpopuldcios-kinetikai vizsgdlatok eredményei
a) A néovekedési goérbe valtozasai

5 x 10° NK/Ly ascites tumorsejt i. p. transzplantaciéjat kovetden a
daganatos sejtek szama vizsgalati periédusunk végéig (18. nap) allandéan
emelkedett. Az dsszsejiszam kezdetben kozel exponenciilisan nétt, majd a né-
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1. dbra. Osszsejtszam és kettézodési idé valtozasa NK/Ly ascites tumor 4toltésa utdn
1. a. Osszsejtszam alakuldsa 5 X 10° tumorsejt dtoltdsa utdn
i 1. b. Kett6z6dési id6 valtozasa 5 x 10° tumorsejt atoltdsa utan
1. c. Osszsejtszam alakuldsa kiilonboz6 sejtszimmal végzett 4toltds utdn (A =5 x 107,
. B = 5 . 108, G=:5 % 105)
1. d. Osszsejtszdm alakuldsa 4(A) és 10(B) napos NK/Ly ascites tumor 107 tumorsejttel tirtént
atoltdsa utdn

vekedési iitem fokozatosan lassult (1. a. abra). Ezt jelzi a novekedési gorbe
alapjan szamitott kettozodési ido (= adott sejtszam megkétszerez6déséhez
sziikséges id6) megnyiilasa is a kiilonb6z6 kord tumorok esetében (1. b. abra).

Kérdés, hogy a transzplantalt sejtek szima, vagy a daganat kora mennyi-
ben befolyasolja a tumor névekedési iitemét. Nagysagrendileg kiilonbozé sejt-
szammal végezve a transzplantaciot, illetve kiillonb6z6 kord tumorok azonos
sejtszammal torténé atoltasa esetében egyarant a proliferacié sebességének
lassulasat észleltiilk a tumor névekedése soran. Kiilonbozo sejtszam transzplan-
talasa esetében azonban a ndvekedési iitemben eltérés mutatkozott, mégpedig
gyorsabb proliferaciot észleltiink az alacsonyabb sejtszdm és lassabbat a ma-
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gasabb sejtszdm atoltasa utan (1. c. abra). A kiilonbozd korii tumorok azonos
sejtszammal tortént atoltasa azonos jellegli dsszsejtszim-emelkedést hozott

létre (1. d. abra).

b)Novekedési

valtozasa

itemet befolyasolé tényezdk
A névekedési iitem valtozasat befolyasolé tényezdk koziil vizsgaltuk
5 X 10° tumorsejt dtoltasa uténi kiilonb6z6 idSpontokban a proliferalé sejtek

atlagos ciklusidejét. A jelzett mitézisok médszerével meghatirozott atlagos
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2. dbra. Az Atlagos sejtciklusidé véaltozdsa az NK/Ly ascites tumor nivekedése sordn

ciklusid6 a tumor novekedése soran fokozatosan megnyilt (I. tablazat), a
cikluson beliil az egyes fazisok idétartama szintén meghosszabbodott (2. dbra).

A sejtciklus valtozasa mellett a sejtrendszer névekedési iitemét befolya-
solja a ,,nem-proliferal6” sejtek jelenléte, illetve a proliferdlo sejtek ardnya
(= névekedési frakcié, GF). A noévekedési frakcié kisérletesen SH-timidin
folyamatos vagy G; + G, + M id6tartamnal révidebb idSkézonként ismételt
adasaval hatarozhaté meg, mig a timidin-index, illetve a sejtciklus és S-fazis
hosszanak ismeretében kiszamithaté (GF = T. I. Ts/Tc¢). Utébbi eljarast al-
kalmazva eredményeink alapjan a névekedési frakcié a transzplantéaciét ko-
vetSen kismértékben bar, de fokozatosan csokkent (I. tablazat). — 7 és 10
napos tumor esetében szakaszos jelzést alkalmazva kisérletesen is meghata-
roztuk a proliferalé sejtek aranyat, amelyet ebben az esetben a jelolt sejtek
ardnyanak maximalis értéke mutat. A maximalis jel6l6dés az idGsebb tumor-
nal alacsonyabbnak mutatkozott, azonban mindkét tumornal az elméletileg
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szamitott értékeknél magasabb szinten allandésult a jelzett sejtek aranya
(3. abra).

A sejtpopuléciébél torténd sejtvesztés mértéke a harmadik olyan tényezd,
amely lényegesen befolyasolhatja a novekedés iitemét. NK/Ly ascites tumor-
ban a pusztulé sejtek aranya a transzplantacié utani korai idgszakban (0—2.
nap) észlelt magasabb értékek utan a 10. napig 109, koriil mozgott, majd ez-
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3. dbra. A novekedési frakcié vizsgilata. Jelzett sejtek ardnyédnak véltozédsa *H-timidin (T)
szakaszos addsa utdn

utan ismételten emelkedett. — A szamitas ttjan kifejezhetd sejiveszteségi rdta
(k) képviseli a populaciébél ugyanazon idé alatt keletkezett sejtek frakcidja
(sziiletési rata — ky) és a novekedést tényelegesen megvaldsité sejtfrakcid
(novekedési rata — k) kiilonbségét. Megallapithattuk, hogy az NK/Ly ascites
tumor névekedésének 10. napjaig e sejtveszteségi rata lényegesen nem valto-
zik. — Ugyancsak szamitasokkal hatarozhatjuk meg a sejtveszteségi faktort
(Steel 1967), amely esetiinkben a tumor névekedése soran mérsékelt emelkedést
mutatott (I. tablazat).

A sejtpopulécié életképessége meghatarozasanak tovabbi lehet8sége
transzplantalhatésaguk, illetve repopulacios képességiik vizsgalata. A proli-
feraciés tulajdonsagaikban eltéré 4 és 10 napos NK/Ly ascites tumort 90
percig *H-timidinnel jelsltiik, majd azonos sejtszammal atoltottuk. Az atoltas
utan mind a jelolt sejtek aranya, mind a DNS specifikus aktivitasa fokozatosan
csokkent (4. b. c. abra). Tekintettel arra, hogy a jel616dés higulasa jol tiikrozi
a proliferaciés aktivitast, valamint, hogy a 4 és 10 napos tumornal a DNS
specifikus aktivitdsinak csokkenése azonos jelleggel kovetkezett be, az at-
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1. tablazat

Az NK/Ly ascites tumor novekedési jellemz6i a transzplantdcié utdni napokban

2. nap 4. nap 7. nap 10. nap
Kettsz6dési id6 (Tp) 6ra 22.8 48,0 132,0 450,0
Atlagos sejteiklus 1dé (T¢) ora 18765 30,5 47,5 61,0t
— G, fazis tartama (Tg,/?) ora 3.5 1.5 14,0 21,0
— S fazis tartama (Tg) ora 12,5 20,5 28,5 32,5
— G, fézis tartama (Tg,) ora 1.5 3.0 5,0 8,5
Timidin index (T. I.) o 64,8 55,0 42,5 36,5
Tg/Tc 71,5 65,5 60,0 53.31
Novekedési frakcié (GF)
— szamitott3 0,907 0,840 0,709
— mért (szakaszos jelzés) 0,82—0,95 0,67—0,88
Sziiletési rata (Kg/%) h~1 0,0371 0,0201 0,0113 0,0077
Novekedési rata (Kg/?) X 0,0303 0,0144 0,0052 0,0015
Sejtvesztési rata (K /%) h-1 0,0068 0,0057 0,0061 0,0062
Sejtvesztési factor (0/5) 0,183 0,283 0,540 | 0,850

Megjegyzés :

In (1 4 GF)xTg
2T -

2. az M-fazis tartalmét kiilon nem vizsgiltuk — a G, valédi tartalma: G, + M/2, a G,-é
pedig G, + M/2

1. szamitott érték T =

ylf
3.GF = ———
?S/’Iic GF
. H(#tl
In2
il
K, — In (1 4+ GF) In2
= e Ty
Sﬂ == KL/KB

Az észlelt eredmények 5 X 10 sejttel tortént dtoltds utdni novekedési jellemzdkre vonat-
koznak.

oltas el6tt a két sejtpopulacié kozott fennallé kinetikai eltérések eltlinésére
kovetkeztethetiink. Tovabba azt is mutatjdk ezek az adatok, hogy bizonyos
koriilmények kozott a lassabban proliferalé populacié tjra atalakul egy lénye-
gesen gyorsabban proliferaléva.

¢)DNS-szintézis és -tartalom valtozasa

A transzplantaciét kovetSen fokozatos csokkenést figyeltiink meg az
aktualisan *H-timidint beépits, azaz DNS-szintézist folytaté sejtek aranyaban
(5. abra). A tumor ,,eléregedésével’”” nemesak a jelzett sejtek aranya csokken,
hanem lényegesen megkevesedik a sejtek feletti szemcseszam is (6. abra).
E két paraméter jelzi a DNS-szintézis ratajanak populacié-szinten és sejt-
szinten egyarant bekovetkez§ csokkenését.
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4. b. *H-timidinnel jelzett 4 napos tumor atoltdsa utdn a jelzett sejtek ardnyanak valtozdsa
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5. dbra. A jelzett sejtek aranydnak valtozdsa az NK/Ly ascites tumor nivekedése sordn

Ugyancsak a DNS-szintézis ratajanak erételjes csokkenését észleltiik,
amikor megvizsgaltuk a *H-timidin beépiilését a sejtek forré perkiérsavval
kivonhaté DNS frakciéjaban. Az el6z§ adatokkal ésszhanghan azt észleltiik,
hogy a DNS specifikus aktivitasa fokozatosan csokkent a sejtpopulacié nove-
kedési iitemének valtozasaval (4. a. abra).
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Az NK/Ly ascites tumorsejtek relativ DINS-tartalmdanak mérésekor a proli-
feral6é sejtrendszerekre jellemzd kéthullaimi eloszlast figyeltiink meg, mely
hullamok a kézel diploid, azaz G, fazishan lev§ sejteknek, illetve a tetraploid,
azaz G, fazishan lev§ sejteknek felelnek meg. Kozottik helyezkednek el az
aktualisan DNS-t szintetizalé (s-fazisban levd) sejtek. A 4. naptél a 14. napig
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7. abra. Az NK/Ly ascites tumorsejtek DNS tartalmanak valtozdsa a tumor niovekedése
soran

végzett mérések azt mutattak, hogy a diploid régiéban a tumor koranak eldre-
haladtaval mérsékelt csokkenés, mig a tetraploidban enyhe emelkedés figyel-
hetd meg (7. abra). A G, és G, fazisok jobb elkiilonitését érhetjiik el, ha az
autoradiografiat kombinaljuk a DNS-tartalom mérésével. Rovid *H-timidinnel
torténd jelzés utan ugyanis az S-fazisban levé sejtek jelzetté valnak, és igy
moédunk van a jelsletlen sejtek DNS-tartalmanak meghatarozasaval az emli-
tett fazisokban lev§ sejteket elkiiloniteni. A 7 napos tumornal a G,/G, arany
71,59,/27,5%, volt, mig 14 napos tumornal 629,/32,59,, azaz az id§sebb tumor-
sejtpopulacioban felszaporodtak a tetraploid régiéba tartozé sejtek (8. a. b.
abra).

Ugyancsak az autoradiografia és citofotometria kombinalt alkalmazasa-
val prébaltunk valaszt adni arra, hogy az tn. nem-proliferalé sejtek milyen
fazisban vannak. Méréseinket 14 napos tumorsejt-populacién végeztiik, még-
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8. dbra. Nem-jelzett NK/Ly ascites tumorsejtek DNS-tartalménak vizsgalata
8. a. Egyszeri *H-timidin addsa utdn a 7 napos tumorban
8. b. Egyszeri *H-timidin addsa utdn a 14 napos tumorban
8. ¢. *H-timidin szakaszos addsa uténi 54. érdban a 14 napos tumorban

pedig *H-timidinnel torténd szakaszos jelzés utan. A nem jelzett sejtek zome
diploid DNS-tartalminak bizonyult (759%,), azonban 199%,-ban tetraploid
sejteket is észleltiink (8. c. abra).

2. A biokémiai vizsgdlatok eredményei

a)H-uridin nukleotida-pool-ba és 6ssz-RNS-

be té6rténd beépiilésének valtozasa

Az eléz8ekben ismertetett sejtkinetikai kisérletek azt mutattak, hogy
az NK/Ly ascites tumor névekedése soran a radioaktiv timidin a sejtpopulécié

egyre kisebb hanyadéaba és azokba is egyre kisebb mértékben épiil be. A tovab-
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biakban megvizsgaltuk, hogy a sejtek replikaciéjaval nem annyira szorosan
Osszefiiggd masik nukleinsav, az RNS radioaktiv jel6lddése hasonlé médon
valtozik-e a sejtpopulécié proliferaciés aktivitasdnak csokkenése soran. Meg-
allapitottuk, hogy a *H-uridin beépiilése a sejtek savoldhaté frakciéjaba —
amely a nukleotida-pool-t tartalmazza — valamint az RNS-be nagy fokban
csokkent az NK/Ly ascites tumor atoltasat kovet§ napokban (II. tablazat).

II. tablazat

SH-uridin beépiilése kiilonbozé kori NK/Ly ascites tumorsejtekbe

Tumor oD, dpm ug RNS dpm nucleotida pool
m}],‘:;'}’mn 100 sejt 0D, 10 sejt fig RNS oo RNS
9 0,215 1100 000 10,8 39,201 27
+0,04 +94 000 +3.,2 +17,600
4 0,142 466,237 26,5 7,663 60
+0,03 +40.600 +4.,3 41,800
7 0,248 91,787 26,4 2,860 32
+0,03 +4,360 +3.6 +230
10 0,271 63,900 31,6 1,387 41
+0,04 +4,450 +5,1 4258

A csokkenés elemzésénél természetesen figyelembe kell venni a tumor témegé-
nek megnagyobbodasat, amelynek kivetkeztében egy sejtre kevesebb SH-
uridin jut. Ez magyarazatul szolgalhatna a nukleotida-pool és az RNS frakcidk-
ban észlelt *H-uridin beépiilés csokkenésére. A nukleotida-pool és az RNS frak-
ci6 Osszehasonlitdsa azonban azt mutatja, hogy azok csokkenésének mértéke
nem teljesen egyez8. A transzplantalast kovetd 2. és 4. nap kozott a *H-uridin
specifikus aktivitasa a nukleotida-poolban felére, mig az RINS-ben mintegy
otddére csokkent. Hasonloképpen kifejezettebb mértékii csoklkenést tapasztal-
hattunk az RNS frakciéban, mint a nukleotida-pool-ban, ha a masodik napon
nyert adatokat a 10 naposakkal vetjiikk 6ssze. Tovabba figyelembe kell venni
azt, hogy a 10 napos ascites tumor nukleotida-pool frakciéja még mindig sza-
mottevd *H-uridint tartalmazott, igy tovabbi radioaktiv prekurzort tudott
volna az RNS-t szintetizal6é rendszer szimara szolgéltatni. — Ezek az adatok
— melyek még kiilonb6z6 mennyiségli *H-uridinnel végzett jelzésekkel, a
nukleotida-pool 8sszetételének elemzésével és az RNS-polimeraz aktivitasanak
meghatarozasaval kiegészitésre szorulnak — arra utalnak, hogy az RNS egyre
alacsonyabb radioaktiv jelzése nem elsddlegesen a csokkent prekurzor-felvétel
kovetkezménye.
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b)3H-uridin kromatinfrakciékba és nukleo-
luszba t6rténd beépiilésének valtozasa

A kovetkez6 kisérletben megvizsgiltuk a sejtek kromatin frakciéiban
és a nukleoluszban az RNS jel6l6dését a tumor transzplantaciéja utani 2. és
9. napon. Irodalmi adatokkal megegyezden azt talaltuk, hogy az eukromatin
frakcié6 RNS-ének radioaktiv jelzettsége meghaladja a heterokromatin RINS-ét
( Frenster és mtsai 1963). Ez a kiilonbség a mi kisérletinkben azonban csak a
gyorsan szaporodé — 2 napos — sejtpopuldcié esetében volt tapasztalhaté.
A 9 napos tumor kromatin és nukleolaris RNS frakciéiba a *H-uridin beépiilése
joval alacsonyabb volt, mint a 2 napos tumor esetében. A csokkenés mértéke
azonban nem azonos az egyes magi frakciéknal: a 2 napos tumorban az eukro-
matin, mig a 9 napos tumorban a nukleolaris RNS radioaktiv jel6l6dése a leg-
nagyobb a magi frakciok koziil (ITI. tablazat).

III. tablazat
3H-uridin beépiilése 2 és 9 napos NK/Ly ascites tumor sejtek magi frakciéinak RNS-ébe

Tumor kora Euchromatin clllireo:::.-in Nucleolus
2492 388 1162
2
2326 764 1874
301 222 429
9
301 183 424

Eredmények dpm x ug RNS-1-ben kifejezve.
Csoportonként 4 egér, egyenként 20 xCi 3H-uridint (spec. akt.: 5 Ci/mM Radiochemica
Center, Amersham) kaptak 1 éraig.

c)Magi fehérjék valtozasa

Egyes magi fehérjék (hisztonok, savanyid természetid fehérjék) fontos
szerepet toltenek be az RNS-szintézis szabalyozasaban (Huang és Bonner
1962, Allfrey és mtsai 1963, Gilmour és Paul 1970, Wang 1970). E fehérjéknek
a sejtproliferacié soran bekovetkez§ valtozasaira Umana és mtsai (1964)
mutattak ra, akik alacsonyabb hiszton-mennyiséget talaltak a gyorsan szapo-
rodé szovetekben, igy a tumorokban is. Fenti meggondolas alapjan meghata-
roztuk az NK/Ly ascites tumorsejtek magi fehérjéinek mennyiségi valtozasat
a tumor atoltasat kovet§ napokban. Mindharom magi frakei6 — melyek az
osszes magi fehérjét képviselik — fehérjetartalmanak emelkedését tapasztal-
tuk a tumor névekedése soran. A hiszton-szint emelkedése mellett feltlinGek
tartjuk a savanyid természetd fehérjék tartalmanak mintegy haromszoros
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fokozédasat. Meg kell azonban jegyezni, hogy ez utébbi frakcié6 nem azonos
az irodalomban non-histon, illetve savanyd természetii kromatinfehérjeként
ismert frakciéval — bar feltételezhetden azt is magaba foglalja (IV. tablazat).

IV. tablazat

NK/Ly ascites tumorsejtek magi fehérje tartalmdinak valtozdsa

T | o | e | S
2 12,343 10,6 +1,9 11,043,0

4 17,4419 15,4+3,9 12,4 4-4,7

7 16,14+2,1 16,2 42,1 17,5+1,9

10 19,54-4,2 24,94-3,4 34,9-+5.,0

A frakciok ug fehérjetartalmat 10° sejtszdmra vonatkoztatva fejeztiik ki.

3. Elektronmikroszképos vizsgdlatok eredményei

a)Finomszerkezeti valtozasok O0sO, fixdalas ese.
tében

A ,fiatal”, 2 napos tumor sejtjeiben (9. dbra) a sejtmag vese, vagy bab
alakt, a karioplazma kézepesen elektrondenz. — A csak OsO ,-fixalt mintak-
ban a tumoros sejtpopulacié kisebb hinyadat olyan sejtek alkotjak, melyek
magjaban a maganyag szokatlan homogén eloszlasban van jelen, hidnyoznak
az elektrondenz, feltehet§en kromatinnak megfeleld teriiletek (10. abra). — A
2 napos tumorsejtek citoplazmajaban legfeltiinébb a nagyszami szabad ribo-
széma jelenléte (9. abra). A durva felszinli endoplazmés reticulum csak kis
mennyiségben, rovid tubulusok formajaban figyelhet6 meg. A Golgi-apparatus
viszonylag fejletlen (9. abra-G), a mitochondriumok szama csekély. Elvétve egy-
egy lizoszéma-szert test és lipidesepp is lathaté a tumorsejtek citoplazmajaban.

Az ,,id8s” 10—14 napos tumor sejtjeinek alapvetd ultrastrukturalis
organizacidéja lényegében megegyezik a 2 napos tumorokbél szarmazé sejteké-
vel (11. abra). — Szembetling a citoplazma szabad riboszéma-allomanyénak
megkeveshedése és a durva felszinli endoplazmas retikulum tubulusainak fel-
szaporodasa. A Golgi-apparatus rendszerint nagyobb kiterjedésti és szamos
lizoszéma-szert, egyes esetekben pedig lipofuszein granulumokra emlékeztet
részecskéket tartalmaz.

b) Finomszerkezetli valtozasok kettés fixalas
esetében

A glutaraldehid + OsO, fixalt tumorsejtek finomszerkezete jobban meg-
8rzott, mint a csak O0sO el fixalt sejteké. Kettds fixalas utan eltéré kario-
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plazmajui sejtmagokat nem tudtunk megfigyelni — ellentétben a csak OsO ,-al
fixalt anyaggal. Az elektrondenz marginizalt kromatin mindig egyértelmtien
latszott (12. abra).

¢c) RNP é DNP citokémiai vizsgalata

A szemléletesség kedvéért eldszor a 10 napos tumor RNP, illetve DNP
fest6dését mutatjuk be (13. abra). Itt ugyanis a kétféle makromolekula fests-
dése szabalyos: az RNP-tartalmui nukleolusz nagy elektrondenzitasaval tiinik
szembe, mig a nukleoluszt koriilvevs tarsult kromatin és a marginizalt kro-
matin homogén, kozepesen elektrondenz, sziirke mez8k formajaban lathaté.

Ezzel szemben a 2. napos tumorban az RNP-tartalmd struktirak pre-
ferencialis festGdése nem volt megfigyelhetd, és a fiatal tumor sejtjeiben mind
az RNP-tartalmi nukleolusz, mind az DNP-tartalmui kromatin egyarant fest§-
dott (14. abra). A médszertani hibat vagy esetlegesen vegyszerbeli kiilonbsé-
gek okozta miitermék képzbdése lehet8ségét kizarja az, hogy ugyanabban a
metszethben egymas mellett tudtunk megfigyelni szabalyos preferencialis RNP
fest6dést egy fiatal, éretlen leukocyta magjaban és erdteljes fest6dést mutaté
nukleoluszt és marginizalt kromatint a szomszédos tumorsejthen (15. abra).

d)A sejtfelszin (sejtkdpeny) vizsgalata ruté-

nium-vordssel

A ,fiatal”, 2 napos tumorsejtek felszinén ruténium-vordssel torténd
festés utan meglehetdsen vastag, 250—300 A atmérji elektrondenz réteget
figyeltiink meg (16. abra).

Megbeszélés

1." Sejtpopuldcios kinetikai valtozasok értékelése

A sejtpopulécié névekedési iitemének csokkenését a kovetkezd tényezdk
idézhetik elG: a) a proliferalé sejtek atlagos ciklusidejének (Tc) meghosszabbo-
dasa; b) a proliferalé sejtek aranyanak (GF) csokkenése; ¢) a sejtveszteségi rata
(kz) emelkedése.

A bemutatott kisérleteinkben azt észleltiikk, hogy az NK/Ly ascites
tumorsejtek dtlagos ciklusideje és a ciklus fazisainak tartama a tumor névekedésé-
vel parhuzamosan megnyilt. Az egyes fazisok koziil szembetiing a G, jelentds
meghosszabbodasa, azonban a G, és S is hasonlé tendenciat mutatott. A ,,jel-
zett mitdzis’ gorbék elsé hullamat tekintve lathatjuk, hogy azok fokozatosan
elveszitik meredekségiiket, ami arra utal, hogy a fazis-tartamok egyre nagyobb
ingadozdst mutatnak. Hasonlé jelenségrgl — mas tumorokon — Lala (1971) és
Shackney (1973) is beszamolt.

A proliferalé daganatsejtek életideje tehat egyre hosszabb. Kérdés, hogy

ez onmagaban magyarazza-e a névekedési iitemben észlelt valtozasokat, vagy
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szamolhatunk-e olyan sejtek jelenlétével is, melyek a cikluson torténd keresz-
tiilhaladasuk soran annak valamelyik fazisaban megrekednek. E sejteket nem-
proliferalé, nyugvé vagy G, sejteknek nevezi az irodalom (Lajtha és mtsai
1962). A nyugvé allapot jelentheti a proliferalé képesség végleges elvesztését
(steril sejtek), azonban lehetséges az is, hogy a sejtek e képessége megmarad
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17. a. A novekedési frakeié valtozasinak abrizoldsa szemilogaritmusos gorbén
17. b. A nivekedési frakcio valtozdsa a sejtciklusidé fiiggvényében, valdszintiségi gorbén

és bizonyos stimulusok hatasara visszalépnek a sejtciklusba. NK/Ly ascites
tumor esetében a novekedési frakcié szamitott értékei azt mutattik, hogy a
tumor kordval parhuzamosan a nem-proliferdlo sejiek ardnya emelkedik. A kisér-
letesen meghatarozott értékek azonban — kiilonosen hosszabb jelzés alkalma-
zdsakor — magasabbak, mint a szamitas utjan nyertek (Lala 1971). Ezt ta-
pasztaltuk magunk is 7 és 10 napos NK/Ly ascites tumor szakaszos jelzése
esetében. Az eltérés magyarazataul szolgalhat egyrészt az, amit az el§zGekben
mar emlitettiink, hogy ti. a fazisok tartama a tumor koranak elérehaladtaval
egyre nagyobb ingadozast mutat, ezért az atlagos G, 4+ G, + M, illetve a
maximélis G; 4+ G, + M tartam koézott jelentss eltérés lehet. A két modszer
kozotti eltérés masik oka az lehet, hogy a tumorsejtpopulaciéban megjelend
nem-proliferalé sejtek képesek visszalépni a ciklusba és igy jelzetté valni. El-
tekintve a novekedési frakcié meghatarozasakor felmeriil§ hibaforrasoktdl,
eredményeink alapjan rovidebb-hosszabb ideig nem-proliferalé sejtek jelenléte,
illetve aranyuk emelkedése az NK/Ly ascites tumor névekedése soran bizonyi-
tottnak tekinthet8 (17. a. abra).
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Kérdés, hogy ezek a sejtek a ciklus mely fazisaban szakitjak meg dtjukat.
A 3H-timidinnel szakaszosan jelzett 10. napos NK/Ly ascites tumor nem jel616-
dott sejtjeinek DNS-tartalmat mérve citofotométerrel mind G,, mind G, fazis-
nak megfeleld, kozel diploid és tetraploid DNS-tartalommal rendelkez8 sejte-
ket sikeriilt megfigyelni (aranyuk: 759,/199, volt). Lehetséges tehat, hogy az
NK/Ly ascites tumorban a ciklusbél kilép§ sejtek nemesak G,-ben, hanem
G,-ben is képesek megrekedni. Felvetddik azonban annak a lehetésége is, hogy
a szakaszos jelzés utan megfigyelt tetraploid régié a nem-proliferalé tetraploid
sejteket reprezentalja. Ennek a kérdésnek eldontése tovabbi vizsgalatokat
igényel.

Az ascites tumor niévekedési iitemét tehat a proliferalé sejtek ciklus-
idejének megnyiilasan kiviil a ciklusbdl kilépd, illetve abba bejuté sejtek aktua-
lis aranya is befolyasolja. A tumor koraval, a sejtciklus progressziv megnyulasa-
val né a sejtek ciklusbél valé kikeriilésének és csékken a ciklusba valé vissza-
keriilésének valosziniisége (17. b. abra).

Az aktuélisan nem-proliferalé tumorsejtek bizonyos behatasokra (aspi-
racié, retranszplantacié stb.) igen gyorsan képesek visszalépni a ciklusba és
gyorsan proliferalé sejtekké valni. A 4 és 10 napos, tehat sejtkinetikai szem-
pontbol jelent§sen eltérd sajatsagokkal rendelkezd tumorokbél azonos sejt-
szammal transzplantaciét végezve gyakorlatilag teljesen hasonlé niévekedési
gorbét észleltiink. Ha a retranszplantacié eldtt a populaciot rovid ideig *H-
timidinnel jelsltiik, akkor az atoltas utan a DNS specifikus aktivitasa mindkét
tumornal azonos tendenciaval csokkent, jelezve az azonos névekedési iitemet.
Fenti kisérlet eredménye arra utal, hogy az ascites tumor ,,6regedése” soran
keletkez§ nem-proliferdlé sejtek nem tekinthet6k végallapotban levs steril
sejteknek, hanem olyanoknak, melyek megfelelo stimulus hatasdira képesek
visszanyerni osztoddasi képességiiket. Mindkét kord tumornal az atoltas utan a
lassabb névekedési iitemet gyorsabb niovekedés valtotta fel, és ez természete-
sen nemcsak a nem-proliferdlé sejtek proliferativva valasat, hanem a ciklus-
ban levd sejtek felgyorsult novekedési sebességét is jelzi.

A sejtcikluson és a novekedési frakeion kiviil a populaciobél torténd sejt-
vesztés mértéke befolyasolhatja egy adott sejtrendszer novekedési iitemét.
Az NK/Ly ascites tumor névekedése soran az elhalt sejtek aranya, a sejtveszte-
ségi rata lényegesen nem valtozott. A sejtveszteségi faktor ugyanezen id6 alatt
mérsékelten emelkedd tendenciat mutatott. Végeredményben azt mondhatjuk,
hogy a transzplantaciét kovetd 10—14. napig az NK/Ly ascites tumor néveke-
dési titemének valtozasaért a sejtveszteség nem, vagy csak igen kis mértékben
felelds.

Felvetddik, hogy a kisérletes ascites tumorok tanulméanyozasanal nyert
eredmények mennyiben vethet8k 6ssze a kisérletes solid tumorok, de kiilonos-
képpen az emberi daganatok sejtpopulaciés kinetikai sajatossagaival. Iro-
dalmi adatok szerint a transzplantalhaté solid tumorok névekedési iiteme is
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egyre lassul, azonban az ascites tumorokkal ellentétben ezért elsGsorban a
nyugvo sejtek megjelenése, illetve aranyuk emelkedése a felelgs. Emellett jelen-
tGs szerepet jatszik a sejtveszteség nagysaga, mig az atlagos ciklusidd a tumor
koraval lényegesen nem valtozik (Mendelsohn 1960, 1962, Frindel és mtsai
1967, Simpson-Herren és mtsai 1968, Tannock 1969, Lala 1972). Nemecsak
ugyanazon tumor kiilonb6z8 novekedési szakaszaiban wvagy ascites és solid
formaja kozott észlelhetSk sejtkinetikai eltérések, hanem spontan tumorok
sorozatos transzplantaciéja esetében is (‘Steel és mtsai 1971).

A human tumorok sejtkinetikai jellemz6inek széles kori vizsgalatat elss-
sorban mdédszertani és etikai problémak nehezitik. Az eddigi vizsgalatok azt
mutatjak, hogy a human tumorokban a sejtek ciklusideje és a fazisok tartama
tumoronként valtozik, és nincs szoros 8sszefiiggésben a szévettani megjelenés-

sel. A tumorsejt ciklusideje nem sziikségszertien rovidebb — sok esetben hosz-
szabb — mint a szervezet gyorsan megijulé populaciéit felépits egészséges

sejteké (Cooper 1968, Levi és mtsai 1969, Fabrikant 1970, Tubiana 1971, John-
son és Wolberg 1971, Heenen és mtsai 1973). A tumorok kézott a kett8zddési
idében, ugyanazon tumoron beliil a valédi és potencialis kett6z6dési id§ kozott
figyeltek meg lényeges kiilonbhségeket, amely nagyfoki sejtveszteség jelen-
1étére, igy a sejtveszteség fontos, novekedést befolyasolé szerepére utal (Sieel
és Lamerton 1966, Steel 1967, Refsum és Berdal 1967, Iversen 1967, Frindel és
mtsai 1968). A daganatokban a normal szdveteknél magasabb a névekedési
frakeié, azonban nem-proliferalé sejtek jelenléte — a kisérletes tumorokhoz
hasonléan — szintén kimutathaté volt (Peckman és Steel 1972). Saunders és
mtsai (1967) leukémias betegeknél a csontveld daganatsejt-stirliségének emel-
kedésével parhuzamosan a novekedési iitem lassulasat észlelték. Citosztatikus
szerrel tortént kezelés utan a sejtpusztulas miatt kialakult denzitas-csékkenés-
nél a taléls sejtek proliferaciéjanak gyorsulasat tapasztaltak (Foadi és mtsai
1967). Mauer és Saunders (1969) szerint a nem-proliferals leukémias sejtek rela-
tiverezisztensek a kemoterapiasbeavatkozasokkal szemben, és masokkal egyiitt
feltételezik, hogy e sejtek képezik a recidivak forrasat (Clarkson 1969).

A kisérletes és human tumorokon megfigyelt sejtkinetikai adatok, vala-
mint sajat eredményeink is a tumorok névekedési litemének valtozékonysagat
jelzik. Kérdés, hogy a populécié-szintjén észlelt eltérések milyen sejten beliili
eseményekkel, biokémiai, morfolégiai médszerekkel tapasztalhaté valtozasok-

kal hozhaték osszefiiggésbe.

2. Biokémiai valtozdasok értékelése

Az ascites tumorok novekedését kisérd anyagesere-valtozasokkal nap-
jainkig meglehetdsen kevés tanulmany foglalkozott. Harris és mtsai (1970)
szamos enzim aktivitasat hataroztak meg az Ehrlich-ascites tumor atoltasat
kévet§ kiilonb6z8 napokban, és bar a 3H-leucin fehérjébe torténd beépiilése
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a timidin indexhez hasonléan csokkent, a vizsgalt enzimek aktivitasaban val-
tozast nem tapasztaltak. Ezzel szemben a monoaminooxidase aktivitasanak
fokozédasarél szamolt be Yamanaka (1971) ugyancsak az Ehrlich-ascites tumor
vizsgalata soran. A polinukleotidase-k aktivitasanak a tumor koratdél fiiggs val-
tozasat az Ehrlich-ascites tumorban és a L, 4,4y lymphoma tumorban Horakova
(1972) irta le. Holoubek (1971) a kiilonb6z6 hiszton-frakciok szintézisét hason-
litotta Gssze a fiatal és id8s Ehrlich-ascites tumor sejtjeiben. Megallapitotta,
hogy a *H-leucin beépiilése az F, hiszton-frakciéba és a *H-timidin beépiilése
a DNS-be csokken a tumor 6regedésével. Ezzel szemben az F, hiszton-frakcié
jelolddése inkabb kisfoki emelkedést mutatott.

Az NK/Ly ascites tumor névekedésének kiillonb6z8 szakaszaiban végzett
vizsgalatainak eredményei arra utalnak, hogy a tumorsejtek nukleinsav anyag-
cseréjében lényeges valtozasok kovetkeznek be. A novekedés elGrehaladtaval
meghosszabbodik a sejtek genetikai alloméanyanak replikaciés ideje, csokken az
idegység alatt aktuélisan DINS-t szintetizalé sejtek aranya, a *H-timidin
DNS-be torténé beépiilése. A DNS-szintézis iiteme tehat populacio- és sejt-
szinten egyarant jelentdsen csokkend tendenciat mutat.

A *H-uridin NK/Ly ascites tumorsejtekbe torténd beépiilése a tumor
koranak eldrehaladtaval szintén csokkenést mutatott. A kromatin-allomanybél
és a nukleoluszbél izolalt RNS frakciok *H-uridin jel6l6désének az 6sszehason-
litasa a 2 és 9 napos tumorban ramutatott arra, hogy a kiilénb6z§ proliferaciés
aktivitasu sejtpopulacickban az RNS-anyagcsere jellegében is kiilonbozik egy-
mastél. A gyorsan proliferalé sejtekben az eukromatin, a lassabban prolife-
raléban pedig inkabb a nukleolaris RNS jelol6dése volt a legkifejezettebb. E
vizsgalatok egyben arra is utalnak, hogy a novekedés soran észlelt RNS jelo-
16dés csokkenése mar a szintézis helyén, a sejtmagban bekovetkezik. Igy ke-
vésbé valészinti, hogy a szintetizalt RNS-ek fokozottabb lebontasanak tulaj-
donithaté az alacsonyabb szintd specifikus aktivitas. A magi fehérjék tartal-
manak a tumor névekedése soran tapasztalt emelkedése dsszefiiggésben latszik
allni a kromatin-frakciok és a nukleolusz csokkent *H-uridin jelolddéséhez és
titkkrozik a sejtmagban létrejové valtozasokat.

3. Finomszerkezeti vizsgalatok értékelése

A kiilonb6z6 kori ascites tumorok ultrastrukturalis vonasainak ossze-
hasonlitasakor a legszembet(inébb elvaltozasok a citoplazma denzitasaban,
a mitochondriumokban, a durva felszin{i endoplazmas reticulumban és a lipid-
cseppek részérgl kiovetkeztek be (Selby és mtsai 1955, Lapis 1967, Delain és
Frindel 1970, Fletcher 1972). Sajat vizsgalatainkban a 2 és 14 napos NK/Ly
ascites tumor sejtjeiben a mitochondriumok finomszerkezetében és a cito-
plazma elektrondenzitasdban nem észleltiink figyelemre mélté valtozast. Jelen-
t8s lipid-csepp szaporulatot sem tudtunk megfigyelni a tumor éregedése soran.
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Vizsgalataink soran igen meglepdnek tartottuk, hogy az RNP-struktirak
Bernhard (1969) szerinti preferencialis fest6dése nem kivetkezett be a 2. napos
tumorban, mivel a nukleolusz és egyéb RNP-tartalmi struktiridk mellett a
kromatin is fest§dott. A jelenség magyarazatara a kovetkez8 szempontok
meriilnek fel: a) a festési eljaras nem eléggé specifikus, b) a 2 napos tumorsejt
kromatin dllomanyaban RNP-tartalmi struktirelemek is jelen vannak és a
fest8dés ettdl ered, ¢) maga a kromatin fest6dik, azaz olyan fizikokémiai alla-
potban van, amely az EDTA-festés szamara kedvezd feltételeket jelent, d)
végiil felmeriil annak a lehetdsége is, hogy a fenti jelenség hatterében nekro-
biotikus folyamatok allnak.

Koévetkeztetések

A Kkisérletes és részben az emberi tumorokon tortént megfigyelések, vala-
mint sajat tapasztalataink is a tumorok névekedési iitemének, a tumorsejtek
anyagcsere-tulajdonsagainak és egyes morfolégiai sajatossagainak a daganatok
koraval kapcsolatos valtozékonysagara mutatnak ra. Kérdés, hogy mely kuta-
tasi teriileteken hasznosithatok ezek a megfigyelések.

A daganatok bioldgiai tulajdonsagai megitélésénél szemléletileg is jelen-
tésnek tartjuk azt, hogy — a korabbi felfogassal szemben — a tumor néveke-
dése soran a sejtek oszlasi iiteme nem feltétleniil fokozodik, hanem szamos —
ha nem minden — esetben csokkenés tapasztalhaté.

A daganatos sejtpopulaciok novekedési iitemét befolyasolé tényezdk
koziil az ascites tumorok — és talan a human leukémiéak esetében is — az intra-
cellularis szintetikus folyamatok progressziv lassulasa, mig az experimentalis
és human solid tumoroknil a névekedési valtozas hatterében elsGsorban a
nyugvé allapotban levd sejtek aranyanak emelkedése és a sejtveszteség latszik
a legfontosabb tényezdnek. Mindez felveti annak lehetdségét, hogy el6bbieknél
sejtszinten, utébbiaknal pedig széveti szinten érvényesiil a szabalyozé mecha-
nizmusok hatasa.

Feltehetd, hogy biolégiai térvényszertség nyilvanul meg a daganatos
sejtpopulacié ,,fejlddésével” jaré novekedési iitem csokkenésében. E valtozas
tanulmanyozéasa, illetve 6sszehasonlitidsa egy differencialédast eredményezd
és egy daganatos novekedést mutaté biolégiai rendszerben lehetgséget nyujt
alapvetd biologiai jelenségek megfigyelésére. Igy a daganatos sejtpopulécio
novekedésének vizsgalatanal felmeriil§ kérdések egyike az, hogy a tumorok-
ban megjelend nem-, vagy igen lassan proliferalé sejtek funkcionalis szempont-
bél eltérnek-e a proliferativ allapotban levéktdl. A gyorsan és lassan prolife-
ralé sejtpopulacick kozott mingségi kiilonbségeket jelz§ adatok ma még csak
elvétve talalhaték az irodalomban. Becker és Stanners (1972) a proliferalé és
nyugvé allapotban levd szovettenyészeti sejtek kozott az djonnan szintetizalt
fehérjék elektroforetikus vizsgalatakor mindségi eltérést talaltak. Feltételezik,
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hogy a nyugvé sejtek biokémiai allapotukat tekintve nem egyeznek meg a
normal sejteiklus egyik fazisaval sem.

Vizsgalataink is ramutattak arra, hogy a sejtpopulacié novekedési iite-
mével egyiitt csokken a sejtek genetikai allomanyanak replikaciéja. A DNS-
szintézis ratdjanak lassuldsa, reverzibilis vagy irreverzibilis megsziinése nem-
csak tumorbiolégiai, hanem 4altaldnos sejtbiolégiai szemponthél is jelentds
kérdésnek tekinthets. E valtozasokat létrehozé vagy azokban szerepet jatszo
tényezbk — elsGsorban a G, fazis végén, a G,—S fazishataron zajlé események
sorrendjének ((Baserga 1968, Prescott 1968) — ismerete hozzajarulna a genetikai
allomany replikaciéjanak fiziolégias koriilmények kozott torténd szabalyoza-
sanak megismeréséhez is. ﬁgy gondoljuk, hogy a DNS-szintézis természetének,
valamint az azt befolyasolé tényezk mikodésének osszehasonlitasa az ascites
tumorok novekedésének egyes szakaszaiban megfelel§ biol6giai vizsgalé rend-
szert szolgaltat a genetikai allomany szabalyozérendszerének tanulmanyo-

zasahoz.

Osszefoglalds

Szerzdk a kisérletes tumorok névekedési jellemzdivel és az azt befolyasolo
tényezikkel foglalkoznak. — Megallapitottak, hogy az NK/Ly ascites tumor
névekedése soran a sejtpopulacié kett§z8dési ideje fokozatosan meghosszabbo-
dik. Ennek kialakuldsiban elsGsorban a sejtek atlagos ciklusidejének meg-
nyilasa és masodsorban a nem-proliferalé sejtek megjelenése jatszik szerepet.
A sejtosztédas iitemével egyiitt csokken a DINS-szintézis iiteme sejt- és popu-
lacié-szinten egyarant. Ugyancsak ezzel parhuzamosan csokkenést mutatott
a 3H-uridin tumorsejtekbe, ezen beliil f6ként az eukromatin frakciéba torténd
beépiilése is. Elektronmikroszképos citokémiai vizsgalatok azt mutattak, hogy
a 2 és 10 napos tumorok a sejtmagok DNP- és RNP-struktirajanak EDTA-
festéssel torténd elkiilonitése tekintetében eltérden viselkedtek.

Az eredmények onkoldgiai jelentfségiik mellett biolégiai kisérleti modellt
szolgaltatnak a genetikai allomany replikaciéjat szabalyozé tényezék tanul-
manyozasara.

Végiil koszonetiinket fejezziik ki a Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem Radiolégial
Intézete Izotép Laboratériuma munkatérsainak a radioaktivitas-mérések elvégzéséért.
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